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Tassa tutkimuksessa kehitettiin menetelméa, jolla voidaan fluoresenssielinaikamik-
roskooppia (fluorescence lifetime imaging microscope, FLIM) ja fluoresoivia root-
torimolekyyleja kayttéen maéaarittdd heterogeenisten nesteiden paikallisia viskosi-
teetteja. Menetelméa testattiin kahdella homogeenisella ja kahdella heterogeenisella
naytteelld ja sovellettiin silkkiproteiinikoaservaattien viskositeettien maarittamiseen
erilaisista silkkinaytteista. Fluoresoivina roottorimolekyyleind kaytettiin hydrofiilis-
td DASPMIa ja hydrofobista BODIPY&. Naiden molekyylien fluoresenssin elinajat
madritettiin seitsemassé eri viskositeetissa ja tuloksista maaritettiin kalibraatiokay-
rat, jotka kuvaavat roottorimolekyylien fluoresenssin elinaikojen riippuvuutta vis-
kositeetista.

Menetelman avulla pystyttiin maarittamaan keskenaan vertailukelpoisia paikallisia
viskositeetteja heterogeenisista ndytteistd. Naiden ndytteiden kuvaaminen FLIM:II&
onnistui parhaiten, kun nadytepisara pidettiin mittauksen ajan kahden toisistaan
teflonteipilla erotetun lasilevyn valissa ja lasilevylle lisattiin naytepisaroiden lisak-
si myos vesipisaroita. Silkkikoaservaateista saatiin parhaat kuvat sentrifugoiduis-
ta Tris-HCl-puskuriliuosta sisaltavista naytteistd. Kovia koaservaatteja siséltavia
FLIM-naytteita valmistettaessa variaineen lisddminen kannatti tehdé vasta K,HPOy,-
suolaliuoksen lisaédmisen jalkeen. Naytepisaran reunoille naytteen kuivuessa muo-
dostuvia pehmeitd koaservaatteja ei pystytty mittaamaan talla menetelmalld, sil-
I& kuivuminen eteni lilan nopeasti. Sen sijaan nadytteessd valmiina olevia pehmei-
ta koaservaatteja voitiin kuvata. Koaservaattindytteista mitatuista FLIM-kuvista
maaritettyihin fluoresenssin vaimenemiskuvaajiin sovitettiin kaksieksponentiaaliset
sovitukset. DASPMIn elinajoista lyhyempaa ja BODIPYn elinajoista pidempaa kay-
tettiin elinaikoja vastaavien viskositeettien laskemiseen. Koaservaateista DASPMII-
la maaritetyt viskositeetit olivat mittaustarkkuuden rajoissa lahes identtisia, mutta
BODIPYIIa havaittiin eroja eri naytetyyppien valilla.
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In this study, a method for determining local viscosities from heterogeneous liquids
using fluorescence lifetime imaging microscopy (FLIM) and fluorescent molecular ro-
tors was developed. The method was tested with two homogeneous and two hetero-
geneous samples and applied to determine the viscosities of silk protein coacervates
from various silk samples. The fluorescent molecular rotors used were hydrophilic
DASPMI and hydrophobic BODIPY. Fluorescence lifetimes of these molecules were
determined in seven di [erknt viscosities and calibration curves that describe the vis-
cosity dependence of the fluorescence lifetimes for these molecules were calculated
from the results.

Comparable local viscosity values could be obtained from heterogeneous samples
with this method. Imaging of these samples with FLIM was most successful when
the sample droplet was placed between two glass plates separated by teflon tape dur-
ing the measurement and water droplets were added to the glass plate in addition
to the sample droplets. The best images from silk coacervates were obtained from
centrifuged samples containing Tris-HCI bu [ed solution. When preparing FLIM
samples containing salt induced "hard" coaservatives, the addition of the dye should
be done after adding the K,HPO, salt solution. The soft coacervates formed on the
edges of the sample droplets during drying of the sample could not be measured with
this method because the drying progressed too quickly. Instead, it was possible to
image soft coacervates that already existed in the solution. Two exponential fittings
were used for fluorescence decay curves determined from FLIM images of coacer-
vates. The shorter lifetimes of DASPMI and longer lifetimes of BODIPY were used
when calculating equivalent viscosities. When taking measurement accuracy into
account the viscosities calculated from lifetimes of DASPMI were nearly identical
in all silk coacervate samples. Some di [erknces between samples could be discerned
when comparing viscosities calculated from lifetimes of BODIPY.
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LYHENTEET JA MERKINNAT

ADC engl. analog-to-digital converter, analogi-digitaalimuunnin
BODIPY 4,4” -difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indatseeni
CFD engl. constant function discriminator, vaiheilmaisin

cgs-jarjestelma engl. centimetre-gram-second system of units, senttimetri-gramma-
sekuntti-yksikkdjarjestelma

DASPMI 4-(4-(dimetyyliamino)styryyli)-N-metyylipyridiniumjodidi)

FF engl. front face, spektrofluorometrin mittausmenetelma kiinteille nayt-
teille

FLIM engl. fluorescence lifetime imaging microscopy (microscope), aikae-
rotteinen fluoresenssimikroskopia(-mikroskooppi)

ic engl. internal conversion

ICT engl. intramolecular charge transfer, molekyylinsisdinen varauksen-
siirto

IRF engl. instrument response function, instrumenttifunktio

isc engl. intersystem crossing

MCA engl. multichannel analyser, monikanava-analysaattori

MOU engl. main optical unit, aikaerotteisen fluoresenssimikroskoopin op-
tinen paayksikko

RA engl. right-angle, spektrofluorometrin mittausmenetelma, jossa kay-
tetéédn 90 kulmaa

S singlettitila

SPAD engl. single photon avalanche diode, yksittaisfotoni vyorydiodi

T triplettitila

TAC engl. time-to-amplitude converter, aika-amplitudi-muunnin

TCSPC engl. time-correlated single photon counting, aikaerotteinen yksit-
téisfotonilaskenta

TICT engl. twisted intramolecular charge transfer, taipunut molekyylinsi-
séinen varauksensiirto

TTTR engl. time-tagged time-resolved, aikamerkitty aikaerotteinen mit-
tausmenetelma

vr vibraatiorelaksaatio, engl. vibrational relaxation

dynaaminen viskositeetti (Pas)

aallonpituus (m)

kinemaattinen viskositeetti (m?s 1)
f fotonin taajuus (s 1)
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1. JOHDANTO

Viskositeetilla on suuri merkitys monissa teollisissa ja biologisissa prosesseissa, niin
makroskooppisella kuin mikroskooppisellakin tasolla. [1, s. 9; 2, s. 12671] Viskosi-
teetti vaikuttaa esimerkiksi aineiden prosessoitavuuteen [1, s. 6] ja on yksi tarkeim-
mistd molekyylien di [uisionopeuteen vaikuttavista tekijoista. Diludisiorajoitteiset
reaktiot ovat tarkeita erityisesti solujen toiminnalle. Niinp& viskositeetilla on suuri
merkitys moniin soluille tarkeisiin prosesseihin, kuten aineenvaihduntareaktioihin,
kalvoproteiinien litkkumiseen solukalvoissa ja molekyylien di [utisioon solukalvojen
lapi. Moniin sairauksiin liittyykin viskositeetin muutoksia solujen sisélla tai soluvéa-
litilassa. [2, s. 12671-12672; 3, s. 13714; 4, s. 6672]

Makroskooppisen viskositeetin maarittamiseen on monia toimivia ja kauan kaytossa
olleita menetelmi&, mutta ne eivat sovellu viskositeetin maarittdmiseen mikroskoop-
pisella tasolla, kuten solujen sisalla. Mikroviskositeetin maarittdmiseen tarvitaan
spektroskooppisia menetelmia. [5, s. 256] Fluoresoivien molekyylien emissioproses-
sit riippuvat molekyylin ympariston ominaisuuksista, kuten viskositeetista, pooli-
suudesta ja ionivahvuudesta. Tasta syysta fluoresoivia molekyyleja voidaan kayttaa
merkkiaineina mitattaessa téllaisia ympariston ominaisuuksia. [6] Esimerkiksi fluo-
resoivat roottorimolekyylit ovat fluoresoivia molekyyleja, joilla esiintyy molekyylin
sisaista pyorimisliikettd, mink& johdosta muun muassa molekyylin fluoresenssin elin-
aika ja kvanttisuhde riippuvat pyorimista rajoittavista tekijoista, kuten ympariston
viskositeetista tai roottorimolekyylin sitoutumisesta toisiin molekyyleihin. [5, s. 254;
6, s. 230; 7, s. 2] Roottorimolekyyleja on kdytetty muun muassa mikrokuplien viskosi-
teetin maaritykseen [8], viskositeetin muutoksen seurantaan hyytelditymisreaktiossa
[9] ja viskositeetin maaritykseen eldvan solun sisalla [4].

