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KASUTATUD LUHENDID

ASCII — Ameerica Informatsioonivahetuse Standardkood (ingl. k. American Standard Code for

Information Interchange)

BIBO3304 — arginiinamiid tiilipi YR antagonist BIBO3304

cDNA - komplementaarne DNA

CSV - komaga eraldatud viirtused (ingl. k. comma separated values)

cTCAM - kuubiline kolmik-kompleksi aktivatsiooni mudel (ingl. k. Cubic ternary complex

activation model)

D3R — dopamiin D3 retseptor

GPCR - G-valk seotud retseptor

ICso — poolmaksimaalne inhibeeriv kontsentratsioon

ICSE - pildianaliiiisil pdhinev raku suuruse hindamine (ingl. k. Image-based cell-size

estimation)

M; MR - muskariinne atsetiiiilkoliini M; alatiilip

MR - muskariinne atsetiiiilkoliini retseptor

MC159 — Christoph Muelleri siinteesitud arginiinamiid tiitipi YR antagonist 159

MIDAS — Minimaalse vajaliku informatsiooni formaat andmeanaliiiisiks siisteemibioloogias

(ingl. k. Minimuml Information for Data Analysis in Systems Biology)

MK342 — TAMRA fluorestsentsmérgisega dibensodiasepinoonil pohinev MR antagonist
NAPS — N-(p-aminofenetiiiil)spiperoon

YR — neuropeptiid Y Y retseptor

OME-TIFF — Open Microscopy Environment sildistatud pildiformaat (ingl. k. tagged image
file format)

SBML - Siisteemibioloogia mirgistuskeel (ingl. k. Systems Biology Markup Language)
TAMRA - Tetrametiiiil-rodamiin

UR-SK-III-59 — dibensodiasepinoonil pohinev MR antagonist



SISSEJUHATUS

Mikrotiiterplaatidele kohandatud spektrifluorimeetrid ja mikroskoobid on muutunud
biokeemiliste mootmismeetodite jaoks laialdaselt kasutatavaks. Sellised modteaparaadid
voimaldavad korraga moota suurt hulka erineva keemilise koostisega proove ning seda
vordlemisi suure sagedusega. Suur mootmissagedus lubab nende mddtemeetodite kasutamist
reaktsioonikineetika jdlgimiseks, kui reaktsiooni poolestusaeg on piisavalt pikk.
Spektrofluorimeetrite kasutamisel on modtmiste tulemuseks on tiiiipiliselt neelduvuste voi
fluorestsentsintensiivsuste andmemaatriks, mille veergudeks on vastavate siivendite indeksid
ning ridadeks ajad, millal modtmine teostati. Mikroskoobi kasutamisel on mddtetulemuseks
mikroskoopiapilt. Arvutijuhitavate modtmiste teostamiseks ning andmete tootluseks on
modteaparaatide tootjad loonud spetsiaalsed tarkvarad. Olulisemad funktsioonid, mida
tillipiline mikrotiiteplaadile kohandatud tarkvara teostab, on md&Otmise juhtimine,
modteparameetrite muutmine, andmete salvestamine, lihtsamad andmete grupeerimise ja
analiitisi operatsioonid, lihtsamad statistilised operatsioonid, levinumad
pilditddtlusoperatsioonid ning tulemuste visualiseerimine. Samas on tihti uute metoodikate
viljatootamiseks tarvis rakendada ebastandardseid andmehaldus ja —t66tlus votteid nagu
nditeks mikroskoopiapiltide kvantitatiivne analiiiis voi siisteemi matemaatiline modelleerimine.
Kuigi nii andmehalduseks, pilditootluseks kui ka matemaatiliseks modelleerimiseks on loodud
palju hiid tarkvarapakette, siis nende omavaheline ithilduvus on kehv ning tihti tuleb andmeid
liigutada ja transformeerida Excel tarkvaras késitsi ning kasutada standardiseerimata
andmeformaate. Andmete selline transformeerimine voib viia vigade tekkeni ning on suurte

andmemahtude puhul ajakulukas.

Selle probleemi lahendamiseks on kdesolevas t60s vilja todtatud Aparecium tarkvara, mis
ihildub erinevate spektrofluorimeetri tootjate tarkvaradega, lubab moodteandmete ja katse
metaandmete {ithendamist ja standardiseerimist ning andmete eksporti erinevatesse
matemaatilise modelleerimise tarkvaradesse. Lisaks pakub Aparecium lahendusi ka

pilditdotlusel pohinevate meetodite arendamiseks.

Aparecium tarkvara toimimise nditlikustamiseks on matemaatilise modelleerimise abil uuritud
muskariinse atsetiitilkoliini retseptori M alatiiiipi ja neuropeptiid Y retseptori Y alatiiiipi.
Mikroskoopial pohineva meetodi néditena on arendatud fluorestsents ja —heleviljamikroskoopia
kombineerimisel ja digitaalsel pilditootlusel podhinev meetod retseptor-ligand interaktsioonide

uurimiseks elusrakkudes dopamiin D3 retseptori néitel.



KIRJANDUSE ULEVAADE

Biokeemiliste siisteemide matemaatiline modelleerimine

Bioloogilistes siisteemides toimuvad protsessid on viga sageli komplekssed ning seetdttu ei ole
neid tavaliselt voimalik lihtsate vorranditega kirjeldada. Nende siisteemide kirjeldamiseks
kasutatakse matemaatilise modelleerimise tehnikaid, mida biokeemilises kontekstis
nimetatakse siisteemibioloogiaks. Keerukate biokeemiliste siisteemide modelleerimiseks
kasutatakse tavaliselt harilike diferentsiaalvorrandite siisteeme. Kuna alati ei ole sellised
vorrandisiisteemid analiiiitiliselt lahenduvad, siis praktikas kasutatakse modelleerimiseks
numbrilisi meetodeid ja spetsiaalseid tarkvarapakette. Kasutatavatest tarkvaradest parema
ilevaate saamiseks on loodud nende kirjeldusi koondav andmebaas (sbml.org). Kuna mudelite
loomise, optimeerimise ja haldamise tarkvarasid on palju, siis liiga paljude erinevate kuid
samasisuliste failiformaatide tekkimise véiltimiseks on loodud siisteemibioloogia mudelite
kirjeldamiseks standardne SBML (ingl. k. Systems biology markup language) failiformaat
(Hucka er al. 2004). Kuna biokeemia on kiillaltki lai teadusharu, siis on tekkinud ka
sisteemibioloogia alamharusid nagu néiteks siisteemifarmakoloogia, mille alla kuulub ka G-
valk seotud retseptorite (GPCR) toimemehhanismide modelleerimine. Konkreetselt GPCR
signaaliraja kirjeldamiseks on loodud mitmeid erinevad matemaatilisi mudeleid nagu niiteks
cTACM ja allosteeriliselt sdltuvate kaksik sidumistaskute mudel (ingl. k. Tandemly arranged
interconnected mutually dependent binding sites model) (Shea et al. 2000; Kopanchuk et al.
2006).

Biokineetika andmeanaliiiisi ja- halduse tarkvarad

Lisaks katseandmete kogumisele ja haldamisele on véga oluline ka metaandmete (andmed
andmete kohta) korrektne kogumine ja haldamine. Metaandmete biokeemilistele
mddteandmetele lisamiseks on loodud mitu tarkvaralahendust. Uks tarkvaradest on ISA-Tools,
mis lubab eksperimentaalandmete, metaandmete ja katseprotokollide haldamist ja
publitseerimist (Rocca-Serra et al. 2010). Samas ei ole ISA-Tools mdeldud otseselt
biokineetiliste andmete analiiiisiks ja seetdttu ei ole selle kasutamine biokineetikal pShinevate

uurimuste jaoks kuigi intuitiivne ning programmi Oppimine on pigem aegandudev.

Katseandmete haldamiseks on vdimalik kasutada ka e-laboripdevikuid, mis ei sisalda niivord
rangeid andmesisestusndudeid kui nditeks ISA-Tools ning pohineb pigem vabatekstil. See seab
osaliselt piiranguid kiill hilisemale suuremahulisele andmekaevandamisele, kuid sobib

paremini diinaamiliste, harvem kasutatavate meetodite ja viiksemamahuliste andmehulkade
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jaoks. Levinud e-laboripdevikute tarkvarad on niditeks eLabFTW (https://www.elabftw.net/),

Scinote (https://scinote.net/) ja Labarchives (https://www.labarchives.com/).

Andmehalduseks ja tootluseks on olemas ka kommertsiaalsed tarkvarad, mida arendavad
tavaliselt spektofluorimeetrite tootjad. Moned levinud néited sellistest tarkvaradest on Tibco
Spotfire (PerkinElmer), Gen5 (BioTek) ja MARS (BMG Labtech). Kommertsiaalsete
tarkvarade eeliseks on vastava ettevotte mooteaparaatidega vahetu integreeritus ning
tavakasutuseks kiillaltki lai valik sisseehitatud funktsioone. Kuna nimetatud kommertisaalsed
tarkvarad ei ole avatud ldhtekoodiga, siis on nende tarkvarade modifitseerimine ja teiste
tarkvaralahendustega otsene integreerimine keeruline, kuigi Tibco Spotfire lubab kasutajatel
tarkvaralaiendusi lisada. Nimetatud tarkvarade staatilisus seab iildiselt olulisi piiranguid uute
andmetootlusvotete ja modtemeetodite arendamisele. Seega sobib nende tarkvarade kasutamine

pigem laboritele, kus andmeanaliiiisi metoodika on tédielikult viljatootatud, lihtne ja robustne.

Seni koige sobivam platform spektrofluorimeetrite ja andmeanaliiiisitarkvarade omavaheliseks
sidumiseks on olnud DataRail tarkvara (Saez-Rodriguez et al. 2008; Hafner et al. 2017).
DataRaili eelistena voib kindlasti vilja tuua tarkvara suure paindlikkuse ja hea avatud
lahtekoodi tottu hea iihildatavuse teiste analiiiisitarkvaradega. DataRail tarkvara uuemad
versioonid pohinevad tdielikult kidsureal ning tarkvara kasutamine eeldab Python
programmeerimiskeele tundmist. Kuigi DataRaili autorid on graafilisi kasutajaliideseid
kirjeldanud kui eksperimentaaldisaini vabadust piiravadi tegureid, siis on ilmne, et kidsurea abil
programmidega interakteerumine ei ole paljudele 10ppkasutajatele intuitiivne ja vdib seega

oluliselt piirata tarkvara rakendatavust (Hafner et al. 2017).

Andmeanaliitisi toovoogude loomiseks ja standardiseerimiseks on vOimalik kasutada ka
andmeanaliiiisiplatforme, millel on suur hulk sisseehitatud andmeanaliiiisi komponente ning
kus toovooge esitatakse peamiselt graafilise mudeli abil. Sellist tiiiipi tarkvara esindab niiteks
KNIME® (Konstanz Information Miner). Kogu t66voo esitamine ja ehitamine graafilise mudeli
abil on kiillaltki intuitiivne ning ei ndua mone programmeerimiskeele tundmist, mis muudab
tarkvara lihtsamini dpitavaks. Samas ei sisalda ka KNIME® niivdrd spetsiifilisi biokineetiliste
andmete importimiseks ja eksporitimiseks disainitud mooduleid ning seega ei ole ka KNIME®
ilma lisamoodulite arendamiseta rakendatav mikroplaadi md&dtmise vodimekusega

spektrofluorimeetrite andmete tootlemiseks.

Erinevalt tiitipilisest spektrofluorimeetrilistest mootmistest ei ole mikroskoopial pdhinevate

meetodite modtetulemuseks iiksikud, proovi keskmist omadust kirjeldavad, andmepunktid vaid



biopildid, mis sisaldavad ruumilist informatsiooni. Seetdttu on piltide haldamiseks vaja
spetsiaalset tarkvara. Uks tuntumaid biopiltide haldamiseks on loodud lahendusi on OMERO
server (Allan er al. 2012). OMERO server on mdeldud esmajirgus OME-TIFF (Open
Microscopy Environment TIFF pilt) formaadis piltide andmebaasina, kuid toetab hetkeseisuga
kokku 154 erinevat pildiformaati. Lisaks andmebaasina toimimisele vdimaldab OMERO
teostada lihtsamaid piltidega teostatavaid tdotlusoperatsioone, pilditootlusskriptide lisamist
ning andmevahestust teiste arvutite vOi arvutiklastritega iile vorgu (Linkert er al. 2010;
Goldberg et al. 2005). Kuigi OMERO suudab hallata multidimensionaalseid pilte ja videoid,

siis puuduvad OMERO-s kineetiliste mudelite loomise ja testimise vahendid.

Tarkvarasid, mille abil on vdimalik luua, simuleerida ja optimeerida biokeemilisi siisteeme
kirjeldavaid kineetilisi mudeleid on mitu, kuid iildjoontes on nende iilesehitus kiillaltki sarnane.
Levinumad sellised tarkvarad on niditeks IQMTools (varasemalt SBToolbox2), GraphPad
Prism, COPASI, Potters Wheel, DynaFit, AMIGO?2 ja Data2Dynamics (Hoops et al. 2006;
Balsa-Canto et al. 2016; Schmidt and Jirstrand 2006; Kuzmi¢ 1996; Raue et al. 2015).
Tavaliselt defineeritakse mudel kasutades kolme eri tiiiipi andmeplokke. Esimene andmeplokk
kirjeldab mudelis esinevate ainete kontsentratsioone ajahetkel t=0. Teine andmeplokk kirjeldab
reaktsioonivorrandeid, milles nimetatud ained osalevad, ning vastavate reaktsioonivOrrandite
kiiruskonstante. Olenevalt tarkvarast voib see plokk olla jaotatud ka mitmesse alamplokki.
Kolmas andmeplokk kirjeldab protsessi kdigus toimuvaid siindmusi, nagu nditeks mone aine
reaktsioonisegusse lisamine voi reaktsioonisegu ruumala muutmine. Lisaks voivad esineda
lisablokid mudeli kirjeldamiseks ja matemaatiliste funktsioonide lisamiseks. Osad tarkvarad
lubavad mudelite koostamist ka graafiliste kasutajaliideste abil. Enamik tarkvarasid toetab
mudelite salvestamist SBML formaadis, mis lihtsustab loodud mudelite jagamist ja
taaskasutamist. Simulatsioonide loomiseks kirjeldatakse siisteemi parameetrite ning
konstantide algvéirtused ja limiidid ning tarkvara arvutab numbriliste meetodite abil kogu
slisteemi progresseerumise etteantud aja viltel. Siisteemi parameetrite optimeerimiseks viib
tarkvara 1dbi vaheldumisi simulatsioone erinevate parameetrite vidrtustega ning analiilisib
andmete ja simulatsiooni omavahelist vastavust etteantud optimeeritava parameetri viirtuse
jargi. Vastavalt optimeeritava parameetri muutumisele arvutatakse siisteemi parameetritele
parandid. Parameetrite parandite arvutamiseks kasutatavaid algoritme on palju ning igas

tarkvaras ei pruugi koik algoritmid olla saadaval.

Kuigi tarkvarasid, mis sobiks teatud aspekti poolest biokineetiliste andmete analiiiisiks ja

halduseks, on palju, ei ole enamus neist vastavaks otstarbeks loodud. See tdhendab, et andmete
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standardiseerimine ning tarkvarade ristkasutamine on praktikas olnud kiillaltki keeruline.
Seetottu on vajadus andmete standardiseerimist ja andmeformaatide konverteerimist

vOimaldava tarkvara jirele markmisvéérne.

