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SISSEJUHATUS

Kaesolevas bakalaureusetdos varieeriti taielikepssgelduse fluorestsentsmikroskoobi
(TIRFM) to6parameetreid, et uurida nende moju sipmaiira suhtele. TIRFM

t6Oparameetrite varieerimise mdju uurimisel kasutatinteetilisi fluorestseerivaid
molekule. Antud katsetest omandatud informatsiogobhjal teostati |6ppkatse
streptavidiin-konjugeeritud fluorofoori ja funktsialiseeritud mikroskoobiklaasiga.
Loppkatse eesmargiks oli leida optimaalsed TIRFMp&iameetrite vaartused Tartu
Ulikooli Bioorgaanilise keemia uurimisrihma véljaadatavas inimese leukotsuiidi
antigeen G (HLA-G) biosensorsisteemis kasutamisel3ptimeeritud TIRFM

t6Oparameetrid aitavad tdsta eelmainitud HLA-G émsorsusteemi tundlikkust.

TIRFM on sobiv kasutamiseks biosensorsisteemides eksmargiks on immobiliseerida
uuritav molekul tahkele pinnale, kuna TIRFM voimathd tahkele pinnale kinnitunud

margistatud molekulide visualiseerimist h&gustes tdustafluorestsentsiga lahustes.
Lisaks saab TIRFM abil detekteerida Uksikmolekutes teeb vdimalikuks margistatud
uksikmolekulide loendamise. Uksikmolekulide detekimiseks ja loendamiseks on
vajalik saavutada voimalikult madal signaal-miurdesy- selleks ongi vajalik TIRFM

tbOparameetrite optimeerimine. Peale madala signédeh suhte on uksikmolekulide
detekteerimiseks ja loendamiseks oluline ka uuaiiavmolekulide pinnal paiknemise
tihedus ja lahutus (resolutsioon), millega kujutiadeldakse. Piisavalt kvaliteetsete
kujutiste saavutamisel saab neid anallisida spddste arvutiprogrammidega, mille
tulemusel on vdimalik leida Gksikmolekulide arvugj@altitidi kontsentratsiooni suhe.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1.Fluorestsentsi nahtus

Luminestsentsi alaliik fotoluminestsents on nahtkss ultraviolettkiirguse voi néahtava
valguse poolt ergastatud molekul emiteerib vahetpéirast ergastamist valgust.
Fotoluminestsents jaguneb fluorestsentsiks ja fesfeentsiks. Fluorestsents on aatomite
ja molekulide omadus neelata kindlal lainepikkusedlgust ning vaga liuhikese
ajavahemiku jarel emiteerida kérgemal lainepikkusdgjust — seda néhtust tuntakse ka kui
Stokes'’i nihe. Tavaliselt neeldub ergastatavas kutike Giks footon, kuid erandjuhuna on
voimalik, et neeldub ka mitu footonit, mille tulesena on emiteeritav valgus madalama
lainepikkusega.  Fluorestsentsomadustega molekulenetatakse fluorofoorideks.
Fosforestsentsi néhtus sarnaneb fluorestsentsiig,f@sforestsentsi puhul jadb aatom voi
molekul palju kauemaks ergastatud olekusse ningasé@rgab ta valgust pikema aja
moddudes!

1.1.1. Fluorestsentsi olemus ja teke
Ergastamise kaigus toimub fluorofoori Gleminek miékust ergastatud olekusse. Valguse
neeldumine toimub vaga kiiresti (umbes 1 femtosdkjooksul) ja kvandilistes suurustes.
Fluorofoori ergastumine footoniga on fenomen, nosnub ,kdik v mitte midagi*
pohimdttel ja leiab aset ainult kindlas lainepikleusvahemikus, mida nimetatakse
neeldumisribaks. Kui aga footoni energia ei oleastgmiseks sobivas lainepikkuste
vahemikus, siis ergastamist, ning ka fluorestsen#gitust, ei toimu. Enamasti kiirgab

fluorestseeriv molekul v&i aatom valgust igas vdikus suunas!

1.1.2. Fluorestsentsi iseloomustavad parameetrid
Fluorestsentsi seisukohast iseloomustavad fluorofodmed parameetrid: neeldumis- ja
kiirgusspekter, kvantsaagis, molaarne neeldumidisosit (ehk ekstinktsioonikoefitsient),
kustumine ja eluaeg. Fluorofoori neeldumis- ja dusspekter varieerub olenevalt
fluorofoorist. Fluorestsentsi lainepikkust ja ind@msust mojutab ka lahus, milles
fluorofoorid on — see tuleneb lahuse komponentadd@yorofoori molekulide vahelistest

interaktsioonidest (van der Waals'i joutl).

Fluorestsentsi kvantsaagis on fluorestsentsi tekigafootonite arvu ja neeldunud footonite

arvu suhe, mis véljendub valemiga 1:



__ fluorestsentsi tekitavad footonid

P =

: )

neeldunud footonid

kus ¢f on fluorestsentsi kvantsaagis. Fluorestsentsi amoé& neeldumiskoefitsient
valjendab, kui palju valgust (fluorestseeriv) aina voimeline kindlal lainepikkusel

neelama’?

Fluorofoori kustumist vdivad pdhjustada mitmed matibmid, nagu naiteks

fluorestseeriva molekuli kokkupdrked kustutava rkolgga, uute mittefluorestseerivate
komplekside moodustumine, fotopleegitus ja teisethimanismid. Fotopleegituse efekt on
nahtus, mis tuleneb footonite poOhjustatud keeredistkahjustustest ja kovalentsetest
modifikatsioonidest fluorestseeriva molekuli stuktis. Kahjustuste tulemusena kaotab

fluorofoor véime fluorestseeridd.

Fluorestsentsi eluiga defineeritakse jargmiseltg, amis kulub ergastunud seisundis
populatsiooni originaalvaartuse kahanemiseks vééniul/e, kui ergastamisallikas on

valja lulitatud. Ergastunud olekus molekuli eluyatavaliselt 15-10° sekundit*?

1.1.3. Fluorofoorid
Fluorofoorid (ehk fluorokroomid) on keemilised uUldgh mis on vfimelised valgusega
ergastamise tulemusena kiirgama valgust. Fluomgsisendhtus esineb enamasti
molekulidel, mis sisaldavad aromaatset tuuma vdutrikonjugeeritud sidet, millel on
kdrge resonantsi stabiilsus. Mdlema aineklassi puinu olemas delokaliseeritud-
elektronid, mida saab viia ergastatud oleki@sdJhed levinuimad fluorofoorid,

fluorestseiinid ja rodamiinid, arendati valja rohké&ui 100 aastat tagasi.

Fluorofoore kasutatakse fluorestsentsmikroskoopiggavate molekulide méargistamiseks.
Ideaalne fluorofoor on suure neeldumiskoefitsieadig fluorestsentsi kvantsaagisega, ei
kahjusta kandjamolekuli ja pusib tugeva valgusvib&aua fotoaktiivsena. Suurem osa
vitro uuringutest kasutab kahte pd&hilist fluorofooridergkonda: tsdaniini ja rodamiini.
GFP (ingl. k.green fluorescent proteirsarnased fluorestseerivad molekulid on sobinad

vivo katsetekd!

Fluorofooridena kasutatakse ka polimeermaterjadisiarikujulisi kuulikesi, mis on
taidetud erinevate fluorestseerivate varvidegalisBelkuulikeste pinda saab vajadusel
katta erinevate funktsionaalsete rihmadega. Mikubkeste Uheks eeliseks on vaga tugev

vastupidavus fotopleegituseté.



