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SISSEJUHATUS

Viljatus on lilemaailmne probleem, mis mdjutab ligikaudu 50 miljonit paari (Masharenhas
et al, 2012). Abi saamiseks poorduvad inimesed tihti abistavate reproduktiivmeditsiini
tehnoloogiate (ART) poole. Uheks kdige levinuimaks tehnoloogiaks on in vitro viljastamine
(IVF), mille tagajirjel on tinase seisuga siindinud ligikaudu viis miljonit last. Siiski, ei too see
meetod kaasa ainult dOnnestumisi — ainult 30% inimestest saab probleemide korral abi. Selleks,
et suurendada raseduse toendosust on saanud iildiseks tavaks kahe kuni kolme embriio
siirdamine. Eduka implantatsiooni korral voib sellega kaasneda aga mitmikrasedus, millega
kaasnevad nii komplikatsioonid kui ka finantsiline ja emotsionaalne koormus.

Implantatsioon on abistava tehnoloogia iliks kdige kompleksemaid teemasid. Kdoikidest
siirdatavatest embriiotest implanteerub ~30% (Heidari et al., 2011). Selleks, et suurendada
embriiote implantatsiooni tdendosust ja vihendada siirdatavate embriiote arvu on vaja lisaks
hetkel kasutuses olevale morfoloogilisele vaatlusele ka teisi meetodeid, et hinnata embriio
kvaliteeti.

Uheks selliseks mitteinvasiivseks meetodiks on biomarkerite kasutamine. Erinevatest
biormarkeritest on HLA-G koige potsentsiaalsem, kuna varasemalt on leitud seoseid HLA-G
korge kontsentratsiooni ja eduka implantatsiooni vahel (Rebmann et al., 2010; Fuzzi et al.,
2002). Kuna HLA-G-d ei suudeta aga iga kord tuvastada on tekkinud vajadus paremate
(tundlikumate, kiiremate, odavamate) meetodite jérgi.

Kiesoleva t60 eesmirgiks oli TIRF mikroskoopial pdhineva biosensori véljatddtamine,

mille abil oleks voimalik hiljem embriio kasvulahustest HLA-G-d kvantifitseerida.



KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Viljatus ja in vitro viljastamine

Viljatus on tdsine iilemaailmne probleem, mille tasemed kiill varieeruvad eri mandrite
vahel (5 — 30%), kuid hinnatakse, et ligikaudu iihel paaril kiimnest esineb kas primaarne voi
sekundaarne viljatus (WHO, 2002). Viljatust ehk infertiilsust defineeritakse kui véimetust 12
kuu jooksul peale kaitsmata seksuaalvahekorda rasestuda ning naisel rasedust edukalt 1dpuni
kanda. Primaarse viljatuse korral ei ole suudetud kunagi rasestuda voi rasedust 16puni kanda
(Adamson ja Baker, 2004) ja sekundaarse viljatuse korral ei ole suudetud peale esmakordset

siinnitust viimase aasta jooksul uuesti rasedaks jiada.!
1.1.1 Abistav reproduktiivmeditsiini tehnoloogia (ART)

Paljud paarid, kes ei suuda ise rasestuda podrduvad abi saamiseks abistavate reproduktiiv-
meditsiini tehnoloogiate (ART) poole. ART holmab endas koiki viljatusravisid, kus totatakse
nii sugurakkude kui ka embriiote manipulatsiooniga. Uldiselt kujutab ART protseduur endas
jargmisi protsesse: kdigepealt eemaldatakse naise munasarjast munarakud; seejérel viiakse
munarakk laboratoorselt kokku seemnerakuga, et toimuks munarakku kunstlik viljastamine ja
kui viljastatud munarakust on arenenud embriio siirdatakse see tagasi naise emakasse.

Kdige populaarsemaks ART tehnoloogiaks on IVF ehk kehaviline viljastamine (ingl. k.
in vitro fertlization), kus munarakk viiakse kokku seemnevedelikuga. Aja jooksul on IVF-ist
arendatud ka mitmeid modifikatsioone, millest kdige sagedasem on ICSI ehk seemneraku
intratsiitoplasmaatiline injektsioon (ingl. k. intracytoplasmic sperm injection). Selle meetodi
puhul valitakse mikroskoobi all vélja iiksainus seemnerakk, mis siistitakse otse munarakku
(Adamson ja Baker, 1992).

1.1.2 IVF probleemid

IVF sai alguse aastal 1978, kui siindis esimene kunstliku viljastamise teel siindinud laps,
Louise Brown (Steptoe ja Edwards, 1978; Wang ja Sauer, 2006). Alates sellest ajast on tdnu
IVF-ile maailmas siindinud iile 5 miljoni lapse (ESHRE Guidelines and Legal. ART fact
sheet, 2013). Kuid kuigi IVF on tunduvalt edukam kui teised meetodid, ei taga IVF endas

! http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmedhealth/PMH0002173/
2 http://www.cdc.gov/art/



ainult onnestumisi, sest ligikaudu 70% paaridel, kes ldbivad mitmeid IVF tsiikleid, ei ole
onnestunud rasestuda (Wunder et al., 2013).

Kompenseerimaks suhteliselt madalaid implantatsiooni tasemeid on ildiseks tavaks
saanud kahe kuni kolme koige kvaliteetsema embriio siirdamine emakasse, et suurendada
vidhemalt ithe embriio implantatsiooni tdendosust (Paul-Simon, 2011). Sellega kaasneb aga
oht eduka raseduse korral kaksikute (30%) voi kolmikute (4%) slinniks (Adamson ja Baker,
2004). Mitmikrasedusega voib kaasneda suur emotsionaalne ja finantsiline koorem nii
patsiendile, perekonnale kui ka tiihiskonnale (Practice Committee, 2006). Samuti paneb
mitmikrasedus nii ema kui ka loote suurenenud tervisliku riski alla pdhjustades
komplikatsioone, puudeid vai isegi surma. Mitmikrasedusega kaasneb tihti imikute enneaegne
stindimine koos koigi sellele jargnevate tagajargedega; ka emad on raseduse ajal suurenenud
riski all — vdivad tekkida hiipertensiivsed héired (nt. preeklampsia), rasedusdiabeet ja
verejooksud. Mitmikraseduste riski saaks vidhendada piirates siirdatavate embriiote arvu
(Paul-Simon, 2011).

1.1.3 Embriio valimine - biomarkerid

ART puhul on optimaalse implantatsiooni potentsiaali tagamiseks vdga oluline koige
implantatsioonvdimelisemate embriiote valimine. Antud hetkel toimub embriiote valik
morfoloogiliste parameetrite alusel (embriio vaatlus mikroskoobiga), mis ei ole alati
usaldusvéddrne (Huang ja Rosenwaks, 2012), kuna implanteerub ainult 30% morfoloogiliste
tunnuste alusel véljavalitud embriiotest. Embriiote kvaliteedi ja arengupotentsiaali
madramiseks on seega vaja tiiendavaid mitteinvasiivseid meetodeid.

Uheks selliseks mitteinvasiivseks meetodiks on viimasel ajal vilja pakutud erinevate
embriiote poolt sekreteeritavate biomarkerite kasutuselevottu, mida saaks ohutult tuvastada
analiiisides embriiot Umbritsevat kasvukeskkonda. Biomarkerid, mis aitaksid hinnata
embriiote kvaliteeti, aitaksid vélja valida kdige elujoulisemaid embriioid suurendades tiksikute
embriiote siirdamise tdendosust, vdhendades seeldbi mitmikrasedust ja tOstes summaarset
raseduste arvu. Koige perspektiivsemaks biomarkeriks on hetkel HLA-G, mille tuvastamine
embriio  kasvulahustes  korreleerub  mitmete  uurimisgruppide  hinnangul  IVF-i
tulemuslikkusega (Rebmann et al., 2007; Fuzzi et al., 2002; Rizzo et al., 2007).



1.2 Inimese leukotsiiiidi antigeen G (HLA-G)

Inimese leukotsiiidi antigeen G (HLA-G) on mitteklassikaline klass Ib
koesobivuskompleksi (MHC) molekul, mida inimestes kutsutakse inimese leukotsiiiidi
antigeeniks (HLA) (Hunt, et al., 2006; Janeway et al., 2001). Teda nimetatakse
mitteklassikaliseks, kuna erinevalt teistes korge poliimorfismiga klassikalistest HLA
molekulidest iseloomustab teda a) piiratud poliimorfism, b) piiratud koejaotuvus ja c)
unikaalne alternatiivse splaissingu muster, mis toodab valgu seitset eri isovormi (Cecati et al.,
2011; Ishitani ja Geraghty, 1992; Ellis et al., 1986).

121 HLA-G geen

HLA-G on kodeeritud geeni poolt mis asub 6. kromosoomi lithikeses 6las (lookus 6p23.1)
— iiks kdige poliimorfseimaid regioone inimese genoomis. HLA-G geen Klooniti esmakordselt
aastal 1987 ja teda kirjeldati kui peamist koesobivuskompleksi (MHC) klass 1b geeni, mille
struktuur on homoloogne teistele HLA klass | geenidele (Ellis et al., 1986). Sellel geenil on
samuti klass la geenidele (HLA-A, HLA-B ja HLA-C) identne intron/ekson organisatsioon.
HLA-G geen on 4170 aluspaari pikk ja koosneb 8 eksonist, mis kodeerivad molekuli rasket
ahelat (Durmanova et al., 2013; Roussev ja Coulam, 2007).