Tassa tutkimuksessa kehitettiin ja testattiin menetelm&a heterogeenisten nayttei-
den paikallisten viskositeettien méaarittamiseen aikaerotteisella fluoresenssimikros-
koopilla (fluorescence lifetime imaging microscope, FLIM), kdyttaen kahta fluoresoi-
vaa roottorimolekyylia: hydrofiilista DASPMla (4-(4-(dimetyyliamino)styryyli)-N-
metyylipyridiniumjodidi) ja hydrofobista BODIPYa (4,4” -difluori-4bora-3a,4a-diaza-
s-indatseeni). Menetelma4a haluttiin tassa tydssa hyodyntaa erityisesti silkkiproteii-
nikoaservaattien viskositeettien mittaamiseen erilaisista silkkikoaservaattindytteis-
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ta.

Silkkikoaservaatit ovat mielenkiintoinen tutkimuskohde, koska silkkiproteiini on mo-
nilta ominaisuuksiltaan poikkeuksellinen luonnonpolymeeri ja proteiinien koaservoi-
tuminen on ilmid, jonka yksityiskohtia ei vield taysin ymmarreta. [10; 11] Silkkipro-
teiinilla on harvinaisen hyvat mekaaniset ominaisuudet ja liséksi silkkiproteiini on
bioyhteensopiva ja soveltuu siten laéketieteellisiin sovelluksiin. Silkkikoaservaatteja
voidaankin mahdollisesti tulevaisuudessa kayttad esimerkiksi ladkeaineiden kuljet-
tajina. [12; 13]

Menetelman kehittamiseksi maaritettiin kalibraatiosuorat, jotka kuvaavat miten va-
littujen roottorimolekyylien elinajat muuttuvat viskositeetin muuttuessa. Elinaika-
mittaukset tehtiin aikaerotteisella yksittaisfotonilaskennalla (time-correlated single
photon counting, TCSPC) ja naytteiden viskositeetit maaritettiin rotaatioreometril-
I&. Heterogeenisten naytteiden mittaamiseen kaytettiin FLIM:4. FLIM on kuvantava
laitteisto, jolla voidaan tuottaa naytteesta kaksiulotteisia kuvia, joissa kunkin pikse-
lin vari kuvastaa keskimaaraista elinaikaa ja kirkkaus keskiméaaraista intensiteettia
kyseisséd naytteen kohdassa. FLIM-kuvista maaritettiin elinaikoja heterogeenisten
nesteiden eri osissa. Kalibraatiosuoria kayttéen voitiin naiden elinaikojen avulla las-
kea elinaikoja vastaavat viskositeetit kyseisissa kohdissa naytetta.

Kirjallisuusosassa kaydaan lapi fluoresoivien roottorimolekyylien viskositeetinmaari-
tyskyvyn ja laitteiden toimintaperiaatteiden ymmartamisen kannalta oleellista teo-
riaa niin viskositeetista kuin valokemiastakin. Liséksi avataan mikroviskositeetin kéa-
sitetta ja esitellaan kaytetyt fluoresoivat roottorimolekyylit sekd tutustutaan silkki-
proteiineihin ja proteiinien koaservoitumiseen. Tamén jalkeen esitellaan tyossa kay-
tettyja menetelmia sekéa kaytetyt materiaalit ja kdydaan lapi myos ongelmia, joita
menetelmad kehitettdessa kohdattiin ja kerrotaan miten ndma ongelmat ratkaistiin.
Taman jalkeen kaydaan lapi tuloksia aloittaen roottorimolekyylien ominaisuuksista
ja kalibraatiosta, jonka jalkeen kdydaan lapi FLIM-mittauksia, ensin testiliuoksille
ja lopuksi silkkikoaservaateille. Lopuksi pohditaan tuloksia, analysoidaan menetel-
man toimivuutta ja annetaan ehdotuksia menetelméan jatkokehittamiseksi.



2. KIRJALLISUUSOSA

Tassé luvussa kasitelldan fluoresenssiin, viskositeettiin, sen maarittamiseen fluore-
senssin avulla seka silkkiproteiineihin liittyvaa teoriaa. Fluoresenssin yhteydessa ker-
rotaan absorptiosta ja elektronisten viritystilojen purkautumistavoista, fluoresens-
sin elinajasta ja molekyylin ympériston vaikutuksesta fluoresenssiin. Viskositeettia
kasiteltaessa kerrotaan viskositeetin mittaamisesta ja mikroviskositeetin merkityk-
sesta. Lisaksi kasitellaan fluoresoivia roottorimolekyylejd ja niiden hydédyntamista
viskositeetin mittaamisessa seké esitelldan tassa tydssa kaytetyt fluoresoivat rootto-
rimolekyylit. Lopuksi esitellaan silkkiproteiinien rakenne, kerrotaan ominaisuuksia,
joiden ansiosta silkki on mielenkiintoinen materiaali seka selitetadn mita proteiinien
koaservoitumisella tarkoitetaan.

2.1 Fluoresenssi

Fluoresenssi on valokemiallinen prosessi, jossa molekyyli emittoi fotonin palautues-
saan elektroniselta virittyneelté singlettitilalta takaisin perustilaan. Fluoresenssi on
satunnainen prosessi, jonka tapahtumisella on jokin tilastollinen todennakgisyys.
Tama todennakdisyys on riippuvainen molekyylista ja sen ympariston vaikutuksesta
molekyylin virittyneeltd tilalta pois vieviin prosesseihin. [14] Fluoresenssi on moni-
puolinen tyokalu, jota hyddynnetddn muun muassa analyyttisessa kemiassa [6, s. 15;
14, s. 623], bioteknologiassa, DNA:n sekvensoinnissa, rikosteknisissa tutkimuksissa
[14, s. 1] ja jopa yksittdisen molekyylin havaitsemisessa [14, s. 21]. Fluoresoivien
molekyylien avulla voidaan saada tietoa molekyylin ymparistosta, silla fluoresenssi
on hyvin herkkda ympariston vaikutuksille, kuten pH:lle, lampdtilalle, poolisuudelle
ja viskositeetille. [6, s. 11]

2.1.1 \Viritystilat ja tilojen valiset siirtymat

Spektroskooppiset menetelmat perustuvat siihen, ettd molekyyleilld on diskreetit
energiatilat. [15, s. 414] Molekyylin absorboidessa valoa fotonin energia siirtyy mole-
kyylille ja molekyyli virittyy korkeammalle energiatilalle. Fotonin energia E riippuu
sen aallonpituudesta seuraavasti [16, s. 4]:



2.1. Fluoresenssi 4

E=h¢{=— (21)

jossa h on Plankin vakio (6;626 10 3*Js), ¢ on fotonin taajuus (s 1), ¢ on valon
nopeus tyhjiossa (2;998 108ms ') ja on fotonin aallonpituus (m). Absorboidun
fotonin energian taytyy vastata energiaeroa molekyylin kahden energiatilan vélilla
[16, s. 5]. Mikroaaltojen ja infrapunaséateilyn energia riittda virittdmaan molekyylin
korkeammille rotaatio- ja vibraatiotiloille. Jotta fluoresenssia voi tapahtua, taytyy
molekyylin virittyd korkeammalle elektroniselle energiatilalle, mika vaatii nadkyvan
valon tai UV-sateilyn fotonin absorboimista. [15, s. 575; 16, s. 29]

