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Uj vizsgalomodszer a szemészeti alapkutatasban:
az atomerd-mikroszkopia

Mopis LAszL0,! NAGY PETER,? BISTEY TAMAS,? JENEI ATTILA?

Célkitiizés: Az atomerd-mikroszkop (AFM=atomic force microscope) bemutatdsa. Kemény kontaktlencse felszinek
vizsgdlata viselés eldtt és utdn.

Moddszerek: Hat iij és hat, betegek dltal komplikdciomentesen viselt rigid polimetilmetakrildt (PMMA) kontaktlencsét
vizsgdltunk AFM-mel. A méréseket a lencsék centrdlis felszinén végeztiik, minden lencse esetében 15 kiilonbozd
pontban.

Eredmények: A viseletlen kontaktlencsék sima, egyenletes felszint mutattak. A feliiletiikon 1évd bardzddk dtlagos
mélysége 28,6 nm (SD=13,3) volt. A haszndlt lencséken hasonld szerkezetii és mélységii (30,8 nm, SD=12,7) bardzddk
voltak ldthatéak. Ezeken a lencséken diszkrét, gomb és ovdlis alakii objektumokat mutattunk ki, dtlagosan 351,4 nm
(SD=171,2) dtmérdvel és 45 nm (SD=16,6) magassdggal.

Kovetkeztetések: Az AFM-mel természetes kozegiikben nagy felbontdsii képek nyerheték kemény kontaktlencse
felszinekrdl, melyeken a felszini struktiirdk magassdga nanométeres pontossdaggal meghatdrozhato. A haszndlt PMMA
lencsék felszinén az dltalunk észlelt depozitumok magassdga lényegesen kisebb volt anndl, mint amit ldgy
kontaktlencséknél megfigyeltek. Az AFM nagymértékben elbsegiti a lerakdddsok pontosabb elemzését és fontos
szerepet kaphat az idedlis kontaktlencse kifejlesztésében is.
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NEW METHOD IN BASIC OPHTHALMIC RESEARCH: ATOMIC FORCE MICROSCOPY

Aim: To describe the atomic force microscope (AFM). To analyze surfaces of unworn and worn hard contact lenses.
Methods: Six new and six used polymethylmethacrylate (PMMA) contact lenses after uncomplicated wear were
studied by AFM. Measurements were taken on the central surfaces of the lenses on 15 different points in each case.
Results: The unworn contact lenses disclosed smooth and even surface. The main depth of the surface grooves was
28.6 nm (SD=13.3). The worn lenses showed similar grooves in structure and depth (30.8 nm, SD=12.7). Discrete,
round- and oval-shaped objects were present on the surface of these lenses, generally 351.4 nm (SD=171.2) in
diameter and 45 nm (SD=16.6) in height.

Conclusions: The AFM is capable for providing high resolution images on hard contact lens surfaces in their-natural
environment. The height of topographical structures can be determined with nanometer accuracy. The height of the
surface deposits on PMMA lenses measured in this study was much less than those observed on soft contact lens
surfaces. AFM is of great help in more precise analysis of the deposits and may also be important in developing the
ideal contact lens.

Keywords: atcomic force microscope, contact lens, surface deposits

A bioldégiai mintdk hagyomdanyosnak mondhaté mik-
roszkopokkal valé vizsgalhatésaganak korlatja Abbe ota
(1873) jol ismert: kiilonbdz8 sugarak (pl. fény) fokuszaldsa
soran az adott sugarzas hullimhosszanak felénél kisebb ob-
jektumok a vizsgdlé szdmdra l4thatatlanokka valnak. Ezt a
gatat értelemszertien sem az elektron-, sem a lézersugdr se-
gitségével mikodd mikroszképok nem 1éphették at. Az
Abbe-korldt megkeriilésére egy évszazadot kellett varni. A
nyolcvanas években kisméretii apertirak és a piezoelektro-
mos vezérlés alkalmazdsdaval megépitették az elsd, dssze-
foglalé néven pdsztdzé szondas mikroszkopokat (scanning
force [probe] microscopes).*

Ezen 4j mikroszképcesaldd elsé példanya a pdsztazo
alagut-mikroszkop volt. A vizsgélat sordn a mikroszkop he-

gye és a minta kozé fesziiltséget kapcsolnak. A hegy atomi
méretii csicsdnak és a minta felszinének elektronfelhgje at-
fedve egymdst alagutaramot kelt. Piezoelektromos mintave-
zérléssel az alagitdram vdltakozdsabol a felszinr6l harom-
dimenzids topografiai kép nyerhetd, kozel nanométeres fel-
bontésban.