1.2. Fluorestsentsmikroskoopia
Fluorestsentsmikroskoopia p&himdte seisneb selé¢suuritav (margistatud) molekul
ergastatakse kindlal lainepikkusel valgusega newjésel eraldatakse spetsiaalsete filtrite
abil emiteeritav valgus. Fluorestsentsspektroskaggpi  vOrreldes on
fluorestsentsmikroskoopia eeliseks voimalus ruwsailiahutusega visualiseerida uuritav
(fluorestseeriv) proov. Fluorestsentsmikroskoopmsaanud oluliseks uurimismeetodiks
bioloogias, biomeditsiiniteadustes ja materjalitesses, kuna fluorestsentsmikroskoopia
omab olulisi eeliseid traditsioonilise optilise mokkoopia ees. Fluorofooriga margistamise
abil on vdimalik mittefluorestseerivast taustasstada rakke, rakukomponente ja iseqgi

tiksikuid molekule vaga kérge spetsiifilisuség.

1.2.1. Fluorestsentsmikroskoobi t66pdhimdte

Fluorestsentsmikroskoop todtab Stokes'i nihke dluseritav proov valgustatakse Uhel
lainepikkusel valgusega ning ergastatud prooviligkiv fluorestsentsvalgus filtreeritakse
teisel lainepikkusel. Fluorestsentsmikroskoobi todgessi tulemusena peaks vaatleja
silma voi detektorisse jdudma ainult emiteeritalgua, mistdttu on naha kdrge kontrastiga
tumedast (mustast) taustast eristuvad fluorestemeri  struktuurid.
Fluorestsentsmikroskoopides esineb erinevaid gewitiseralgustamismehhanisme, kuid
enim kasutust leiab epi-valgustamine. Epi-valgusgdamon (heskoos kondensaator
ergastava valguse jaoks ja objektiiv fluorestseevi@lguse puidmiseks. Epi-valgustamise
vastandiks on trans-valgustamine, kus thelpool esikwobiklaasi asub kondensaator, mis
suunab ergastavat valgust, ja teiselpool (tavaliséroskoobiklaasist allpool) objektiiv,

mis pltiab kinni fluorestsentsvalgu8e.

1.2.2. Fluorestsentsmikroskoobi ehitus
Fluorestsentsmikroskoobi p&him®btteline ehitus orgnav: valgusallikast tulev valgus
labib ergastusfiltri ja dikromaatse peegli ning ddan lainepikkusega valgus jéuab labi
objektiivi uuritava proovini, mis ergastub. Ergasguulemusena tekkiv fluorestsentsvalgus
labib objektiivi, dikromaatse peegli ja eimissioiinf jdudes I6puks detektori voi vaatleja
silmani. Moodsate fluorestsentsmikroskoopide puhkdsutatakse eelistatult epi-
valgustamist, kuna see vdimaldab vaadelda ka laipatuid proové® Joonisel 1 on

naidatud epi-valgustusega fluorestsentsmikroskpobimotteline skeem.
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Joonis 1.Epi-valgustusega fluorestsentsmikroskoobi skeem.

Ideaalne fluorestsentsmikroskoobi valgusallikaskpealema stabiilne ja vdimaldama
kdrget valgustusintensiivsust kindlatel lainepikialis Algselt leidsid palju kasutust
kaarlambid, kuid tehnoloogia areng on muutnud #itxaleks ka uute valgusallikate
(leedlambid ja laserid) kasutamise. Leedlambid &onoomsemad kui kaarlambid ja
omavad mitmeid tehnilisi eeliseid, kuid neil on garanguid: leedlampide véimsus on
keskmiselt kuni 100 mW ja nende valgus ei ole s@limonokromaatiline. Alternatiivina
leedlampidele on saadaval laserid, mille véimsuskeskmiselt 200-300 mW ja valgus

monokromaatiling”!

Paljud fluorestsentsmikroskoobid kasutavad plokiksi filtrihoidjaid, milles paiknevad
ergastus- ja emissioonfilter ning dikromaatne pkegfehdlbustada kindlate ergastus- ja
kiirgusspektritega fluorofooride kasutamist. Kasaikae ka filtrikarusselli, mille abil saab
kiiresti vahetada erinevaid ergastus- ja emissiticgitl. Uudne filtrikomplekt laseb labi
keskmiselt vaid Uhe vale lainepikkusega ergastgsigal footoni 10 000 kohta, nii ka
tagasituleva valguse puhul. Selline suhtarv on lalbsselt vajalik vaikese arvu, Vvoi

Uksikute, fluorestseerivate molekulide uurimis&ks.

Fluorestsentsmikroskoopides kasutatakse pohiliseisosslisteemina kaamera-taupi
detektoreid, mis Ilubavad emiteeritava signaali ekiirja tapset mdotmist laias
ruumipiirkonnas. Laengsidestusseadised (CCD-d,. ikglcharge-coupled devicgsja
komplementaarsed metall-oksiid-pooljuht (CMOS, ingl complementary metal-oxide-
semiconductgr tehnoloogiaga kaamerad on suure joudlusega Ipvad just selleks

ulesandekd!



1.2.3. Taieliku sisepeegelduse fluorestsentsmikroskoop
Uheks fluorestsentsmikroskoopia alaliigiks on ikiel sisepeegelduse
fluorestsentsmikroskoopia. Taieliku sisepeegeld@is@restsentsmikroskoop (TIRFM)
lubab selektiivselt ergastada pinnaldhedaseid dloore, jattes seejuures ergastamata
fluorestseerivad thendid, mis on tahkest pinnastj&mal kui ligikaudu 200 nm (olenevalt
antud mikroskoobi véimekusest ja seadet&ShKui ergastusvdimeline valguskiir, mis
tabab erinevate refraktsiooniindeksitega keskkoadattpinda, murdub teatud nurga (nn.
kriitilise nurga) juures, siis toimub taielik sisgmeldumine. Taieliku sisepeegelduse
tulemusena jouab uuritavasse lahusesse voi rakiuit alektromagnetiline sumblaine.
Elektromagnetiline sumblaine on sama sagedusegaakguskiir, mis seda pohjustab, ja
sumblaine intensiivsus vaheneb pinnast kaugemi@adés eksponentsiaalselt. Sellest
nahtusest tulenevalt on taustafluorestsents vagkalmsest sumblaine ergastab vaid pinna

lahedal olevaid fluorofooré%

TIRF mikroskoobid kasutavad erinevaid optilisi kipnifatsioone. Uks variant on prismaga
varustatud mikroskoop, kus prismat kasutatakse ug&ige suunamiseks erinevate
refraktsiooniindeksitega  keskkondade piirpinnale,t ekutsuda esile taielik
sisepeegeldumine. Teisalt on kasutusel kdrge aparituga (NA>1,4) objektiivid, mille
sees valguskiir liigu#® Joonisel 2 on naidatud eelpool mainitud kaks cptili

konfiguratsiooni.

Lahus

Elektromagnetilised
sumblained ;

I

Prisma

Mikroskoobiklaas

Objeltiiv

Joonis 2.TIRF mikroskoobi skeem. Vasakul ilma prismata, paakprismaga TIRFM konfiguratsioon.