Ekson 1 kodeerib peptiidsignaali samas kui eksonid 2, 3 ja 4 kodeerivad vastavalt
ekstratsellulaarseid al, 02 ja a3 domeene. Ekson 5 kodeerib transmembraanset domeeni ja
eksonid 6 ja 7 tsiitoplasmaatilisi domeene. Ekson 7 on alati puudu tdispikalt mRNA-t tinu
eksonis 6 asuvale stop koodonile, mille tulemusena moodustub lithendatud (truncated)

tsiitoplasmaatiline saba (joonis 1) (Hunt et al., 2005; Park et al., 2001).
1.2.1.1 Transkriptsioon

On néidatud, et HLA-G primaarne transkript toodab seitset anternatiivset mRNA-d, mis
on voimelised kodeerima nelja membraanseoselist (HLA-G1, -G2, -G3, -G4) ja kolme
lahustuvat (HLA-G5, -G6, -G7) valgu isovormi (Reussev ja Coulam, 2007). HLA-G1 on
taispikk HLA-G molekul, HLA-G2-I puudub ekson 3, HLA-G3-1 puuduvad eksonid 3 ja 4 ja
HLA-G4-l puudub ekson neli. HLA-G1 kuni G4 on membraanseoselised molekulid tdnu
transmembraansele ja tsiitoplasmaatilisele osale, mis on kodeeritud eksonite 5 ja 6 poolt.
HLA-G5 on sarnane HLA-G1-le, kuid tal on olemas ekson 4, HLA-G6-I puudub ekson 3, aga
on olemas intron 4 ja HLA-G7-I puudub ekson 3, aga on olemas intron 2. HLA-G5 ja —-G6 on
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lahustuvad vormid tédnu intronile 4 mis sisaldab enneaegset stoppkoodonit tdnu millele ei
toimu transmembraanse ja tslitoplasmaatilise osa translatsiooni (joonis 1). (Hunt et al., 2005;
Sargent, 2005).

1.2.2 HLA-G ekspressioon

HLA-G geen kodeerib valke, mis erinevad klassikalise HLA klass | antigeenidest (A, B ja
C) selle poolest, et on madala poliimorfsusega ja tema ekspressioonisait on ddarmiselt piiratud.
HLA-G valgu ekspressiooni on peamiselt leitud platsenta ekstravilloosetes tsiitotrofoblasti
rakkudes, kuid ka preimplanteerunud embriiotes, tiiimuses, sarvkestas, endoteeli rakkude
eelrakkudes, kiitine maatriksis ja pankreases (Jurisicova et al., 1996; Carosella et al., 2003).
HLA-G ekspressiooni indutseeritakse patoloogiliste seisundite korral nagu kasvajad,
viirusinfektsioonid ja autoimmuhaigused (Rebmann et al., 2007).

HLA-G téispika valgu produkt on 86% ulatuses sarnane HLA klass I antigeenidele. Ta
koosneb rasekest a ahelast (37 — 30 kDa), mis on erinevalt teistest klass | valkudest madalam
tanu eksonis 6 asuvale stoppkoodonile, mille tagajérjel toimub tsiitoplasmaatilises osas kuue
aminohappe deletsioon, ja tema kiilge mittekovalentselt seondunud 2 mikroglobuliinist (12
kDa) (Rousse ja Coulam, 2007; Warner et al., 2008).

HLA-G tdispikk valk esineb heterodimeeri kujul, mis koosneb globulaarsetest
ekstratsellulaarsetest domeenidest (al, o2 ja o3 domeenid, transmembraansed ja
tsiitoplasmaatilised domeenid) ja selle kiilge mittekovalentselt seondunud kergest ahelast (2-
mikroglobuliin). Kerge ahel on kodeeritud viieteistkimnendas kromosoomis asuva geeni
poolt (Durmanova et al., 2013). HLA-G1 on tdielik isovorm, kuna on seostunud [(2-
mikroglobuliiniga. HLA-G2 isovormil ei ole a2 domeeni, samas kui HLA-G3-1 ei ole a2 ja a3
domeene ja HLA-G4-1 ei ole a3 domeeni. HLA-G lahustuvad isovormid HLA-G5 — G7 on
vastavalt HLA-G1, -G2 ja -G3 lahustuvad analoogid. Lahustuvad isovormid erinevad teistest
isovormidest ainult oma C-otsa poolest: transmembraanne ja tsiitoplasmaatiline osa on
asendatud lithikese hiidrofoobse sabaga, mis on kodeeritud intron 4 (HLA-G ja HLA-G6) vai
intron 2 (HLA-G7) 5’ jérjestuse poolt (joonis 1) (Roussev ja Coulam, 2007). HLA-G1
mimikeerib samuti tdelisi lahustuvaid isovorme kuna teda saab raku pinnalt proteoliiiitiliselt
16igata voi heita (LeMaoult et al., 2003). Intron-kodeeritud aminohapete olemasolu voimaldab
vahet teha heidetud (shed) voi proteoliiiitiliselt 16igatud HLA-G molekulide ja lahustuvate
isovormide vahel (Roussev ja Coulam, 2007).



Intron Intron Intron Intron Intron

1 2 3 < 5
HLAG » {p e o
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Isovorm mRNA
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S @) HLA-G6 lihendatud
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Joonis 1. Inimese leukotsiiiidi antigeen G (HLA-G geen ja HLA-G isovormid). HLA-G geen kooseb 8
eksonist. Ekson 1 kodeerib liiderpeptiidi (LP); eksonid 2, 3 ja 4 ekstratsellulaarseid a1, a2 ja a3 domeene; ekson
5 raske ahela tsiitoplasmaatilist domeeni (CD) ja ekson 6 transmembraanset domeeni (TD). Eksonid 7 ja 8 on
mittekodeerivad ja ei ole seetdttu joonisele margitud. HLA-G valgul on sama struktuur nagu HLA klass |
antigeenidel (iiks raske ahel o ja liks kerge ahel B2m). Primaarse transkripti alternatiivsel splaissingul saab luua
seitse HLA-G isovormi. Neli isovormi — HLA-G1, -G2, -G3 ja —G4 — on membraanseonduvad, kolm isovormi —
HLA-G5, -G6 ja —-G7 — on lahustuvad. 5°’URR - ,llesvoolu paiknev regulatsiooniala (upstream regulated

region); 3’UTR — 3’ mittetransleeriv regioon (untraslated region). (Modifitseeritud - Warner et al., 2008)

1.2.3 HLA-G funktsioonid

On néidatud, HLA-G on immuunsusele tolerogeenne molekul mis méangib olulist rolli
immuunvastuse mahasurumises (Alegre et al., 2007). Algselt arvati, et HLA-G hoiab &ra
immuunvastuse emapoolsete tsiitotoksiliste liimfotsiilitide poolt ja kaitseb sihtmarkrakke
loomulike tapjarakkude (NK) vahendatud tsiitoliiisi eest. Immunomodulatsioon 1&bi

10



tsiitokiinide sekretsiooni loob iihelt poolt embriio ja teiselt poolt ema immuntolerantsuse
mehhanismide vahel nn. ,, keemilise dialoogi. Varasemates uuringutes on ndidatud, et HLA-
G valgud reguleerivad immuunrakke nagu T-rakud, antigeeni esitlevad rakud ja NK rakud.
Kui rekombinantset HLA-G-d kasvatati koos IL-15-stimuleeritud emaka mononukleaarsete
rakkudega oli CD4+ T rakkude proliferatsioon inhibeeritud; samas, nii interferoon- y kui ka
tuumori  nekroosi faktor- o tootmine NK rakkude poolt suurenes. Erinevalt
membraanseondunud HLA-G-st ei mojutanud sHLA-G emaka mononukleaarsete rakkude
loomulikku tsiitotoksilist aktiivsust.

Rekombinantne sHLA-G stimuleerib tugevalt TGF-B1 produktsiooni aktiveeritud
antigeeni esitlevate rakkude poolt. In vitro uurimused on demonstreerinud lahustuva ja
membraanseonduva HLA-G omadust moduleerida tsiitokiinide vabastamist inimese
allogeense perifeerse vere mononukleaarsetest rakkudest. Lahustuv HLA-G surub maha NK
rakkude funktionaalset akiivsust ja inhibeerib NK rakkude vahendatud tsiitotoksilisust.

Kokkuvdtvalt viitavad uuringud sellele, et HLA-G funktsioon on moduleerida
tsiitokiinide sekretsiooni suurendamaks immunotolerantsust ja kontrollida trofoblastide

invasiooni (Roussev ja Coulam, 2007).

1.3 HLA-G ja rasedus

Rasedust on sageli peetud paradoksiks. Immunoloogilisest vaatepunktist vaadates vdib
loodet pidada semi-allogeenseks siirdeks (graftiks), kuna pool loote genoomist parineb isalt.
Siiski normaalse raseduse ajal ei hiillga ema immuunsiisteem loodet, kuigi see on nn.
,vooras®, kuna arendatakse terve rida tolerogeenseid mehhanisme, et lubada raseduse teket ja
seeldbi tervete beebide siindi (Bouteiller ja Mallet, 1997). Medawar oli esimene, kes aastal
1953 alustas raseduse ajal toimuvate mehhanismide uurimist, mis véldivad loote/embriio
aratoukamist. Ta pakkus vélja kaitsvate mehhanismide olemasolu, mis vdivad stimuleerida
emas tolerantsust (Medawar, 1953). Pohilist rolli rasedusel maéngivad tsiitokiinid,
kasvufaktorite integriinid ja prostaglandiinid (Speroff et al., 2005). Ka ema immuunsiisteem
on implantatsiooni protsessis kriitiline komponent. Normaalse raseduse jooksul l&bib ema
immuunsiisteem erinevad muutused, mis viivad tolereerimiseni (Fisch et al., 2007).