Ennek a mikroszképnak nagy hatranya, hogy segitségé-
vel csak elektromosan vezetS anyagok vizsgédlhatok, ezért a
biolégiai prepardtumok vizsgélata igen korlatozott. Ennek
kikiiszobolésére és a felbontds tovdbbi novelésére fejlesz-
tették ki az atomerG-mikroszképot (AFM=atomic force
microscope), amely a kilencvenes évektdl kereskedelmi
forgalomban is kaphaté.
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A Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudomanyi
Centrum (DE OEC) Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézetében
1994-161 4ll rendelkezésre AFM, amelyet a Twente-i Egye-
temen készitettek (Applied Optics Group, University of
Twente, Twente, Hollandia) (1. dbra). Ezen j mikroszkop
mikodési elvét, elényeit, htranyait, szemészeti alapkuta-
tasban val6 felhasznalhatésdgat kivanjuk bemutatni. Tanul-
méanyunkban ehhez Uj és hasznélt kemény (rigid) kontakt-
lencséket hasznaltunk, azok felszini sajatsdgait vizsgaltuk
és hasonlitottuk Ossze.

Moédszerek

A mikroszkép felépitése és miikodési elve egyszerGsitve
a kovetkezs. Egy fém vizsgalokar végén egy piramis alaki
szilicium-nitridbs] késziilt atomi méretli heggyel tapogatja
le a minta felszinét. Ennek sordn a vizsgédland6 anyag és a
ti kozott atomok kozotti kontaktus, az elektronfelhdk ko-
Z6tt taszitas alakul ki (és nem alagttdram). Ez az interakcid
a vizsgalokar elhajldsat okozza a vizsgdlat sordn (egyszeri-
sitve tigy szemléltethetd, mint egy hagyomédnyos lemezjét-
sz6 midkodése). A kar elhajldsa optikai médszerekkel, 1€-
zersugdr segitségével detektdlhato. A 1ézerfény érzékelése
egy kvadrdnsdiéddval torténik, amely egy visszacsatold
rendszerrel is dsszekottetésben all (2. dbra). Ezen utébbi
rendszer a 1ézerfény elhajldsakor egy piezoelektromos ve-
zérl6t hoz mikodésbe, amely a mintat nemcsak az X, y, ha-
nem a z tengely mentén is mozgatja gy, hogy a kar elhaj-
l4sa 4llandé marad. Ezaltal — optikai lencsék kihagydsdval
_ atomi felbontdsban térképezhet§ fel, tobbek kozott, a bi-
olégiai mintdk felszine. A mintdk szdraz és nedves kozeg-
ben is vizsgalhatSk. A vizes kizeg segitségével csokkent-
hetSk a szennyezddések okozta miitermékek és az adhézids
erék altal okozott nem kivant mellékhatdsok. A jel képpé
alakitdsa utdn a mikroszkop sajét szoftvere segitségével kii-
16nb6z8 mérések (pl. keriilet, teriilet, 4tmérd, képanalizis)
végezhetek.’
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1. dbra. A Biofizika Intézetben mitkods AFM

Tanulmdnyunkban hat Gj és hat haszndlt rigid
polimetilmetakrildt (PMMA) kontaktlencsét vizsgéltunk
AFM-mel, szaraz kozegben. A méréseket a lencsék centrd-
lis részén végeztiik, minden lencse esetében 15 kiilonbozd
pontban. A lencsék a Gy6rffy dltal kifejlesztett préselési
technikdval késziiltek a Semmelweis Egyetem 1. sz. Szemé-
szeti Klinika Kontaktlencse Laboratériumédban. Az Gjonnan
készitett lencsék nem keriiltek illesztésre, paciensek szeme-
ivel nem érintkeztek. A hasznélt lencséket a betegek kiilon-
bz fénytorési hibdk miatt komplikdciémentesen viselték.
A viselési periédus leteltével (dtlagosan 1 év), rutinszerd
lencsecsere utdn a kontaktlencséket Uj tdrolé dobozba he-
lyezve kaptuk vizsgdlatra, szintén a fenti intézettSl. A len-
cséket széliikon csipesszel megfogva helyeztiik az AFM
vizsgaldasztaldra és kezdtiik meg a méréseket.