Vélja on toodud ka téieliku sisepeegelduse tulemasekkivad elektromagnetilised sumblained.
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1.2.3.1. 360-TIRF
360-TIRF on meetod TIRF mikroskoopias, mis tagalorbfooride tUhtlasema ergastatuse,
suurendades seega veelgi sisteemi tundlikkust ifmekdist avastada fluorestseerivaid
molekule. Suurem tundlikkus saavutatakse roteerid&sseeritud laserkiiri asimuudis
objektiivi laatse tagumisel fokaaltasandil — sedlddasutatakse kahe-dimensioonilist (2D)
skaneerimispead. Tavalise TIRF mikroskoobi korraluretakse laserkiir objektiivi
tagumisele fokaaltasandile fikseeritud positsioprds0-TIRF puhul roteeritakse laserkiirt
360° konstantse raadiusega, mille tulemusena maadolus koonusekujuline

illuminatsioonivalit*!

Fluorofoorid neelavad eelistatult footoneid, miledektrilised vektorid on joondatud
paralleelselt fluorofoori tleminekumomendiga. Uleekumomendil on molekulaartelje
suhtes defineeritud orientatsioon. Isotroopses dewuon fluorofoorid orienteeritud
juhuslikult. Polariseeritud valgusega (naiteks tkise vOi polarisatsiooniflitri labinud

valgus) ergastatakse selektiivselt need fluorofowslekulid, mille neeldumise Glemineku
dipool on paralleelne ergastamise elektrilise veged! 360-TIRF meetodi puhul

roteeritakse laserit vaga luhikese aja jooksul 3f0%eetOttu ergastatakse vdimalikult

paljusid fluorofoore ning suureneb nahtavate fliooade arv.

1.2.3.2. TIRFM kasutamine biosensorsusteemides
Elektromagnetilisi sumblaineid kasutav spektroskaopleiab tihti rakendust
biosensorstisteemides, kus analuit puottakse bioololekahelisi interaktsioone
rakendades tahkele pinnale. Enimkasutatud meetoglddstromagnetiliste sumblainete
tekitamisel on taielik sisepeegeldumine. Biosensieemides kasutamiseks on TIRF
mikroskoobil mitmeid eeliseid: pinnale seostumatigistatud molekulid, mis on lahuses,
jdavad ergastamata ning seega ei anna signaalimmsd&aab teostada absorbeerivas voi
haguses meediumis — mida on enamus bioloogilisudaid. TIRF biosensorstisteemi
vastus ei soltu analliidi massist, mis voimaldabvéikeste molekulide ja hapteenide

avastamist?

TIRF mikroskoopi kasutatakse ka biosensorsisteemiflas eesmargiks on avastada
uksikuid molekule. Uheks uksikmolekulide avastamigéimaluseks on kasutada
meetodeid, kus funktsionaliseeritud tahkele alugel&roskoobiklaasile) puiutakse kinni
uuritav. molekul, millele lisatakse fluorestsentsgiéir Fluorestsentsmargis muudab

uuritava molekuli TIRF mikroskoobis nahtavaks. Toleseks on kujutis, kus vordlemisi
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selgesti eristuvad méargistatud molekulid. TIRFMKg@360-TIRF) eeliseid kombineerides
on v8imalik saavutada tiksikmolekulresolutsioongelabi ka suurem tundlikkifs!

1.2.4. Signaal ja mira

Hea signaal-mira suhte saavutamine on oluline #ékeksperimentaalsetes stisteemides,
nii ka fluorestsentsmikroskoopias. Parima vdimalikujutise saavutamiseks peaks
uuritavate molekulide (siinkohal fluorofooride) s@pl olema kbrge ja taustamira
minimaalne. Taustamuira on vfimalik vahendada \édtiduritavast pinnast eemalasuvate
fluorofooride ergastamist — seda aitab saavutaé&d Thikroskoop. Oluline on ka katseks
sobivate fluorofooride valik, millel oleks piisat&drge neeldumiskoefitsient, kvantsaagis
ning stabiilsus. Lisaks aitab heale signaal-mirhteda kaasa kvaliteetne aparatuur:
stabiilsed laserid, kvaliteetsed optilise tee kongralid (valguskaablid, filtrid, peeglid,
laatsed), suure apertuurarvu ja hea suurendusvaimbgktiivid, millel on minimaalsed
aberratsioonid ning suure tundlikkus, madala méardng¢a ajalise lahutusega detektorid

(enamasti laengsidestusseadiséd).

Oluline on arvestada ka detektori miraallikateganapaeva fluorestsentsmikroskoopias
on detektoriteks pohiliselt CCD-d, mis pdhjustavadtut tilpi mira: stohhastilise
footonemissiooni haavelmura (ingl. $hot noisg taustafootonid ja vbimendusmira (ingl.
k. electron-multiplying(EM) gain nois¢ EMCCD-de puhul, lugemismira (ingl. kead-
out noisg, pimevool (ingl. kdark nois¢ ja mira, mis tuleneb kaamera piiratud ruumilisest
eraldusvéimest® Taustamira véivad tekitada ka muud segavad faktogu naiteks
mustus optilisel pinnal, immersioondli ebapuhtujgetiustafluorestsents’

1.2.5. Signaal-mura suhet mdjutavad td6parameetrid

1.2.5.1. Sisepeegeldusnurk
TIRF mikroskoobiga illumineerimine pdhineb kindl&nomenil: kui valguskiir labib
kdrge refraktsiooniindeksiga materjali ja laheb aladrefraktsiooniindeksiga materjali,
siis osa sellest valgusest peegeldatakse tagagiasia valgusest murdii Valguskiire
murdumist kahe erineva refraktsiooniindeksiga njalidébimisel on illustreeritud joonisel
3.
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Kriitiline nurk Tiielik sisepeegeldus

n, e
valguskiir c

Joonis 3.Joonisel on ndidatud valguskiire murdumine kaheesa refraktsiooniindeksiga materjali

labimisel.

Peegeldumisnurka suurendades vaheneb murduva galmgekaal, kuni nii-nimetatud
kriitilise nurgani. Alates kriitilisest nurgast mu murduva valguse osakaal praktiliselt
olematuks ning kogu valguskiir peegeldatakse tagasproovi/lahusesse levib vaid

sumblaine. Kriitilist nurka saab arvutada valen@@)i:
. Ny
6, = arcsin (n—), (2)
1

kus 6. on kriitiline nurk, n; on suurema tihedusega materjali refraktsiooniindekson

vaiksema tihedusega materjali refraktsiooniind&ks.

Taieliku sisepeegelduse tulemusena tekkiv elektgmeg@line sumblaine on kdige
intensiivsem kahe refraktsiooniindeksiga materjadhel ja selle intensiivsus vaheneb
eksponentsiaalselt pinnast kaugendtfésSumblaine levimiskaugus kahe erineva

refraktsiooniindeksiga materjali piirpinnast vakkr valemiga 3:

_ A ’ 1
d = 41 A/ n3sin?(a)-n2’ (3)

kusd on sumblaine levimiskauguk, on valguskiire lainepikkusy; on suurema tihedusega
materjali refraktsiooniindeks ja, on véaiksema tihedusega materjali refraktsioonisde

ninga on langeva valguskiire murdumisnut®.