HLA-G spetsiaalne struktuur, eriti tema madal poliimorfsus, on oluline tunnus, miks teda
voidakse plantsentas ekspresseerida, ilma é&ratdukamiseta ema immuunsiisteemi poolt
(Bainbridge et al., 2001). Samuti ka fakt, et kdikidel trofoblasti rakkudel, nii villoossetel kui
ka esktravilloossetel, puudub HLA klass Il ja Kklassikalise HLA klass | molekulide
ekspressiooni, et véltida interaktsioone emapoolsete tsiitotoksiliste T-rakkudega. Trofoblasti
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rakud ekspreseerivad aga HLA-G-d. (Marti et al., 2007; Dahl ja Hviid, 2012). HLA-G
ekspreseeritakse juba blastotsiisti staadiumis kus see on oluline implantatsiooniks ja
varajaseks ema-loote tolerantsiks (Fuzzi et al, 2002).

HLA-G molekulid, mida ekspresseeritakse ema-loote iihenduskohas ei ole ainukesed
olulised molekulid, mis suurendavad rasestumise edukust. Oluline on ka SHLA-G molekulide
leidumine ema plasmas (Rizzo et al., 2011). On tdheldatud lahustuvate HLA-G molekulide
taseme tOusu rasedate naiste plasmas esimese trimestri jooksul vorreldes naistega, kes ei
olnud rasedad (Steinborn et al., 2007). Vastupidiselt aga SHLA-G plasma tasemed vihenesid
kolmanda trimestri jooksul ( Hackmon et al., 2004; Yie et al., 2005) ja tousid jarsult stinnituse
jooksul (Rizzo et al., 2008) arvatavasti tdnu platsenta membraanseoseliste HLA-G molekulide
levimise tottu. SHLA-G kontsentratsiooni rasedate naiste seerumis/plasmas seostatakse
Kliinilise raseduse tulemustega. Naistel, kes ldbisid IVF-i, aga kellel esines varajase raseduse
jooksul iseeneslikke aborte, oli ovulatsioonieelses perioodis ja raseduse jooksul madalam
SHLA-G tase kui naistel, kellel esines normaalne rasedus (Pfeiffer et al., 2000). Samuti on
SHLA-G taseme vidhenemist, nii ema seerumis kui ka loote platsenta rakkudes, seostatud

preeklampsiaga (Yie et al., 2005).

1.3.1 HLA-G ja embriio — IVF edukus

SHLA-G embriionaalne sekretsioon on véidetavalt iiks kdige lootustandvamaid markereid
embriiote arengupotentsiaali hindamiseks ja rasestumise ennustamiseks peale ART-i (Warner
et al., 2008). Esimene méarge SHLA-G ekspressioonist preimplanteerunud inimese embriiotest
saadi Jurisicova et al. poolt kasutades RT-PCR ja immunotsiitokeemiat. Tema poolt 1adbi
viidud uurimuses tuvastati HLA-G mRNA-d koikides arenguetappides ootsiilidist kuni
blastotsiistini. Samuti oli HLA-G positiivsetel blastotsiistidel jagunemine kiirem kui
blastotsiistidel, kus puudus HLA-G mRNA ekspressioon (Jurisicova et al., 1996).
Blastotsiistide jagunemise kiirus on iiks morfoloogilistest tunnustest mida embriiote
selektsioonil jalgitakse (Steer et al., 1992).

Esimene uurimus, kus néidati, et SHLA-G kontsentratsioon IVF embriiote kasvulahuses
korreleerub positiivselt nii 1digustumise kiiruse kui ka hilisema implantasiooni potentsiaaliga
tehti Fuzzi et al. poolt (Fuzzi et al., 2002). Tuvastati lahustuvaid HLA-G (HLA-G1 ja —G5)
isovorme, kuna neid ekspresseeritakse enamikes embriiotes (Yao et al., 2005). See uurimus
on viinud paljude teiste uurimusteni, kus on iritatud leida seos HLA-G kontsentratsiooni ja
IVF edukuse vahel.
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Hiljutiste andmete kohaselt on leitud, et SHLA-G mé&idramine embriio kasvulahustest
aitaks TVF edukust tdsta mitme embriio siirdamise korral 30.8%-It 40,7%-ni. Uksiku embriio
siirdamise korral tduseks IVF edukus aga 13%-It 26%-ni (Rebmann et al., 2010). Isegi kui
SHLA-G tuvastamine on korrelatsioonis iileiildise embriio morfoloogilise hindamisega
suurendab see vOimalust valida embriio, mis suure tdendosusega implanteerub, vorreldes

praktikaga, kus kasutatakse ainult morfoloogilist hindamist (Warner et al., 2008).

1.4 HLA-G méiidramine embriuo kasvulahustest

Erinevates uurimustes on leitud nii mirkimisvairselt erinevaid tulemusi HLA-G
positiivsete ja HLA-G negatiivsete embriiote vahel, kuid kirjeldatud on ka sarnasusi. Faktorid,
mis voivad tulemusi mojutada on erinevate ELISA testides kasutatavad parameetrid
(kasutatavad antikehad, substraat, referentsproovid). Tulemusi voivad mdjutada ka erinevad
embriiokultuuride tehnikad (meediumi tiilip, proovi ruumala, proovi kogumise paev, embriiote
arv kultuuris) voi proovide séilitamise meetod (Rebmann et al., 2010; Warner et al., 2008).
Ténu erinevatele parameetritele saadakse erinev tuvastamispiir, tundlikus ja spetsiifilisus.
Kodige sagedamini kasutatakse HLA-G miiramisel ELISA testi, kuid viimasel ajal on hakatud

kasutama ka Luminex xMAP tehnoloogial pohinevat meetodit.

1.41 ELISA

Antikehasid saab kasutada spetsiifiliste analiiiitiliste reagentidena, et kvantifitseerida
valkude vdi teiste antikehade koguseid. Uheks selliseks on ELISA-ks. Meetodi pdhimdte
seisneb selles, et ensiilim, mis reageerib varvitu substraadiga, et luua vérviline produkt, on
kovalentselt seotud spetsiifilise antikehaga, mis tunneb &ra sihtmédrk antigeeni. Kui antigeen
on lahuses olemas, seondub sellega antikeha-ensiitim kompleks ja ensiiiim komponent sellest
kompleksist viib 1dbi kataliiiisi reaktsiooni, mis viib varvunud produktini. Véarvunud produkti
tekkimine viitab antigeeni kohalolule.

ELISA ,,véileib® voimaldab korraga nii antigeeni tuvastamist kui ka kvantifitseerimist.
Vastava antigeeni antikeha on seondunud siivendi pdhja. Jargmiseks lisatakse antigeen, mis
seondub antikeha kiilge. Lopuks lisatakse teine, immuunmaérgisega antikeha. Selle meetodid
puhul vastab reaktsiooni méér olemasolevale antigeenile. Selline meetod on kiire ja mugav
(Berg et al., 2002).
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ELISA-I on aga omad puudused. HLA-G maidramiseks, mille kontsentratsioon
kasvulahustes on keskmiselt 5-6 pM, on selline tundlikus liiga vdike (Rebmann et al., 2010;
Exbio). Kuna ELISA-t teostatakse mikroplaatidel, mille siivendid on kaetud
pliidmisantikehaga, siis nduab see meid huvitava antigeeni piitidmiseks suhteliselt suuri
proovi koguseid (50 — 100 ul). Embriiote kasvulahuste ruumalad varieeruvad aga 10 — 1000
ul-ni (Rebmann et al.,, 2007). Siivendite suhteliselt suur pindala ja piitidmisantikeha
hiidrofoobne seondumine vodivad viia mittespetsiifilise sidumiseni ja suurenenud
taustamiirani. Lisaks on enamikse ELISA-de puhul mdistliku tundlikuse saavutamiseks
vajalik véimendatud ensiiimvahendatud signaal. Selline voimendus ei ole alati lineaarne ja

vOib seega tulemusi moonutada. (Baker et al., 2012).

1.4.2 Luminex

Luminex XMAP tehnoloogia on voolutsiitomeetrial pohinev mikrokerakeste platvorm, Kus
erinevalt ELISA-st piilitakse analiiiit mitte keemiliselt modifitseeritud siivendi pohja, vaid
stivendi lahuses olevate mikrokerakeste kiilge. Luminex XMAP mikrokerakesed on enamasti
5,6-mikromeetrise 1abimdoduga poliistiireen osakesed, mis on tdidetud punaste ja infrapunaste
fluorokroomide seguga. Kerakeste pinnale saab kovalentselt siduda piilidmisantikehasid ja
proove. Proovide uurimiseks on vajalik spetsiaalne aparatuur — igat mikrokerakest uuritakse
spetsiaalses labivoolutsiitomeetriat meenutavas instrumendis, mis on varustatud kahe laseriga
(Corrie et al., 2011). 532 nm laser ergastab R-fiikoeriitriin reportermolekuli, mis on seotud
mikrokerakeste pinnale ja hindab kerakese pinnale seondunud proovi kogust. 635 nm punane
dioodlaser ergastab kahte mikrokerakestes asuvat nn. tuvastamise fluorokroomi. Sekundis
loetakse tuhandeid mikrokerakesi, mille tulemusena analiiiisib siisteem kuni 100 erinevat
reaktsiooni iihes reaktsioonikoguses mone sekundiga proovi kohta (Baker et al., 2012;
Dunbar, 2006).