Biopildiinformaatika

Biopildiinformaatika on kiillaltki uus interdistsiplinaarne ala, mis toetub bioinformaatikale,
arvutuslikule bioloogiale ning masinndgemisele (Peng et al. 2012). Biopildiinformaatika
uurimisobjektiks on biopildid ehk pildid bioloogilistest proovidest. Biokeemiliste ning
molekulaarbioloogiliste protsesside uurimiseks on sobiv biopiltide vorm mikroskoopiapilt.
Mikroskoopiatehnikatest on biopiltide mddtmiseks enimlevinud fluorestsentsmikroskoopia,
elektronmikroskoopia ja heleviljamikroskoopia. Sobiv mikroskoopiatehnika valitakse
enamasti vastavalt rakendusele ning kasutades spetsiaalselt disainitud mikroskoope on voimalik
sama proovi mootmiseks kasutada jirjestikku mitut eelnevalt mainitud tehnikat (De Boer et al.
2015). Mikroskoopiale jdrgneb biopiltide tootlus ja analiiiis, mille eesmirgiks on moddta
biopildilt huvipakkuvate parameetrite arvulised viédrtused vOimalikult tédpselt ja
usaldusvéirselt. Biopiltide analiilisiks kasutatakse kas klassikalistel algoritmidel pShinevaid
pildianaliiiisitehnikaid, masindpet voi klassikaliste algoritmide ja masinadppe kombinatsiooni.
Biopildianaliiiisi tulemuseks voib olla kas uus pilt, niditeks rakkude segmentatsioon, voi
arvulised parameetrid, nagu niiteks rakkude suurus. Viimase etapina kombineeritakse
moddetud parameetrite vdirtused ja pildi metainfo pildi mootmise fiilisikaliste, keemiliste voi
bioloogiliste tingimuste kohta. Selliselt organiseeritud informatsiooni kaeveks saab juba
rakendada sobivaid statistilisi meetodeid. Biopiltide analiitisimiseks on loodud suur hulk nii
vabavarilisi kui ka kommertsiaalseid tarkvarapakette nagu niiteks Fiji (https://fiji.sc/), Icy

(http://icy.bioimageanalysis.org/), Matlab (https://se.mathworks.com/products/matlab.html) ja

Imaris (https://imaris.oxinst.com/).

Fluorestsentsanisotroopial pohinevate meetodite pohimoéte

Fluorestsentsanisotroopia (FA) meetod on iiks paljudest fluorestsentsil pdhinevatest
biokeemilistest meetoditest, mida saab rakendada biomolekulidevaheliste interaktsioonide
mootmiseks. Fluorestsentsanisotroopia iseloomustab fluorestsentskiirguse polarisatsiooni

ulatust ning seost kirjeldab vorrand (1):

_ nhi-Lh 1)

T o210y



Kus Iy on ergastustasandiga paralleelne ning I sellega risti oleva polarisatsioonitasandiga

fluorestentsintensiivsus ja FA on moddetud fluorestentsanisotroopia (Jabtonski 1960).

Kui fluorofoore ergastada lineaarselt polariseeritud valgusega, siis toimub ergastamisel
rotatsiooniline selektsioon — ergastatakse vaid need fluorofoorid, mille dipooli orientatsioon on
valguse polarisatsioonitasandiga vastavuses. Ergastatud olekus molekul voib seejdrel kiirata
uuesti footoni, mille polarisatsioonitasand on samuti vastavuses molekuli dipooli
orientatsiooniga. Fluorofoori relakseerumine on eksponentisaalse kahanemisena kirjeldatav
tdoendosuslik  protsess, kus keskmist ergastatud olekus veedetud aega kirjeldab
fluorestsentseluiga 1. Kuna enne relakseerumist ja footoni kiirgamist voib fluorofoor
rotatsioonilise difusiooni tOttu orientatsiooni muuta, siis fluorestentskiirguse anisotroopia
viheneb. Vihenemise ulatus soltub fluorestsentseluea ja rotatsioonilise difusiooni ajakonstandi

omavahelisest vahekorrast ning seda kirjeldab Perrini vorrand (2).

FA; = FAy

- 147/, 2)

Kus FA;, on vastavas vormis esineva fluorofoori fluorestentsanisotroopia, 7 on
fluorestsentseluiga, ¢ on rotatsiooniline difusiooni ajakonstant ning FA¢ on fluorofoori
anisotroopia tdiesti statsionaarses olekus (ingl. k. intrinsic anisotropy), iihefootonilise

fluorestsensti jaoks FA9=0,4 (Perrin 1926).

Kui farmakofooriga seostunud fluorofoor —moodustab kompleksi farmakofoori
mirklaudvalguga, siis suureneb fluorofoori rotatsiooniline ajakonstant mérgatavalt, mis viib
omakorda vastava vormi FA; kdrgema viirtuseni vorreldes vaba fluorofoori FA; védértusega.
Kuna moddetav FA on koigi fluorofoori vormide FA; véddrtuste kontsentratsiooniga kaalutud
keskmine, siis vorrandeid (1) ja (3) kasutades on voimalik FA mdotmise abil kindlaks teha ka

vaba ja valguga seotud fluorofoori vormide hetkkontsentratsioonid.

L {FLi}t*FA;

_Z
FA(D) = SR {FL}e 3)

Kus ¢ tdhistab mootmise aega, i tdhistab vastavat fluorofoori vormi, FA(¢) on mdddetud
fluorestentsanisotroopia ajahetkel ¢ ja {FL;}; on vastavas vormis esineva fluorofoori

hetkkontsentratsioon ajahetkel 7.

Kuna FA; véirtused eri vormide jaoks ei ole iildiselt teada, siis on neid vdimalik midrata

mootmiste matemaatilise modelleerimise abil (Otto et al. 1994; Rinken et al. 2018).
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Epifluorestsentsmikroskoopia

Epifluorestsentsmikroskoopia on tiks koige lihtsamaid ning odavamaid
fluorestsentsmikroskoopia meetodeid, mis on vilja arendatud eelmise sajandi kuuekiimnendatel
aastatel (Ploem 1967). Korge kvaliteediga piltide modtmiseks tuleb mikroskoopias viltida
mitmeid miiraallikaid. Epifluorestsentsmikroskoobi iilesehituse seisukohalt on oluline
miiraallikas proovilt peegelduv ja objektiivini joudev valgus. Kuna tiilipiliselt esineb
fluorestsentsmirgistel Stokesi nihe, mille korral fluorofoori kiirgusspekter on vorreldes
ergastusspektriga nihkunud suuremate lainepikkuste poole, siis on vdimalik ergastus- ja
kiirgusfiltritega miira vidhendada. Selleks selekteeritakse ergastusfiltriga vilja kindel ja
suhteliselt kitsas lainepikkuste vahemik, mis kattub fluorofoori ergastusspektriga. Objektiivi
joudev valgus filtreeritakse kiirgusfiltriga, mida saab ldbida fluorofoori kiirgusspektriga kattuv
kitsas valguse lainepikkuste vahemik. Sellise iilesehituse korral on eristuvad taustast objektid,
kuhu on koondunud fluorofoor. Kuna rakubioloogilistes katsetes on fluorofooridega
mairgistatud mone bioloogilise molekuli suhtes selektiivsed ained nagu niiteks antikehad voi
ligandid, siis on epifluorestsentsmikroskoopiat véimalik rakendada paljude bioloogiliste

struktuuride visualiseerimiseks biopiltidena.

G-valk seotud retseptorite dimeriseerumine ja oligomeriseerumine

GPCR-id on membraansed retseptorvalgud, mis on tdnapédeval olulised ravimimirklauad.
Nende hulka kuulub palju alamklasse, nditeks dopaminergilised ja muskariinsed atsetiiiilkoliini
retseptorid (MR), mis on olulised niiteks Parkinsoni tdve ravimimirklaudadena, ning
neuropeptiid Y Y1 retseptor (Y1R), mis on oluline iilekaalulisuse ravimimirklaud (Leggio et al.

2016; Xiang et al. 2012; Martin et al. 2015).

Kui algselt arvati, et GPCR-id toimivad monomeersete iihikutena, siis viimastel kiimnenditel
on leitud hulgaliselt tdendeid paljude retseptori klasside dimeriseerumisest ja
oligomeriseerumisest. MR alatiiiipide esinemist dimeeride vdi kdrgemate oligomeeridena on
ndidatud mitmel eri meetodil (Marsango et al. 2018; Hern et al. 2010). Samuti on ndidatud

dopamiin Ds retseptorite (D3R) oligomeriseerumist (Nimchinsky ez al. 1997).

Dimeersete struktuuride uurimine on ravimiarenduse seisukohalt viga oluline, kuna pakub uusi
voimalusi nii alatiiiipspetsiifiliste kui ka funktsionaalselektiivsete ligandide disainiks. Niiteks
on bivalentseid ligande kasutatud melanokortiin 4 retseptori funktsionaalselektiivsete

ligandidena (Lensing ef al. 2019).
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EKSPERIMENTAALNE JA PRAKTILINE OSA

HEK?293 rakuliinide kasvatamine

Dopamiin Dj retseptorit ekspresseeriv rakuliin on loodud Dr. Reet Reinart-Okugbeni poolt
(Reinart-Okugbeni 2012). Inimese embriionaalsest neerukoest aretatud rakuliini HEK293
kasvatati nagu on kirjeldatud Anni Allikalt doktoritéos (Allikalt 2018). Katsed viidi lébi
koostoos Dr. Anni Allikaltiga. Rakke kasvatati iihekihilise kinnitatud rakukultuurina Petri
tassidel (Thermo Scientific, BioLite) korge gliikoosisisaldusega Dulbecco Modifitseeritud
Eagle s6otmes (DMEM) (Sigma-Aldrich), millesse on lisatud 10% veise loote seerumit (Sigma-
Aldrich), 100 pg/ml streptomiitsiini (Smart Media), 400 pg/ml genetitsiini (PAA Laboratories)
ja 100 U/ml penitsiliini (NAXO) (edaspidi soode). Rakke kasvatati vesivanniga inkubaatoris
5% CO; sisaldusega atmosfiidris temperatuuril 37 °C. Rakkude tdstmiseks ja rakuagregaatide
vihendamiseks kasutati Triipsiin-EDTA lahust (0,005/0,002%, NAXO, Smart Media).
Rakkude loendamiseks ja elumuse maaramiseks lisati rakkudele 0,2% triipaansinist (BioTop)

ning moddeti rakuloenduriga Automated Cell Counter TC20™ (Bio-Rad Laboratories).

Mikroskoopiakatsed HEK293 rakuliiniga

HEK?293 rakuliini kasvatati katseks nagu kirjeldatud eelmises 16igus. Eksperimendipéeval viidi
rakud mikroskoopiaks sobilikku mustale 96 siivendiga Ibidi u-plate plaadile (Ibidi) tihedusega
2*#10% rakku/siivendis sootme ruumalas 150 ul, kui ei ole deldud teisiti. Rakuplaati inkubeeriti
temperatuuril 37 °C viis tundi. Seejarel asendati soode 150 ul Dulbecco fosfaatpuhverdatud
soolalahusega, millese oli lisatud Ca** ja Mg?* (Sigma-Aldrich). Seejirel lisati siivendisse
ligandid. Konkureerimiskatsete puhul lisati fluorestsentsligandi NAPS-Cy3B (siinteesinud Dr.
Mihkel Ilisson) nii, et Idppkontsentratsioon igas siivendis oli 1 nM, ning eri siivenditesse lisati
seerialahjendusena konkureerivat ligandi. Mittespetsiifilise seostumise mdodtmiseks lisati
siivendisse 1 uM butaklamool. Helevilja- ning fluorestsentskanalite piltide modtmiseks
kasutati mikroskoopi Cytation 5 (BioTek) ning LUCPLFLN 20x (WD 6.6, NA 0.45) (Olympus)
objektiivi. Fluorestsentskanali modtmisel kasutati ergastamiseks 523 nm lainepikkusega LED
valgusallikat ning optilist filtrit lainepikkusega 531 nm ribalaiusega (ingl. k. bandwidth) 40 nm
ning fluorestsentsemissiooni modtmiseks optilist filtrit lainepikkusega 593 nm ribalaiusega 40
nm. Modteprotokollide loomiseks ja mikroskoobi kontrollimiseks kasutati tarkvara GenS v
2.07.17 (BioTek). Helevilja- ja fluorestsentspiltide modtmisel kasutati sobiva intensiivsusega
pildi saavutamiseks parameetrite komplekte vastavalt (kaamera vdoimendus=16, sidriaeg=109

ms, LED intensiivsus=10; kaamera vdimendus=24, sidriaeg=557 ms, LED intensiivsus=5).
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Parameetrite valikul ldhtuti fluorestsentsligandi fotopleekumise minimeerimisest ja
fluorestsentskiirguse intensiivsuse jddmisest kaamera diinaamilisse alasse (16 bitine OME-

TIFF failiformaat).

M MR sisaldava pungunud bakuloviiruse preparaadi tootmine

Viiruse tootmise alustamiseks paljundati Sf9 rakke ruumalani 900 ml ning rakutiheduseni
2,0%10° rakku/ml. Eelnevalt toodetud M; MR kodeeriva geeniga bakuloviirus tiitriti kasutades
ICSE meetodit (Laasfeld er al. 2017). Rakkudele lisati 100 ml eelnevalt toodetud bakuloviiruse
suspensiooni nii, et nakatuskordsus kolvis oli 3,5. Rakkude elumust jdlgiti nagu varasemalt
kirjeldatud ning elumuse langemisel alla 20% koguti rakususpensiooni supernatant
tsentrifuugimisel kiirendusega 1300 g 10 minuti véltel. Saadud viiruse suspensiooni 50-
kordseks kontsentreerimiseks tsentrifuugiti seda kiirendusega 48 000 g 40 minutit
temperatuuril 4 °C. Selle tulemusel sadenesid bakuloviiruseosakesed tsentrifuugituubi pohja.
Supernatant eemaldati, sadet pesti supernatandi jadkide eemaldamiseks 500 ul puhverlahusega
tiks kord ning seejirel resuspendeeriti sade 500 pl modifitseeritud Krebs-Ringer puhvris.
Modifitseeritud Krebs-Ringeri puhvri komponendid on 135 mM NaCl, 5 mM KCI, 1 mM
CaClz, 1 mM MgCl, 11 mM Na-HEPES (pH=7,4), 0,1% Pluronic F-127 (Invirtogen) ja EDTA-
vaba proteaasi inhibiitori kokteil (Sigma-Aldrich). Igast tuubist kogutud kontsentreeritud
bakuloviiruse suspensioonid segati ning suspendeeriti uuesti kasutades 1 ml Neoject siistalt

(Neomedic Ldt.).