1.2.5.2. Laseri vBimsus
TIRF mikroskoopides kasutatakse eelistatult gaawgilde asemel lasereid. Laserite
eelisteks on valgusvoo kitsas lainepikkuste vahemks on hadavajalik valguskiirte
tapseks suunamiseks ja taieliku sisepeegelduseitsaaigeks, ja suur footontihedd.
TIRF mikroskoobis saab varieerida kasutatava lag@msust (LP) vastavalt vajadusele.
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Suurem laseri vbimsus annab tugevama signaalidfaoridelt, kuid tuleks arvestada ka
fotopleegituse ohuga — suurema véimsusega lasegipé fluorofoore kiireminf”

1.2.5.3. EM vdimendus

Signaali-mira suhet on vdimalik parandada CCD kaateeabil, mis kasutavad elektron-
paljunduse tehnoloogiat, et vBimendada footon-geerdéud laengut Ule lugemismira.
EMCCD kaameratel on vdga madal muratase, kdrgéutsgmn, suur kvantefektiivsus ja
robustsus Ulesaritusele (ingl. laver-exposurg mistottu on nad ideaalsed taitma
Ulesandeid, mille jaoks varasemalt kasutati trambtslisi kujutisvéimendeid. Kuigi

uuemad CCD kaamerad on vordlemisi vastupidavadaiitase suhtes, siis suure EM
voimenduse kasutamisel esineb siiski kaamerateaggset vananemist. EM véimendus
saavutatakse sekundaarsete elektronide generesganisiis toimub elektronionisatsiooni
abil. EMCCD kaamerad sarnanevad pdhimoétteliseltinfotodioodidele, kus Uhtetllpi

laengukandija (antud juhul elektron) initsieeribigatsiooni*®!

1.2.5.4. Sariaeg

Sariaeg on fluorestsentsmikroskoobi varieeritav p&iameeter, mis iseloomustab
ajavahemikku, mille jooksul proovi kiiritatakse girvalgust detektoris registreeritakse.
Sariaeg voib olla, olenevalt vajadusest, monedtseiundist kuni mitme sekundini. Mida

luhem on sériaeg, seda eredam peaks olema valgasallet piisavalt ergastada

fluorofoore. Mida pikem on sariaeg ja mida rohkemlgusallikas kuvab ergastavat
valgust, seda rohkem fluorofoore ergastub, kuidresma sériajaga kaasneb ka suurem
fluorofooride fotopleegitamise oht ning suurem pimel !

1.2.6. Analoog- ja digitaalsignaal
Analoogsignaal on signaal, mis muutub pidevalt dnpdlis ja ajas. Iseseisvaks muutujaks
ei pruugi tingimata olla aeg, vaid see vdib ollarkamikoordinaat. Digitaalsignaal on
signaal, millel on diskreetne amplituud ja aeg. i@signaali tdlgendatakse Il&bi
numberjarjestustd?roovist tulenevat fluorestsentssignaali on voiknalidota ja tdodelda
kas analoog- voi digitaalreziimis: esimesel julaiiakse kdik toimingud pideva signaaliga,
teisel juhul analoogsignaal mingil hetkel digiteksitakse ehk muudetakse

loendatavak§2?%

Fluorestsentsmikroskoopia seisukohast kujutab agalgnaal endast fluorofooridelt
moddetud keskmist fluorestsentsi intensiivsust. Kildisest fluorestsentssignaalist
suudetakse eristada Uksikutelt fluorofooridelt watesignaali, siis on vdimalik signaal
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muuta loendatavaks ehk digitaalseks. Seda on vikrtedla fluorofoori eeldatava punkti
hajuvusfunktsiooni (ingl. kpoint-spread function — P$ka signaali ruumilise ning ajalise
lahutuse abil. TIRF mikroskoopia jaoks on sobivam tgpsem digitaalreziim, kuna

uuritavad objektid asuvad statsionaarselt tahkeigd{*>*"

Digitaalsignaali puhul on tundlikkus oluliselt sear kui analoogsignaaliga, sest
taustafluorestsentsi ja fluorofooride intensiivsus@kumised taanduvad maha — see
voimaldab saada tadpsemat seost signaali ja fluomof® kontsentratsiooni vahel.
Analoogsignaali puhul on miratase kdrgem ja vaiteseutused fluorofoori kogustes ei
pruugi olla detekteeritavad. Teisest kiljest onl@gsignaal sobivam, kui eesmargiks on
moodta suuri fluorofooride koguseid, kus Uksikutelofiofooride eristamine ei ole

mikroskoobi piiratud ruumilise lahutuse t&ttu enadimalik 2%

1.2.7. Andmeanalts Uksikmolekulide moéotmisel
Andmeanaltuts Uksikmolekulide mo&o6tmisel toimub TIRRikroskoobi abil saadud
kujutistega, kus on vdimalik taustast eristada Kiksilekule. Tihtipeale kasutatakse
Uksikmolekulide loetlemiseks spetsiaalseid algagithasutavaid arvutiprogramme, sest
inimese moistus kipub nagema mustreid ka sealnki tegelikult ei ole. Peale selle on
kasitsi tappide loendamine ajakulukas ja ei pruagida objektiivseid/vorreldavaid

tulemusi??

Areneva tehnoloogiaga muutub piltide resolutsiodra (paremaks, mis téahendab, et
arenema peab ka pildianaltisi metoodika. Lisakerpale resolutsioonile on piltidel, mis
kujutavad Uksikmolekule, Gldjuhul madal signaaliraisuhe ning see tekitab vajaduse
arvutiprogrammide jarele, mis oleksid vOimelisedcsildkte molekulide signaale edukalt
taustast eristamié® Uheks selliseks programmiks on vabavaraline progrdmageJ, mis
sisaldab mitmeid kasulikke vahendeid pildianalUsisikstandardsed pildifiltrid,
taustaeemaldussiisteem, mis to6tab ka ebaiihtlasta fuhul, jpr¥® ImageJd vdimaldab
teostada Uksikmolekulide intensiivsuse analuusdamsaab kasutada naiteks TIRFM

pdhistes biosensorsiusteemides.
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2. EKPERIMENTAALNE OSA

2.1.T66 eesmark
Antud t66 eesmargiks on optimeerida TIRF mikroska@ieeritavaid tobparameetreid, et
uurida nende mdoju signaal-mira suhtele ja leidamzatised TIRFM todparameetrite
vaartused Tartu Ulikooli Bioorgaanilise keemia migriihma valjaarendatavas HLA-G
biosensorsusteemis kasutamiseks. Katsete tulersageélud informatsiooni saab rakendada
TIRFM kasulikkuse maksimeerimiseks uksikmolekulaktekteerimisel. To0parameetrid,
mida optimeeriti, on jargnevad: positsiooniparareeeEM vdoimendus, laseri vBimsus ja

sariaeg.
2.2.Materjalid ja metoodika

2.2.1. Mikroskoop

Katse labiviimisel kasutati TIRF mikroskoopi (iMIC,Till Photonics GmbH).
Valgusallikana kasutati Cobolt Dual Calypso™ 492/58n DPSS (ingl. kdiode-pumped
solid-statg laserit voimsusega 50 mW, mille kiirgusest sedekiti AOTF-ga (ingl. k.
acusto optical tunable filt¢r532 nm lainepikkus. Labi Zt 532 rdcxt dikromaassegli
suunati valgus 60x APON TIRF Odliobjektiivile (Olymg), mille apertuurarv on 1,49.
Laserkiire langemisnurka varieeriti Yanus |l skaimeesseade abil. Objektiivi tagasitulev
valgus filtreeriti 1&bi ET 605+35. Detekteerimisekasutati iXON 885 EMCCD kaamerat
(Andor).

2.2.2. Funktsionaliseeritud mikroskoobiklaasid
Katsetes kasutati mikroskoobiklaase (High Precidion 1.5H, Marienfeld), mis puhastati
jargnevalt: pesu voolava destilleeritud veenetanooliga, 15 minutit sonikeerimist milliQ
vee ja metanooliga ultrahelivannis (WiseClean®, dVisaboratory Instruments), 15

minutit puhastamist plasmamasinas (ATTO, Dienectibaic) 200 W juures.