Kuna kerakese pindala on viike piisab erinevalt ELISA-st analiilisimiseks véiksest
kogusest proovist. Mittespetsiifiline sidumine vdheneb samuti méarkimisvadrselt. Siiski ei
suudeta HLA-G-d tuvastada ~ 80% embiiotest (Rebmann et al., 2010). Et seda protsenti
viahendada oleks vajalik veel tundlikumat siisteemi, millega saaks Luminexi-ga tulemusi
vorrelda ja voimalusel veelgi tipsemalt méiérata.

Potentsiaalselt tundlikum on nn. ,,iihe molekuli“ madramise meetod (Jane, et al. 2012),
kus on vdimalik miira allikaid maha suruda. Uheks tundlikuks meetodiks, millega
tiksikmolekule médrata on TIRF (tdieliku sisepeegeldusega fluorestsents) mikroskoobil

pohinev biosensor.
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1.5 Uksikute molekulide méiramise voimalused TIRF siisteemiga

TIRF mikroskoop vdimaldab luua ELISA sarnase iilesehitusega sensori, mille tundlikkus
on suurem iihe-molekuli tasemel maaramistapsuste arvelt. Valkude iiksikmolekulide analiiiis
voimaldab tundlikku valkude kvantifitseerimist ja on sobilik biomarkerite tuvastamiseks.

Tessler ja Mitra poolt 14bi viidud uurimuses vorreldi omavahel iiksikmolekulide lugemist
(digitaalne signaal) tavapiraste fluorstsentsi intensiivsusel pdhinevate analoog signaalil
pOhinevate meetoditega nagu ELISA ja Luminex. Digitaalsed mootmised saadakse
vaateviljas olevate fluorestsentstdppide lugemisega. Lahuse pesemine ei ole vajalik, kuna
pinnasest kaugemal olevaid fluorofoore ei ergastata ja need ei sega iiksikmolekulide lugemist.
Tulemused niitasid, et {iksikmolekul-siisteemid, mis vdimaldavad antikehade korget
lahutusega vaatlust, voimaldavad tundlikumat tuvastamist, kui analoog signaalil pdhinevad
siisteemid. Uksikmolekulide tasemel saadi lahjade lahuste Kkorral tuhat korda korgem
tundlikus kui analoogi puhul, nagu selleks on ELISA (Tessler ja Mirta, 2011).

1.5.1 TIRF biosensori ehitus

Valkude tuvastamiseks moeldud TIRF biosensori iilesehitus on sarnane ELISA-le.
Pohiline aspekt selle meetodid puhul on meid huvitava valgu selektiivne immobiliseerimine.
Piiidmisantikeha piitidev pind peab spetsiifiliselt siduma maéiratavat valku, vidhendades
mittespetsiifilist adsorptsiooni. See saavutatakse passiveerides klaase PEG (poliietiileen
gliikool)-iga. On nédidatud, et PEG sobib valkude vastu pinna passiveerimiseks paremini kui
BSA, mis on kasutatud tiiiipiliselt ELISA puhul. Kui klaasi pinnale on moodustunud tihe PEG
kiht moodustab see poliimeerse harja, mis vidhendab oluliselt valkude seondumist klaasi
pinnale. Rasnik et al. poolt ldbi viidud katses leiti, et PEG-kaetud pinna mittespetsiifiline
adsorbtsioon oli 1000x viaiksem kui BSA-kaetud pinnal, mida kasutatakse nt ELISA puhul
mittespetsiifilse sidumise vahendamiseks (Rasnik et al., 2005). Passiveerimise kvaliteet on
spetiifilisuse tagamisel viga téhtis.

Klaaside ettevalmistamise ajal lisatakse ka biotiniileeritud PEG-i. See funktsionaliseerib
pinna ja voOimaldab biotiniileeritud biomolekulide spetsiifilist immobiliseerimist
neutravidiiniga.

Uuritava valgu spetsiifiline piilidmine saavutatakse kasutades pinnale immobiliseeritud
antikehasid. Biotiiniga kaetud pinnale lisatakse neutravidiini, mis omakorda piiiiab kinni
biotiniileeritud piitidmisantikeha. Uuritava valgu piitiab teiselt poolt kinni omakorda
fluorestsentsmérgisega reporterantikeha, voimaldades tervet kompleksi TIRF mikroskoopi
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kasutades visualiseerida (joonis 2). TIRF loob liihiajalise ergastusvalguse, mis ulatub ainult
200 nm kaugusele pinnast ja ergastab fluorofloore, mis asuvad pinnal. See vihendab
margatavalt tausta, mis voib tulla lahuses olevatelt fluoroflooridelt. (Jain et al., 2012).

5. Fluorestsentsmargisega
reporterantikeha

&

IS
3. Puudmisantikeha /)k\
\ P 4. HLA-G

( J g 2. Neutravidiin
{ Ol n
(|

R RIS s ll NN
LA \l) 1.‘J \"“ Wi JHl

Biotiin-PEG
1. Silaan + mPEG

Joonis 2. TIRF mikroskoopial pohinev biosensor-siisteem. Plasma ja metanooliga puhastatud mikroskoobi
klaas on passiveeritud silaani ja PEG-iga, mille hulgas on 2% biotiniileeritud PEG-i. Biotiniileeritud
pliidmisantikehad  valgu  piitidmiseks immobiliseeritakse  biotiin-neutravidiin  interaktsiooni  abil.
Piiidmisantikeha seob uuritava valgu, mille teiselt poolt piitiab kinni fluorestsentmérgisega reporterantikeha
(modifitseeritud — Jain et al., 2012).

1.5.2 TIRF mikroskoobi iilesehitus

TIRF mikroskoopia on koige levinuim laivdlja (wild-field) tuvastamise meetod
tiksikmolekulide rakendustes. TIRF mikroskoop vdimaldab fluoroflooride selektiivset
ergastamist vesi- ja rakukeskkonnas klaasi pinna ldhedalt, kus toimub téielik sisepeegeldus,
ilma, et ergastataks alasid véljaspool pinnakihti. Stigavus soltub paljudest parameetritest —
koige olulisemad on uuritava pinna ja vedeliku refraktsiooni indeks, ergastava valguse
lainepikkus ja ergastava valguse langemisnurk (ingl. k. inicident angel). Fluorofooride
ergastamine tekitab vedelikus vdga Ohukese elektromagnetvilja (tavaliselt <200 nm),
millel on ergastava valgusega sama sagedus. Kirjeldatud vilja kutsutakse sumblaineks
(ingl. k. evanescent wave) ja selle intensiivsus kahaneb eksponentsiaalselt pinnakihist
kaugenedes. See vili on voimeline ergastama fluorfoore pinna ldhedal eirates lahuses suures
osas olevate fluoroflooride ergastamist (joonis 3). Tdnu sellele luuakse védga madala
taustafluorestsentsiga pildid ja fookusest viljas olevat fluorestsentsi ei teki (Axelrod, 1981;
Axelrod, 2001).

TIRF mikroskoop on sobilik pinna kiilge immobiliseeritud molekulide uurimiseks.

Signaali tuvastamiseks kasutatakse CCD (laengsidestusseadis)-kaameraid mis voimaldavad
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tiheaegselt jdlgida sadu tiksikmolekule sub-millisekundilise ajalise lahutusega (Joo et al.,
2008).

vesilahus fluorofoorid

[— murdunud

proov

Peale langev valgus Peegeldunud valgus

Jooni 3. TIRF mikroskoobi lihtsustatud to6pohimote. Sumblaine intensiivsus kahaneb eksponentsiaalselt
katteklaasist kaugenedes, seega on tema ldbimissiigavus piiratud ~200nm juurde. Sellisel viisil pinnasest
kaugemal olevad fluorofloorid ei ergastu. Sumblaine tekib ainult siis, kui juhtvalgus muutub Kklaasi-vedeliku
piirpinnal téielikult sisemiselt peegelduvaks. See juhtub kui juhtvalgus tabab klaasi-vee piirpinda kindla nurga
all, mida nim. kriitiliseks nurgaks. Kui see nurk on vordne, muutub selle refraktsiooni suund paralleelseks
ithenduskohaga (tdielikult sisemiselt peegeldunud); kriitilisest nurgast iileval pool peegeldub juhtvalgus

taielikult. (http://www.ncl.ac.uk/bicimaging/techniques/tirfm/ - modifitseeritud)
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1 Too6 eesmirgid

Antud t66 eesmaérgiks oli vilja todtad TIRF mikroskoopial pShinev biosensorsiisteem HLA-G

madramiseks.
Ulesanne jaotati jargmisteks alametappideks:

1. Uksikute biomolekulide tuvastamise suutlikkuse nditamine
2. Parima klaasipuhastusmeetodi valimine
3. Klaaspinna funktsionaliseerimise tohususe kontrollimine
a. Silaanimise/pegiileerimise efekti hindamine
b. Strepavidiini/Neutravidiini sidumise spetsiifilisus
c. Biotiini-streptavidiini sidumise spetsiifilisus
d. Antikehade mittespetsiifiline sidumine
e. Katsetingimuste optimeerimine
4. Piliiidmisantikeha seondumise spetsiifilisuse nditamine
5. HLA-G sidumise katsed
6. HLA-G ja ELISA meetodi vordlus

2.2 Materjal ja metoodika

2.2.1 Klaaside puhastamine

Klaaside puhastamisel kasutati alusena varem kirjanduses toodud Taekjip Ha grupi poolt
(Jaen et al., 2012) kirjeldatud protokolli, mida kohandati vastavalt meie siisteemile.