Fluorestsentsanisotroopia katsed M1 MR bakuloviiruse preparaadiga

Fluorestensanisotroopia katsed teostati vastavalt varem avaldatud protokollidele (Veiksina et
al.  2014) viies sisse  siisteemispetsiifilised  parameetrid. @ Toos  kirjeldatud
fluorestsentsanisotroopia meetodi katsed on teostatud koostéos Hana Dankovaga (Karli Ulikool
Prahas). Konkureerivast ligandist UR-SK-III-59 valmistati soltuvalt kuuekordsed
seerialahjendused (alustades 10 uM kontsentratsioonist) modifitseeritud Krebs-Ringer puhvris
96 stivendiga labipaistmatul lamedapdhjalisel mikrotiiterplaadil (Corning).
Fluorestsentsligandi MK 342 (siinteesitud Dr. Max Kelleri tooriihmas Regensburgi Ulikoolis)
emalahusest valmistati vahetult enne katset lahjendus modifitseeritud Krebs-Ringeri puhvris
ning viidi see katseplaadile, et saavutada 5 nM 16ppkontsentratsioon. Viimase komponendina
viidi siivenditesse bakuloviiruse suspensioon saavutades igas siivendis 1oppruumala 100 ul.
Tiihiproovi sisaldavatesse siivenditesse (ingl. k. Blank) fluorestsentsligandi ei lisatud. Vahetult

pdrast plaadile bakuloviiruse suspensiooni viimist asetati plaadile isevalmistatud
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aurustumisvastane katteklaasidega kaas. Paralleelse ja risti polarisatsioonitasandiga
fluorestsentsintensiivsuse mootmiseks kasutati spektrofluorimeetrit Synergy Neo Microplate
Reader (BioTek). Mootmisel kasutati ergastamiseks polariseerivat filtrit ja valgusfiltrit (530
nm, ribalaius 30 nm) ning emissiooni modtmisel valgusfiltrit (590 nm, ribalaius 35 nm) ning
polariseerivat  kiireldhestit  (ingl. k. beamsplitter). Detektoritena kasutati kahte
fotoelektronkordistit ~ vastavalt  ergastustasandiga  paralleel -ja  ristpolariseeritud
fluorestsentskiirguse intensiivsuse mootmiseks. Fotoelektronkordistite diinoodide pinge
kalibreeriti eelnevalt kasutades standardainena fluorofoori eriitrosiin B (Thompson et al. 2002).
Mikrotiiterplaati moddeti kineetilises Ziimis kuni signaali stabiliseerumiseni voi kuni iiheksa

tundi.

Tarkvaraarendus

Aparecium tarkvara loomiseks kasutati programmeerimiskeeli Matlab ja Java. Matlab-i koodi
kirjutamiseks kasutati samanimelist Matlab keskkonda (R2016a) (MathWorks). Java
programmeerimiseks kasutati integreeritud programmeerimiskeskkonda Eclipse neon.2
(Eclipse Foundation, Inc.) ning Java versiooni Java SE 6 (Oracle Corporation), et tagada
tthilduvus  vanemate = Matlab  versioonidega. = Tarkvara on testitud Windowsi
operatsioonisiisteemidel (Microsoft Corporation) Windows 10, Windows 8.1 ja Windows 7.
Javat kasutati mikroplaadi simulatsiooni mooduli arendamiseks, teised t60s nimetatud

moodulid on loodud Matlab keeles.

Andmehaldus ja statistiline analiiiis

Piltide statistilise analiiiisi jaoks kasutati Aparecium tarkvara mooduleid ICSETools ja
MembraneTools. Fluorestsentsanisotroopia katseteandmete impordiks kasutati Apareciumi
Gen5Tools moodulit. Metaandmete lisamiseks kasutati Apareciumi mikroplaadi simulatsiooni
moodulit. Andmehalduseks ja eksportimiseks kasutati mooduleid Apareciumi MIDASTools,
ExportTools ning mikroplaadi simulatsiooni moodulit ning eLabFTW keskkonda
(https://www.elabftw.net/). Matemaatiliste mudelite loomiseks kasutati IQMTools (V1.2.2.2)
(IntiQuan) ja GraphPad Prism (v5.00.288) (GraphPad Software Inc.) tarkvara. Mudelite

andmetele sobivuse hindamiseks kasutati Akaike informatsiooni kriteeriumit (Akaike 1974).
Akaike informatsiooni kriteerimi tdendosusfunktsioonina kasutati margitesti (ingl. k. sign test)
ja Wald-Wolfowitzi seeriatesti (ingl. k. runs test) p viidrtuste korrutist. Mudelite
optimeerimiseks  kasutati Nelder-Meadi algoritmi (Nelder and Mead 1965).

Membraanituvastusalgoritmi optimeerimiseks kasutati geneetilist algoritmi.
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TULEMUSED JA ARUTELU

Aparecium tarkvara

Tarkvara iilesehitus

Aparecium tarkvara iilesehitusel (Joonis 1) ldhtuti kirjanduse iilevaates tOstatatud
probleemidele lahenduste pakkumisest. Aparecium tarkvara tsentraalne to0riist on
MIDASTools, mis pakub erinevaid véimalusi MIDAS (Minimum Information for Data Analysis
in Systems Biology) failidega opereerimiseks. MIDAS formaat tdidab tsentraalse ja
standardiseeritud failiformaadi rolli ning selle olemust selgitatakse edaspidi pikemalt. Erinevate
andmefailide lugemise jaoks sisaldab Aparecium mitud impordimoodulit. MIDAS formaadis
failide loomise voimalusi pakuvad koik impordimoodulid. MIDAS failide teisendamiseks
teisteks viljundformaatideks on loodud ekspordimoodul ExportTools. Kuna andmeanaliiiisil
tuleb tihti ette mdnede operatsioonide kordamist, siis selle lihtsustamiseks on tarkvarasse
lisatud voimalus salvestada ja laadida konfiguratsioonifaile. Kuna enamus katseid pShineb
mikrotiiterplaadi formaadil, siis katsekirjelduste lisamiseks ja siivendite grupeerimiseks on
loodud mikroplaadi simulatsiooni moodul. Selliselt iilesehitatud tarkvara sobib eelnevalt
nimetatud probleemide lahendamiseks histi. Kuna impordi ja ekspordi moodulid on MIDAS
formaadi vahendusel liksteisest sdltumatud, siis saab lisada uusi impordimooduleid ilma otsese
vajaduseta teha muudatusi ekspordimoodulisse ning vastupidi. Olulisemate moodulite ja

komponentide tipsemat toimimist kirjeldatakse detailsemalt jirgmistes peatiikkides

Andmeimpordi Abimoodulid

moodulid kGr;‘Jpeel’[m[Se Valemeal Kanalinimede
onfiguratsiooni alemifai
BMGTools (BMG) MIDASTools J il and &

Komponentide ja

Gens Tools (Biotek) ¢ Arhiveerimine mudeli
en5 Tools (Biotel - :
Y KMOIIE)kAuSp'aIEUt;mmE ExportTools komponentide

e impo

PerkinElmerTools .+ Ajatelje Stvendit Valemite giidiehass

(PerkinElmer) Kotreldsioon grupeerimi paneel ilti
ICSETools = Ajapaneel
(OME-TIFF pildid) karrektsioan

e BraeTooT Excel eksport Xls/.xlsx/.csv failid
(OME-TIFF pildid) ;

GraphPad Prism e

eksport
IQMTools projekti z 3T
1QMTools kaust/.igmp failid
Katse Gruppide T B
Eksperimendi @ fig / pildi failid

konfiguratsiooni Mikroplaadi

fail S*m“‘a';iot""i COPASI eksport COPASI .txt failid
mooaul

Joonis 1. Aparecium tarkvara iildise iilesehtiuse skeem. Nooled néiitavad andmete liikumist erinevate moodulite ja failide vahel.
Apareciumi on voimalik kasutada enam kui 20 erineva graafilise kasutajaliidese abil. Apareciumi arendamisel on kasutatud
nii funktsionaalset kui ka objekt orienteeritud ldhenemist ning kokku koosneb tarkvara rohkem kui 200 klassist voi suuremast
Sfunktsioonist ning rohkem kui 50 000 koodireast.
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MIDASTools moodul ja MIDAS formaat
MIDASTools on Apareciumi MIDAS failidega opereerimise moodul. MIDASTools lubab

teostada operatsioone nagu uute siindmuste lisamine, eemaldamine ja muutmine, iihikute
teisendamine, MIDAS failide salvestamine ja laadimine, MIDAS failide iithendamine ja
MIDAS failide viimine ExportTools moodulisse. Nende operatsioonide sujuva toimimise tagab

biokeemiliste andmete ja metaandmete kirjeldamiseks hésti sobiv MIDAS faili andmemudel.

MIDAS formaat pdhineb CSV (ingl. k. Comma Separated Values) failiformaadil, kuid
praktikas voib Apareciumis kasutamiseks MIDAS faili salvestada nii CSV, xlIs kui ka xIsx
failidena. MIDAS faili algne kuju on adapteeritud DataRail tarkvarast (Saez-Rodriguez et al.
2008) ning selle iildine iilesehitus on kiillaltki lihtne. Iga rida tabelis vastab iihele katse kdigus
toimunud siindmusele. Siindmused jaotuvad mddtesiindmusteks ning lisamissiindmusteks.
Nende siindmuste erinevus seisneb selles, et lisamissiindmusega ei ole seotud modtevairtusi
ning modtmissiindmuste korral jadab iga komponendi sisaldus vastavas siivendis vorreldes
eelmise siindmusega samaks. MIDAS failis on sdltuvalt vajadusest erinev hulk tulpasid, mis
jaotuvad nelja klassi. Eesliitega ,,ID:* (ingl. k. identifier) algavad tulbad on siivendite
identifitseerimiseks. Read, millel on vastavalt vordsed koik identifitseerimistulba elemendid
tadhendab, et tegemist on sama modtesiivendiga. Aparecium tarkvaras on kasutusel kaks
identifitseerimistulpa. ,,ID:plate* vastab mooteplaadile ning ,,ID:well* vastab mootesiivendile
plaadil. Teine grupp tulpasid algab eesliitega ,,TR:* (ingl. k. treatment) ning need vastavad
stivendi keemilistele ja bioloogilistele komponentidele. Kolmas tulpade grupp algab eesliitega
»DA:“(ingl. k. data aquisition) ning see mddrab mootmise ajahetke. ,,DA:ALL‘ kasutamisel
kehtib mootmise aeg kdikidele moddetud parameetritele. Apareciumis on tiiiipiliselt kasutusel
iihe ajatulbaga MIDAS faili variant. Neljas tulpade grupp algab eesliitega ,,DV:* (ingl. k. data
values) ning need tulbad tdhistavad erinevaid mdddetud parameetreid. Soltuvalt katsetiiiibist
vOib modtetulpade arv varieeruda laias vahemikus. Tulbad on vasakult paremale organiseeritud
jarjekorras ,,ID:%, ) TR:“, ,DA:* ning ,,.DV:“. Nimetatud viisil iilesehitatud tabeli nédidis on

tootud lisana 1.

Impordimoodulid

Kuna modtetulemuste failides sisalduvat infot mdjutab nii katseformaat kui ka modtmiseks
kasutatud spektrofluorimeeter, siis ei ole nende failide pdhjal MIDAS failide loomine triviaalne
ning nduab analiilisija sekkumist. Aparecium sisaldab mitut impordimoodulit, mis lihtsustavad

MIDAS failide loomist. Impordimoodulitele on seatud peamiselt kaks iilesannet.
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Esimene iilesanne on mddteandmete korrastamine, mis on vajalik peamiselt sisendfailis esineva
ajatelje ebatipsuse tottu. Soltuvalt spektrofluorimeetrist ja modtmise juhtimiseks kasutatavast
protokollist on voimalik mddta kas iiks vo1 mitu andmemaatriksit. Kui ekspordiformaadist on
puudu kahe v6i enama andmemaatriksi vaheline ajanihe, on voimalik katse sooritamisel see aeg
vastavast masinatarkvarast soltumatult moodta. Selle ajanihke kestus on omakorda voimalik
sisestada impordimooduli kaudu. Masina iilesehituse tottu teostavad plaadilugejad modtmised
stivend-sitivendi haaval, kuid andmemaatriksis raporteerivad tiiiipiliselt vaid mootetsiikli alguse
ajahetke. Uhe modtmistsiikli minimaalne pikkus sdltub paljudest parameetritest, millest
olulisemateks on iihe tsiikli jooksul mdddetavate siivendite arv, iiksikmdotmiste arv siivendi
kohta igas tsiiklis ning aeg, mis kulub spektrofluorimeetril jirgmise siivendi liigutamiseks
detektori ette. See pohjustab jillegi ebatdpsust mootmise aja middramisel. Samas kasvab iihe
modtetsiikli teostamiseks kulunud aeg siivendite arvuga esimeses lahenduses lineaarselt, mis
lubab, teades mootetsiikli pikkust, siivendite arvu ja siivendite modtmise jarjekorda, arvutada
vilja iga modtmise tdpsema aja, parandades oluliselt andmekvaliteeti. Selline parandus on seda
olulisem, mida rohkem mdddetakse siivendeid ja mida kiiremat kineetilist protsessi uuritakse.
Kineetiliste parameetrite moodtmisele orienteeritud katsete puhul lubavad kirjeldatud

funktsioonid katse ajatelje tdielikult taastada.

Impordimoodulite teine iilesanne on modteandmete ja katse metaandmete ithendamine MIDAS
formaadis failiks. Biokeemilise katse metaandmed on katses kasutatavate keemiliste voi
bioloogiliste komponentide nimetused, kasutatud hulgad, kokkusegamise jirjekord ning
lisamise aeg. Nende iilesannete tditmiseks on impordimoodulites vastav eksperimendi
konfiguratsiooni paneel. Selleks, et médrata igas siivendis sisalduva komponendi hulk ning
vastava komponendi lisamise aeg, on voimalik kasutada mikroplaadi simulatsiooni moodulit
katse kirjelduse reziimis. Kuna metaandmed on tihti katsete vahel sarnased, siis on vdimalik
eksperimendi konfiguratsiooni paneelil sisestatud metaandmed salvestada eksperimendi
konfiguratsioonifailidena, mida saab taaskasutada korduskatsete vOi sarnase iilesehitusega

katsete metaandmete lisamiseks voi modifitseerimiseks.

Iga Apareciumi impordimoodul on disainitud iildjuhul importima iihe spektrofluorimeetri tootja
faile, kuna tavaliselt on mitut erinevat spektrofluorimeetri mudelit tootvatel ettevotetel loodud
nende juhtimiseks iiks tarkvara ja sarnase iilesehitusega ekspordiformaat. Siinkohal on erandiks
impordimoodulid, mis kasutavad sisendina pilte. Sellisel juhul on toorandmete formaat OME-
TIFF pilt, mis on paindlik ja standardiseeritud failiformaat mikroskoopiapiltide salvestamiseks,

kuid mille analiiiis nduab sdltuvalt meetodist tdiesti erinevat pilditootlusalgoritmi. Pilditdotlust
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rakendavate impordimoodulite v&imaluste hulka kuulub lisaks originaalandmete

sisselugemisele ka mikroskoopiapiltide to6tlus ja analiiiis.

Mikroplaadi simulatsiooni moodul

Kuna tiitipilised biokeemilised katsed pohinevad mikroplaadi kasutamisel, siis on hilisem
metaandmete lisamine vastavale katsele kdige intuitiivsem, kui seda sama katseplaati on
kujutatud ka graafilisel kasutajaliidesel. Mikroplaadi simulatsiooni moodulit saab kasutada

kahes erinevas reziimis.

Esimene vdimalus on mikroplaadi simulatsiooni moodulit kasutada katsekirjelduse lisamiseks
(PlateSimulator) (Joonis 2). Kasutajaliideses on rippmeniiii abil vdimalik valida, millise
komponendi sisalduse metaandmeid parasjagu lisatakse ning teise rippmeniiii abil, milline
kvantitatiivne védrtus selle komponendi sisaldust vastavas siivendis kirjeldab. Selleks, et
erinevate komponentide ja sisalduste vahel navigeerimine oleks vd&imalikult mugav, on
moodulisse lisatud ka kiirklahvide kombinatsioonid. Kui katse kédigus ei ole ained lisatud koik
korraga vaid kindlas jérjekorras teatud ajavahemike jérel, siis on mikroplaadi simulatsiooni
mooduli siindmuste paneeli abil voimalik kirjeldada komponentide lisamise siindmusi. Nende
funktsioonide abil on vdimalik katse kdiku iiheselt kirjeldada, mis on nii masin- kui ka

inimloetav.