Funktsionaliseeritud mikroskoobiklaasiga katsegefgavidiin-R-fikoeritriiniga katse)
kasutatavat klaasi aktiveeriti aminosilaaniga (N-[3
(Trimethoxysilyl)propyl]ethylenediamine 97%jgma-Aldrich), mis seostub kovalentselt
klaasile ja voimaldab pinna edasist modifitseerinfslaanitud klaas kaeti omakorda PEG
(poluetuleengliikool) seguga, millest 98% on meteREG ja 2% biotiin-PEG.
Lopptulemusena saadi funktsionaalsete biotiinriregadnikroskoobiklaasid, millele saab

katse labiviimisel selektiivselt seostuda streputani
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Nii funktsionaliseerimata kui funktsionaliseeritiythasidele kleebiti peale 4-stivendiliseks
I6igatud kambrid (12 well Chamber, Ibidi), millev@nditesse lisati hiljem lahused.

2.2.3. Kasutatud fluorofoorid
Taustafluorestsentsi tekitamiseks kasutati alg#lelbrestseiini (Fluorescein, Lambert
Instruments). Kasutatud fluorestseiini M alglahus oli lahustatud 0,01 M Tris puhvris,
mille pH 10, fluorestsentsi keskmiseks elueaks 02 4s ja lainepikkuste maksimumideks
490/514 nm. Fluorestseiin osutus katsete kaigusodidzaks ja asendati edasistes katsetes

rodamiiniga.

Enamikes katsetes kasutati taustafluorestsent#iameilseks rodamiini (Rhodamin 6G,
Lambert Instruments), mille alglahus oli BV ja lahustina oli kasutatud milliQ vett.
Rodamiini fluorestsentsi keskmiseks elueaks on 8®7a lainepikkuste maksimumideks
524/555 nm.

Mikrokuulikeste katseseerias kasutati statsionéarstuorestseerivate molekulidena
FluoSpheres® karbokstlaat-modifitseeritud mikrokwedi (F-8803, Life Technologies),
mis on vastupidavad fotopleegitusele ja seetdttoivad antud katsete l&biviimiseks.
Kasutatud mikrokuulikeste keskmine diameeter ali gn ja ergastava/kiirguva valguse
lainepikkuste maksimumid 505/515 nm. Alglahusesaiikeid aineid 2%.

Streptavidiin-R-fukoerutriin (SA-PE) katses kasutat fluorestsentsmargisena
streptavidiiniga seotud R-fukoeritriini (StreptawidR-Phycoerythrin, Sigma-Aldrich),
mille molekulmassiks on ~240 kDa ja ergastav/kurglainpikkus 488/578 nm.
Streptavidiin-R-fukoerutriin oli lahustatud 0,01 Msfaatpuhvris (pH 7,4), millesse oli

lisatud stabilisaatorina 1% veise seerumi albunj@rii5 mM naatriumasiidi.

2.2.4. Katsete Ulesehitus
Katseseeriad mikrokuulikestega viidi labi puhasiatmikroskoobiklaasidel. Saadud
tulemuste pohjal viidi |&bi sarnased katsed SA-EBRgo Rinkeni tdogrupis Kairi Tonsau
ja Taavi Vosumaa poolt biotiin-funktsionaliseeritomkroskoobiklaasidega. Streptavidiin-
R-fukoerutriin ja antud funktsionaliseeritud mikko®biklaasid on kasutusel toogrupi

poolt valjaarendatavas HLA-G (ingl. kuman leukocyte antigen) Biosensorsusteemis.

Mikrokuulikestega tehtud katsetes oli esimeseks nsaks mikroskoobiklaaside
puhastamine. Kahest puhastatud mikroskoobiklaasibti vaatluse alusel valja parim.
Puhastatud mikroskoobiklaasile kleebiti peale 4esidhline kamber. Jargmise sammuna
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sonikeeriti mikrokuulikesi ultrahelivannis ligikaud5 minutit, et I6hkuda vdimalikke
agregaate. Seejarel valmistati 1,5 ml suurustassgidesse mikrokuulikesi ja rodamiini
sisaldavad lahused, kus mikrokuulikeste I6ppkoritagsioon oli kdigis lahustes 1/100 000
alglahuse kontsentratsioonist ja rodamiini Idppkentratsioonid vahemikus 0-100 nM.
Lahustina kasutati Dulbecco fosfaat-puhverdatudataoust (DPBS, Naxo), millesse oli
lisatud 0,1% Pluronicut (F-127, Sigma-Aldrich).  f@vate rodamiini
kontsentratsioonidega lahused lisati elektroonileeti (Matrix Impact2) abil kambri
suivenditesse, kus mikrokuulikestel lasti 2 tunokgul pohja sadestuda. Parast sadestamist
asetati mikroskoobiklaas koos kambri ja lahuste¢f@FTmikroskoobi alla, kus toimus

edasine katse labiviimine.

SA-PE katse Uulesehitus oli analoogne mikrokuuligattehtud katsetele, aga tavalise
puhastatud mikroskoobiklaasi asemel kasutati ealhasalmistatud funktsionaliseeritud
mikroskoobiklaasi. Valmistatud lahustes olid rodamidppkontsentratsioonid vahemikus
0-30 nM ja SA-PE Idppkontsentratsioon kdigis lakast5 pM. Sobiv SA-PE
kontsentratsioon leiti varasemalt tehtud katsetéjgdd SA-PE ja rodamiini lahuseid
inkubeeriti 1 tund. Edasine katse labiviimine tosiURF mikroskoobiga.

2.2.5. Uksikmolekulide detekteerimine TIRF mikroskoobiga

Valmistatud lahuseid uuriti TIRF mikroskoobi abilMikroskoobis kasutati 60x
oOliobjektiivi ja 360-TIRF slUsteemi, vaatevélja susgks oli 512x512 pikslit (68x68m),
piksli suuruseks 133x133 nm. Uhe tooparameetri amiisel jaeti vaatluspiirkond samaks;
iga jargneva tooparameetri pildiseeriate jaoksutiigahe vaatevélja vorra edasi. Pilt tehti
iga tooparameetri muutuse jarel. Uhe téoparameedrieerimisel jaeti ulejaanud
téoparameetrid konstantseks. ToOparameetrite kotsstd vaartused valiti varasemalt
tehtud piloot- vOi analoogsete katsete pohjal. Kkkulikeste katsetes kasutati
mikroskoobi tarkvaralist autofokuseerimist (fokusesse sammuga 0,0bm), kuid SA-

PE katsetes teostati fokuseerimine kasitsi, etmeerida fotopleegitamist.

Positsiooniparameetri katsetes, kus kasutati mikubkesi, muudeti
positsiooniparameetrit (ingl. k.position vahemikus 0°-3,000° sammuga 1,000°;
vahemikus 3,000°-3,500° sammuga 0,500°; vahemik&603-4,000° sammuga 0,100°;
vahemikus 4,000°-4,100° sammuga 0,050°; vahemiki@04-4,300° sammuga 0,020° ja
vahemikus 4,300°-5,100° sammuga 0,100°. Positgi@oameetri sammu suurus vahenes

eeldatavas optimaalse nurga piirkonnas; eeldattisnaglse nurga piirkond tehti kindlaks
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pilootkatsega. Positsiooniparameetri katsetes klassitati mikrokuulikesi, oli mikroskoobi
EM vdimendus 3qAU), laseri voimsus 20% ja sariaeg 100 ms. SA-REés varieeriti
positsiooniparameetrit samas vahemikus, kuid piéhti vdhem, et minimeerida
fotopleegitust. SA-PE katses oli mikroskoobi EM méndus 70, laseri vimsus 20% ja

sariaeg 500 ms.