Katteklaase (Marienfeld High Percision; 22x22mm) loputati nii destilleeritud vee kui ka
MQ-ga. Loputatud klaase sonikeeriti ultrahelivannis (WiseClean) algselt 15 minutit MQ-s,
hiljem 15 minutit metanoolis (Naxo). Klaase kuivatati 5 minutit plasma puhastis (ATTO
Plasma Cleaner, Diener Electronics) oleva vaakumiga ja vdhendamaks pinnal olevat

orgaanilist mustust puhastati 15 minutit 200W plasma juures.
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2.2.2 Silaanimine

Silaanimisel kasutati 0.6 mL 97% aminosilaani (N-[3-
Trimetoksiisiliitil )propiiiil Jetiileendiamiin) (Sigma Aldrich) ja 3 mL 99.5 % atsetaadi lahust
(Naxo) 57 mL metanoolis. Saadud segu valati koheselt peale klaastopides asuvatele
klaasidele. Klaase inkubeeriti 10 minutit, sonikeeriti 1 minut ja inkubeeriti uuesti 10 minutit.
Silaanimireaktsioon peatati tdstes klaasid metanooliga tdidetud topsi ~ 10 minutiks. 10 minuti
modduses lisati klaasid ~ 10 minutiks uude metanooliga tdidetud topsi. Klaase kuivatati 3
minutit vaakumkambris (Millipore), seejirel lasti klaasidele peale argoon ning hoiti klaase

topsis kuni pegiileerimiseni.

2.2.3 Klaaside pegiileerimine ja funktsionaliseerimine

PEG lahuse valmistamiseks suspendeeriti 8.4 mg NaHCO; 1 ml MQ-s, pH 8.5.
MPEG/bPEG lahuse valmistamiseks 8 klaasi jaoks suspendeeriti 40 mg metoksii-PEG (lrish
Biotech) ja 0.75 mg biotiin-PEG (Irish Biotech) 175 ul-s NaHCO3 Lahus tsentrifuugiti EImi
lauatsentifuugiga mullide eemaldamiseks 1 minut 7200 g juures. 35 ul segu lisati kohe igale
alusklaasile (4 tk), mis kaeti katteklaasiga. Klaase inkubeeriti PEG-i lahuses {ile6o
toatemperatuuril pimedas niiskes keskkonnas. Jargmisel paeval eemaldati alus- ja katteklaasid
teineteisest, loputati iikshaaval rohke MQ-ga, kuivatati lammastikuga, dehtidreeriti 10 min
vaakumiga ja suleti klaastopsi argooni keskkonnas edasisesks hoiustamiseks. Klaase séilitati -

20°C juures, maksimaalselt 2-3 nédalat.

2.2.4 TIRF mikroskoobi parameetrid

HLA-G iiksikomekule tuvastati TIRF mikroskoobiga (iMIC, Till Photonics GmbH).
Eksiteeriva valgusallikana kasutati Cobolt Dual Calypso™ 491/532 nm DPSS (ingl. k. diode-
pumped solid-state) laserit (50 mW), mille kiirgusest selekteeriti AOTF-ga (ingl. k. acusto
optical tunable filter) (AOTFnC-400.650-TN, AA-Opoelectronics) 532 nm lainepikkus. Labi
Zt 532 rdcxt dikromaatse peegli (Semrock) suunati valgus 60x 0li APON TIRF objektiivile
(NA, numerical aperture 1,49) (Olympus). Laserkiire langemisnurka varieeriti Yanus |l
skaneerimisseadme abil (Till Photonics GmbH). Objektiivist tulev valgus filtreeriti 1dbi ET
605+35 (Chroma). Detekteerimiseks kasutati iXON 885 EMCCD kaamerat (Andor).
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Uksikmolekulide loendamine teostati vabavara programmiga ImageJ v1.44p. Tulemuste
statistilisel analiiiisil ja graafilisel esitamisel kasutati andmetdotlusprogrammi GraphPad

Prism™ 5.00 (GraphPad Software Inc.).
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3. TULEMUSED JA ARUTELU

TIRF biosensori iilesehitus pdhineb klassikalisel ,,sandwich® ELISA-l. Tuvastatav
analiilit, HLA-G, piiiitakse funktsionaliseeritud pinnale (antud sensori puhul klaasist slaidile)
pinna kiilge seondunud piitidmisantikeha abil ja signaal tuvastatakse margistatud sekundaarse
reporterantikehaga. Molemad antikehad seovad sama antigeeni erinevaid epitoope. Erinevalt
ELISA-st, kus signaali mdddetakse ensiitimi substraadi reageerimisel enstlilimiga pdhjustatud
varvimuutuse intensiivsuse jargi (Berg et al.,, 2002), kasutakse antud sensori puhul
fluorestsentsmargiseid. Margiseid vaadeldakse TIRF mikroskoobiga, mis voimaldab
fluorofooride selektiivset ergastamist vesi-keskkonnas klaasi pinna ldahedalt (200 nm), kus
toimub téielik sisepeegeldus, ilma, et ergastataks alasid véljaspool pinnakihti (Axelrod, 2001).
Sedasi on voimalik tiksikmolekulide signaali digitaalselt tuvastada, mis vihendab mérgatavalt
taustasignaali ja suurendab avastamisspiiri.

Et selline sensorsiisteem tootaks Kui tervik, on vajalik, et iga iiksik etapp alates klaasist
1dpetades reporterantikehaga tootaks eraldiseisvalt. Uhelt poolt peavad olema tagatud
sensorsiisteemi erinevate komponentide spetsiifilised interaktsioonid, et HLA-G molekul
voimalikult spetsiifiliselt pinnale piitida. Teiselt poolt peab olema tagatud minimaalne

reporterantikeha mittespetsiifiline, HLA-G-st s6ltumatu, pinnale kinnitumine.

3.1 Funktsionaliseeritud sensorklaaside valmistamine

Uksikmolekulide visualiseerimiseks TIRF-iga ja hiljem nende analiiiisimiseks peavad
need olema klaasi pinnale immobiliseeritud. Klaasipind ei vdimalda aga analiiiidi selektiivset
Kinnitumist. Immobiliseerimiseks on tarvis funktsionaalseid saite, mis voimaldaksid
molekulide kontrollitud immobilisatsiooni. Klaaspinda on vo&imalik funktsionaliseerida
silaanimise ja pegiileerimise teel (Piehler et al., 2000). Antud t60s kasutatakse
funktsionaalsete saitidena biotiini. Tundlikkuse saavutamiseks on aga vajalik, et iilejadnud

pinnast oleks mittespetsiifilise sidumise véltimiseks passiveeritud.

3.1.1 Uksikmolekulid funktsionaliseeritud klaasil

Uritamaks tuvastada iiksikmolekule vtsime aluseks kirjanduses toodud protokolli (Jain et
al., 2012), mille abil oli varasemalt saavutatud funktsionaliseeritud ehk biotiniileeritud klaasil

tiksikmolekulide tundlikkus. Korrates antud protokolli suudeti samuti iiksikmolekule
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tuvastada, aga tulemused ei olnud alati reprodutseeritavad — esines ebahomogeenset sidumist

ja korget taustamiira.
3.1.1.1 Puhastusmeetodite vordlus

Uurimaks, kas erinevatel puhastusmeetoditel voiks olla erinev moju taustamiirale, testiti
funktionaliseeritud klaase kahel eri meetodil: Shuplasma puhastust koos metanooli
puhastusega ja ainult keemilist puhastust. Eelnevalt oli Sergei KopantSuk’i poolt 1dbi sdelutud
eri tootjate klaasid, et leida selline, mille pinnaiihtlus oleks vdimalikult hea. Ohuplasma
puhastus koos metanooli puhastusega peaks teoorias andma puhtama pinna, kuna plasma on
voimeline eemaldama klaaside pinnalt orgaanilise mustuse (Gun et al., 2008). Tulemustes
ndhtus, et juhul kui kdik parameetrid on samad, annab keemiline puhastamine tunduvalt
korgema taustafluorestsentsi (joonis 4b), kui plasma puhastus (joonis 4a). Samuti andis
keemiline puhastus vorreldes plasma puhastusega fluoroflooride (W6/32-PE, Atto-532-
streptavidiin) lisamisel korge taustafluorestsentsi (joonis 3c,d,e,f), mis segas tidppide edasist
analliisimist. Lisaks on plasmaga puhastus oluline klaasi pinnal olevate OH-gruppide
aktiveerimiseks, mis on omakorda oluline silaanimiseks (Gell et al., 2010).