Komponentide
lisamise vaheleht
%MDA ools
Fide Options el

Komponendi [ testments”

valimine

Siindmuste
lisamise vaheleht

Select tiestrmant:  Select concentation: =
M ~| A

Mikroplaadi
vaade ——

Mikroplaadi
suuruse
muutmine

Komponendi
kontsentratsiooni
valimine

Komponentide
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Joonis 2. Mikroplaadi simulatsiooni mooduli vaade katse kirjeldamisel. Kasutajaliidese abil on voimalik lisada virtuaalsele
mikrotiiterplaadile katses kasutatavate komponentide analiiiitilised ~sisaldused. Virtuaalne mikrotiiterplaat teeb
virvikodeeringute abil siivendite ja komponentide kokkuviimise lihtsaks. Halliga on tihistatud mikrotiiterplaadi siivendid,
mida antud katses ei moodetud.
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Joonis 3. Mikroplaadi simulatsiooni moodul gruppide kirjeldamisel. Kasutajaliidese abil on voimalik siivendeid virtuaalsel
mikrotiterplaadil lisada gruppidesse ja alamgruppidesse. Virvikodeeringute abil on lihtne gruppe ja alamgruppe stivenditega
kokku viia. Valitud gruppi kuuluvad siivendid on alamgrupivaates esitatud erksavdrviliselt ning iilejddnud siivendid
tuhmistatult, alamgrupid ja siivendid on voimalik kokku viia virvikodeeringute jirgi. Kiirkdskude abil on véimalik siivendeid
automaatselt gruppidesse ja alamgruppidesse jagada.

Teine vdimalus plaadi simulatsiooni mooduli kasutamiseks on siivendite grupeerimine
(GroupingSimulator) (Joonis 3). Soltuvalt eksperimendi disainist ning hilisematest arvutustest
on tihtipeale vaja proovi mootevadrtusest lahutada tithiproovi modteviirtus, see mone teise
siivendi mootevidrtusega jagada, niiteks normaliseerimiseks, voi ka sama siivendi eelmise
modtevidrtusega jagada selleks, et arvutada modteparameetri suhtelist muutumist ajas. Selle
saavutamiseks on voimalik siivendid jagada gruppidesse, mis jagavad omavahel tiithiproovi
siivendeid, ja alamgrupidesse, mis tihistavad eksperimentaalseid replikaate. Uks spetsiaalne
alamgrupp on tithiproovi siivend, mis kehtib kogu siivendite grupi jaoks. Tiihiproovi siivendeid
on voimalik ka gruppide vahel jagada, kui andmete organiseerimise loogika kohaselt kuulub
iiks tithiproovi siivend mitmesse gruppi. Ajas normaliseerimiseks on véimalik mérgistada iga
siivendi jaoks eraldi iiks vdi mitu mootmistsiiklit, mille viirtusi ajas normaliseerimiseks
kasutatakse. Loodud gruppe ja alamgruppe saab nimetada vastavalt kasutaja eelistustele nii, et
need médraks iiheselt ja selgelt vastava grupi vdi alamgrupi katselise sisu. Mitmel juhul suudab
automaatse grupeerimise moodul siivendid nendes sisalduvate komponentide hulga jirgi

grupeerida automaatselt muutes grupeerimise veelgi kiiremaks.

Ekspordimoodul

Apareciumi ekspordimoodul on ExportTools. Ekspordimoodul koosneb kolmest peamisest
paneelist. Grupeerimise paneel lubab plaadil olevaid siivendeid grupeerida kasutades
mikroplaadi simulatsiooni moodulit gruppide kirjeldamise reZiimis, méddrata gruppide arvu ja
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gruppe ning alamgruppe iimber nimetada. Lisaks on selle paneeliga vdimalik laadida ja
salvestada grupeerimise konfiguratsioonifaile. Teine paneel on iildseadete paneel, mis lubab
muuta ekspordiformaadist soltumatuid eksportimise parameetreid. Nende seadete hulgas on
modteandmetega matemaatiliste operatsioonide ldbiviimine ning ajaga seotud seadete
muutmine. Matemaatiliste operatsioonide ldbiviimiseks on olemas vorrandi paneel. Selle
paneeli abil on vdimalik modteandmetega 1dbi viia moningaid enimlevinud arvutusi nagu
niiteks tithiproovi viirtuse lahutamist, fluorestsentsanisotroopia arvutamist ja summaarse
fluorestsentsintensiivsuse arvutamist, sisestada uusi vorrandeid ning loodud vorrandite
kombinatsioone salvestada ja eelnevalt salvestatud vorrandeid importida. Kolmas paneel on
ekspordi eelvaate paneel, mis koosneb mitmest alampaneelist. Selle paneeli abil saab muuta

seadeid, mis on vastavale ekspordiformaadile spetsiifilised ning kuvada ekspordi eelvaadet.

Konfiguratsioonifailid

Andmeanaliiiisi kdigus tekib tihti olukord, kus andmeid tuleb uuesti analiiiisida néditeks mone
varem tidhelepanuta jaanud efekti kirjeldamiseks. Olenevalt olukorrast on uuesti analiiiisimiseks
vaja kasutada kas eelmise analiilisiga sama v01 monda muud tarkvara ning eksportida andmeid
vihesel midral muudetud kujul. Operatsioonide sellisel kujul kordamine voib andmeanaliiiisil
pohjustada kasutajapoolseid vigu ning kulutab andmete analiiiisiks kuluvat aega. Nende
probleemide viltimiseks, on Apareciumis vOimalik kasutada kolme eri tiilipi

konfiguratsioonifaile.

Eksperimendi konfiguratsioonifailid voimaldavad salvestada katses kasutatud ainete nimesid,
koguseid ja ithikuid. Konfiguratsioonifaile saab nii laadida kui ka salvestada impordimoodulites
ja MIDASTools moodulis. Eksperimendi konfiguratsioonifailide kasutamine aitab sdilitada ka

erinevate ainete iihtlast nomenklatuuri MIDAS failide vahel ithe projekti raames.

Grupeerimise konfiguratsioonifailid sisaldavad kogu infot, mis sisestatakse ExportToolsi
grupeerimise paneelil ehk gruppide ja alamgruppide nimesid, siivendite paiknemist gruppides
ja alamgruppides ning nullsiivendite paiknemist ja mootmistsiikli indekseid, mida iga siivendi
puhul kasutatakse aja jdrgi normaliseerimiseks. Grupeerimise konfiguratsioonifailid on
kasulikud peamiselt kahel juhul. Esiteks, kui on tarvis sama katse andmeid analiiiiside mone
teise tarkvara voOi vorrandiga, kuid siivendite omavaheline suhe on sama. Teiseks, kui katsete
disain siivendite omavahelise paiknemise aspektist on sama nagu niiteks korduskatsete

tegemisel.
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Valemifailid sisaldavad andmetete tootlemiseks vajalikke matemaatilisi operatsioone, mis
sisestatakse ExportToolsi vorrandipaneeli abil. Valemifailid aitavad tagada andmete iihest

analiilisi projekti raames ning véltida vOrrandite sisestamisel tehtavaid vigu.

Aparecium tarkvara kasutamine ja saadavus
Aparecium on vabavaraline avatud ldhtekoodiga tarkvara, biokineetiliste andmete
standardiseerimiseks, haldamiseks ja tootluseks. Aparecium tarkvara on saadaval nii TU

Bioorgaanilise keemia Oppetooli kodulehel http://gpcr.ut.ee/aparecium.html kui ka Github

keskkonnas https:/github.com/laasfeld/Aparecium ning seda tiiendatakse pidevalt. Opetused,

abi ja videod on saadaval http://gpcr.ut.ee/uploads/ApareciumHelp/Aparecium.html.

Aparecium tarkvara rakendusnéited

Katseandmete haldamine ja tootlus

Selleks, et arendada matemaatilise modelleerimise meetoditega signaaliiilekande mehhanismi
etappide kineetilisi ja tasakaalulisi mudeleid on tiiiipiliselt vaja teostada suhteliselt suur hulk
moOtmisi erinevatel tingimustel. Peamiselt varieeritakse mOOtmise aega, ainete lisamise
jarjekorda, konkureeriva ligandina kasutatavat ainet ning selle aine kontsentratsiooni ja katses
kasutatava retseptorpreparaadi hulka ning reporterligandi kontsentratsiooni. Lisaks tuleb igale
katsele sooritada ka pdevadevahelise varieeruvuse hindamiseks korduskatsed. Selle tulemusel
tekib arvestatav hulk toorandmeid, mis on jaotunud erinevate failide vahel, mis nduab andmete
organiseerimist ja puhastamist. Seetdttu on andmeanaliiiisi iiks aegandudvamaid etappe
toorandmete puhastamine ning analiitisiks kasutatavate andmete kvaliteedi tagamine. Selleks,
et olulisel mééral vahendada andmete puhastamiseks kuluvat aega, on tarvis enne projekti
algust koostada andmehaldusplaan, mis kirjeldab, kuidas toimub failide nimetamine ja
organiseerimine ning metaandmete lisamine. Mikroplaadilugejatel ning biopiltidel pohinevate
uurimuste teostamiseks on voimalik andmehalduseks ja -tootluseks kasutada Aparecium
tarkvara ning seda vdoimalust on juba kasutatud mitme 16ppenud teadusprojekti teaduprojekti

raames (Tabel 1) ning paljude kidimasolevate projektide jaoks.
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Rakendusnéide Kasutatud moodulid Toorandmed

ICSETools, PlateSimulator,

Automatiseeritud meetodi arendamine bakuloviiruste ~300 GB, OME-
GroupingSimulator,
tiitrimiseks (Laasfeld 2016; Laasfeld et al. 2017) TIFF pildid
MIDASTools, ExportTools
A Selective Biligand Inhibitor of CK2 Increases Gen5Tools, PlateSimulator,
C . ~ 300 GB, OME-
Caspase-3 Activity in Cancer Cells and Inhibits GroupingSimulator,
TIFF pildid
Platelet Aggregation (Rahnel et al. 2017) MIDASTools, ExportTools
Gen5Tools, ICSETools,
MembraneTools, ~100 GB, OME-
Development of assay systems for studying ligand
PlateSimulator, TIFF pildid
binding to dopamine receptors (Allikalt 2018)
GroupingSimulator,
MIDASTools, ExportTools
Gen5Tools, ICSETools,
Melanokortiin-4 retseptori aktivatsiooni uurimine PlateSimulator, ~5 MB, Gen5
(Tahk 2016) GroupingSimulator, ASCII failid
MIDASTools, ExportTools
) ) ) Gen5Tools, PlateSimulator,
Apoptoosi mddtmine rakkudes kaspaas-3 substraadil ~2 TB, OME-TIFF
GroupingSimulator,
pohineva biosensorsiisteemiga (Tahk 2018) pildid
MIDASTools, ExportTools
Characterization of ligand binding to melanocortin 4 BMGTools, PlateSimulator,
ing fl ides with i d GroupingSimul. =20 MB, BMG
receptors using fluorescent peptides with improve roupingdimulator,
P o £ ) p P P ASCII failid
kinetic properties (Link et al. 2017) MIDASTools, ExportTools

Tabel 1. Ulevaade teadusprojektidest, mille kiiigus on Apareciumit kasutatud andmetiétluseks ja andmehalduseks, ning mille
katseline osa on loppenud.

Apareciumi laialdane ja edukas kasutuselevott néitab, et selle kasutamine aitab andmete
organiseerimisele ja analiilisile oluliselt kaasa. Samuti on Aparecium vdimaldanud palju
suuremal andmemahul podhinevate teadustéode labiviimist, kuna varasemalt oli biopiltidel
pohinevate modtmiste teostamine raskendatud just piltide tootlemise ja tulemuste haldamise
tottu. Samuti on tabelis 1 toodud teadustodd tdestanud Aparecium tarkvara arhitektuuri
sobilikkust. Niiteks on ICSETools (Laasfeld et al. 2017), MembraneTools (Allikalt 2018), ja
GenS5Tools (Tahk 2016) moodulid lisatud pérast esmase tarkvaraarhitektuuri paikapanemist ja
esimeste moodulite loomist. Uute moodulite lisamine on osutunud kiireks ja mugavaks tdnu
olemasolevate tarkvarakomponentide taaskasutamisele ning moodulite omavahelisele

suhtelisele sOltumatusele.

Retseptor-ligand interaktsioonide modelleerimine M; MR ja YR niitel

Ligandi sidumise MR-le on keeruline protsess, mida ei ole olnud vd&imalik lihtsustatud

mudelitega kirjeldada. Fluorestsentsanisotroopia meetodi eripdra annab hea vOoimaluse modta
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retseptor-ligand interaktsiooni kineetikat, mille saamine teiste meetoditega on monevorra

raskendatud.

M; MR ligandi seostumise protsessi kirjeldamiseks kasutati fluorestsentsanisotroopia meetodi
modtetulemusi ning nende analiilisimiseks kasutati tervikanaliilisi metoodikat modifitseeritud
versiooniga tarkvarast IQMTools. Tervikanaliitisi korral luuakse siisteemi kirjeldamiseks
harilike diferentsiaalvorrandite siisteem, kus iga vorrand kirjeldab iihte toimuvat keemilist
reaktsiooni. Diferentsiaalvorrandite siisteemi vabad parameetrid on sellisel juhul keemiliste
reaktsioonide pédri— ja vastassuunalised kiiruskonstandid, retseptorpreparaadi kontsentratsioon

ning fluorestsensligandi erinevate vabade ja seotud vormide fluorestsensanisotroopia véartused.

Kuna ei olnud selge, milline mudel on sobiv mdddetud siisteemi kirjeldamiseks, siis koostati
erinevatel eeldustel pohinevad mudelid ning kasutati neid fluorestsentsanisotroopia tulemuste

kirjeldamiseks.

Esimene mudel, mille paikapidavust kontrolliti oli kdige lihtsam vdimalikest retseptor-ligand
interaktsioonide kirjeldamiseks kasutatavatest. Selle mudeli korral eeldatakse, et koik ligandid
reageerivad retseptoritega 1:1 vahekorras, mitme erineva ligandi seostumine {ihele
retseptormolekulile pole lubatud, retseptorid ei saa esineda dimeeridena ning seega esinevad
ainult monomeeridena. Lisaks on vdimalik fluorestsentsligandi mittespetsiifiline sidumine,
nditeks adsorptsioon bakuloviiruse membraanile. Nende eelduste pdhjal koostatud mudeli 1

reaktsioonikaart on kujutatud joonisel 4A ning tdielik mudel on toodud lisana 2.

Teise mudeli korral loobuti esimese mudeli eeldusest, et kdik sidumistaskud seovad koiki
ligande vordvéirselt. Selle asemel esineb kolme erinevat tiiiipi sidumistaskuid, mille korral
erinevad sidumistaskuga interakteerudes nii fluorestsensligandi kui ka mérgistamata ligandide
kineetilised ja tasakaalukonstandid. Kolme eri tiilipi spetiisfiliste sidumistaskute esinemist voib
selgitada néiteks retseptorite homodimeriseerumisega, mida on M; MR vahel varem otseselt
jélgitud, ning nii retseptormonomeeri kui ka -dimeeri samaaegse esinemisega. Samuti on
eeldatud, et erinevate sidumistaskutega sidumide korral vo&ib fluorofoori rotatsiooniline
vabadus erineda ning viia erineva iseloomuliku FA véirtuseni. Siiski ei ole voimalik kindlalt
viita, et homodimeriseerumine on niiliselt kolme eri tiiiipi sidumistasku esinemise pohjus, kuna
sarnaseid efekte voOivad kasutatud katsesiisteemis potentsiaalselt pohjustada ka teised
keemilised  vd1  fotofiiiisikalised  protsessid  nagu  néditeks  pleekimine  voi

fluorestsentskustutamine. Antud juhul loeti kirjeldatud selgitus siiski kodige tdendolisemaks
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toetudes varasemalt avaldatud tulemustele. Selliste eelduste pohjal konstrueeritud mudel 2

reaktsioonikaart on kujutatud joonisel 4B ning tiielik mudel on toodud lisana 3.