Useimmat molekyylit ovat perus vibraatiotilalla ja elektronisella perustilalla huo-
neenlammassa. [6, s. 35; 16, s. 33] Molekyylin elektroninen perustila on tyypilli-
sesti singlettitila ja siitd kaytetddn merkintda Sp.o. Alaindeksin ensimmainen nolla
viittaa elektroniseen perustilaan ja jalkimmainen nolla perus vibraatiotilaan. Mole-
kyylin virittyneet tilat voivat olla joko singletti- tai triplettitiloja. [15, s. 584; 16,
s. 9] Virittyneella singlettitilalla olevan elektronin spin on vastakkaissuuntainen kuin
perustilan ylimmalle orbitaalille jadneen elektronin spin, joten virittyneen tilan ko-
konaisspin S on 0. (S = 3+ % = 0). Tilaa kutsutaan singlettitilaksi, silla sen
kerrannaisuus on 2S + 1 = 1. Triplettitilan kerrannaisuus on 3, jolloin sen koko-
naisspin on 1, joten virittyneella triplettitilalla olevan elektronin spin on sama kuin
perustilan ylimmaélle orbitaalille jadneen elektronin spin (S = 1=2 + 1=2 = 1). [14,
s. 1; 6, s. 21-22; 16, s. 9]. Elektronin siirtyminen singlettitilojen valilla on sallit-
tu, silla kokonaisspiniin liittyvan valintasddannon mukaan kokonaisspinin arvo ei saa
siirtymassa muuttua (S = 0). Niinpa myos siirtymat triplettitilojen vélilla ovat
sallittuja, mutta siirtymat singlettitilan ja triplettitilan valilla eivat. [6, s. 30; 14,
s. 1; 16, s. 42]

Fluoresenssia ja muita molekyylien virittyessa ja viritystilan purkautuessa tapahtu-
via prosesseja havainnollistetaan usein Jablonskin diagrammilla. [14, s. 3] Jablonskin
diagrammissa eri energiatiloja kuvataan viivoilla. Kuvassa 2.1 on esitetty Jablons-
kin diagrammi, johon on merkitty eri vareilld kolme alinta elektronista singlettiti-
laa Sp, S; ja S, ja kaksi alinta elektronista triplettitilaa T, ja T,. Paksut viivat
kuvastavat kunkin elektronisen energiatilan alinta vibraatiotilaa ja muut viivat kor-
keampienergisia vibraatiotiloja. Mitd korkeammalla energiatilaa kuvaava viiva on,
sitd korkeampi on kyseisen tilan energia.

Absorboidessaan nakyvan tai ultravioletin valon fotonin, molekyyli virittyy useim-
miten jollekin elektronisen S;- tai S,-tilan korkeampienergisista vibraatiotiloista
[14, s. 5], mik& voidaan esittaa yhtalolla
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Kuva 2.1 Jablonskin diagrammi. S teilev t siirtym t on merkitty suorilla nuolilla ja
s teilem tt m t aaltonuolilla. Nuolien v rikoodi ja k ytetyt lyhenteet on selitetty kuvas-
sa vasemmalla. S viittaa singlettitilaan ja T triplettitilaan. Viivojen eri v rit kuvaavat
eri elektronisia tiloja. Paksumpi viiva kuvaa elektronisen tilan perusvibraatiotilaa ja muut
viivat korkeampienergisi vibraatiotiloja.

So;o +h ] Si;j (22)

Absorptiota havainnollistetaan kuvan 2.1 Jablonskin diagrammissa tummansinisil-
I1& nuolilla. Molekyyli voi palautua virittyneesta tilasta perustilaan sateilevilla tai
sateilemattomilla siirtymilla. Sateilevissa siirtymissd emittoituu fotoni. Sateilemat-
tomissa siirtymissa energiaa siirtyy pois molekyyliltd muilla tavoin, paatyen lopulta
lampdenergiana ymparistoon. [16, s. 50] Kuvan 2.1 Jablonskin diagrammissa satei-
levi& siirtymid kuvataan suorilla nuolilla ja sateilemattomia siirtymia aaltonuolilla.

Néakyvan valon tai UV-sateilyn fotonin absorption jalkeen tapahtuu yleensa ensim-
maisend sateilematon vibraatiorelaksaatio (vr) virittyneen elektronisen energiatilan
alimmalle vibraatiotilalle. Vibraatiorelaksaatiossa energiaa siirtyy virittyneeltd mo-
lekyylilté sen lahistolla oleviin molekyyleihin molekyylien térmatessa toisiinsa. Ta-
ma prosessi on sitd nopeampi, mitd enemman térmayksia virittynyt molekyyli kokee
aikayksikossd. Nesteissa vibraatiorelaksaatio tapahtuu tyypillisesti 10 *3-10 ° se-
kunnissa. [16, s. 51] Jos molekyyli on virittynyt S;-tilaa korkeammalle elektronisel-
le energiatilalle, tapahtuu toisenlainen nopea sateilematon siirtyma, jota kutsutaan
systeemin sisdiseksi siirtymaéksi tai sisasiirtymaksi (internal conversion, ic). Sisa-
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siirtyma virittyneiden elektronisten tilojen valilla tapahtuu tyypillisesti 10 4-10 *
sekunnissa. [16, s. 51-52] Sisasiirtymassa elektronisen viritystilan energia muuttuu
molekyylin vibraatioenergiaksi. Sisasiirtyma voi tapahtua elektronisten energiatilo-
jen valilla, jos niilla on sama kerrannaisuus ja jos niilla on vibraatiotilat, joiden ener-
giat ovat lahelld toisiaan. Tyypillisesti sisasiirtyma tapahtuu ylemman elektronisen
energiatilan alimmalta vibraatiotilalta. Sisasiirtyman jalkeen molekyyli on jollakin
alemman elektronisen energiatilan korkeammalla vibraatiotilalla ja relaksoituu no-
peasti sen alimmalle vibraatiotilalle vibraatiorelaksaation takia. [6, s. 37; 16, s. 51]
Vibraatiorelaksaatio voidaan esittaa yhtalolla:

Si;j +M I S0+ M+ (2.3)

jossa M on molekyyli, johon virittynyt molekyyli tormaa ja q on vapautunut lampo-
energia. Sisasiirtyma ja sen jalkeen tapahtuva vibraatiorelaksaatio voidaan vastaa-
vasti esittaa yhtalolla:

Si;O 1 Sh;k 1 Sh;0+q (24)

jossa tilojen S ja Shk energiat ovat hyvin lahelld toisiaan ja S;-tila on korkeam-
pienerginen kuin Sy-tila.

Vibraatiorelaksaatio ja sisasiirtymé S,-tilalta S,-tilalle ovat tavallisesti paljon no-
peampia prosesseja kuin fluoresenssi, joka tapahtuu noin 10 2-10 8 sekunnissa, jo-
ten ne ehtivat lahes aina tapahtua ennen fluoresenssia [16, s. 52]. Niinpéa fluoresenssi
tapahtuukin muutamaa poikkeusta lukuun ottamatta S;.-tilalta, riippumatta siita
mille tilalle molekyyli on alun perin virittynyt. Tasta syysta molekyylin fluoresenssin
ominaisuudet, polarisaatiota lukuun ottamatta, eivat riipu viritysaallonpituudesta
[6, s. 37-38; 14, s. 5-7; 16, s. 52]. Fluoresoidessaan molekyyli emittoi fotonin ja
siirtyy jollekin Sp-tilan vibraatiotiloista ja sen jalkeen vibraatiorelaksaation avulla
So.o-tilalle. Taméan fluoresenssin jalkeen tapahtuvan vibraatiorelaksaation takia fluo-
resenssin emissiospektrissa voi nakya vibraatiotiloista johtuvia rakenteita. [14, s. 5]
Fluoresenssi voidaan esittaa yhtalolla 2.5:

Sl;O ] SO;j +h 1 So;o +( (25)

Fluoresenssin sijaan molekyyli voi siirtyd S;-tilalta perustilaan muillakin tavoilla.
Sisasiirtyma S;-tilalta Sy-tilalle on mahdollinen ja tapahtuu tyypillisesti 10 °-10 ’
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sekunnissa [16, s. 51], mikd on hitaampi kuin sisasiirtymé S,-tilalta S;-tilalle, ja
yleenséd hitaampi kuin fluoresenssi, silla energiaero S,- ja S;-tilojen vélilla ei ole
niin suuri, kuin S;- ja Sp-tilojen vélilla. [6, s. 37] Toinen vaihtoehto on systeemien
valinen siirtyma (intersystem crossing, isc) S;-tilalta T;-tilalle, mika voidaan esittaa
yhtalolla 2.6:

Sl;O L Tl;j L T1;0+q (26)