PLASMA PUHASTUS KEEMILINE PUHASTUS

. . B
50 pM
Ab
10 pM
Atto-SA

Joonis 4. Plasma ja keemilise puhastuse vordlus funktsionaliseeritud Kklaasidel. Spetsiifilise sidumise

modtmiseks lisati 10 pM Atto-532-streptavidiini (SA) ja mittespetsiifilise sidumise modtmiseks 50 pM W6/32-
PE-d (Ab). Taustafluorestsentsi hindamiseks lisati DPBS-i. K&iki aineid inkubeeriti 30 minutit.
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3.1.2 Mittespetsiifiline sidumine puhastatud klaasil

Uurimaks pinna passiveerimise olulisust ja kohatist korge ning varieeruva
mittespetsiifilise sidumise pdhjusi, viidi 14bi katsed plasma ja metanooliga puhastatud, kuid
funktsionaliseerimata klaasil, kuhu lisati vastavalt kas piitidmisantikeha (dAb, W6/32-PE)
(Exbio, Praha), streptavidiin-fiikoeriitriini (SA-PE) (Sigma Aldrich) voi tlehulgas
margistamata streptavidiini (SA) (ProSbec).

Hasti funktsionaliseeritud klaasi korral peaks SA-PE suure afiinsusega spetsiifiliselt
biotiini kiilge seonduma ja dAb seondumine peaks olema oluliselt vdiksem, kuna ei
interakteeru spetsiifiliselt biotiniileeritud pinnaga. Ulehulgas SA lisamine peaks enamus
seondumissaidid blokeerima ja SA-PE seondumist vdhendama.

Puhastatud klaasi puhul ei tohiks eeldatavalt esineda mingit spetsiifilist sidumist, mis
nédhtus ka saadud tulemustest. Puhastatud klaas seondas enda kiilge nii SA-PE kui ka dAb
(joonis 5a,c), eriti aga dAb-d (joonis 5¢,d). Sidumist ei vdhendanud ka see, kui enne SA-PE ja
dAB lisamist oli sidumissaitide blokeerimiseks lisatud iilehulgas SA-d (joonis 5b,c). Seetottu

on oluline klaasi edasine passiveerimine ja funktsioniseerimine.

Joonis 5. Puhastatud klaas dAb, SA ja SA-PE lisamisel. Plasma ja metanooliga puhastatud klaasile lisati
mittespetsiifilise sidumise kindlakstegemiseks: A — klaasi inkubeeriti 30 minutit 50 pM SA-PE-ga; B — klaasi
inkubeeriti 30 minutit 1 uM SA ja 30 minutit 50 pM SA-PE-ga; C — Kklaasi inkubeeriti 30 minutit dAb-ga; D —
klaasi inkubeeriti 30 minutit 1 uM SA ja 30 minutit dAB-ga.

3.1.3 Miittespetsiifiline sidumine silaniseeritud klaasil

Kuigi klaaspinnad ei vdimalda selektiivset monokihtide kovalentset sidumist, on neid
voimalik keemiliselt silaanimise teel modifitseerida. Sobivaid funktsionaalrithmi sisaldavate
hiidrofoobsete alkiiiilsilaanidega eeltodtlus on iiks meetoditest, mida kasutatakse molekulide
kovalentseks sidumiseks (Arslan, 2006). Et saavutada iihtlane silaanimine on vajalik

puhastatud, madala taustafluorestsentsiga klaasipind, mis oleks vaba igasugusest mustusest.
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Oluline on ka klaasipinnal olevate OH-gruppide aktiveerimine. See saavutati eelnevalt plasma
ja metanooli t66tlusega (Festag et al., 2005; Gell et al., 2010).

Klaasipindade to6tlemisel tiheda silaaniga voivad tekkida aga oligomeerid, millega peab
arvestama, kui kasutakse funktsionaalrithmi sisaldavaid silaane. Seega on silaniseeritud
pinnad tihti hiidrofoobsed, pohjustades vdga suurt mittespetsiifilist sidumist (Piehler et al.,
2000). Selle kontrollimiseks tehti katse, kus silaanitud klaasile lisati kas dAb-d, SA-PE-t voi
tilehulgas SA-d. Sarnaselt puhastatud klaasile (joonis 6) oli mittespetsiifiline sidumine véga
suur, eriti dAb puhul, kuna puuduvad sidumiseks vajalikud biotiini rithmad. Ka iilechulgas SA
lisamine ei suutnud pinda piisavalt blokeerida ja mittespetsiifilist sidumist vihendada.

Antud tulemuste pohjal voib jéreldada, et defektide korral klaasi passiveerimisprotsessis

ja avatud silaanipinna olemasolul on oodata vdga suurt mittespetsiifilist sidumist.

Joonis 6. Puhastatud silaanitud klaas SA, SA-PE ja dAb korral. Plasma ja metanooliga puhastatud ja
silaanitud klaas mittespetsiifilise sidumise kindlakstegemiseks. A — klaasi inkubeeriti 30 minutit 50 pM SA-PE-
ga; B — klaasi inkubeeriti 30 minutit 1 uM SA ja 30 minutit 50 pM SA-PE-ga; C — klaasi inkubeeriti 30 minutit
50 pM dAb-ga ja D — klaasi inkubeeriti 30 minutit 1 uM SA ja 30 minutit 50 pM dAb-ga.

3.1.4 Mittespetsiifiline sidumine passiveeritud klaasil

Silaanimisest tulevat hiidrofoobset sidumist saab védhendada lisades hiidrofiilsest
poliimeerist koosneva kihi. Uheks selliseks poliimeeriks on poliietiileengliikool (PEG), millel
on valke hiilgavad omadused. Seega peaks PEG-i kiht olema vdimeline vdhendama valkude
mittespetsiifilist sidumist (Piehler et al., 2000; Rasnik et al., 2005). Selleks viidi 14bi katse,
kus metoksii-PEG (mPEG) kihiga kaetud klaasile, mis oli eelnevalt silaanitud, lisati kas dAb-
d, SA-PE-t vdi iilehulgas SA-d. Tulemustest selgub, et mPEG todtab ja on oluline
mittespetsiifilise sidumise véltimiseks, kuna dAb andis vdga madala signaali (joonis 7c,d).
mPEG kiht ei ole aga alati iihtlane; augud mPEG Kkihis (joonis 7 b,c) viitavad klaasi/silaani
pinnal mittespetsiifilisele sidumisele. Erinevalt puhastatud (joonis 5) ja silaanitud (joonis 6)
klaasidest blokeeritakse siin dAb-d rohkem kui SA-d. See ei ole aga antud sensori puhul

probleemiks, kuna eesmérgiks on antikehade blokeerimine.
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Joonis 7. Puhastatud passiveeritud klaas SA, SA-PE ja dAb korral. Plasma ja metanooliga puhastatud,
silaanitud ja mPEG-iga kaetud klaas. A — klaasi inkubeeriti 30 minutit 50 pM SA-PE-ga; B — klaasi inkubeeriti
30 minutit 1 uM SA ja 30 minutit 50 pM SA-PE-ga; C — klaasi inkubeeriti 30 minutit 50 pM dAb-ga ja D —
klaasi inkubeeriti 30 minutit I pM SA ja 30 minutit 50 pM dAb-ga.

3.1.5 Spetsiifiline sidumine funktsionaliseeritud klaasil

Kuna selgus, et mPEG on voimeline klaasikihti passiveerima oli edasiseks vajalik pinna
funktsionaliseerimine, et toimuks antikehade spetsiifiline immobiliseerimine pinnale. Selleks
lisati véike osa (~2%) PEG poliimeere, mille otsad on modifitseeritud biotiiniga (bPEG) (Jain
et al., 2012). Viidi l4bi iilemistele katsetele sarnane katse. SA-PE seondub spetsiifiliselt ainult

sinna, kus asub bPEG, iilejadnud pind on mPEG-i poolt passiveeritud (joonis 8a).

Streptavidiini-biotiini {ihenduse kasutamine on iiks kdige tavalisemaid meetodeid
biotiniileeritud antikehade sidumiseks (Ahmed et al., 2014). Seda iihendust iseloomustab
korge, femtomolaarne afiinsus ja hea reaktsiooni spetsiifilisus (Hu et al., 2013). Inkubeerides
pinda enne SA-PE lisamist iilehulgas mérgistamata SA-ga, peaks SA-PE olema vodimeline
seonduma ainult vabadele biotiini molekulidele, mida ndhtus ka saadud tulemusest. SA
lisamisel vdhenes SA-PE arv vorreldes ainult SA-PE lisamisega (joonis 8b). Kuna teoorias
ootaks aga veelgi suuremat blokeerimist, otsustati testida streptavidiini analoogi, neutravidiini
(joonis 9). Neutravidiin, nagu streptavidiin, seondub spetsiifilselt biotiiniga, aga talle on

omistatud madalam mittespetsiifiline sidumine (Nguyen et al., 2012) .

Tulemusest ndhtus ka, et dAb sidumine on vidga viike, mida oli oodata, kuna ta ei

interakteeru spetsiifiliselt biotiiniga (joonis 8c,d). Samuti blokeerib dAb-d mPEG kiht.