EM vdimenduse katsetes, kus kasutati mikrokuulikasiudeti EM véimendust vahemikus
0-100 sammuga 10 ja vahemikus 100-300 sammuga S@roldulikestega EM

vOimenduse katses oli mikroskoobi positsiooniparetere4,220°, laseri véimsus 20% ja
sariaeg 100 ms. SA-PE katse puhul varieeriti EMm@sidust vahemikus 0-200 ja

mikroskoobi positsiooniparameeter oli 4,220°, lagémimsus 20% ja sériaeg 500 ms.

Laseri vBimsuse katsetes, kus kasutati mikrokusijk@uudeti laseri véimsust vahemikus
0-100% sammuga 5%. Laseri vdimenduse katsetesosiismponiparameeter 4,220°, EM
vOimendus 30 ja sariaeg 100 ms. SA-PE katse puhutghemik samaks, kuid sammu

suurendati 10% peale, EM gain oli 70, laseri voisn30% ja sariaeg 500 ms.

Séariaja katsetes, kus kasutati mikrokuulikesi, natugariaega vahemikus 0-100 ms
sammuga 10 ms ja 100-400 ms vahemikus sammuga 20 Sasajakatsetes

mikrokuulikestega oli mikroskoobi positsiooniparaeter 4,220°, EM vdéimendus 30 ja
laseri voimsus 20%. SA-PE katses muudeti sariaeg@mikus 100-1000 ms sammuga

100 ms; positsiooniparameeter oli 4,220° EM véimendO ja laseri véimsus 20%.

2.2.6. Andmeanaltis

Andmeanalltsiks kasutati vabavara programmi ImagdRF mikroskoobis tehtud
piltidest moodustati pildivirnad (ingl. kmage stacKs millega teostati pilditd6tlus ning
signaali mdéotmised. Algselt teostati tAppide autaima detektsioon ja anallius, kus tappide
detekteerimiseks kasutati ImageJ ,Triangle” lavimegtise (ingl. k. thresholding
algoritmi ja kujutiste anallisimiseks Taavi VOosumaaolt koostatud ImageJd skripti.
Tappide automaatne detekteerimine ja anallilsimisgtus moningate piltide suure
taustasignaali tottu ebatapseks, mistottu otsugbdditootlus ja analtts labi viia

manuaalselt.

Tappide taustast eristamiseks teostati kujutistetristi ja ereduse korrigeerimine.
Toodeldud piltidel selekteeriti kasitsi 10 fluorgsg¢rivat mikrokuulikese vdi SA-PE

molekuli (piltidel valgete tappidena tumedal tal)lgenendega teostati signaali m66tmine,
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kus registreeriti selekteeritud tappide intensisesikeskmine, mediaan, standardhalve,
miinimum- ja maksimumvaartus. Samad modtmised tadioska taustasignaali
analtiisimisel; taustasignaali m&dtmiseks valiti ukisgl piirkond, kus ei esinenud
statsionaarsetele fluorofooridele vastavaid tafeale tappide ja tausta signaali mdddeti

veel ka kaamera miurataset: pildi koguintensiivkus|aseri voimsus oli 0.

ImageJ moodtmistulemused viidi Ule Microsoft Excedis kus teostati graafikute
vormistamine. Kdverate joonestamisel kasutati pdekia intensiivsuste mediaanvaartusi.
Graafikule joonestati 4 kdverat: tdppide intensisstausta intensiivsus, kaameramira

ning tappide ja tausta intensiivsuste suhe.
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3. TULEMUSED JA ARUTELU

Antud uurimustéd raames teostati katsed mikrokesli& ja SA-PE-ga, kus varieeriti
ainult Uhte tooparameetrit korraga, jattes seepidetsed tbOparameetrid konstantseks.
Konstantsed tdoparameetrid olid mikrokuulikeste SA-PE katsete puhul mdnevorra
erinevad, et votta arvesse fluorofooride erinevarthdusi. Jargnevates alapeattikkides on

valjatoodud teostatud katsete tulemused ja vastdela.

3.1.1. Positsiooniparameeter
Positsiooniparameeter véljendab skaneerimisseadleksn antud juhul on Yanus I,
sisepeegli nurka. Skaneerimisseade sees paiknegli p@ldenurk on seotud laserkiire
langemisnurgaga, mida mojutavad mitmed tegurid rkise liikumisteekonnal.
Positsiooniparameetri ja laserkiire langemisnur@étususe korrigeerimine teostatakse
TIRFM kalibreerimise kaigus. Positsiooniparameddfi korral on mikroskoop epi-
valgustusega ehk sisepeegeldumist praktiliselt eoimu. Alates teatud
positsiooniparameetri vaartusest saavutatakselikgitnurk, millest edasi on mikroskoop

TIRF reziimil. Kriitilist nurka on vdimalik arvutaalvalemiga 3.

Kuna optimaalne langemisnurk oleneb teguritest, amsiga individuaalse katse puhul
natukene erinevad, siis Uhte kindlat optimaalset @n praktiliselt vBimatu maarata. Kull
aga on vdimalik m&arata positsiooniparameetri uget vahemik, kuhu optimaalne
positsiooniparameetri vaartus vaga suure tdenagayééb. Optimaalne sisepeegeldusnurk
(Ja seega ka optimaalne positsiooniparameetereblemntmetest faktoritest, sealhulgas ka
uuritava lahuse refraktsiooniindeksist, mistottalsantud katsetest saadud infot rakendada

vaid sarnase lahusega proovides.

Joonisel 4 on valjatoodud mikrokerakestega tehtaidek graafik. Graafikult on naha, et
tappide ja tausta intensiivsuste suhtarv on koOrgewA&artusega positsiooniparameetri
4,140 korral, mis tdhendab, et antud katsetingimuste pwimutapid kdige paremini
taustast eristatavad just selle nurga juures. 3esrt sisalduvad mikroskoobipildid, mis on
tehtud positsiooniparameetritega ja 4,200, demonstreerivad TIRF reziimi vajalikkust
kdrge taustafluorestsentsiga proovide puhul. Liss&bele on ndha, et kuigi graafiku
pohjal on optimaalseks positsiooniparameetri v&aks 4,140 siis  ka
positsiooniparameetri nurga 4,20&orral on pinnaldhedased Uksikmolekulid selgesti

taustast eristatavad. Mitmete korduskatsete pobjalvoimalik vaita, et optimaalne
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positsiooniparameeter antud refraktsiooniindekgigaovilahuse jaoks asub vahemikus
4,100 kuni 4,250.

1/100 000 mikrokuulikesed + 11,1 nM rodamiin (LP 20%, EM véimendus 30,
sdriaeg 100 ms)
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Joonis 4.Ulemisel pildil on positsiooniparameetri graafikiskkdveratena on naidatud tappide ja tausta
intensiivsus, kaamera mira ning tappide ja tamséasiivsuste suhtearv. Allpool on valjatoodud dntu
katses kasutatud TIRF mikroskoobiga tehtud pildith vastavad positsiooniparameetritele 0° (vasghul)

4,200° (paremal).