Joonis 4. Mudel 1 (A) ja mudel 2 (B) reaktsioonikaardid. Punase ruuduga (m) on tihistatud poordumatud reaktsioonid, musta
ruuduga (m)on tahistatud poorduvad reaktsioone. Ringides on kujutatud vastavas reaktsioonis osalevad ained.

Vabu parameetreid Logaritmiline toepira AIK
Mudel 1 13 -656,5 1339
Mudel 2 23 -267,8 581,6

Tabel 2. Mudelite sobivuse vordlus Akaike informatsiooni kriteeriumi jargi. Sobivam mudel on see, millel on vihim AIK
vddrtus.

Selgitamaks vilja, kumb mudel on antud siisteemi kirjeldamiseks sobivam, vorreldi omavahel
mudelite ja andmete vastavust kirjeldavaid parameetreid (Tabel 2). Selgub, et mudel 2 korral
on andmete ja mudeli vastavus oluliselt parem, kui mudel 1 korral. Osaliselt saab keerulisema
mudeli paremat andmetega sobivust alati selgitada suurema parameetrite hulgaga. Selleks, et
votta mudeli sobivuse hindamisel arvesse tasakaalu mudeli keerukuse ja selle ennustusvdime
vahel, saab kasutada sobivaid statistilisi teste nagu niiteks Akaike informatsiooni kriteeriumit
(AIK). Mudel 1 kasutamise korral on selge, et mitmed esinevad fenomenid jddvad tdielikult
kirjeldamata, mille kirjeldamist lubab véga hésti mudel 2 (Joonis 5). Niiteks ennustab mudel
1, et kiire mittespetsiifilise seostumise ja aeglase fluorestsentsligandi seostumise korral peab
konkureerimiskatsetes FA viairtus joudma kiiresti iihtlasele tasemele sdltumata konkureeriva
ligandi kontsentratsioonist ning alles seejdrel toimub FA véirtuse tous soltuvalt konkureeriva
ligandi kontsentratsioonist. Katseandmetest selgub aga, et ka kdige esimeste modtetsiiklite jéarel
voib toimuda véga kiire FA viirtuse kasv, mis soltub konkureeriva ligandi kontsentratsioonist.

Lisaks kirjeldatud efektidele nditab mudel 2 paremat sobivust ka AIK.
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Mudel 1 Mudel 2

— Log(Ckonkureeriv/M)=-6,00

Joonis 5. FA soltuvus siisteemis kasutatud konkureeriva ligandi UR-SK-III-59 kontsentratsioonist ja ajast. Selgub, et mudel 2
vastavus andmetele on Akaike informatsioonikriteeriumi jirgi parem. Sama tulemuseni jouab nii jéckliikmete analiiiisil kui ka
mudeli poolt ennustatavate efektide analiiiisil. Katsetes oli segatud fluorestsentsligand MK342 (c=5 nM) ning 40 ul M1 MR
sisaldavat bakuloviiruse suspensiooni ning soltvalt siivendist varieeruv kontsentratsioon konkureerivat ligandi UR-MK-111-59.

Mbdlema mudeli optimeerimisprotsessile teostati osaline sensitiivsusanaliiiis, mille k&igus
midrati mudeli parameetrite optimaalsed véirtused ja optimeerimisprotsessist tulenevad

méidramatused (Lisa 4).

Teostatud konkureerimiskatsest selgub mudel 2 pohjal, et konkureeriva ligandi puudumise
korral jddb antud katseformaadi kasutamisel suur osa fluorestsentsligandist (L) retseptorile
seostumata. Kdige kiiremini toimub mittespetsiifiline sidumine ning mittespetsiifiliselt seotud
ligand (NBVL) on seotud ligandi vormidest (ingl. k. state) kdige levinum katse esimese 38
minuti jooksul. Samuti selgub, et 500 minuti méodudes on seotud ligandi vormidest kdige
levinum retseptormonomeer-fluorestsentsligand (RL) kompleks ning retseptordimeeriga seotud
tiksiku fluorestsentsligandi (RLR_) kontsentratsioon on jdinud RL kontsentratsiooniga
vorreldes madalamaks. Selle pohjuseks on osaliselt nii erinevad afiinsused monomeeri ja
dimeeri suhtes kui ka RLRL kompleksi aeglane teke, mille eelduseks on eelnev RLR_
kompleksi olemasolu (Joonis 6, B). Kdige kdorgema konkureeriva ligandi kontsentratsiooni
kasutamise korral selgub, et enamus fluorestsentsligandi on samuti vabas vormis lahuses nagu
ka totaalse sidumise korral. Siiski on nidha selge erinevus, et retseptormonomeeri (RL) teke on
tugevalt tagasitorjutud ning samuti on tagasitorjutud RLR_ kompleksi teke. Sellistes
tingimustes on fluorestsentsligandi seotud vormidest kdige levinud RCRL vorm, mis tekib viga
kiiresti. Sellest voib jédreldada, et konkureeriv ligand UR-SK-III-59 seostub kiiresti nii
retseptormonomeerile kui ka retseptordimeeri esimesse sidumistaskusse ning dimeersele
vormile seostudes indutseerib kiire fluorestsentsligandi seostumise dimeeri teise
sidumistaskusse. Sellise efekti olemasolu vOib selgitada niiteks efektiga, kus konkureeriva
ligandi seostumine retseptordimeeri esimesse sidumistaskusse indutseerib teises sidumistaskus

konformatsioonilise muutuse avatud vormi, kuhu on fluorestsentsligandil vdoimalik kiiremini
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seostuda kineetilise barjadari kadumise tottu. Samas ei pruugi mudel 2 olla ainuke vdimalik
mudel vastava efekti selgitamiseks ning seetdottu ei saa kindlalt vdita, et selline
konformatsiooniline muutus toimub. Samas vOib mudelite vordlemisest jareldada, et mudel 1
on kindlasti liialt lihtsustatud, et mdoddetud efekte selgitada. Kirjeldatud strateegia abil on

tulevikus vdoimalik omavahel vorrelda veelgi enam mudeleid.

= =
EE EQ“K-P-
S,:' 8310"‘(
g g
I -L-RL-NBVL-RLR_-RLRL T

10 10 -L-RL-NBVL-RLR_-RCRL-RLRL
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Aeg, min Aeg, min

Joonis 6. Mudel 2 simulatsioon. A) Totaalse mootepunkti simulatsioon, kuhu oli lisatud fluorestsentsligand MK342 (c=5 nM)
ning 40 ul M1 MR sisaldavat bakuloviiruse suspensiooni, B) Mittespetsiifilise mootepunkti simulatsioon, kuhu oli lisatud

Sfluorestsentsligand MK342 (c=5 nM), konkureeriv ligand UR-MK-1II-59 (c=10 uM) ning 40 ul M1 MR sisaldavat bakuloviiruse
SUSpensiooni.

Siiski ei ole mudel 1 sobimatus retseptor-ligand interaktsioonide kirjeldamiseks iildistatav
koigile G-valk seotud retseptoritele. Niditeks sobib mudel 1 sama katseformaadi puhul YiR-
ligand interaktsiooni kirjeldamiseks vastava retseptori ligandiga BIBO3304 (Joonis 7). Mudeli
optimeeritud parameetrite viirtused on toodud lisana 5. Tulemusi vOrreldes on selgelt niha, et
YR modtmistel on tdielikult puudu efekt, kus kdrgem konkureeriva ligandi kontsentratsioon
pohjustaks kiire efektina fluorestsentsanisotroopia véirtuse kasvu. Kuigi mone konkureeriva
ligandi kontsentratsiooni korral on selge, et mudeli ennustuses on siistemaatiline viga, siis
nihtav efekt on suure tdendosusega pohjustatud pipeteerimise méddramatusest, kuna mudel on

vastavates katsepunktides juba viga viikestele kontsentratsioonivariatsioonide suhtes tundlik.

* Cronkureeriv=0
= log(Cyonkureeriv/M) = -10,59
+ 10g(Cyonkureeriv/M) = -9,89
log(Cyonkureeriv/M) = -9,19
+  log(Cyonkureeriv/M) = -8,49
+ log(Ckonkureeriv/M) = -7,80
= log(Ckonkureeriv/M) = -7,10
log(Ckonkureeriv/M) = -6,40
| 10g(Cyonkureeriv/M) = -5,70
0.0+ 1 100(Cyonkureeriv/M) = -5,00
COVNY %Y Y %% % BB B Y,
Aeg, min

Joonis 7. FA soltuvus katses kasutatud konkureeriva ligandi kontsentratsioonist ja ajast. Katse modelleerimiseks on kasutatud
mudelit 1. Konkureeriva ligandina on kasutatud YR ligandi BIBO3304, fluorestsentsligandina TAMRA mdrgisega MC159
(¢=0,2 nM) ning retseptorpreparaadina 0,5 ul YR sisaldavat bakuloviiruse suspensiooni. Katse autor: Christoph Mueller.
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Meetod dopamiin D3 retseptor — ligand interaktsioonide uurimiseks

elusrakkudes

Kuna retseptorsiisteemide uurimise peamine kaugem eesmirk on ravimiarendus, siis on
ddremiselt oluline kontrollida in virfo mudelsiisteemides leitud efektide esinemist jark-jargult
ka elussiisteemides. Kdige lihtsam voimalik elussiisteem on sobivat retseptorit ekspresseeriv
rakukultuur. Rakukultuuridel pdhinevaid meetodeid on palju, kuid mikroskoopiat rakendavad
meetodid on kdige voimalusterohkemad. Uks vdimalus retseptor-ligand interaktsioonide
uurimiseks elusrakkudes on tuvastada rakumembraan ning kvantifitseerida membraanist ldhtuv
fluorestsentskiirgus. Membraani eelnev tuvastamine on vajalik, kuna fluorestsenspildi
keskmise intensiivsuse pohjal jarelduste tegemine on ebatdpne. Kuivord fluorestsentskanalit
kasutatakse kvantifitseerimiseks, siis membraanide tuvastamiseks ei saa sama
detektsioonikanalit enam kasutada ning seega tuleb kasutada niiteks heleviljakanalit.

Mootmise tildpohimatte skeem on toodud lisana 6.

Rakumembraani tuvastamise algoritm ja selle parameetrite optimeerimine

Membraanide tuvastamiseks loodi algoritm, mis jaotub kahte staadiumisse (Joonis 8).
Esimeses staadiumis teostab kasutaja mikroskoopiapiltidele kvaliteedikontrolli ning valib
piltidelt esinduslikud alad. Teises staadiumis to6tab algoritm automaatselt ning selle staadiumi

saab jagada eraldi jdrjestikku toimivateks operatsioonideks:

1. Lokaalse standardhdlbe filtri (ring raadiusega 5 px) rakendamine fookuses
heleviljapildile, et leida pildilt heterogeensed alad, mis on omased membraani
timbrusele. Lokaalse standardhélbe filtri viirtused proijtseeritakse uueks pildiks;

2. lIgale helevilja Z-riida (ingl. k. Z-stack) pildi pikslile Z-telje suunalise lineaarse
regressiooni teostamine ning nende regressioonide tdusude projitseerimine uueks
pildiks;

3. Kahes eelmises etapis saadud piltide kombineerimine ning normaliseerimine 16iku
[0,1];

4. Eelnevas etapis saadud pildilt servade tuvastamine kasutades automaatse ldvendiga
(Tabel 2, p1) Sobeli filtrit;

5. Teises etapis saadud pildi normaliseerimine ning alumise ja iilemise ldvendi (Tabel 2,
p2-3) rakendamine etapis 4 saadud pildile, et eemaldada pildilt leitud servad, mis

enamasti vastavad muudele servaelementidele ja mitte rakumembraanidele;
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6. Suuruse ldvendi (Tabel 2, p4) rakendamine leitud servaelementidele. See jdtab vilja
viikesed servaelemendid, mis ei vasta eeldatavale membraani suurusele servaelemendi
kontekstis;

7. Eelmises etapis saadud pildi laiendamine (ingl. k. image dilation) ithe piksi suuruse
filtriga, mis muudab leitud servad paksemaks. Kuna Sobeli algoritm leiab tiiiipiliselt
isna kitsad servad laiusega iiks piksel, kuid fluorestsentspiltidelt on eristuva membraani
ndiline pakus on tiilipiliselt kolm pikslit, mis vastab paksusele ~1 um, siis muudab see
etapp servad paremini membraanidele vastavaks. Membraani néiline paksus tuleneb nii
raku kujust kui mikroskoobi difraktsioonlimiteeritud resolutsioonist;

8. Suuruse livendi (Tabel 2, ps) rakendamine servaelementidele. Seekord voib lavend olla
korgem etapis 6 kasutatud ldvendist, kuna pildi laiendamine peaks viiksemad
membraaniliilid kokku liitma;

9. Pildi tootlemine hiistereesifiltriga (ingl. k. hysteresis thresholding). Pikslid, mis ei
labinud etapis 4 automaatset lavendit, loetakse membraani pikslite hulka, kui moni selle

piksli korval asuvatest pikslitest juba on loetud membraani piksliks;

Kirjeldatud algoritm sisaldab kokku viit muudetavat parameetrit, mille optimaalsed vairtused
voivad soOltuda nii sellest, millise mikroskoobi, objektiivi ja kaameraga on vastavad
mikroskoopia pildid moddetud kui ka rakuliinist, mida katseks kasutati. Kuna antud t66 kdigus
ei valideeritud algoritmi sobivust erinevate mikroskoopide ja rakuliinide kombineerimise

korral, siis tuleks vastavad parameetrid erineva rakenduse jaoks uuesti optimeerida.
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a

Intensiivsuse
maksimumi
projektsioonpilt

v

Pildilttuvastatud membraanide keskmine intensiivsus

Joonis 8. Membraanituvastusalgoritmi skeem. Nooltega on tihistatud piltidega teostatavad operatsioonid, kus noole alguseks
on sisendpilt ning noole lopus operatsiooni tulemusena saadud pilt. Etapp 2 sisaldab pohitekstis kirjeldatud etappe 1-9. Punase
noolega on mdrgitud operatsioonid, mida MembraneTools moodul lubab teostada, kuid mis antud t6o kontekstis viiks
erapoolikute tulemusteni ning mida seetottu ei rakendatud.