25



Joonis 8. Funktsionaliseeritud klaas SA, SA-PE ja mirgistamata SA korral. Plasmaga ja metanooliga
toodeldud, silaanitud, passiveeritud ja 2% bPEG kihiga kaetud klaasile. A — klaasi inkubeeriti 30 minutit 50 pM
SA-PE-ga (spetsiifiline sidumine); B — klaasi inkubeeriti 30 minutit 1 pM SA ja 30 minutit 50 pM SA-PE-ga
(spetsiifiline sidumine ja spetsiifiline blokeerimine); C — klaasi inkubeeriti 30 minutit 50 pM dAb-ga
(mittespetsiifiline sidumine) ja D — klaasi inkubeeriti 30 minutit 1 uM SA ja 30 minutit 50 pM dAb-ga

(mittespetsiifiline blokeerimine).
3.2 Neutravidiini (NA) spetsiifiline sidumine pinnale

Otsustamaks, millist neutravidiini kontsentratsiooni edasistes katsetes kasutada ja
kontrollimaks SA-PE sidumise spetsiifilisust, uuriti millal toimub mPEG/bPEG-i tiielik
kiillastumine. Selleks testiti, kui palju seostub SA-PE-t pinnale, kui eelnevalt on iilehulgas (4
— 500 nM) lisatud mérgistamata neutravidiini (NA).

Tulemustest selgub, et NA seondub spetsiifiliselt pinnale. Mida rohkem oli lisatud
margistamata NA-d, seda rohkem olid sidumissaidid blokeeritud ja seda vdhem sai SA-PE
seonduda. Juba 100 nM NA on vdimeline blokeerima enamus sidumissaitidest. Blokeerimine
oli suurem ka eelpool mainitud SA Katsetest (joonis 8). Vdib oletada, et varasemalt kasutatud
SA oli kas tootja poolt mirgitust viiksema kontsentrratsiooniga voi esines mitteaktiivsel
kujul.

Saadud tulemusest l1dhtudes voeti edaspidi kasutusele varasematest katsetest madalamad
NA ja ka ptitidmisantikeha kontsentratsioonid.
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Joonis 9. SA-PE blokeerimine mirgistamata NA poolt. Klaasi inkubeeriti 25 minutit mérgistamata NA-ga

(kontsentratsiooni varieeriti vahemikus 4 — 500 nM Idpplahuses; 2x kontsentratsiooni tdus). 25 minuti
inkubatsiooniaja jérgselt lisati kdikidesse siivenditesse 200 pM SA-PE-t (16ppkontsentratsioon 100 pM). Klaasi

vaadeldi 25 minutilise inkubatsiooni jargselt.
3.3 Biotiin-streptavidiin-biotiin interaktsiooni uurimine

Funktsionaliseeritud biotiin peaks iihelt poolt seondama spetsiifilselt streptavidiini (SA) ja
teiselt poolt peaks SA seondama biotiiniga modifitseeritud antikeha. Kontrollimaks, kas
pinnale seondunud SA ja biotiini vahel toimub spetsiifiline seostumine lisati klaasile vastavalt
kas madrgistatud biotiini (Fitc-biotiin, F-BT), mérgistamata NA-d vdi mérgistamata biotiini
(BT). Tulemustest ndhtub, et kui lisada klaasile F-BT-ni, ei esine suurt sidumist, mida oli ka
oodata, kuna puudub SA, kuhu kiilge biotiin saaks seonduda (joonis 10a). SA-d lisamisel oli
niha aga suurenenud sidumist, mis néitab, et biotiin seodub spetsiifilselt SA kiilge (joonis
10b). Ulehulgas mirgistamata BT lisamisel on sidumine viiksem (joonis 10b), sest kdik

streptavidiini biotiini sidumissaidid on méargistamata BA poolt dra blokeeritud.
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Joonisl10. Streptavidiin-biotiin interaktsioon. Funktsionalisieeritud klaas. A — klaasi inkubeeriti 25 minutit F-
BT-ga; B — klaasi inkubeerti 25 minutit 1 uM SA, 25 minutit 3 uM BT ja 33 nM F-BT-ga ja C — klaasi
inkubeeriti 25 minutit 1 pM SA ja 25 minutit 33 nM F-BT-ga.

3.4 Piiiidmisantikeha MEM-G/9 spetsiifiline sidumine pinnale

Antud Kkatsete puhul on piitidmisantikechana kasutatud biotiin-MEM-G/9-t (CAb) ja
reporterantikehana W6/32-PE-d (dAb). On niidatud, et see antikehade paar on sHLA-G
tuvastamiseks koige spetsiifilisem, eriti kui on oht ristreaktiivuseks teiste HLA klass |
molekulidega, kuna MEM-G/9 tunneb &ra ainult 32-mikroglobuliiniga seostunud (HLA-G1 ja
HLA-G5) isovorme (Sageshima, et al., 2007).

Kontrollimaks, kas biotiin-MEMG-/9 seondub spetsiifiliselt funktsionaliseeritud pinnale
lisati kas cAb-d, SA-d voi molemat korraga. Tulemustest voib jareldada, et biotiin-MEM-G/9
toesti seondub spetsiifiliselt pinnale. Biotiin-MEM-G/9-ga peaks seondumist nidha olema
ainult siis, kui on olemas streptavidiin kuhu biotiin saaks spetsiifiliselt seonduda (joonis 11 a).
Juhul kui puudus kas biotiin-MEM-G/9 vai SA, ei olnud sidumist ndha, mida oli ka oodata
(joonis 11b,c).

Joonis 11. Funktsioanliseeritud klaas NA, cAb ja daB sidumise korral. A - Klaasi inkubeeriti 25 minutit 19
nM NA, 9.5 nM MEM-G/9 ja 50 pM anti-mouse-Alexa488-ga. B — Klaasi inkubeeritu NA ja anti-mouse-alexa.
C — Klaasi inkubeeriti bitoiin-MEM-G/9 ja anti-mouse-Alexa488-ga.
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3.5 SA-PE sidumise optimeerimine

Katsete tegemisel kasutati algselt 64 siivendiga FlexWell tihendit, millest 16igati vilja 9
stivendit holmav osa. Saadud 9 siivendiga tihendit oli voimalik asetada toestuseks 1 Well
Chamlide CMS kambri (Live Cell Instrument) alusplaadile, viltimaks lekkeid. Samuti oli
mikroskoobi parameetreid arvestades vdimalik korraga jélgida ainult 9 siivendit. Kuna 9
siivendiga FlexWell kambri eeliseks on voimalus kasutada véga véikeseid lahuse koguseid
(15 ul), otsustati uurida, kas sel voib olla katsesiisteemile ka negatiivne efekt. Selleks uuriti,
kui ihtlane on SA-PE seostumine siivendisiseselt ja siivendite vahel, kasutades
kontsentratsiooni soltuvuse ja tdppide arvu suhet. Samal ajal uuriti kas pluroonhappe
(Pluronic F-127, Sigma) lisamine mojutab katsetulemusi. Pluroonhape on pindaktiivne aine,

mis vihendab agregeerumist ja ainete seostumist siivendi seinte kiilge.

IIma pluroonhappe kasutamiseta on SA-PE seostumise varieeruvus viga suur (joonis 12).
Pluroonhappe lisamine tdstis maérgatavalt tuvastatvate tdppide arvu ja aitas varieeruvust
vihendada. Siiski esines néhtus, kus kambri dértes oli tippide arv erinev kui keskel ja ei
suudetud saada iihtlast signaali (joonis 12a). Kuna signaali homogeensus on antud sensori
puhul oluline otsustati pluroonhapet ka edaspidi kasutada, aga FlexWell kambri (15 pl

siivendiga) asemel testiti IBIDI silikoonkambit (100 pl siivendiga).

Ibidi algsest 12 siivendiga kambrist (12 well removable cultivation chamber) 16igati 4
stivendiga kambrid, mida oli vGimalik asetada Chamlide CMS kambri alusele. Leiti, et kui
Ibidi siivendiga silikoonkambri karkass asetada alusplaadile, annab see stabiilse
toestustasapinna, vihendades lekete ohtu. Kuigi Ibidi kambris saab antud hetkel vaadelda
ainult nelja siivendit ja vajalik on suurema proovi ruumala kasutamine, aitas kambri suurem
pindala parema difundeerumise tottu sidumise homogeensust rahuldavale tasemele tdsta
(joonis 12b). Samuti oli kambri FlexWell kambri omadest paksemad, vihendades lekke ohtu

veelgi.

Nende tulemuste pohjal otsustati kdik edasised katsed viia 1dbi kasutades Ibidi kambrit.
Tulevikus on vdimalik mikroskoobi parameetreid muutes ja pikemat alusplaati kasutades

korraga vaadelda ka 12-siivendiga kambreid.
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Joonis 12. SA-PE sidumine FlexWell voi Ibidi kambris erinevate kontsentratsioonide juures ilma ja koos
pluronicuga. A - FlexWell kamber, ilma pluroonhappeta DPBS. Klaasi inkubeeriti 40 minutit SA-PE-ga
varieerides kontsentrantsiooni vahemikus 0.78 — 50 pM. Valitud punktid (25 ja 6.25 pM) tehti duplikaatidena. B
— FlexWell kamber, pluroonhappega DPBS. Klaasi inkubeeriti 40 minutit SA-PE-ga varieerides
kontsentrantsiooni vahemikus 0.78 — 50 pM. Valitud punktid (25 ja 6.25 pM) tehti duplikaatidena. C — Ibidi
kamber, pluronhappega DPBS. Klaasi inkubeeriti 40 minutit SA-PE-ga varieerides kontsentrantsiooni
vahemikus 6.25 — 50 pM.