Kuten aikaisemmin todettiin, tdméa on kokonaisspiniin liittyvan valintasédannén mu-
kaan kielletty ja niinpa se on suhteellisen hidas prosessi ja tapahtuu noin 10 -
10 8 sekunnissa [16, s. 52]. Systeemien valisia siirtymia tapahtuu, jos singletti- ja
triplettitiloilla on toistensa piirteitd, mink& aiheuttaa spinratakytkentd. Esimerkiksi
bromin ja jodin kaltaiset suuret atomit lisaavat spinratakytkentda ja siten nopeut-
tavat sisasiirtymia, lisaten niiden todennakoisyytta. [15, s. 587; 16, s. 66-67 ja s. 83]
Vibraatiorelaksaatio johtaa myos systeemien valisen siirtyman jalkeen molekyylin
siirtymiseen T;-tilan alimmalle vibraatiotilalle. [6, s. 41] Ty.o-tilalta molekyyli voi
emittoida fotonin ja siirtyd So;j-tilalle fosforesenssiksi kutsutulla sateilevélla siirty-
malla, mika voidaan esittaa yhtalolla 2.7:

Tl;O L SO;j +h 1 So;o +q (27)

Tama prosessi on hidas ja tapahtuu noin 10 3-10? sekunnissa, silla sateileva siirtyma
T,-tilalta Sp-tilalle on kielletty, niin kuin aiemmin todettiin. Tasta syysta erityisesti
huoneenlampdisissa nesteissa, joissa molekyylien vélisia tormayksia tapahtuu paljon,
sateilem&ton systeemien valinen siirtyma T;-tilalta So-tilalle ja sen jalkeinen vibraa-
tiorelaksaatio Sg.-tilalle, ovat todennakoisempia tapoja palata takaisin perustilaan.
Lampotilan lasku vahentda tormayksia ja siten lisaa fosforesenssin mahdollisuutta.
[6, s. 41]

Kvanttisuhde kuvaa sitd, kuinka tehokkaasti absorboituneet fotonit saavat aikaan
jonkin tietyn tapahtuman. Niinp& fluoresenssin kvanttisuhde on emittoituvien foto-
nien maara jaettuna absorboitujen fotonien maaralla.

fzizkff (28)

jossa ¢ on fluoresenssin kvanttisuhde, k¢ fluoresenssin nopeusvakio, ky,, sateilemét-
todmien siirtymien yhteenlaskettu nopeusvakio ja ¢ fluoresenssin elinaika [6, s. 46;
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14, s. 8-9]. Seuraavaksi kerrotaan lisda fluoresenssin elinajasta ja nahdaan myos
perustelu yhtalon 2.8 oikeanpuolimmaiselle osalle.

2.1.2 Fluoresenssin elinaika

Fluoresenssin elinaika ¢ (s) on keskimaardinen aika, jonka molekyyli pysyy viritty-
neessa tilassa ennen kuin se fluoresoi ja palaa perustilaansa [14, s. 9]. Kéytanndssa
tama on S;-tilan elinaika [6, s. 38], silla kuten aiemmin todettiin, fluoresenssi ta-
pahtuu yleensa talta viritystilalta. Virittyneen tilan elinaika on virittyneelta tilalta
poisvievien prosessien nopeusvakioiden summan kaanteisluku [6, s. 43]. S;-tila voi
purkautua muun muassa fluoresenssin, sisasiirtyman tai systeemien valisen siirty-
man avulla, kuten luvussa 2.1.1 kerrottiin. Niinpa fluoresenssin elinaika ¢, saadaan
yhtalolla:

1

™ e+ o *9)

f

jossa k¢ on fluoresenssin nopeusvakio ja k, on S;-tilalta pois vievien sateilematto-
mien siirtymien yhteenlaskettu nopeusvakio. [6, s. 43] Taman yhtalon avulla voidaan
perustella aiemmin yhtaldssa 2.8 esitetty yhteys fluoresenssin elinajan ja kvanttisuh-
teen valilla.

Fluoresenssin elinajalle voidaan johtaa toinenkin maaritelméa lahtemalla liikkeelle
S;-tilan nopeusyhtéalostd. Kaikki S;-tilalta pois vievat prosessit ovat ensimmaisen
kertaluokan reaktioita, joiden reaktionopeudet riippuvat vain S;-tilan konsentraa-
tiosta. Niinpd S;-tilan purkautumisen nopeusyhtalo [16, s. 53] on

I3 = (ke + koIS (2.10)

Kun yhtalésta 2.10 erotetaan muuttujat ja sijoitetaan siihen yhtalé 2.9, saadaan
yhtalo

1

_ 1
gpdls= (2.11)

Integroimalla yhtalén 2.11 vasen puoli S;-tilan alkukonsentraatiosta [ S;]o konsent-
raatioon ajanhetkelld t [ S;]; ja oikea puoli ajasta t = 0 aikaan t, saadaan
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In((Sl)  In((S1lo) = tf 2.12)

josta logaritmin laskusdantdjen mukaan saadaan

|
[Sile t
In = — 2.13
[S1lo f (2.13)
ja logaritmin maaritelman mukaan
[Silt L
=e f 2.14
[Stlo (2149
Tasta voidaan ratkaista yhtélo S;-tilan konsentraatiolle ajanhetkelld t:
[Silt =[Siloe * (2.15)

Fluoresenssin intensiteetti kullakin ajanhetkella t on verrannollinen S;-tilassa ole-
vien molekyylien konsentraatioon ajanhetkelld t. Verrannollisuuskerroin on fluore-
senssin nopeusvakio. [6, s. 43] Niinpa intensiteetti ajanhetkelld t on

L
f

t

I(t) = ke[Si]t = ke[Si]oe © =1l (2.16)
missd 1o on intensiteetti ajanhetkellda t = 0, eli heti valon absorboimisen jalkeen.
Yhtélosta 2.16 nahdaan, etta fluoresenssin elinaika ¢ on se aika, jossa fluoresenssin
intensiteetti on pudonnut e !-kertaiseksi maksimi intensiteetista, eli intensiteetista
lo. [16, s. 54]

Jos nayte fluoresoi n:ll& eri elinajalla, saadaan fluoresenssin intensiteetti ajanhetkella
t laskettua kaavalla:

=" Ae " (2.17)
i=1

jossa Aj on elinajan i amplitudi ajanhetkella t = 0 [6, s. 172; 14, s. 141]. Kunkin
elinajan osuus voidaan laskea amplitudien avulla kaavalla:
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A.
=P (2.18)
i=1 Ai

Elinajan osuuksien summa on yksi. Elinajan osuuksien avulla voidaan laskea ampli-
tudipainotettu keskimaarainen elinaika h ¢i kaavalla [6, s. 172-173] :

o
h £l = aj i (219)

i=1

Fluoresenssin elinaika on tyypillisesti noin 10ns:n luokkaa [14, s. 1]. Molekyylin
fluoresenssin elinaikaan vaikuttaa kuitenkin my6s molekyylin ympéristd. Elinajan
muutoksia seuraamalla voidaankin saada tietoa fluoresoivan molekyylin paikallisesta
kemiallisesta ympaéristosta. [14]

2.1.3 Ympariston vaikutus fluoresenssiin

Fluoresoivan molekyylin ymparist6 vaikuttaa voimakkaasti sen emissioprosesseihin.
Muun muassa lampétila ja paine, ympariston poolisuus, pH, viskositeetti ja sah-
kodinen potentiaali seka ionien tai sammuttajamolekyylien lasnéolo tai sitoutuminen
ympardéiviin molekyyleihin voivat vaikuttavat fluoresenssiin. [6, s. 11] Nama vaiku-
tukset voivat ndkyy muun muassa vertailtaessa molekyylin absorptio-, fluoresenssi-
ja viritysspektreja keskenaan. Esimerkiksi viritysspektri on identtinen absorptios-
pektrin kanssa, jos fluoresoivia molekyyleja on naytteessa vain yhdenlaista tyyp-
pia perustilassa. Jos taas ndytteessa on useampia fluoresoivia molekyyleja, tai yhta
molekyylia esiintyy erilaisissa muodoissa, kuten kasaumina, komplekseina tai tauto-
meereing, viritys- ja absorptiospektrit eivat ole identtisia. [6, s. 53]