Eredmények

Az (j, haszndlatra még nem keriilt kontaktlencsék sima,
egyenletes felszint mutattak. A feliiletiikon csak a készités-
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a kar visszahlizasa

2. dbra. Az AFM miikodését bemutato egyszeriisitett, vdzlatos rajz.
a. A tii hegye és a minta kézétt atomi kontaktus alakul ki. A 1l felszinérél visszaverddd lézerfény a kvadrdnsdidda kozepére jut.
b. A tii felszini akaddlyba iitkozik, ezért meghajlik. A meghajlds kovetkeztében a til felszinérdl visszaverddd lézerfény nem a kvadrdns-
diéda kozepére jut.
¢. A visszacsatolé elektronika addig tdvolitja el a tiit a minta felszinétdl, ameddig a lézerfény ismér a kvadrdnsdioda kozepére jut. A ti
visszahiizdsdnak mértéke nanométeres pontossdggal megadja a felszini objektum magassdgdt
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3. dbra. Haszndlatlan kemény kontaktlencse felszine, jol ldthaté
bardzddval.
A kép a kontaktlencse 10x10 um-es részletét dbrdzolja 500x500
pixeles felolddsban. Az dbrdn ldthatd fehér vonal hossza 1 um. A
képen a felszini egyenetlenségek magassdga a feltiintetett skdld-
nak megfelelden lett kédolva

b6l, megmunkéldsbol szarmazo bardzddk voltak kimutatha-
téak (3. dbra). A bardzddk atlagos mélysége 28,6 nm
(SD=13,3) volt. A lencsék felszinén lerakddasok nem vol-
tak.

A haszndlt, betegek dltal viselt lencséken ugyancsak je-
len voltak a préselési bardzddk, amelyek atlagosan hasonld
mélységiiek voltak (30,8 nm, SD=12,7), mint az 0j lencsé-
ken és kozottiik szignifikdns kiilonbség nem volt (p=0,39;
kétmintds t-préba). A hasznalt lencséken azonban koriilirt,
diszkrét, gomb és ovdlis alakd objektumok voltak lathatéak
(4. dbra). Ezen depozitumok atlagos dtméréje 351,4 nm
(SD=171,2), z tengely irdnyd magassdga pedig 45 nm
(SD=16,6) volt.

Megbeszélés

A pdsztdz6 szondéds mikroszkopok csalddjdba tartozo, az
optikdt nélkiiloz3 atomerd-mikroszképpal kemény kontakt-
lencse felszinek jol vizsgdlhaték. Ezen mikroszk6pok ko-
z6s jellemz§je, hogy minimdlis mintael6készités utan nagy
felbontdst topogréfiai képet adnak a prepardtum
felszinérsl.">3%° A vizsgdlatok sordn az atomi szervezddés
szintjén nyerhetd kép olyan médon, hogy a minta természe-
tes kozegében, a nativhoz kozeli dllapotban keriil megfi-
gyelésre, elhanyagolhaté szerkezetvdltozdssal.'>*** A fel-
bontés mellett ez az AFM masik nagy elénye.

A pésztazo (scanning) elektronmikroszképpal (SEM) va-
16 vizsgélat sordn a minta nem természetes kozegében ke-
riil vizsgdlatra, sok, szerkezetet roncsold elSkészitésen
megy 4t, mint pl. vdkuumozds, eziist-, aranyfiisttel val6 be-
vonds. Ezek miatt a SEM kontaktlencsefelszinek vizsgédla-
tara nem alkalmas, nem lehet elkiiloniteni, hogy a litott
kép valédi elviltozds vagy csak métermék.” Ezzel szemben
megemlitendd, hogy az AFM nagysdgrendekkel drdgabb,
mint az elektronmikroszkép és haszndlata nagy szakértel-
met kivan.
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4. dbra. Haszndlt kemény kontaktlencse felszine bardzddkkal és
depozitumokkal.