3.6 ELISA

Kuna antud t66 eesmérgiks oli vorrelda HLA-G miiramise standardmeetodid, ELISA-t,
antud biosensoriga, teostativordluskatsed antud hetkel kommertsiaalselt kittesaadava ja
mitmes teiste uurimisgruppide poolt kasutatava SHLA-G ELISA testiga (Exbio) (Shaikly et
al., 2008; Roussev et al., 2007). Analiiiidina kasutati Dr. Joel Lamaoult (Institut Universitaire
d’Hematologie, Pariis, Prantsusmaa) saadud HLA-G preparaate, kuna neid oli vdimalik
hankida mérkimisvéarselt suuremates kogustes kui seda on kaasas Exbio kit-i standardlahuste
néol, voimaldades samu preparaate kasutada ka viljatootatava biosensori katsetes. Exbio Kit-i
avastamispiiriks saadi ligikaudu 0.07-0.08%. HLA-G kontsentratsiooni viljendatakse antud
toos lahejendusprotsendina alglahusest, kuna HLA-G tépne kontsentratsioon ei ole teada.
Tépset kontsentratsiooni ei ole vdimalik ka Exbio standarlahusega vorreldes saada, kuna neid
avaldatakse ja viljendatakse vaid antud tootjale spetsiifilistes tihikutes (U/ml), mida ei ole

konkreetsete kontsentratsiooniga seotud.
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Joonis 13. Exbio sHLA-G ELISA test. Katse teostati standardprotokolli jargi. FRA HLA-G — HLA-G
kontsentratsioon, viljendatuna alglahuse lahjendusprotsendina. Avastamispiir (LOD) on analiiiidi
kontsentratsioon, mis annab kdrgema neelduvuse kui kontrolllahuste keskmine neelduvus, pluss 3-kordne

standardhilve sellest.

3.7 HLA-G ,voileiva®“ optimeerimine

Olles teostanud ELISA ja kindlaks teinud, et MEM-G/9 seondub spetsiifiliselt pinnale,
viidi 1abi HLA-G ,,vdileiva“ katse, kuhu lisati nii HLA-G-d kui ka sAb-d. Algselt testiti,
kuidas ,,voileib® tootab, kui vahepealse etapina ei pestud cAb-d ja NA siivendist é&ra.
Tulemustest on néha, et kuigi kasutasime pluroonhapet ei esine kontsentratsiooni soltuvust
(joonis 13a). Tulemustest voib jareldada, et ilma vahepealse pesemisetapita ,,v3ileib® ei anna
soovitud tulemusi ja vajalik on testida vahepealse pesemisetapi moju. Vahepealne dAb ja NA
pesemine aitas maérgatavalt tulemusi mojutada, mis véljendus tihtlases kontsentrratsiooni
languses (joonis 14b). V3ib oletada, et vahepealse pesemisega eemaldati lahtine CAb, mis ei
olnud pinnale seostunud ja vdis osa HLA-G-d lahusest dra piitida. Pinnale piitidmist vdib
takistada kas seondumissaitide vidhesus vOi olukord, kus osadel antikehadel puudub
seondumiseks vajalik biotiinriihm. Erinevalt ELISA-st ei pea dAb-d pesema, kuna pinnast
eemalolevaid fluorofloore ei ergastata. See tagab, et reporterantikeha on lahuses alati olemas

ja teda ei pesta vélja. See aitab vélita HLA-G molekulide véljapesemist, mida on proovis viga
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védhe ja mille tundlikku médramist soovitatakse saavutada. Eeliseks ELISA ees on ka see, et

kahe péevase testimise asemel saab antud ,,voileiva“ katset 1dbi viia ligikaudu 6 tunni jooksul.
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Joonis 14. HLA-G ,vaileib“ Ibidi kambris koos pluronicuga, ilma pesemiseta ja vahepealse
pesemisetapiga. 30 minutiliste inkubeerimise etappidena lisati 19 nM NA-d; 9.5 nM Biotiin-MEM-G/9-t; 12%,
1,2% ja 0.12% HLA-G alglahuse lahjendust ja 50 pM W6/32-te. Pesu teostati peale MEM-G/9 pooletunnist

inkubeerimist. Negatiivse kontrollina kasutati DPBS-i.

3.7.1 HLA-G kontsentratsiooni vihendamine

Kuna suutsime HLA-G ,vdileiva®“ puhul tagada homogeensuse ja kontsentratsiooni
sOltuvuse oli jargmiseks eesmirgiks kontsentratsiooni vdhendamine ehk madramispiiri
selgitamine. Kuna HLA-G tipne kontsentrratsioon on teadmata, on kontsentrratsioone
margistanud alglahuse lahjendusprosendina. To6 kéigus arendati vilja meetod, mille
tundlikkus vorreldes ELISA-ga jaab samasse suurusjirku (joonis 15).

Kuna antud hetkel on veel probleemiks mittespetsiifiline sidumine oleks klaaside
tihtlasemal passiveerimisel ja funktsionaliseerimisel teoreetiliselt voimalik saavutada veel
madalamate Kkontsentratsioonide usaldusvddrne médramine. Antud siisteemi eeliseks on
véikeste HLA-G koguste kasutamine (~ 12 ul algkontsentratsioon), kiirus ja suutlikus eristada
tiksikmolekule, olles kindlalt taganud, et HLA-G on seondunud. Sobivat kamber —voi

voolutussiisteemi on vdimalik kontsentratsiooniga ka alla minna.
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Joonis 15. HLA-G ,,véileib* Ibidi kambris koos pluronicuga ja vahepealse pesemisetapiga. 30 minutiliste
inkubeerimis etappidena lisati 19 nM NA-d; 9.5 nM Biotiin-MEM-G/9-t; 1.2%, 0.375% ja 0.117% alglahuse

lahjendust ja 100 pM W6/32-te. Negatiivse kontrollina kasutati DPBS-i.



KOKKUVOTE

Kéesolevas magistritoos tootati vélja TIRF mikroskoopial pdhinev biosensorsiisteem
HLA-G méédramiseks, mida oleks voimalik edaspidi kasutada HLA-G miiramiseks embriio
kasvulahustest.

Teoreetilises osas anti iilevaade abistavast reprodktiivmeditsiini tehnoloogiast (IVF, ICSI)
ja sellega kaasnevates probleemidest, eelkdige mitmikrasedusega kaasnevatest ohtudest.
Lisaks kirjeldati antus t66s HLA-G-d, kuna on leitud, et HLA-G-1 on positiivne mdju edukale
implantatsioonile ja seega raseduse maira tdstmisele. Kuna antud t6os tuvastati HLA-G-d
TIRF mikroskoobiga, anti tilevaade ka TIRF mikroskoopiast ja iiksikmolekulide méadramisest.
Samuti kirjeldati antud hetkel saadaolevaid HLA-G siisteeme.

Kuna HLA-G kontsentratsioon embriio kasvulahustes on suhteliselt madal, on vajadus
veelgi tundlikuma biosensorsiisteemi jarele. T66 raames tootati vélja ja optimeeriti TIRF
mikroskoopial pdhineva biosensor siisteemi erinevaid etappe, et tagada tdhus tiksikmolekulide
tundlikus. Hindamaks biosensori tohusust vdrreldi saadud tulemusi kommertisaalselt
kéttesaadava Exbio ELISA kitiga.

Antud Katsetest nahtub, et suudetakse saavutada sama suur tundlikus, kui ELISA puhul.
Antud sensori puhul on aga eeliseks iiksikmolekuli tuvastamise voimalus. Optimeerides
erinevaid etappe veelgi, on voimalik saavutada ELISA-st tundlikum siisteem, mida oleks
voimalik kasutada HLA-G méaramiseks embriio kasvulahustes.

Kaéesoleva to0 tulemusest on valmimisel artikli kasikiri.
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TIRF-microscopy based biosensor system for HLA-G detection

Kairi Tonsau

SUMMARY

In the current Masters’ thesis, a novel TIRF-microscopy based biosensor was developed
for quantifying human leuckocyte antigen G (HLA-G) in embryo culture medium.

In the theoretical part, an introduction of assisted reproductive tehnology was given,
escpecially about the in vitro fertilization and the risks that it can cause. Also, an overview of
HLA-G was given, since it has been found that SHLA-G could be a marker for the prediction
of pregnancy success. Since the biosensor is based on total internal fluorescent microscopy
(TIRF), an overview was given about TIRF and how it can be used for the detection of single
molecules. Current detection methods for HLA-G quantification were also described.

Because of the small concentration of HLA-G in embryo culture medium, there is a need
for more sensitive biosensor systems. In the current work, a TIRF based biosensor was
developed and optimized to provide sensitive single molecule detection. To evaluate the
effectiveness of the biosensor its sensitvity was experimentally compared to commercially
available Exbio ELISA Kit.

The results of this work demonstrate that using our approach makes it possible to obtain
at least similar sensitivity as with the Exbio ELISA kit. By optimizing the sensor even more,
it should be possible to achieve greater sensitivity as TIRF based single-molecule resolution
detection systems theoretically have various advantages over the enzymatic ELISA method.
In the near future, the performance of the biosensor will have to be tested with real
embryoculture medium. As a potential result of the biosensor, the probability of succesful in
vitro fertilizations should rise.

The results of this work are currently being formed into a manuscript.
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