HEK293 rakuliini membraanituvastusalgoritmi optimeerimiseks loodi kataloog 64 pildist,
millel on rakumembraanid tuvastatud kisitsi. Kataloogi koostamisel oli késitsi membraanide
tuvastamise aluseks fookuses heleviljapilt rakkudest. Selleks, et viltida erapoolikust, mis voiks
tuleneda mérkija eriparast mirkisid kataloogis pilte kolm inimest (Dr. Anni Allikalt, Dr. Mihkel
Ilisson, Tonis Laasfeld). Algoritmi optimeerimiseks otsiti maksimaalset védrtust vorrandile

G2

TP
f(P1D2.P3PasDs) = o % () C))

Kus p;.5 on algoritmi optimeeritavad parameetrid, 7P on digesti tuvastatud membraanipikslite
arv ning FN on valenegatiivsete pikslite ehk II tiilipi vigade arv. Optimeeritavate parameetrite
kirjeldused ja optimaalsed viirtused on toodud tabelis 3. Membraanituvastuse kvaliteeti

kirjeldavad parameetrid on toodud lisana 7.
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Parameeter Optimaalne vairtus

Automaatsele serva gradiendi lavendile liidetav parand 0,0486
Intensiivsuse alumine ldvend lineaarse regressiooni tdusu pildil 48,1%
Intensiivsuse iilemine ldvend lineaarse regressiooni tdusu pildil 63,6%

Pildielemendi suuruse alumine ldvend enne laiendamist 1 px

Pildielemendi suuruse alumine lavend pérast laiendamist 1 px

Tabel 3. Membraanide tuvastamise algoritmi parameetrite optimaalsed viidirtused kirjeldatud siisteemis. Intensiivsuse lidvendid
voivad omandada viidirtusi loigus [0%,100%], kus 0% vastab minimaalsele voimalikule piksli intensiivsusele (must piksel) ja
100% vastab maksimaalsele voimalikule piksli intensiivsusele (valge piksel). Kuna pildielemendi suuruse alumine ldvend
pdrast laiendamist ei erine pildielemendi suuruse alumisest ldvendist enne laiendamist, siis antud rakenduse korral pole vastav
pilditootlusetapp vajalik, kuid parameeter voib vajalikuks osutuda teiste algoritmi rakenduste korral.

Membraanist lihtuva fluorestsentskiirguse kvantifitseerimine

Kasutades eelnevalt kirjeldatud membraanide tuvastamise algoritmi saab arvutada pildi
keskmise membraanide intensiivsuse. Keskmise fluorestsentsintensiivsuse arvutamiseks
leitakse fluorestsentspiltide maksimumprojektsioon XY tasandile ning arvutatakse nende
projektsiooni pikslite aritmeetiline keskmine, mis tuvastati membraanidena (Joonis 8).
Niditamaks, et membraanide segmenteerimise algoritm on piisavalt tipne membraanide
fluorestsentsintensiivsuse leidmiseks vorreldi membraanide intensiivsuse arvutamisel kahte
erinevat membraanituvastusmeetodit. Esimesel juhul leiti membraanide keskmine intensiivsus
membraanituvastusalgoritmi abil leitud segmentratsiooni kasutades ning teisel juhul kasutati
kisitsi teostatud segmentatsiooni. Vordlemiseks korreleeriti kahel moodusel arvutatud
intensiivsusi ning teostati lineaarne regressioon (Joonis 9). Regressioonanaliiiisil loeti kisitsi
segmenteeritud piltide abil leitud membraanide intensiivsused referentsviirtuseks.
Korrelatsioonanaliiiisi tulemusel selgub, et korrelatsioon on kdrge (R* = 0,935) ning saadud

regressiooni kirjeldab vorrand (5).
y = 0,90 + 0,04 x + 800 £ 400 5)

Kus y on membraani intensiivsus arvutatuna membraanituvastusalgoritmi segmentatsiooni

alusel ning x on membraani intensiivsus késitsi tuvastatud membraanide alusel.

Saadud regressioon on heteroskedastiline, kuid jadklitkmed on jaotunud juhuslikult. Nende
parameetrite poOhjal sobib membraanituvastusalgoritmi poolt véiljastatav membraani

segmentatsioon histi membraanide intensiivsuse mootmiseks fluorestsentskanali piltidelt.

Viljatootatud membraanide fluorestsentsintensiivsuse kvantifitseerimismeetodit vOib kasutada
mitme erineva biokeemilise rakenduse jaoks nagu nditeks fluorestsentsligandide kineetiliste- ja
tasakaalukonstantide midramiseks ja konkureerivate ligandide afiinsuse hindamiseks elusates

rakkudes.
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Joonis 9. Lineaarne regressioon membraanituvastusalgoritmi poolt leitud membraani intensiivsuste ja kdsitsi tuvastatud
membraani intensiivsuste vahel. Regressiooni kirjeldab vorrand (5), R?=0,935. Jickliikmed on jaotunud juhuslikult, kuid
heteroskedastiliselt. Iga punkt graafikul tihistab iihelt fluorestsents Z-riidalt arvutatud vidrtust. Intensiivsuse vddrtuste lai
vahemik on saavutatud sellega, et eri siivendites, kust pildid on tehtud, on kasutatud erinevaid viljatorjuva ligandi butaklamool
kontsentratsioone. Igas siivendis oli rakutihedus 20000 rakku/siivend (~40 rakku pildil) ning fluorestentsligandina kasutati
NAPS-Cy3B (c=1 nM).

MembraneTools pildianaliiiisi moodul

Eelnevates 10ikudes kirjeldatud algoritmid realiseeriti Apareciumi impordimoodulina
MembraneTools. Tiéhelepanu poorati  sellele, et implementatsioon oleks praktiliseks
kasutamiseks piisavalt kiire, analiiiisi kiirendamiseks on vdimalik kasutada ka mitmel tuumal
parallelarvutusi. MembraneTools pakub kasutajale mugavat kasutajaliidest, millesse on
integreeritud nii mikroplaadi simulatsiooni moodul, algoritmi parameetrite muutmise
voimalused, ajatelje korrigeerimise voimalused kui ka piltide eelvaate, fookuse korrigeerimise
ja kvaliteedikontrolli funktsioonid. MembraneToolsi kasutajaliidese peaaken on kujutatud

lisana 8.

Dopamiin D3 retseptori ligandide sidumisomaduste iseloomustamine

Kuna konkureerivate ligandide sidumisomaduste iseloomustamine pakub farmakoloogias
koige laialdasemat huvi, siis rakendati viljatootatud membraanide intensiivuse
kvantifitseerimise algoritmi just selle rakenduse jaoks. Kuigi afiinsust saab kvalitatiivselt
hinnata ka otseselt piltide jdrgi (Joomis 10), on kvantitatiivne ldhenemine kiirem ja
usaldusvéddrsem. Afiinsuse hinnanguna kasutatakse vastava ligandi poolefektiivse

inhibeerimise kontsentratsiooni ICsp.
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Joonis 10. NAPS-Cy3B butaklamooliga konkureeriv sidumine D3R-le. Stabiilselt Ds retseptorit ekspresseeriva HEK293 rakke
(20000 rakku siivendis) inkubeeriti 1 nM NAPS-Cy3B ja erinevate butaklamooli kontsentratsioonidega, nagu néidatud pildil,
90 minutit enne pildistamist. Heleviljapiltide (iilemine rida) ja fluorestsentspiltide (alumine rida) mootmiseks kasutati
Eksperimentaalses ja praktilises osas kirjeldatud parameetreid.

Dopamiin D3 retseptori ligandide ICsp méddramise metoodika pohineb neljal eeldusel.
1. Siisteemi saab kirjeldada kahe podrduva reaktsiooni abil:
R+L=RL (1]
R+C=RC [II]

kus R on retseptor, antud metoodikas D3R, L on fluorestsentsligand, antud metoodikas
NAPS-Cy3B, ning C on konkureeriv ligand, kiesolevas t66s kas dopamiin voi
butaklamool, RL on retseptor-fluorestsentsligand kompleks ning RC on retseptor-
konkureeriv ligand kompleks. Dimeerseid ja oligomeerseid vorme siin arvesse ei voeta,

kuna antud mddtemeetodiga ei ole voimalik neid monomeersest vormist eristada.

2. Koik retseptormolekulid R, mis on vdimelised osalema reaktsioonides [I] ja [II] on
lokaliseerunud rakkude plasmamembraani.

3. Membraanidest ldhtuv fluorestsentsintensiivsus on ligildhedaselt lineaarses seoses
suurusega  [RL].  Lineaarne  seos  tuleneb  sellest, et  membraanide
fluorestsentsintensiivsus kasvab proportsionaalselt reaktsiooni I kiigus tekkiva RL
hulgaga.

4. Membraanituvastusalgoritm suudab vajalikul médral eristada pildilt piksleid, mis

esindavad membraani, pikslitest, mis ei esinda membraani.

Seega saab antud siisteemi kirjeldada vorranditega (6), (7) ja (8).

MIg—MI,
MI = MI, + 1+10Log1C50flog[C] ©
_ [RI[C] _ ICso
K = [RC] — %+1 v
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Kus MI on mdodetud membraanide keskmine fluorestsentsintensiivsus, M1, on membraanide
mittespetsiifiline fluorestsentsintensiivsus, MI; on maksimaalne voimalik keskmine
membraanide fluorestsentsintensiivsus vastaval fluorestsentsligandi kontentratsioonil, Kz on
fluorestsentsligand-retseptor kompleksi dissotsiatsioonikonstant, K; on inhibeerimiskonstant
ning ICso tdhistab konkureeriva ligandi kontsentratsiooni, mille korral MI on MI, ja MI;
aritmeetiline keskmine (Lazareno and Birdsall 1993). Seega, teades lisatud konkureeriva
ligandi kontsentratsiooni ning moodtes membraanide intensiivsuse M/ paljude erinevate
konkureeriva ligandi kontsentratsioonide korral on vdimalik leida vastava interaktsiooni ICsg
vadrtus. Kui on teada fluorestsentsligandi dissotsiatsioonikonstant K; on vdoimalik arvutada ka
Ki. NAPS-Cy3B dissotsiatsioonikonstandi véddrtus on miiratud varasemalt Kq = 0,7 £ 0,4 nM

(Allikalt 2018).

Selleks, et kontrollida, kas koostatud algoritm on iileiildse vajalik andmete analiitisiks vorreldi
omavahel kolme moodust /Cso leidmiseks. Esimesel juhul koostati vorrandi (6) baasil doos-
vastus sOltuvus kasutades MI arvutamiseks kisitsi leitud membraanide intensiivsusi. Teisel
juhul kasutati MI arvutamiseks membraanide intensiivsuse modtmise algoritmi. Kolmandal
juhul kasutati M1 ldhendusena fluorestsentspildi keskmist intensiivsust (Joonis 11). Mudeli ja
andmete vastavust kirjeldavad parameetrid on koondatud tabelisse 4. Selgub, et kisitsi
membraanide segmenteerimise ja membraanituvastusalgoritmiga segmenteerimise korral
saadakse iisna sarnased nii sidumist kirjeldavate parameetrite kui ka mudeli sobivust
kirjeldavate parameetrite véirtused. Kasutades pildi keskmist intensiivsust on saadavad
parameetrid oluliselt halvemad. Seega saavutatakse kirjeldatud membraanituvastusalgoritmi
kasutades kisitsi analiilisiga vOrreldes viga sarnased tulemused, kuid analiiiisiks kuluv aeg on
oluliselt lithem. Samas on selge, et ainuiiksi piltide keskmise intensiivsuse analiiiisist
usaldusviirseks ICso arvutamiseks ei piisa ja seega on keerukama meetodi kasutamine

pohjendatud.

Kirjeldatud metoodikaga maérati ICso ja K; viidrtused kasutades vorrandeid (6) ja (7) D3R
agonistile dopamiin (IC50xSEM=6,5+0,3; pKixSEM=7,0+0,5; n=3) ja antagonistile
butaklamool (pICs0=SEM=7,67+0,17; pKixSEM=8,020,5; n=3). Saadud véirtused langevad
histi kokku varem publitseeritud pK; védrtustega vastavalt 6,4-7,3 ja 6,7-8,0, mis tdestab, et

kirjeldatud uus meetod on kirjeldatud parameetrite modtmiseks sobiv (Jean-Martin et al.).
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Joonis 11. Erinevate arvutusmeetodite vordlus dopamiin D3 antagonisti ICso mddramiseks dopamiin D3 retseptorit stabiilselt
ekspresseerivas HEK293 rakuliinis. Kdsitsi membraanide tuvastamist (®) kasutati kvaliteetse referentsmeetodina, kuna
valdkonna spetsialist suudab membraane kergesti tuvastada. Membraanituvastusalgoritmiga arvutati membraanide
intensiivsused (0) MembraneTools mooduliga ning intensiivsused parandati vorrandi (5) abil. Koige lihtsama voimaliku
meetodina kasutati fluorestsentspiltide keskmise intensiivsuse analiilisimist (¢), mis ei anna siiski piisavalt hdid tulemusi.
Koikide metoodikate korral kasutati mudelina vorrandit (6).

Parameeter R? LogICso MI, Ml Replikaatide
+SD +SD +SD keskmise R?
Kasitsi segmenteeritud membraanid = 0,85  -7,94+0,13  7400£400 = 15200+300 0,98
Membraanituvastusalgoritmiga
0,80 -7,86x0,15 = 7300+500 @ 15200+300 0,96
segmenteeritud membraanid
Pildi keskmise intensiivuse meetod = 0,62 -7,5£0,3 6890160 8400£100 0,80

Tabel 4. Erinevate membraani intensiivsuse méotmisel pohinevate ICso mddiramise metoodikate kvaliteediparameetrid. Ksitsi
Jja membraanituvastusalgoritmiga saadavad tulemused langevad viiga hdisti kokku samas kui pildi keksmise intensiivsuse
meetod annab oluliselt kehvemaid tulemusi.

Edasised sammud

Aparecium tarkvara sobivust erinevate modtemetoodikate viljatodtamisel on nididanud paljud
erinevad projektid, mille korral on seda andmehalduseks ja —tootluseks kasutatud. Selleks, et
muuta Aparecium veelgi universaalsemaks, on edaspidi plaanis luua juurde impordimoodulid
integreerimaks Aparecium tarkvara nii eLabFTW keskkonnaga, Fiji pildianaliiiisi
keskkonnaga, OMERO andmebaasiga ning lisada toetus veelgi suuremale hulgale
matemaatilise modelleerimise tarkvaradele ExportTools moodulis. Aparecium tarkvara on
plaanis publitseerida teadusartiklina. Samuti on plaanis publitseerida nii meetod dopamiin D3
retseptor — ligand interaktsioonide uurimiseks elusrakkudes kui ka ligand-mAChR

interaktsioonide modelleerimise tdidendatud tulemused.
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KOKKUVOTE

Katseandmete mahud, moodtemetoodikate arv ja andmetootlustarkvarade vdimalused on
teaduses pidevalt kasvanud ning seetttu on kerkinud esile ka uued andmehalduse ja
andmetootlusega seotud probleemid nagu andmetesse vigade tekkimine, raskused
andmeformaatide konverteerimisel ning vajadus kasutada andmeanaliilisiks kombinatsiooni
paljudest erinevatest tarkvaradest. Seega on katseandmete kiire ning korrektne tootlus ja

jatkusuutlik haldus on muutunud loodusteadustes ning iihtlasi biokeemias iiha olulisemaks.

Kédesolevas to6s on kirjeldatud Aparecium tarkvara, mis loodi biokeemia katseandmete
konverteerimiseks, tootluseks, standardiseerimiseks ja halduseks. Apareciumi pakub selleks
kasutajale kergesti Opitavaid ning intuitiivseid graafilisi kasutajaliideseid ning uute meetodite

ja andmeanaliiiisi tarkvarade liidestamiseks modulaarset disaini.

Toos on kirjeldatud ka Apareciumi rakendamist ja rolli mitme erineva biokeemilise meetodi
véljatootamisel ja kasutamisel. Kirjeldatud on iildisi andmehaldusprintsiipe Aparecium
tarkvaraga ning projekte, kus Apareciumit on andmehalduseks juba kasutatud. Esimese
rakendusliku niitena on kirjeldatud vdimalusi retseptor-ligand interaktsioonide uurimiseks
kasutades reaktsioonide matemaatilist modelleerimist muskariinse atsetiiiilkoliini retseptori ja
neuropeptiid Y Y retseptori nditel. Teise nditena on kirjeldatud meetodit dopamiin D3
retseptor-ligand interaktsioonide uurimiseks elusrakkudes kasutades fluorestsents- ja

heleviljamikroskoopiat ning kvantitatiivset pildianaliiiisi.
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SUMMARY

The volume of experimental data, the number of assays, and features provided by various data
analysis tools has continuously increased. This has raised new problems related to data
management and analysis such as the accumulation of errors in the data, converting between
data formats and the need to combine several software tools for a complete data analysis
solution. Therefore, quick and correct data analysis and sustainable data management have

become increasingly important in science and technology, including biochemistry.