Positsiooniparameetri katse tehti ka funktsionalised klaaside ja SA-PE molekulidega.
Kuna PE molekulide puhul lisandus fotopleegituse, shis kasutati mikrokuulikestega
tehtud katsetest saadud andmeid, et valtida (deliggpiltide tegemise vajadust. SA-PE
katsete puhul pustitati hipotees, et optimaalnétgosniparameetri vaartus asub 4,200
laheduses. SA-PE katsest saadud tulemused kimhipdsstitatud hipoteesi (vt. lisa 1).
Tehtud katsete pohjal on soovitatav kbnealuses KLAiosensorsisteemis kasutada

positsiooniparameetri vaartust 4,200
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3.1.2. EM vbimendus
Mikrokuulikestega labiviidud EM vbimenduse katsetlemustest on néha, et mida suurem
on EM vdimendus, seda suurem on signaali miinimyganimaksimumi vahe ehk
dinaamiline ulatus (ingl. kdynamic rangg Seda téhelepanekut toetab ka teoreetiline
lahenemine: kuna elektronide paljundamisel tbug@s jargnevas etapis elektronide arv
eksponentsiaalselt, siis kasvab kiiremini algupgitasuurem signaal (ehk pinnal&dhedaste
fluorofooride signaal). Sellegipoolest ei saa kada maksimaalset EM v8imendust, kuna
piiravaks faktoriks muutub signaali Ulekillastussdks mangib praktilise poole pealt
olulist rolli ka tdsiasi, et suure EM véimendusesltamine pdhjustab EMCCD kaamera

enneaegset vananemist.

Joonisel 5 valjatoodud graafikul on naha, et tappa tausta intensiivsuste suhtearv
hakkab langema, kui toimub téppide signaali Uledilis (ligikaudu intensiivsuse 7200
AU juures). Suhtearvu langus on tingitud dinaamiligatuse vahenemisest, mis tuleneb
sellest, et tappide intensiivsus laheneb platokléd tausta intensiivsus liigub jatkuvalt
tbusvas joones. Erinevate rodamiini kontsentratstega tehtud katsete analtusimisel
leiti, et mida suurem on rodamiini kontsentratsid¢finorestsentsi signaal), seda kiiremini
killastub ka intensiivsuse signaal. Praktiline Idus nendest katsetest: tuleks kasutada
vOimalikult suurt EM véimendust, mille korral sigaleei ole veel killastunud, ning tuleks

arvestada, et mida suurem on fluorofooride kontagibon, seda varem signaal killastub.

SA-PE-ga tehtud EM vdOimenduse katse kinnitas Uldie® mikrokuulikestega tehtud
katsetest saadud informatsiooni, kuid SA-PE moldkeutbastabiilsem iseloom ja oluliselt
vaiksem vastupidavus fotopleegitusele muutis tumanalttsi monevorra keerukamaks.
Antud katsetulemuste poéhjal on vdimalik vaita, etimaalne EM véimendus HLA-G

biosensorststeemis oleks 70 (vt. lisa 2).
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1/100 000 mikrokuulikesed + 11,1 nM rodamiin (LP 20; pos 4,220; siriaeg
100 ms)
9300 17
"
2
8300 o — - 15 .2
\></// -
7300 [7]
S / /"/ _\\ - 13 "é‘
< 6300 e
§ / // \\ -1 §
5 5300 t
Q F9 @
£ 4300 2
>
(%] o—
i i
= | o
£ 2300 > =
3
g L/ L
1300 2
M IE
300 e = f ! : ? ! 1
0 50 100 150 200 250 300 350
TIRFM EM véimendus (AU)
——Tausta intensiivsus —=—Tappide intensiivsus Kaamera mira —<Tappide intensiivsus / tausta intensiivsus
EM vbimendus: 0 EM vGimendus: 100 EM vGimendu30 3

Joonis 5.Ulemisel pildil on EM vdimenduse graafik, kus kéatema on naidatud tappide ja tausta
intensiivsus, kaamera mura ning téappide ja taumsénsiivsuste suhtearv. Allpool on valjatoodud dntu
katses kasutatud TIRF mikroskoobi pildid, mis vaathEM vGimendustele 0, 100 ja 300 (vasakult

paremale).

3.1.3. Laseri vdimsus
Mikrokuulikestega labiviidud laseri vBimsuse katsailemused néitavad, et mida suurem
on laseri vbimsus, seda parem tappide ja taustaaigsuhe on vdimalik saavutada. Nagu
vOis tdheldada ka EM vbimenduse katsete puhul, atustiski limiteerivaks faktoriks
tappide signaali Ulekullastus. Samuti on naha, wireggnate fluorofoori (rodamiini)

kontsentratsioonide korral on vajalik kasutada séikat laseri véimsust.

Joonisel 6 valjatoodud graafikul on naha, et taéppidensiivsuse Ulekullastumisel hakkab
tappide ja tausta intensiivsuse suhtearv langemate8rvu kdvera languse pohjustab

dinaamilise ulatuse vahenemine, nagu ka EM voimsmguhul.
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1/100 000 mikrokuulikesed + 11,1 nM rodamiin (EM véimendus 30; pos
4,220; sdriaeg 100 ms)
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Joonis 6.Ulemisel pildil on laseri vBimsuse graafik, kus kbatena on naidatud tappide ja tausta
intensiivsus, kaamera mira ning tappide ja tamsésiivsuste suhtearv. Allpool on valjatoodud dntu
katses kasutatud TIRF mikroskoobi pildid, mis vaathlaseri voimsustele 20%, 40% ja 100% (vasakult

paremale).

SA-PE-ga tehtud laseri voimsuse katse anallisinokehdha, et tappide intensiivsuse
Ulekullastus saabus kdigi rodamiini  kontsentratside korral varem  kui
mikrokuulikestega tehtud katsetes — seda voib @ffla asjaolu, et SA-PE katses kasutati
mikrokuulikeste katsetest erinevaid, SA-PE-le sabiaid konstantseid td0parameetreid.
SA-PE katses kasutatud konstantsete to0parameetéidetused olid suuremad Kkui
mikrokuulikeste katses, mistbttu suurenes ka taustansiivsus. Lisaks sellele on
mikrokuulikeste neeldumiskoefitsient suurem kui BE-l. Nendest asjaoludest tulenevalt
toimus SA-PE katse puhul tappide signaali Ulektliasne vaiksema laseri vbimsuse

korral. SA-PE katse tulemuste pdhjal on soovitd#A-G biosensorsisteemis kasutada
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laseri vdéimsust 20% (10 mW). Suuremate laseri vastes korral esinev tappide
intensiivsuse kdvera langus parast uUlekullastursgsesutamist on tingitud fotopleegituse

mojust. SA-PE-ga tehtud laseri vbimsuse katse igraafvaljatoodud lisas 3.

3.1.4. Sariaeg
Mikrokuulikestega tehtud sariaja katsed naitadiagniela suurem on séariaeg, seda parem on
tappide eristatavus taustast. Ka sariaja puhulimmukaseks limiteerivaks faktoriks signaali
dlekdllastus, kui kasutada mikrokuulikesi. Joonisél on ndha tappide ja tausta
intensiivsuste suhtearvu kdvera vordlemisi Uhtladusu, kuni tappide signaali
kullastumiseni. Pikem sériaeg aitab valtida liiater fluorofooride esinemist tappidena,
kuna pikema sériaja jooksul on ajutiselt vaatevagatunud fluorofooril rohkem aega
eemalduda. Vordlemisi tuhmide fluorofooride, suutaustafluorestsentsi ja proovi
hajuvuse korral on soovitatav kasutada lihikesasga, kuna suurema sariajaga suureneb
Uhtlasi ka pimevool. Antud katse puhul taustsign@alurenemist pimevoolu téttu ei

téaheldatud (dinaamiline ulatus oli piisavalt suur).