Fluoresenssissa emittoituvan fotonin energia on tyypillisesti pienempi kuin absor-
boituneen fotonin energia, silla osa absorboituneen fotonin energiasta muuttuu lam-
moksi prosesseissa, joita tapahtuu ennen fluoresenssia ja fluoresenssin jalkeen, ennen
kuin molekyyli on palannut perustilaansa. Niinpa fluoresenssimaksimin aallonpituus
on pidempi kuin ensimmaisen absorptiomaksimin. T&ta aallonpituuksien vélista eroa
kutsutaan Stokesin siirtymaksi. Stokesin siirtymaén vaikuttaa mygs liuotinmolekyy-
lien uudelleenjarjestaytyminen virittyneen molekyylin ymparilla. Uudelleenjarjes-
taytymista tapahtuu usein molekyylien virittyessa korkeammalle energiatilalle, silla
tyypillisesti fluoresoivan molekyylin dipolimomentti on virittyneessa tilassa suurem-
pi kuin perustilassa, jolloin liuotinmolekyylien uudelleenjarjestdytyminen vahentaa
virittyneen tilan energiaa ja stabiloi siten virittynytta tilaa. Taméa vahentaa fluore-
senssissa emittoituvan fotonin energiaa ja siten kasvattaa Stokesin siirtyméaa. Poo-
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lisemmassa liuottimessa liuotinmolekyylien uudelleenjarjestaytyminen on voimak-
kaampaa. Niinpd ympariston poolisuuden kasvaessa Stokesin siirtymé kasvaa. Tyy-
pillisesti pooliset fluoresoivat molekyylit ovat poolittomia herkempi& ympaériston
poolisuuden muutoksille. [6, s. 38 ja 54; 14, s. 205-206; 16, s. 62]

Taman tutkimuksen kannalta oleellisin fluoresoivien molekyylien ominaisuus, on
niiden herkkyys ympariston viskositeetille. Forsterin ja Ho [manin yhtéloé 2.20 [17]
yhdistaa fluoresenssin kvanttisuhteen ja viskositeetin seuraavaasti:

f=7 (2.20)

jossa z ja  ovat vakioita. [18, s. 11635] Kun tdhan yhtaloon sijoitetaan yhtalo 2.8
ja ratkaistaan fluoresenssin elinaika, saadaan yhteys viskositeetin ja fluoresenssin
elinajan vélille:

L= (2.21)

Ottamalla logaritmit yhtéalon 2.21 kummaltakin puolelta saadaan:

log ¢+ =log ki + log (2.22)
r

josta nahdaan, ettad fluoresenssin elinajan logaritmi on suoraan verrannollinen vis-
kositeetin logaritmiin. [2; 5] Tama patee useimmiten jollain tietyll& viskositeettialu-
eella, joka riippuu molekyylistd. Hyvin matalissa ja hyvin korkeissa viskositeeteissa
elinajan ja viskositeetin logaritmien riippuvuus siis poikkeaa lineaarisesta. [19] Ta-
man yhtalon perusteella voidaan kuitenkin kalibroida menetelm4, jolla viskositeetin
voi tiettyjen viskositeettirajojen siséalla laskea fluoresoivan molekyylin elinajasta.

2.2 Viskositeetti

Viskositeetti kuvaa aineen kykya vastustaa virtaamista. [1, s. 1; 20, s. 53] Virtaa-
mista vastustaa aineen sisdinen kitka [21, s. 32], joka nesteiss& aiheutuu molekyylien
valisista koheesiovoimista, eli nestettd kasassa pitavista voimista, ja kaasuissa mo-
lekyylien tormayksista. [20, s. 53] Mita voimakkaammin molekyylit vetavéat toisiaan
puoleensa, sitd enemman energiaa tarvitaan, jotta molekyylit saadaan liikkumaan
toistensa suhteen ja sité korkeampi on aineen viskositeetti.
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Viskositeetti riippuu voimakkaasti lampdtilasta ja heikosti paineesta. [1, s. 1; 20,
s. 53] Nesteiden viskositeetti laskee lampdtilan noustessa, koska korkeammassa lam-
potilassa molekyyleilla on enemman kineettista energiaa, jonka avulla ne voivat hel-
pommin voittaa viereisten molekyylien aiheuttaman vetovoiman ja paasevat nain
lilkkumaan vapaammin. Kaasuissa tilanne on painvastainen, silld korkeammassa
lampdotilassa molekyylit tormailevat toisiinsa enemman, minké takia kaasu kokonai-
suudessaan vastustaa virtausta enemman. [20, s. 53] Viskositeettiarvojen yhteydessa
tuleekin aina ilmoittaa missa lampdatilassa arvo on mitattu. Paineen kasvaessa vis-
kositeetti kasvaa, koska tiheys kasvaa paineen kasvaessa, mutta nesteissa vaikutus
alkaa tyypillisesti ndkya vain hyvin korkeissa paineissa ja kaasuissakin vasta melko
korkeissa paineissa [20, s. 53].

2.2.1 Madritelma ja yksikot

Newtonin viskositeettimallin mukaan fluidien muodonmuutosnopeus e (s 1) on suo-
raan verrannollinen leikkausjannitykseen (Pa) [6, s. 226; 20, s. 52], eli

= e (2.23)

jossa verrannollisuuskerroin ~ on dynaaminen (absoluuttinen) viskositeetti. Flui-
deja, joille tama laki patee, kutsutaan newtonilaisiksi fluideiksi. Ei-newtonilaisilla
fluideilla yhteys leikkausjannityksen ja muodonmuutosnopeuden valilla on moni-
mutkaisempi ja viskositeetti vaihtelee esimerkiksi leikkausjannityksen mukaan. [20,
s. 52]

Jossain tilanteissa on kaytannollista [20, s. 53] kayttad aineen dynaamisen visko-
siteetin sijaan aineen kinemaattista viskositeettia , joka on aineen dynaaminen
viskositeetti jaettuna aineen tiheydella (kgm 3):

= - (2.24)

Kaavojen 2.23 ja 2.24 perusteella ndhdaan, ettd dynaamisen viskositeetin yksikok-
si saadaan Pas ja kinemaattisen viskositeetin yksikoksi m?s 1. Useissa teksteissa
dynaamiselle viskositeetille kaytetddn kuitenkin edelleen vanhaa cgs-jarjestelman
yksikkoa poisi (P) [1, s. 2-5], joka on

1p = 1g _ 0;001kg _ 0;1kg _ 0;1kgms _ 0;1Ns
“cms  00lms ms  m2s2 m?

=0;1Pas (2.25)
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Veden viskositeetti huoneenlammaossa on noin 1 senttipoisi ja nesteiden viskositeet-
tiarvot ilmoitetaankin usein cP:na. Sl-jarjestelméssa 1cP on 1mPas. Esimerkik-
si oliividljyn viskositeetti 20 C:ssa on noin 82mPas [1, s. 553] ja glyserolin noin
1400 mPass [22].

2.2.2 Mikroviskositeetti

Viskositeetilla on suuri merkitys monissa teollisissa ja biologisissa prosesseissa. [1,
s. 9; 2, s. 12671] Viskositeetti vaikuttaa esimerkiksi aineiden prosessoitavuuteen [1,
S. 6] ja polymeerien tuotannossa polymeroitumisreaktion etenemista voidaan seurata
viskositeetin avulla, silla polymeeriketjun pidentyessa polymeeriliuoksen viskositeet-
ti kasvaa. Soluissa monien prosessien nopeus riippuu reagenttien di [utisionopeudes-
ta ja viskositeetti on yksi tarkeimmista di [udsionopeuteen vaikuttavista tekijoista.
Muun muassa monet aineenvaihduntareaktiot, kalvoproteiinien liikkuminen solu-
kalvoissa ja molekyylien di [udisio solukalvojen Iapi riippuvat viskositeetista. Moniin
sairauksiin liittyykin viskositeetin muutoksia solujen sisalla tai soluvalitilassa. [2,
s. 12672; 3, s. 13714; 4, s. 6672; 23]

Monimutkaisemmissa, heterogeenisissa materiaaleissa, kuten solun sisalla, bulkkivis-
kositeetti ei riitd kuvaamaan viskositeetin vaikutusta, silla mikrotasolla viskositeetti
voi vaihdella eri mikroympéristdjen valilla. Niinpa onkin tarpeen pystya maarit-
tamaan heterogeenisten materiaalien paikallisia viskositeetteja. [2, s. 12671] Naita
mikroymparistgja tarkasteltaessa on kuitenkin kyse niin pienista alueista, etta ter-
min viskositeetti kdyttaminen on hieman kyseenalaista, silla viskositeetti on makros-
kooppinen parametri ja se menettad merkityksensa molekyylitasolla. [6, s. 226] Ter-
mi mikroviskositeetti, jota usein kdytetdan puhuttaessa mikrotason viskositeetista,
onkin jossain maarin harhaanjohtava. Mikroviskositeetilla viitataan yhden partik-
kelin kokemaan liikkumista vastustavaan voimaan, jonka aiheuttaa vuorovaikutus
lahiympaériston molekyylien kanssa. Kaytettdessa fluoresoivia molekyyleja viskosi-
teettimerkkiaineina olisikin parempi puhua mikroviskositeetin sijaan ekvivalentista
viskositeetista, eli siitd bulkkiviskositeetista, jossa molekyylin vaste on samanlainen.
[6, s. 228] Téassa tydssa, kuten monissa muissakin vastaavan aihepiirin teksteissa,
puhutaan kuitenkin mikroviskositeetista tai paikallisesta viskositeetista.