In this work the Aparecium software for converting, standardizing, analysis and management
of biochemical data. For this purpose, Aparecium offers user-friendly graphical user interfaces

and a modular design for integrating new software and data formats to the existing system.

To exemplify the use of Aparecium in working conditions, several assay systems are discussed
which rely on Aparecium for data management and standardization. The work describes general
principles of data management and the nature of used data for several already completed
scientific projects. As a first in-depth example, the mathematical modelling of receptor-ligand
interactions in muscarinic acetylcholine receptor M; and neuropeptide Y: receptor are
discussed. As a second, more specific application, the development of fluorescence and bright-
field microscopy-based assay for the characterization of ligand binding to dopamine D3

receptors in live cell system is described.
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INFOLEHT

Aparecium tarkvara arendamine ja kasutamine retseptorsiisteemide biokeemilistes

uuringutes

Kédesolevas toos on kirjeldatud andmetootlusega seotud probleeme biokeemiliste katsete
labiviimisel ning nende lahendamiseks moeldud Aparecium tarkvara eesmirke ja iilesehitust.
To06s on kirjeldatud kahte praktilist rakendust, mille arendamisel ja kasutamisel on Aparecium
tarkvaral andmet6otluse seisukohast méérav roll. Esimene kirjeldatud rakendus on retseptor-
ligand interaktsioonimehhanismide uurimine muskariinse atsetiiiilkoliini retseptor M; ja
neuropeptiid Y Y retseptori néitel. Teine rakendus on meetod dopamiin D3 retseptor — ligand
interaktsioonide uurimiseks. T60s kirjeldatud rakendused niitavad, et Aparecium tarkvara on

kasutajasobralik ning paindlik paljudes erinevates rakendustes kasutamiseks.

CERCS koodid ja nimetused: B740 Farmakoloogia, farmakogognoosia, farmaatsia,
toksikoloogia, P170 Arvutiteadus, arvutusmeetodid, siisteemid, juhtimine

(automaatjuhtimisteooria)
Aparecium software development and use for studying receptor systems biochemistry

This thesis describes problems related to data management during biochemical experiments and
discusses the goals and architecture of the Aparecium software package as a solution to these
problems. To exemplify the use of Aparecium in real world setting, two projects are described
which rely on Aparecium software. The first application is the mathematical modelling of
receptor-ligand interaction kinetics of muscarinic acetylcholine receptor subtype M; and
neuropeptide Y Y1 receptor. The second application is the study of receptor-ligand interactions
in live cell system using the combination of bright-field and epifluorescence microscopy

techniques and bioimage analysis.

CERCS codes and names: B740 Pharmacological sciences, pharmacognosy, pharmacy,

toxicology; P170 Computer science, numerical analysis, systems, control
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MIDAS file MD-170509_111102_Anisotroopia-saksa ligand_Egor M1_2 xls loaded
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Lisa 1. MIDAS faili ndidis fluorestsentsanisotroopia katse puhul kuvatuna MIDASTools moodulis. Tulba pealkirjas on
tihistatud vastava tulba tiiiip ja tulba nimi. Kuvatud katses kasutati kolme komponenti, milleks olid M1 retseptorit sisaldav
bakuloviiruse suspensioon (TR:M1_BV_27x_A_ul), fluorsetsentsligand MK342, (TR:MK342_nM) ning mdrgistamata ligand
Skopolamiin (TR:Scopolamine_nM). Moéotmised teostati kahes fluorsetsentskanalis, millest iiks on ergastava valguse
polarisatsioonitasandiga paralleelne (DV:Paralleelne) ning teine risti (DV:Risti). Joonisel ei ole toodud kogu MIDAS faili sisu
vaid ainult esimene mootetsiikkel.
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sk M ODEL NAME
Mudel 1 - 1:1 sidumine.
spkckrkskk s MJODEL NOTES

Selle mudeli korral eeldatakse, et kdik ligandid reageerivad retseptoritega 1:1 vahekorras, mitme erineva ligandi
seostumine iihele retseptormolekulile pole lubatud, retseptorid ei saa esineda dimeeridena ning esinevad ainult
tihes vdimalikus vormis. Lubatud on mittespetsiifiline sidumine bakuloviiruste osakestele. Mittespetsiifilise
sidumise korral

wddwkktk MODEL STATES

d/dt(C) = -R2 % Konkureeriva ligandi reaktsiooni kiiruse vorrand, iihik: nM/s

d/dt(L) = -R1-R4 % fluorestsentsligandi reaktsiooni kiiruse vorrand, ithik: nM/s

d/dt(R) = -R1-R2+R5%*n % retseptori reaktsiooni kiiruse vorrand, thik: nM/s

d/dt(RC) = +R2 Y%retseptor-konkureeriv ligand reaktsiooni kiiruse vorrand, iihik: nM/s

d/dt(RL) = +R1 Y%retseptor-fluorestsentsligand reaktsiooni kiiruse vorrand, tihik: nM/s

d/dt(NBV) = -R4+R5*NBVcommon % mittespetsiifiliste sidumistaskute reaktsiooni kiiruse vorrand, iithik: nM/s
d/dt(NBVL) = +R4 % mittespetsiifiline sidumistasku-fluorestsentsligand reaktsiooni kiiruse vorrand, tihik: nM/s
d/dt(V) = -RS % Bakuloviiruse lahuse lisamise vorrand, ithik: nM/s NB! Retseptorite lisamine ei ole
modelleeritud siindmusena, kuna fundamentaalselt on lisatud bakuloviiruse ruumala ja mitte teadaoleva
kontsentratsiooniga retseptori kontsentratsioon. Lisaks saab vorrandina esitades modelleerida pipeteerimise
kiirust.

C(0) =0 % konkureeriva ligandi algkontsentratsioon. Tegelik vdirtus tuleb eksperimendi definitsioonist, tihik:
nM

L(0) =0 % fluorestsentsligandi algkontsentratsioon. Tegelik véirtus tuleb eksperimendi definitsioonist, iihik:
nM

R(0) =0 % retseptori algkontsentratsioon. Alati 0, retseptori kogukontsentratsiooni paneb paika Reaktsioon 5 ja
V(0) véirtus, tihik: nM

RC(0) =0 % retseptor-konkureeriv ligand kompleksi algviirtus, tiitipiliselt 0, ithik: nM

RL(0) =0 % retseptor-konkureeriv ligand kompleksi algvidrtus, tiiiipiliselt 0, tihik: nM

NBV(0) =0 % vabade mittespetriifilise sidumistaskute arvu algvéirtus. Alati 0, tegeliku algkontsentratsiooni
paneb paika Reaktsioon 5 tiiiipiliselt 0, iihik: nM

NBVL(0) =0 %mittespetsiifiline sidumistasku — ligand komplekside algvéairtus, tiitipiliselt 0, tihik: nM

V(0) = 0 %Lisatud bakuloviiruse ruumala. Tegelik vdirtus tuleb eksperimendi definitsioonist, ithik: uM

wkxtretk MODEL PARAMETERS

kfl =3.77681e-06 % Reaktsioon 1 périsuunaline kiiruskonstant, iihik 1/(nM*s)

krl = 0.000189484 % Reaktsioon 1 poordsuunaline kiiruskonstant, tihik 1/s

kf2 =0.31981 % Reaktsioon 2 pirisuunaline kiiruskonstant, ithik 1/(nM*s)

kr2 = 219078 % Reaktsioon 2 pdordsuunaline kiiruskonstant, iihik 1/s

kf4 =0.00111808 % Reaktsioon 4 périsuunaline kiiruskonstant, iihik 1/(nM*s)

kr4 = 106.424 % Reaktsioon 4 poordsuunaline kiiruskonstant, iihik 1/s

Afree = 0.0346438 % vaba fluorestentsligandi iseloomulik fluorestentsanisotroopia

Arl =0.34 % retseptor-fluorestentsligand kompleksi iseloomulik fluorestentsanisotroopia

Anbv = 0.181105 % mittspetsiifiline sidumistasku-fluorestentsligand kompleksi iseloomulik
fluorestentsanisotroopia

n=0.34 % koefitsient, mis seab méirab dra retseptori kontsentratsiooni 1dpplahuses lisatud bakuloviiruse
suspensioonis ruumala kohta, ithik: nM/ul. Bakuloviiruse suspensioonis endas on retseptori kontsentratsioon
vordne védrtusega n*V_siivend, kus V_siivend on siivendis oleva lahuse 16ppruumala, mis on tiitipiliselt 100 ul
NBVcommon = 589.999 % koefitsient, mis seab méérab 4ra mittespetsiiviliste sidumistaskute kontsentratsiooni
I6pplahuses lisatud bakuloviiruse suspensioonis ruumala kohta, tihik: nM/ul. Bakuloviiruse suspensioonis endas
on mittespetsiifiliste sidumistaskute kontsentratsioon vordne viirtusega NBVcommon *V_siivend, kus
V_siivend on stivendis oleva lahuse 16ppruumala, mis on tiitipiliselt 100 ul

Frakkkrttk MODEL VARIABLES

FA_true = (Afree.*L./(L+RL+NBVL)+Arl. *RL./(L+RL+NBVL)+Anbv.*NBVL./(L+RL+NBVL)) %
fluorestentsanisotroopia vidrtus ja sdltuvus kdigist fluorestentsligandi vormidest. Indeks ,,True® viitab sellele, et
fluorestentsanisotroopia viértus on korrigeeritud eriitrosiinB-ga filtrite kalibratsioonil arvutatud G-faktoriga.
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wddwtkktk MODEL REACTIONS

R1 = kf1*L*R-(kr1 *RL) {reversible} % Fluorestentsligandi ja retseptori assotsiatsiooni ja vastava kompleksi
dissotsiatsiooni summaarne reaktsioon, ithik: nM/s

R2 = kf2*C*R-(kr2*RC) {reversible} % konkureeriva ligandi ja retseptori assotsiatsiooni ja vastava kompleksi
dissotsiatsiooni summaarne reaktsioon, ithik: nM/s

R4 = kf4*L*NBV-(kr4*NBVL) {reversible} % Fluorestentsligandi ja mittespetsiifilise sidumistasku
assotsiatsiooni ja vastava kompleksi dissotsiatsiooni summaarne reaktsioon, ithik: nM/s

RS =1000*V % Bakuloviiruse ruumala muutmine retseptori ja mittespetsiifiliste sidumistaskute varuks, iihik:
ul/s. NB 1000 on esimest jarku kiiruskonstant ithikuga 1/s

skl MJODEL FUNCTIONS
wkkxkkRkkk MODEL EVENTS
#rdkdrkk s MODEL MATLAB FUNCTIONS

Lisa 2. Mudel 1 definitsioonifail. Fail on jagatud plokkidesse. Failis on voimalik mdcdrata dira mudeli nimi (MODEL NAME),
mudeli kirjeldus ja mdrkmed (MODEL NOTES), mudeli komponentide reageerimist kirjeldavad reaktsioonikiiruse
diferentsiaalvorrandid ja parameetrite algvddrtused (MODEL STATES), mudelit kirjeldavad parameetrid, nditeks
kiiruskonstandid, (MODEL PARAMETERS), mudelit kirjeldavad muutujad, mis véivad aga ei pea vastama moodetud
vddrtustele (MODEL VARIABLES), mudelit kirjeldavate keemiliste reaktsioonide vorrandid (MODEL REACTIONS), muud
matemaatilised funktsioonid (MODEL FUNCTIONS), siisteemiga toimuvad ainete lisamise siindmused (MODEL EVENTS) ja
Matlab keskkonna spetsiifilised funktsioonid (MODEL MATLAB FUNCTIONS,).
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sk M ODEL NAME
Mudel 2 — Dimeeri ja monomeeri itheaegne esinemine
skl MJODEL NOTES

Selle mudeli puhul eeldatakse, et retseptor eksisteerib nii monomeeri kui ka dimeerina, kusjuures
sidumiskonstandid ja kiiruskonstandid nende ja ligandide vahelisel reaktsioonil vdivad sdltuda sidumistaskust.
Konkureeriv ligand dimeeri teise sidumistaskusse ei seostu v&i seostub nii madala afiinsusega, et seda pole tarvis
arvestada.

wxddwkktk MODEL STATES

d/dt(C) = -R2-R8 % Konkureeriva ligandi reaktsiooni kiiruse vdrrand, ithik: nM/s

d/dt(L) = -R1-R3-R4-R5-R7 % fluorestsentsligandi reaktsiooni kiiruse vorrand, tihik: nM/s

d/dt(R) = -R7-R8+R6*n_monomer % retseptormonomeeri reaktsiooni kiiruse vorrand, ithik: nM/s

d/dt(RC) = +R8 % retseptor-konkureeriv ligand reaktsiooni kiiruse vorrand, ithik: nM/s

d/dt(RL) = +R7 % retseptor-fluorestsentsligand reaktsiooni kiiruse vorrand, tihik: nM/s

d/dt(NBV) = -R5+R6*NBVcommon % mittespetsiifiliste sidumistaskute reaktsiooni kiiruse vorrand, iihik:
nM/s

d/dt(NBVL) = +R5 %mittespetsiifiline sidumistasku — ligand komplekside algviartus, tiiiipiliselt 0, tihik: nM/s
d/dt(V) = -R6 % Bakuloviiruse lahuse lisamise vorrand, ithik: nM/s NB! Retseptorite lisamine ei ole
modelleeritud siindmusena, kuna fundamentaalselt on lisatud bakuloviiruse ruumala ja mitte teadaoleva
kontsentratsiooniga retseptori kontsentratsioon. Lisaks saab vorrandina esitades modelleerida pipeteerimise
kiirust.

d/dt(R_R_) = -R1-R2+R6*n_dimer % retseptordimeeri reaktsiooni kiiruse vorrand, ithik: nM/s

d/dt(RCR_) = R2-R4 % retseptordimeer-konkureeriv ligand kompleksi reaktsiooni kiiruse vdrrand, tihik: nM/s
d/dt(RLR_) = R1-R3 % retseptordimeer-fluorestsents ligand kompleksi reaktsiooni kiiruse vérrand, ithik: nM/s
d/dt(RCRL) = R4 % retseptordimeer-konkureeriv ligand-fluorestsentsligand kompleksi reaktsiooni kiiruse
vorrand, ithik: nM/s

d/dt(RLRL) = R3 % retseptordimeerfluorestentsligand-fluorestsentsligand kompleksi reaktsiooni kiiruse vorrand,
tthik: nM/s

C(0) =0 % konkureeriva ligandi algkontsentratsioon. Tegelik viirtus tuleb eksperimendi definitsioonist, iihik:
nM

L(0) =0 % fluorestsentsligandi algkontsentratsioon. Tegelik véirtus tuleb eksperimendi definitsioonist, iihik:
nM

R(0) =0 % retseptorimonomeeri algkontsentratsioon. Alati 0, retseptori kogukontsentratsiooni paneb paika
Reaktsioon 6 ja V(0) véirtus, iihik: nM

RC(0) = 0 % retseptor-konkureeriv ligand kompleksi algvidrtus, tiitipiliselt O, ithik: nM

RL(0) =0 % retseptor-konkureeriv ligand kompleksi algviértus, tiitipiliselt O, ithik: nM

NBV(0) =0 % vabade mittespetriifilise sidumistaskute arvu algviartus. Alati 0, tegeliku algkontsentratsiooni
paneb paika Reaktsioon 5 tiiiipiliselt 0, iihik: nM