SA-PE-ga tehtud sariaja katse tulemuste pohjalulnnet optimaalne sariaeg SA-PE puhul
on 200 ms, kuid see ei Uhildu mikrokuulikestegatudhkatsete tulemustega. Lisas 4
valjatoodud graafikul on ndha, et peale katsepus2@0 ms" hakkab suhtearvu kdver
langema, kuigi Ulekdllastust ei esine. Vottes aseesariaja iseloomu ja asjaolu, et
seeriapildid on tehtud Ghest kohast ning uuritudagi vahemik tsna lai (10-1000 ms),
voib suhtearvu kdvera langust pdhjustada fotoptasgi efekt. Optimaalse sariaja
leidmiseks oleks vajalik teostada taiendavaid kdtsebivama metoodikaga.
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1/100 000 mikrokuulikesed + 11,1 nM rodamiin (EM vdimendus 30; pos
4,220; LP 20%)
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Joonis 7.Ulemisel pildil on séariaja graafik, kus kdverateranaidatud tappide ja tausta intensiivsus,
kaamera mira ning tappide ja tausta intensiivssigtéearv. Allpool on valjatoodud antud katses katsiok

TIRF mikroskoobi pildid, mis vastavad sariaegadélems, 100 ms ja 400 ms (vasakult paremale).
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KOKKUVOTE

Kéesoleva bakalaureusetdod eesmargiks oli varieeridgeliku sisepeegelduse
fluorestsentsmikroskoobi (TIRFM) t66parameetreid,uarida nende mdju signaal-mira
suhtele ja leida optimaalsed TIRFM tooparameetritéartused Tartu Ulikooli
Bioorgaanilise keemia uurimisrihma valjaarendataveimiese leukotsuidi antigeen G

(HLA-G) biosensorsisteemis kasutamiseks.

Antud uurimustdds teostati katseseeria spetsi@alebdrestseerivate mikrokuulikestega,
uurimaks TIRFM to0parameetrite  varieerimise  moju gnaal-mira  suhtele.
Mikrokuulikestega teostatud katsete tulemuste &luseostati katsed HLA-G
biosensorsiisteemis kasutatavate materjalidega. MIRI®parameetrid, mida uuriti ja
optimeeriti, olid jargnevad: positsiooniparameetgktronpaljunduse (EM) vGimendus,

laseri vBimsus ja sariaeg.

Uurimustd6d  tulemusena leiti  optimaalsed TIRFM ta@peeetrid HLA-G

biosensorsusteemis kasutamiseks, et suurendadenbarsisteemi tundlikkust. Uuritud
TIRFM tooparameetrite optimaalsed vaartused ommégd: positsooniparameeter 4,200°,
EM vBimendus 70 ja laseri voimsus 20% (10 mW). Tatosl katsete tulemuste alusel
optimaalset sériaega ei olnud vdimalik maarataalikapleks labi viia tdiendavad sariaja
katsed. Peale TIRFM tooparameetrite optimeerimideA¥& biosensorsisteemi jaoks,
analtusiti ka TIRFM to0parameetrite varieerimisgurgignaal-muira suhtele ning katsete

teostamisel esinenud nahtuseid.

Kaesoleva uurimustdd raames teostatud katsete dikéma oli voimalik valja selgitada

Uhe tooparameetri optimaalsed vaartused antud steseli korral, kuid veel tdpsemate
TIRFM tooparameetrite vaartuste méaaramiseks tutekstada kompleksne uurimustoo,
kus varieeritakse koiki to0parameetreid paralldelSellise uurimustdd tulemusena oleks
vOimalik esitada dunaamiline kompleksmudel, mis abdtiiheaegselt arvesse kaiki

varieeritavaid to6parameetreid.
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Optimization of TIRF microscope operating variadi@ssingle-molecule

detection

Allan Tobi

SUMMARY

The aim of the present Bachelor's thesis was ty Wae operating variables of a total
internal reflection fluorescence microscope (TIRFRNorder to study their effects on the
signal-to-noise ratio. Moreover, the aim was talfoptimal TIRFM operating variables to
be used in a human leukocyte antigen G (HLA-G) dngsr which is being developed by
the research group working at the Tartu UniverGitnair of Biochemistry.

A series of experiments was conducted using spéoa@escent microspheres to study the
effects of varying TIRFM operating variables on #ignal-to-noise ratio. The information
obtained from the experiments with microspheres wgesl to conduct another experiment
of the same nature with materials being used inHhA-G biosensor. TIRFM operating
variables that were studied and optimized: positedactron-multiplying (EM) gain, laser

power and exposure time.

As a result of the study, optimal TIRFM operatingrigbles were found for use in the
HLA-G biosensor in order to improve its sensitiviljhe optimal values for the TIRFM
operating variables were as follows: position 4;2@M gain 70 and laser power 20% (10
mW). The optimal value for exposure time could @ determined based on the
experiments that were carried through; additiongdosure time experiments would be
needed. In addition to the optimization of TIRFMeogting variables for the HLA-G
biosensor, the effects of varying TIRFM operatiagiables in regard to the signal-to-noise
ratio, as well as the effects that affected thea@ue of the experiments, were analyzed.

The methods used in these experiments are adeguageertain the optimal values for one
operating variable given the current set-up. Algigufor more accurate and optimal
TIRFM operating variable values a complex studyerehall operating variables are varied
together, would have to be carried out. A studyhi nature would result in a dynamic
complex model which would take into account altleé operating variables.
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Lisa 1. SA-PE-ga tehtud positsiooniparameetri katse tulenélgndav graafik.
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Lisa 2. SA-PE-ga tehtud EM vdimenduse katse tulemusi va§ergraafik.

5 pM SA-PE + 3,3 nM rodamiin (LP 20%; pos 4,220; sariaeg 500 ms)
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Lisa 3. SA-PE-ga tehtud laseri voimsuse katse tulemusendfv graafik.
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Lisa 4. SA-PE-ga tehtud sariaja katse tulemusi valjendaaftx.

6300

5300

w P
w w
o o
o o

Intensiivsuse mediaan (AU)
N
w
o
o

1300

300

5 pM SA-PE + 10 nM rodamiin (LP 20%; pos 4,220; EM voimendus 70)

12
N 10
: N\ 8
/ \\ \\J\\\\__/_ 6
\\ 4
// 2
* . i * : 0
0 200 400 600 800 1000 1200

—+—Tausta intensiivsus -=Tappide intensiivsus

TIRFM sdriaeg (ms)

Kaamera miira —Tappide ja tausta intensiivsuste suhtearv

Tappide intensiivsus / tausta intensiivsus




Lihtlitsents [6putd6 reprodutseerimiseks ja 10putdd Uldsusele kattesaadavaks

tegemiseks
Mina, Allan Tobi,
(@utori nimi)

1. annan Tartu Ulikoolile tasuta loa (lihtlitsentsijda loodud teose
"To6parameetrite optimeerimine TIRF mikroskoobigaikmolekulide detekteerimiseks"”,

(6putdo pealkir)
mille juhendaja on Taavi Vosumaa (MSc),
(juhendaja nimi

1.1reprodutseerimiseks sdilitamise ja Uldsusele |dddsvaks tegemise eesmargil,
sealhulgas digitaalarhiivi DSpace-is lisamise eegih&uni autoridiguse kehtivuse
téahtaja I6ppemiseni;

1.2uldsusele kattesaadavaks tegemiseks Tartu Ulikeelbikeskkonna kaudu, sealhulgas
digitaalarhiivi DSpace’i kaudu alat€d.06.2014kuni autoridiguse kehtivuse tahtaja
|6ppemiseni.

2. olen teadlik, et nimetatud Gigused jaavad allealkarile.

3. kinnitan, et lihtlitsentsi andmisega ei rikuta teigsikute intellektuaalomandi ega
isikuandmete kaitse seadusest tulenevaid digusi.

Tartus,29.05.2014

35