2.2.3 Viskositeetin mittaaminen

Makroskooppisen tason viskositeetin mittaamiseen on paljon toimivia menetelmia,
jotka useimmiten perustuvat mekaanisiin menetelmiin. [2, s. 12671; 4, s. 6672; 5,
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Kuva 2.2 Esimerkkej viskometreist . a) Kaaviokuva Ostwald-viskometrist . Muokattu
| hteest [24]. b) Kaaviokuva palloviskometriss palloon vaikuttavista voimista, joita ovat
noste Fp, nesteen vastus Fq ja painovoima Fg.

S. 245; 18, s. 11634]. Perinteiset mittausmenetelmat ovat perustuneet joko nesteen
lilkkumisnopeuden maarittamiseen tai jonkin esineen liikkumisnopeuden méaaritta-
miseen nesteessa.

Esimerkiksi kapillaariviskometreilld mitataan nesteen virtausnopeutta kapillaaris-
sa. Kapillaariviskometreista tunnetuin on Ostwald-viskometri, josta on esitetty kaa-
viokuva kuvassa 2.2 a). Ostwald-viskometri taytetddn mitattavalla nesteella kuvan
2.2a) merkkiin A asti. Taman jalkeen neste imetaan ylos kuvassa vasemmanpuolei-
seen putkeen. Kun neste paastetdan valumaan takaisin alas kapillaaria pitkin, mita-
taan kuinka kauan kestéa, etté nesteen pinta on laskenut merkin C tasolta merkin
B tasolle. Nesteen valumiseen kuluneesta ajasta t (s) saadaan laskettua viskositeetti
kaavalla

(2.26)

jossa K on viskometrin mitoista riippuva vakio, , on nesteen tiheys (kgm 2)jaton
mitattu aika. Vakio K koostuu normaalista putoamiskiihtyvyydesta g (9;807ms 2),
kapillaarin sateesta ry (m), kapillaarin pituudesta Ly (m), viskometrissé olevan nes-
teen tilavuudesta V (m?®) ja nestepylvaan korkeudesta h, (m), joka riippuu ajanhet-
kesta t. [1, s. 13]
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Kuva 2.3 Kaaviokuva rotaatioviskometrist , jossa mittasysteemi koostuu kahdesta sis k-
k isest sylinterist , joiden v liss tutkittava neste on. Sisempi sylinteri, jonka s de on
Ri, py rii uloimman pysyess paikallaan. Sylinterien sein mien v linen et isyys on I.

Palloviskometrissa viskositeetin mittaamiseen kaytetdan palloa, jonka annetaan pu-
dota nesteessd. Palloon tallgin vaikuttavat voimat on merkitty kuvaan 2.2b). Pal-
lo putoaa painovoiman Fy vaikutuksesta aluksi kiihtyvalla nopeudella. Putoamista
vastustavia voimia ovat noste F, ja nesteen aiheuttama vastus F4. Pallon nopeu-
den kasvaessa vastus kasvaa ja ennen pitkdd nosteen ja vastuksen summa on yh-
tasuuri kuin palloon vaikuttava painovoima. Talloin Kiihtyvyys on nolla ja pallon
putoamisnopeus ei endd muutu. Saavutettua nopeutta kutsutaan rajanopeudeksi.
Rajanopeuden avulla voidaan laskea nesteen viskositeetti kaavalla 2.27, kun pallon
oleelliset mitat ja nesteen tiheys tiedetaan. [1, s. 72]

— Ko( p n) — 29rp2( P n)

2.27
Ve v, ( )

jossa arvoon K, on koottu systeemin vakioiden vaikutus, , on pallon tiheys, | on
nesteen tiheys ja v, (ms 1) on rajanopeus. Systeemin vakiot ovat gravitaatiovakio g
ja pallon sade r,. [1, s. 72] Talla kaavalla laskettua viskositeettiarvoa taytyy korjata
muun muassa astian seinien aiheuttaman vaikutuksen takia, mité varten on kehitetty
erilaisia korjaustermeja [1, s. 72-73].

Rotaatioviskometri on uudempi viskometrityyppi, joka perustuu esineen pyoritta-
miseen tutkittavassa nesteessd. Esineen pydrimisnopeuden ja pyorittdmiseen tar-
vittavan vaantomomentin avulla voidaan laskea nesteen viskositeetti. [1, s. 61; 20,
s. 480-481] Mittaussysteemi voi esimerkiksi koostua sylinterin muotoisesta astiasta,
johon mitattava neste laitetaan ja sylinterin muotoisesta esineestd, jota nesteessa
pyoritetdan. Kun pyodritettéva sylinteri lasketaan astiaan, jaa sylinterien seindmien
véliin ohut kerros mitattavaa nestettd. Kuvassa 2.3 ndhdéaan kaaviokuva téllaisesta
systeemista.

Sisemman sylinterin pyorittamiseen tarvittava vaantdmomentti voidaan laskea kaa-
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valla

Ttarvittu = FR; (2.28)

jossa F on leikkausvoima (N) ja R; on vipuvarren pituus (m), joka on sisemmaéan
sylinterin séde. [20, s. 54] Leikkausvoima F on leikkausjannityksen (Pa) ja voiman
vaikutus pinta-alan tulo. Pinta-ala, johon leikkausvoima F vaikuttaa on sisemman
sylinterin pinta-ala As (m?), joten voima F voidaan laskea kaavalla

F= A= Ae= A# (2.29)

jossa | on sylinterien seindmien valinen etaisyys (m), v¢ on tangentiaalinen nopeus.
[20, s. 51] Kun sijoitetaan yhtald 2.29 yhtéaloon 2.28 ja ratkaistaan viskositeetti,
saadaan

—_— 2.30
RiAsV: ( )

= Ttarvittu

Tangentiaalinen nopeus v; = I'R;, jossa ! on kulmanopeus (rads 1). Sisemman sy-
linterin pinta-ala As = 2 Rjhs, jossa hg on sylinterin korkeus. [20, s. 54] Sijoittamalla
nama yhtaléon 2.30 [20, s. 480-481] saadaan

(2.31)

= Ttarvmum
Kulmanopeus ' = 2 n, jossa n on kierrosten maara aikayksikossa. [20, s. 54] Kaa-
valla 2.31 voidaan siis laskea nesteen viskositeetti, kun tiedetdan sisemman sylinte-
rin pyérimisnopeus, nopeuden yllapitamiseen tarvittu vadntomomentti ja sylinterien
mitat.