NBVL(0) =0 %mittespetsiifiline sidumistasku — ligand komplekside algvéairtus, tiitipiliselt 0, tihik: nM

V(0) = 0 %Lisatud bakuloviiruse ruumala. Tegelik viirtus tuleb eksperimendi definitsioonist, tihik: uM
R_R_(0) = % retseptordimeeri algkontsentratsioon. Alati 0, retseptori kogukontsentratsiooni paneb paika
Reaktsioon 6 ja V(0) viirtus, ithik: nM

RCR_(0) =0 % retseptordimeer-konkureeriv ligand kompleksi algkontsentratsioon, tiilipiliselt O iihik: nM
RLR_(0) = 0 % retseptordimeer-fluorestsents ligand kompleksi algkontsentratsioon, tiiiipiliselt O tihik: nM
RCRL(0) =0 % retseptordimeer-konkureeriv ligand-fluorestsentsligand kompleksi algkontsentratsioon,
tiiipiliselt O ithik: nM

RLRL(0) =0 % retseptordimeerfluorestentsligand-fluorestsentsligand kompleksi algkontsentratsioon, tiitipiliselt
0 @hik: nM

wkdxtietk MODEL PARAMETERS

kfl =4.23349e-06 % Reaktsioon 1 périsuunaline kiiruskonstant, iihik 1/(nM*s)

krl = 0.000143608 % Reaktsioon 1 poordsuunaline kiiruskonstant, iihik 1/s

kf2 =0.0103337 % Reaktsioon 2 pirisuunaline kiiruskonstant, ithik 1/(nM*s)

kr2 = 1.61528 % Reaktsioon 2 podrdsuunaline kiiruskonstant, tihik 1/

kf3 =2.32722e-06 % Reaktsioon 3 périsuunaline kiiruskonstant, iihik 1/(nM*s)

kr3 = 2.82083e-07 % Reaktsioon 3 poordsuunaline kiiruskonstant, iihik 1/

kf4 =0.00101925 % Reaktsioon 4 parisuunaline kiiruskonstant, {ithik 1/(nM*s)

kr4 = 0.0445515 % Reaktsioon 4 poordsuunaline kiiruskonstant, ithik 1/

kf5 = 0.000729745 % Reaktsioon 5 pirisuunaline kiiruskonstant, iihik 1/(nM*s)
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kr5 = 189.389 % Reaktsioon 5 poordsuunaline kiiruskonstant, tihik 1/

kf7 =3.07251e-06 % Reaktsioon 7 périsuunaline kiiruskonstant, ithik 1/(nM*s)

kr7 = 7.40438e-05 % Reaktsioon 7 poordsuunaline kiiruskonstant, iihik 1/

kf8 = 0.312401 % Reaktsioon 8 périsuunaline kiiruskonstant, tihik 1/(nM*s)

kr8 = 0.330351 % Reaktsioon 8 podrdsuunaline kiiruskonstant, ithik 1/

A_free =0.0464029 % vaba fluorestentsligandi iseloomulik fluorestentsanisotroopia

A_RL =0.244439 % retseptormonomeer-fluorestentsligand kompleksi iseloomulik fluorestentsanisotroopia
A_NBVL = 0.141774 % mittspetsiifiline sidumistasku-fluorestentsligand kompleksi iseloomulik
A_RLR_=0.165839 % esimesse retseptordimeeri sidumistaskusse seostunud fluorestentsligandi iseloomulik
fluorestsentsanisotroopia

A_R_RL =0.228047 % teise retseptordimeeri sidumistaskusse seostunud fluorestentsligandi iseloomulik
fluorestsentsanisotroopia

n_monomer = 0.179061 % koefitsient, mis seab méédrab &ra retseptormonomeeri kontsentratsiooni 1dpplahuses
lisatud bakuloviiruse suspensioonis ruumala kohta, tihik: nM/ul. Bakuloviiruse suspensioonis endas on retseptori
kontsentratsioon vordne vdirtusega n_monomer*V_siivend, kus V_siivend on siivendis oleva lahuse
16ppruumala, mis on tiitipiliselt 100 ul

n_dimer = 0.190115 % koefitsient, mis seab médrab &ra retseptordimeeri kontsentratsiooni 16pplahuses lisatud
bakuloviiruse suspensioonis ruumala kohta, ithik: nM/ul. Bakuloviiruse suspensioonis endas on retseptordimeeri
kontsentratsioon vordne viirtusega n_dimer*V_siivend, kus V_siivend on siivendis oleva lahuse 16ppruumala,
mis on tiiiipiliselt 100 pl concentration

NBVcommon = 354. % koefitsient, mis seab méérab 4ra mittespetsiiviliste sidumistaskute kontsentratsiooni
Idpplahuses lisatud bakuloviiruse suspensioonis ruumala kohta, tihik: nM/ul. Bakuloviiruse suspensioonis endas
on mittespetsiifiliste sidumistaskute kontsentratsioon vordne viirtusega NBVcommon *V_siivend, kus
V_siivend on stivendis oleva lahuse 16ppruumala, mis on tiitipiliselt 100 ul

wkkietk MODEL VARIABLES

LTotal = L+RL+RLR_+2*RLRL+NBVL+RCRL % kdikide fluorestentsligandi vormide kontsentratsioonide
summa. Ainejadvuse seaduse jirgi ei tohi see parameeter iihegi katse kdigus muutuda
FA_true=(A_free*L+A_RL*RL+A_RLR_*(RLR_+RLRL)+A_R_RL*(RCRL+RLRL)+A_NBVL*NBVL
/LTotal % fluorestentsanisotroopia védrtus ja sdltuvus kdigist fluorestentsligandi vormidest. Indeks ,,True*
viitab sellele, et fluorestentsanisotroopia védrtus on korrigeeritud eriitrosiinB-ga filtrite kalibratsioonil arvutatud
G-faktoriga.

wddwkktk MODEL REACTIONS

R1 =kf1*L*R_R_-(kr*RLR_) {reversible} % Fluorestentsligandi ja retseptordimeeri assotsiatsiooni ja
vastava kompleksi dissotsiatsiooni summaarne reaktsioon, iihik: nM/s

R2 = kf2*C*R_R_-(kr2*RCR_) {reversible} % Konkureeriva ligandi ja retseptori assotsiatsiooni ja vastava
kompleksi dissotsiatsiooni summaarne reaktsioon, tihik: nM/s

R3 = kf3*L*RLR_-(kr3*RLRL) {reversible} % Fluorestentsligandi ja fluorestentsligand-retseptordimeeri
assotsiatsiooni ja vastava kompleksi dissotsiatsiooni summaarne reaktsioon, ithik: nM/s

R4 = kf4*L*RCR_-(kr4*RCRL) {reversible} % Fluorestentsligandi ja konkureeriv ligand-retseptordimeeri
assotsiatsiooni ja vastava kompleksi dissotsiatsiooni summaarne reaktsioon, ithik: nM/s

RS = kf5*L*NBV-(kr5*NBVL) {reversible} % Fluorestentsligandi ja mittespetsiifilise sidumistasku
assotsiatsiooni ja vastava kompleksi dissotsiatsiooni summaarne reaktsioon, ithik: nM/s

R6 = 1000*V % Bakuloviiruse ruumala muutmine retseptori ja mittespetsiifiliste sidumistaskute varuks, tihik:
ul/s. NB 1000 on esimest jarku kiiruskonstant ithikuga 1/s

R7 = kf7*L*R-(kr7*RL) {reversible} % Fluorestentsligandi ja retseptormonomeeri assotsiatsiooni ja vastava
kompleksi dissotsiatsiooni summaarne reaktsioon, tihik: nM/s

R8 = kf8*C*R-(kr8*RC) {reversible}

wkdxkketk MODEL FUNCTIONS
wkxdkretk MODEL EVENTS
wotoekik MODEL MATLAB FUNCTIONS

Lisa 3. Mudel 2 definitsioonifail. Fail on jagatud plokkidesse. Failis on voimalik mddrata dra mudeli nimi (MODEL NAME),
mudeli kirjeldus ja mdrkmed (MODEL NOTES), mudeli komponentide reageerimist kirjeldavad reaktsioonikiiruse
diferentsiaalvorrandid ja parameetrite algvddrtused (MODEL STATES), mudelit kirjeldavad parameetrid, nditeks
kiiruskonstandid, (MODEL PARAMETERS), mudelit kirjeldavad muutujad, mis véivad aga ei pea vastama moodetud
vddrtustele (MODEL VARIABLES), mudelit kirjeldavate keemiliste reaktsioonide vorrandid (MODEL REACTIONS), muud
matemaatilised funktsioonid (MODEL FUNCTIONS), siisteemiga toimuvad ainete lisamise siindmused (MODEL EVENTS) ja
Matlab keskkonna spetsiifilised funktsioonid (MODEL MATLAB FUNCTIONS).

47



Mudel 1 parameeter ‘%I;t::?lz:lsns Mudel 2 parameeter ‘%I;t::?lz:lsns
kf1 1,3*10°+0,4*10°° nM's! kfl 4,4%10°£0,7%10° nM's!
krl 2,1%10°+0,9%10° 7! krl 1,5%104£0,3*%10%s™!
kf2 0,17+0,04 nM"'s™! kf2 0,012+0,0017 nM-!s”!
kr2 0,45+0,13 5! kr2 1,8+0,4 57!
kf4 2,2%¥104+1,0¥10* nM"'s”! kf3 2,5%10°£0,5%¥10° nM!s!
kr4 80+30 5! kr3 3,3*¥107+0,6%1077 s™!
Afree 0,030+0,006 kf4 1,1¥103+0,3*103 nM'!s’!
Arl 0,29+0,06 kr4 0,045%0,009 s!
Anbv 0,1920,08 kf5 7,7¥104+1,2%¥10*nM"'s”!
n 0,030+0,008 nM*ul! kr5 210+50 57!
NBVcommon 4000+2000 nM*ul! kf7 3,2%100£0,7%10° nM"s"!
kr7 7,6%¥10°+1,2%107 5!
kf8 0,33+0,07 nM's!
kr8 0,38+0,08 s°!
A_free 0,044+0,004
A_RL 0,24+0,05
A_R_RL 0,24+0,05
A_NBVL 0,15+0,03
A_RLR_ 0,17+0,03
n_monomer 0,18+0,03 nM*ul!
n_dimer 0,19+0,04 nM*ul!
NBVcommon 360+80 nM*ul!

Lisa 4. Sensitiivsusanaliiiisi tulemused M; MR mudelite optimeerimisel. M; MR konkureerimiseksperimendi parameetrite
optimeerimisel leitud parameetrite optimaalsed viicirtused ning sensitiivsusanaliiiisil leitud mddramatused standardhdlbe
tasemel. Tabelis toodud mddramatus votab arvesse ainult parameetrite optimeerimise mddramatust ning ei vota arvesse teisi
mddramatuse komponente nagu nditeks mddramatust lahuste ruumalades ja spektrofluorimeetri detektoris.
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Mudel 1 parameeter Optimaalne viartus
kfl 4,5%102 "nM s’
krl 3,0¥105 ¢!
kf2 3,1*¥102 nMls’!
kr2 8,0%1073 g1
kf4 3,7¥10* nM1s!
kr4 155!

Afree 0,040
Arl 0,31
Anbv 0,11
n 0,352 nM*#ul!
NBVcommon 18000 nM*ul!

Lisa 5. YR konkureerimiseksperimendi parameetrite optimeerimisel arvutatud vidrtused.

Fluorestsensligand (N-(p-aminofenetiiil)spiperoon—Cy3B)

Y 25000

2

<

& 20000

3

2 15000

5

£ 10000

Z s000

[
0 10 20
A distants, pm B

Lisa 6. Retseptor-ligand interaktsiooni elusrakkudes kvantifitseerimise péohimétte mudel. A) Uksiku raku ristlGige.
Retseptorid on membraanis jaotunud vérdlemisi iihtlaselt. XY tasand téhistab mikrotiiterplaadi tasandit. B) Uksiku raku
pealtvaade. Kuna epifluorestentsmikroskoobi Z-telje suunaline resolutsioon on vordlemisi halb, siis projitseerub paljudest
erinevatest Z-tasanditest lihtuv fluorestentskiirgus samale CCD kaamera pikslile. Raku kuju projektsioonist tulenevalt on
Sfluorestentsintensiivsus raku servades korgem. C) Rakumembraanil olev dopamiin Ds retseptor, millele on seostunud
fluorestentsligand NAPS-Cy3B. Kuna tegemist on antagonistiga, siis G-valgu vabanemist ei toimu. D) Uksik rakk heleviilja
kanalis (vasakul) ja fluorestsentskanalis (keskel). Fluorestentsintensiivsuse ruumiline jaotus vastab hdsti mudelis kirjeldatule.
Léigu AB joonprofiil fluorestentspildilt (paremal) kinnitab, et fluorestentsintensiivsus on raku servades korgem. Katkendjoonte
vahele jidb membraanituvastusalgoritmi poolt ennustatava membraani asukoht. Membraani ndiline paksus 1 um tuleneb nii
raku kuju projektsioonist kui ka valgusmikroskoobi difraktsioonlimiteeritud tingimustes teostatud mootmistest.
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Parameeter

Membraanipikslite osakaal kdigist pikslitest

Tépsus (ingl. k. precision)
Saagis (ingl. k. recall)

Sgrensen-Dice koefitsient

Vorrand (4) f vdirtus optimumis

Viirtus
0,83%
33,4%
17,1%
0,226
0,104

Lisa 7. Membraanituvatusalgoritmi kvaliteediparameetrid. Kuigi tipsus ja saagis ei pruugi olla piisavalt korged teisteks
rakendusteks nagu nditeks rakkude tiielikuks segmentatsiooniks, siis valjatootatud rakenduseks ei ole nende nii korge viicirtus

vajalik.

4 Membrane Tools

Options help
Import images
Bright-field Z stack Binary images
Anayisis options
Output parameters

Characteristics
included in MIDAS
~
(Cet_area_std_un2
Average_cell_diameter
|cen_diameter_std_um

|cer_Count

Paraliel computing options

[ use mutiple cores (Much faster)

Save options
Automatically save ...
[ Create and save bi...

[4 save quaty masks

Time options
Choose reference Choose timing properties.

O Choose time Choose start time O Add later manually

Average of cycle
(®) First point 0 ® b
O Average of well
Threshold

None v
Add new

Camera and lens
Magnification
20
Poxel size

645

[ From image

MIDAS generation options
O Separate MDAS files
(® Complete MIDAS file

Analysis mode
Observe
(® Completed measurement

Cell detection parameters
Upper threshold | 0,62554939
Lower threshold 0.48100822
Pre dilate cutoff 1

Post dilate cutoff 1

Extra edge 0.04862271
threshold

Analysis status
Analysis not started

= =] X
~
Experiment configuration
Configuration files
Load Save
Dimensionaity
Choose the dimensionalty of the experiment : 3
Treatments = =
Treatment | Concentrations| Units | Delete | Con seq
1 |NAPS-Cy3B 1 M
2 |Butaciamol 6 677815 ..logleM) [] [m]
3 |HEK293-D3 20000 Nl O d

g

Lisa 8. MembraneTools peaaken. MembraneTools peaakna abil saab olulisematest funktsioonidest sisse laadida pilte (Bright-
field Z stack), muuta algoritmi parameetreid (Cell detection parameters), opereerida eksperimendi konfiguratsioonifailidega
ning lisada metaandmeid (Experiment configuration), valida ajastusega seotud seadeid (Time options) ning saadud tulemusi
salvestada ja eksportida (Save/Export).
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