A kép a kontaktlencse 5x5 pm-es részletét dbrdzolja 500x500 pi-

xeles felolddsban. Az dbrdn ldthatd fehér vonal hossza ebben az
esetben is 1 um

Az AFM-mel végzett kontaktlencsefelszini vizsgalatok
és kozlések szama igen kevés és azok is kizar6lag lagy len-
csékrdl szélnak.">® Uj, viseletlen lagy lencse (Essilor,
Essilor International, Franciaorszdg) felszineken az el6alli-
tasbol szarmazo, atlagosan 50-150 nm mélységi és magas-
ségt felszini egyenetlenséget figyeltek meg.? Az éltalunk
vizsgélt, teljesen mds eljardssal el@allitott kemény PMMA
lencséken a préselési bardzda mind az dj, mind a mar bete-
gek dltal haszndlt lencséken egyardnt 30 nm kozott valto-
zott. Ez az adat azt is jelzi, hogy normdlis lencseviltdsi pe-
riédusban a lencsék felszine nem kdrosodott. Ugyanakkor
ismert, hogy a PMMA lencsék felszinén mar néhdny héna-
pos viselés utdn esetenként szabad szemmel, de résldmpa-
val mindenképpen ldthaté karcoldsok alakulnak ki. Mivel
hasonlé szerkezetl és mélységi bardzddkat mutattunk ki a
hasznalt és haszndlatlan lencséken, valészind, hogy az
AFM tiije ezeket az elvaltozdsokat elkeriilte.

Eseteinkben a hasznalt lencsék felszinén diszkrét, atla-
gosan 351,4 nm 4tmérGji és 45 nm magassagi
depozitumok voltak jelen. Ugyancsak betegek 4ltal viselt
lencséken (Essilor) a sajat megfigyeléseinkkel hasonld
szerkezet(f lerakéddsokat mutattak ki AFM-mel.' Ezek az
irregularis diszkrét objektumok é4tlagosan 190-375 nm ko-
z6tti magassagdak voltak és ezt II-es tipust depozitumnak
nevezték el. Ezenkiviil a lencsék felszinét vékonyan és
egyenletesen borit6 7,5-136,5 nm vastagsdgu réteg is jelen
volt (I-es depozitum). Sajdt méréseink szerint a haszndlt
PMMA lencsék felszinén ilyen lerakédéds nem volt kimutat-
haté. Gélelektroforézissel a depozitumok Gsszetételét illetd-
en kiilonbozé konnyfehérjék jelenlétét igazoltak, a Il-es ti-
pusban mukoprotein-tdlsillyal." A kontaktlencsefelszineken
ezenkiviil lerakédhatnak lipidek, mucinok, valamint kiilon-
b6z6 mikroorganizmusokbol és dsvényi anyagokbdl dllo
depozitumok. Az altalunk kimutatott lerak6ddsok azonban
mind méretiikben mind morfolégidjukban a Il-es
depozitumokhoz voltak hasonlatosak.

A hasznalatlan Acuvue (Vistakon, USA) és NewVues
(CIBAvision, USA) lagy kontaktlencsék sima felszint mu-
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tattak, az elallitaskor keletkezett pérusok mélysége AFM-
mel mérve 100 és 200 nm kozott véltozott.” Hasonl6 elvél-
tozdsokat mutattak a Surevue (Vistakon, USA) és
SeeQuence (Bausch & Lomb, USA) ligy lencsék is.® Vise-
1és utdn, normdlis lencsevaltasi periddust kdvetSen egye-
netlen lencsefelszint figyeltek meg, mind a négy lencse
esetében dtlagosan 1000 nm koriili depozitummagassdgok-
kal. A morfoldgiai elvaltozdsok Surevue és SeeQuence len-
csék esetében kifejezettebbek voltak. A haszndlt 14gy kon-
taktlencséken 16v6 depozitumok tehdt sokkal jobban ki-
emelkedtek a lencse felszinérél, mint a sajait PMMA len-
cséink esetében. AtmérGre vonatkozé adatok az emlitett
forrdsokban nem szerepelnek.

A lerak6ddsok kialakuldsat el@segitheti a nem megfeleld
illesztés, a lencse és a tarolédoboz szakszer(tlen tisztitasa,
a higiénés szabélyok be nem tartdsa; befolydsolhatja a
koénny mindsége, Osszetétele, pH-ja és a kontaktlencse
anyaga.>® A kemény (els6sorban gizpermedbilis) lencséken
kevesebb depozitum rakédik le, és azok dltaldban egy tisz-
titas alkalmdval eltdvolithatéak, ellentétben a ldgy
lencsékkel.*'

Az idedlis kontaktlencse anyaga kival6 oxigénateresztS,
megfeleld mértékben nedvesedd, felszinén depozitumok
minimélis mennyiségben, mig baktériumok egydltaldn nem
rakédnak le.} Az AFM-mel végzett kisérletek és tanulmd-
nyok kifejezetten elSsegitik ezen torekvések megvaldsitd-
sat. Valészintleg az AFM a szemészeti alapkutatdsok mds
teriiletein is nélkiilozhetetlen szerepet kap a jovSben, mint
pl. a kollagénrostok finomabb szerkezetének vizsgélata.
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