Nama bulkkiviskositeetin mittaamiseen kehitetyt menetelmat eivat sovellu visko-
siteetin maarittamiseen mikroskooppisella tasolla, vaan siihen tarvitaan spektros-
kooppisia tai mikroskooppisia menetelmia. [5, s. 245] Tallaisia menetelmi&d ovat muun
muassa aikaerotteinen anisotropia, fluoresenssin palautuminen valovalkaisun jalkeen
ja roottorimolekyylien fluoresenssin mittaaminen [2, s. 12671; 5, s. 246; 6, s. 227].
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2.3 Fluoresoivat roottorimolekyylit

Fluoresoivat roottorimolekyylit ovat fluoresoivia molekyyleja, joilla esiintyy mole-
kyylin sisdista pyorimisliikettd, minka johdosta molekyylin emissioprosessit riippu-
vat ympariston viskositeetista [6, s. 230] tai muista pyorimista rajoittavista tekijois-
t4, kuten sitoutumisesta toisiin molekyyleihin. [5, s. 254] Tyypillisesti pydriminen
johtaa naiden molekyylien viritystilojen purkautumiseen sateilemattomilla proses-
seilla, jolloin fluoresenssia tapahtuu véhemman ja fluoresenssin intensiteetti on ma-
tala. Viskoosissa ymparistossa pyoriminen hidastuu ja fluoresenssin todennakgisyys
kasvaa. [3, s. 13707; 5, s. 246] Fluoresenssin intensiteetin lisdksi ympériston visko-
siteetti vaikuttaa nailla molekyyleilla fluoresenssin elinaikaan ja emissiospektriin.
Pyorimisen hidastuessa kestédd pidempaan, ennen kuin molekyylin virittyessdan saa-
ma energia on kulunut sateilemattomiin prosesseihin, mik& antaa molekyylille pi-
demman aikavalin, jolloin fotonin emittoiminen on mahdollista. Tasté johtuen fluo-
resenssin elinaika pitenee viskositeetin kasvaessa. Tallaisia molekyyleja voidaankin
kayttaa niiden ympariston mikroviskositeetin maarittamiseen. [5, s. 246; 25] Esimer-
Kiksi mikrokuplien viskositeetteja [8], viskositeetteja elavan solun sisélla [4; 18; 26] ja
viskositeetin muutosta hyytelditymisreaktiossa [9] on méaritetty tallaisilla molekyy-
leilld. On téarkedd muistaa, ettd fluoresoivan molekyylin kokema mikroviskositeetti
ei valttamatta vastaa liuoksen bulkkiviskositeettia [2, s. 12671; 27]. Yksi syy tédhan
on vapaan tilavuuden vaikutus [6, s. 232].

Seka roottorimolekyylien intensiteetti etta elinaika riippuvat viskositeetista, joten
kumpaa tahansa voi teoriassa kayttaa viskositeetin maarittamiseen. Elinajan kayt-
tdminen on kuitenkin kaytannollisempad, erityisesti paikallisen viskositeetin maa-
rittdmiseen, silla elinaika ei riipu roottorimolekyylien konsentraatiosta, niin kau-
an kun ei muodostu kasaumia tai eksimeereja eika tapahdu itsesammutusta. [5,
S. 249][s. 14987]wul3 Intensiteettia kaytettéessa variainekonsentraatio pitdisi pys-
tyd maarittamaan tarkasti. Tama on kuitenkin hankalaa, erityisesti jos roottori-
molekyylit eivat jakaudu tasaisesti ndytteeseen, mika on esimerkiksi heterogeenisia
naytteitad tutkittaessa hyvin todennakoista. [2, s. 12673] Intensiteetin kdyttamiseen
tallaisissa tapauksissa on kehitetty menetelmd, jossa kaytetdan kahta toisiinsa yh-
distettya fluoresoivaa molekyyli&, joista toisen intensiteetti riippuu viskositeetista ja
toisen vain variaineen konsentraatiosta. Tallaista menetelmaé on kaytetty esimer-
Kiksi lahteissa [28] ja [29]. Tama menetelma vaatii mittauksia kahdella eri emissio-
aallonpituusalueella ja mahdollisesti myos kahdella eri viritysaallonpituudella, jotta
molekyylien intensiteetit voidaan erottaa toisistaan. Muun muassa tdma tekee mene-
telmasta monimutkaisen elinaikaa hyddyntaviin menetelmiin verrattuna. [4; 28; 29]
Tassa tutkimuksessa intensiteetin kayttaminen ei onnistuisi mydskaan siita syysta,
ettd FLIM-laitteistolla mitattu fluoresenssin intensiteetti ei ole vertailukelpoinen,
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silla muun muassa fokusointi vaikuttaa intensiteettiin.

FLIM-mittauksiin hyvin sopivan fluoresoivan roottorimolekyylin elinajan tulee olla
voimakkaasti riippuvainen viskositeetista, sen elinaikojen tulee olla tarpeeksi pitkia,
jotta ne voidaan mitata FLIM:II4 ja fluoresenssin intensiteetin tulee olla tarpeeksi
korkea, jotta mittauksen aikana ehditéadn havaita tarpeeksi monta fotonia luotetta-
van fluoresenssin vaimenemiskuvaajan maarittamiseksi. [5, s. 250-251] T&ss& tydssa
kaytettiin kahta fluoresoivaa roottorimolekyylia, DASPMIa ja BODIPY4, jotka esi-
tellddn seuraavaksi.

2.3.1 DASPMI

DASPMI, 4-(4-(dimetyyliamino)styryyli)-N-metyylipyridiniumjodidi, on hydrofiili-
nen fluoresoiva roottorimolekyyli [9, s. 12067], jonka fluoresenssi riippuu ympariston
poolisuudesta ja viskositeetista. [26, s. 4068; 30, s. 4803] DASPMIn rakennekaava
on esitetty kuvassa 2.4 b).

DASPMIn toimiminen viskositeettimerkkiaineena perustuu TICT-mekanismiin (twis-
ted intramolecular charge transfer). Molekyylien virittyessa ne siirtyvat korkeammal-
le energiatilalle, jota kutsutaan TICT-mekanismista puhuttaessa paikallisesti virit-
tyneeksi tilaksi (locally exited, LE). Molekyyli voi emittoida fotonin talta tilalta tai
molekyylissa voi tapahtua varauksen siirto, jolloin virittyneen tilan energia laskee.
Tata virittynytta tilaa kutsutaan ICT-tilaksi (intramolecular charge transfer). Mo-
lekyyli siirtyy ICT-tilaan nopeasti virityksen jalkeen. Varauksen siirtoon voi vield
liittyd molekyylin kolmiulotteisen muodon muuttumista, jolloin puhutaan TICT-
tilasta. [3, s. 13710; 14, s. 219-220] Muun muassa varauksen siirron takia DASP-
Min Stokesin siirtyma on suuri. Kuvaan 2.4 b) on merkitty sidokset, joiden suhteen
DASPMI-molekyyli voi taipua. [9, s. 12069]

Kun viskositeetti kasvaa, molekyylin taipuminen hidastuu, eikd TICT-tila valtta-
mattad paase muodostumaan, mik& vaikuttaa molekyylien fluoresenssiin. Pooliset
liuotinmolekyylit stabiloivat ICT- ja TICT-tiloja, jolloin niiden energia voi olla ma-
talampi kuin LE-tilan energia. Poolittomissa liuoksissa tilanne voi olla toisinpain.
[14, s. 207] Joillain molekyyleilla TICT on fluoresoiva tila. Talldin molekyylin spekt-
rin muoto muuttuu viskositeetin muuttuessa. [6, s. 64; 7]. DASPMIn TICT-tila ei
ole fluoresoiva [30, s. 4804]. Viskositeetin kasvu aiheuttaa DASPMIn elinajan pite-
nemista ja fluoresenssin intensiteetin kasvua pidemmilla aallonpituuksilla. Ympéaris-
ton poolisuuden kasvu sen sijaan aiheuttaa punasiirtymaa DASPMIn fluoresenssis-
pektrissa ja sinisiirtymaa absorptiospektrissa seka kvanttisuhteen pienenemista ja
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Kuva 2.4 Tutkimuksessa k ytettyjen uoresoivien roottorimolekyylien rakennekaavat.
a) BODIPYn rakennekaava. b) DASPMIn rakennekaava. Kuvaan on merkitty nuolilla
sidokset, joiden suhteen molekyylit voivat py ri tai taipua [9, s. 12069].

fluoresenssin elinajan lyhentymistd. Poolisuuden ja viskositeetin vaikutuksia fluo-
resenssiin on vaikea erottaa toisistaan, mista syystd DASPMI ei ole ihanteellinen
viskositeettimerkkiaine. [26, s. 4068-4069]

DASPMla on kaytetty muun muassa solututkimuksissa, silla se ei ole myrkyllinen
soluille [26, s. 4068] ja se kertyy solussa mitokondrioon. [31, s. 7681] Mitokondrion
kalvopotentiaali vaikuttaa DASPMIn fluoresenssiin, joten DASPMIa voidaan kayt-
taa taman kalvopotentiaalin méaarittamiseen. [26, s. 4068—-4069]

2.3.2 BODIPY

BODIPY-molekyylit ovat 4,4”-difluori-4bora-3a,4a-diaza-s-indatseeni-rakenteeseen
perustuvia roottorimolekyyleja. Lisddmalla tahan rakenteeseen erilaisia ryhmia voi-
daan muokata muun muassa molekyylin emissioaallonpituutta ja elinaikaa. BODI-
PY-vériaineilla on tyypillisesti korkea fluoresenssin kvanttisuhde, mutta pieni Stoke-
sin siirtymd, jonka takia ne ovat herkkia itsesammutukselle. Ympariston poolisuus
ja pH eivat yleensa vaikuta BODIPY-molekyylien fluoresenssiin. [14; 32] Kuvassa
2.4a) nahdaan tassa tutkimuksessa kaytetyn BODIPYn rakennekaava. Tassa tyossa
BODIPY-lyhenteell4 viitataan nimenomaan tdhan molekyyliin, eikd BODIPY-mo-
lekyylien ryhmaan, ellei lauseyhteys anna ymmartéa toisin.

Kéaytetyn BODIPYn toiminta viskositeettimerkkiaineena perustuu siihen, ettd mole-
kyyli voi pydria kuvaan 2.4 a) merkityn yksinkertaisen sidoksen suhteen [9, s. 12069].
Viskositeetin ollessa matala, molekyylin virittynyt tila voi purkautua sateileméatto-
masti taman pyorimisen johdosta, minka seurauksena fluoresenssin intensiteetti on
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matala ja elinaika lyhyt. Viskositeetin kasvaessa pyodriminen hidastuu ja sateilemat-
toman relaksoitumisen osuus pienenee ja fluoresenssin intensiteetti kasvaa ja elin-
aika pitenee. [3, s. 13711; 33] BODIPYa& on kéytetty muun muassa hydrofobisten
alueiden viskositeetin mittaamiseen solun sisalla [2; 18].

Tutkimuksissa on osoitettu, ettd lampdétila ei vaikuta kuvan 2.4a) BODIPY-mole-
kyylin ja sen kaltaisen, vahan lyhyemman hiilivetyketjun omaavan molekyylin fluo-
resenssiin. [19, s. 14988; 33, s. 5773-5774; 34, s. 5283] Niinpa téssa tutkimuksessa
kaytetyn BODIPYn fluoresenssi ei riipu lampotilasta, pH:sta eikd poolisuudesta ja
lisaksi BODIPYn kvanttisuhde on suurempi kuin DASPMIn, mista syista BODIPY
on DASPMIa ideaalisempi viskositeettimerkkiaine. Liséksi BODIPYn elinajat ovat
DASPMuIn elinaikoja pidempié ja elinajoissa tapahtuu suurempia muutoksia visko-
siteetin muuttuessa. BODIPY on tosin hydrofobinen [9, s. 12067; 18, s. 11639] ja
lisaksi DASPMIa herkempi itsesammutukselle. Erityisesti itsesammutus voi vaikut-
taa BODIPYIlIa maaritettyjen tulosten luotettavuuteen esimerkiksi silkkiproteiini-
koaservaatteja tutkittaessa.

2.4 Silkkiproteiinit ja proteiinikoaservaatit

Silkkiproteiinit ovat joukko luonnonpolymeereja, joita muun muassa hamahakit ja
silkkiperhosen toukat tuottavat. Eri lajit tuottavat erilaisia silkkeja ja monet hama-
hakit voivat jopa tuottaa useampaa erilaista silkkia. [35, s. 866 ja 871] Silkkiperhosen
toukkien koteloista saatuja silkkikuituja on vuosituhansien [36, s. 530] ajan kaytetty
tekstiiliteollisuudessa ja haavojen ompeleissa. [37, s. 89] Nykyaéan silkin sovelluskoh-
teiden maara on lisddntymassa niin laaketieteellisisséa kuin muissakin teknologisissa
sovelluksissa, silla silkki on herattanyt tutkijoiden mielenkiinnon laéketieteellisten
sovellusten kannalta suotuisien sek& poikkeuksellisten mekaanisten ominaisuuksien-
sa takia. [36, s. 530; 37, s. 89; 38]

Silkkiperhosen toukkien silkkia on hyvin saatavilla, mutta hamahékkien kasvatus
silkintuotantoa varten on silkkiperhosten kasvatusta hankalampaa, silla haméahakit
vaativat paljon enemman kasvatustilaa, koska ne suhtautuvat lajikumppaneihinsa
usein aggressiivisesti. Lisaksi hamahakit eivat tuota silkkid niin paljoa ja niiden
verkot koostuvat usein useammista erilaisista silkeisté, mika toisi valmistukseen yli-
maadrdaisen vaiheen, jossa erilaiset silkit pitaisi saada erotettua toisistaan. Niinpa ha-
mahéakkien silkkien tuottamisessa hy6dynnetdéan bioteknologiaa, eritysesti geenitek-
niikkaa, jonka avulla esimerkiksi bakteereja voidaan saada tuottamaan silkkiproteii-
neja tai ainakin patkia niista. [13; 36, s. 529; 37, s. 88-89; 38, s. 244]Geenitekniikka
mahdollistaa my6s tuotettavien proteiinien rakenteen muokkaamisen, minka avul-
la proteiinien ominaisuuksia voidaan hienosaataa haluttuun suuntaan, esimerkiksi
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lisadmalla proteiineihin erilaisia funktionaalisia ryhmid. [37, s. 88-89; 38]

2.4.1 Rakenne ja ominaisuudet

Silkkiproteiinit ovat isoja, mutta rakenteeltaan suhteellisen yksinkertaisia proteiine-
ja. [35, s. 865] Tyypillisesti silkkiproteiinien rakenne koostuu noin sadan aminohapon
kokoisista varautuneista paatyryhmistd, joiden valissa on jopa tuhansia aminohap-
poja sisaltava aminohappoketju, jossa on seka jaykkia, kiteisia osia ettd pehmeam-
pia, vdhemman jarjestaytyneita osia. [36, s. 528 ja s. 530; 35, s. 867-871; 38, s. 244]
Kiteisissd osissa yleisimmat aminohapot ovat alaniini (Ala), glysiini (Gly) ja serii-
ni (Ser) ja ketjun aminohappojéarjestyksessa on toisteisuutta, jonka ansioista ketju
muodostaa -laskoksia. Pehmeissa osissa on paljon glysiinia ja ketju muodostaa eri-
laisia Kierrerakenteita, kuten 3,o-kierteita. [35, s. 871; 38, s. 244].

Vaikka silkkiproteiinin rakennepalikat ovat suhteellisen yksinkertaisia, proteiinin
modulaarinen rakenne antaa sille poikkeuksellisia ominaisuuksia. Kiteiset osat an-
tavat silkkiproteiinille korkean vetolujuuden ja pehmeéat osat antavat elastisuutta
[38, s. 244]. Silkkikuidun lujuus on verrattavissa terékseen ja sitkeys voi olla jopa
parempi kuin parhaimpien synteettisten kuitujen, kuten Kevlarin. [35, s. 865] Kitei-
set osat ovat hydrofobisia. Pehmeéat, vahemman jarjestaytyneet osat ovat hydrofiili-
sid, ja lyhyempia kuin Kiteiset osat [39, s. 163]. Varautuneet paatyryhmaét paranta-
vat silkkiproteiinin vesiliukoisuutta ja vaikuttavat proteiinin kykyyn itsejarjestaytya
liuoksessa pH:n muutosten aiheuttamien rakennemuutosten avulla. [35, s. 867] Silk-
ki on bioyhteensopiva eikd aiheuta voimakkaita tulehdus- tai immuunireaktioita.
[40, s. 385] Silkki on my6s biohajoava[13, s. 23], sen hajoamisnopeus on saadelta-
vissd rakennetta muuttamalla ja hajoamistuotteet ovat myrkyttomia aminohappo-
ja ja peptideja. [40, s. 387] Liséksi silkkimateriaaleja voi steriloida tavallisimmalla
sterilointitekniikoilla, toisin kuin monia synteettisia biohajoavia polymeerejd, jotka
eivat ole tarpeeksi lammon- ja kosteudenkestavia.[40, s. 384] Naiden monien hyo-
dyllisten ominaisuuksien takia silkkiproteiinien kdyttomahdollisuuksia monenlaisis-
sa sovelluksissa, kuten ldakeaineenkuljettajina, kudosteknologiassa, implanteissa ja
elektroniikassa on tutkittu paljon. [35, s. 865; 36, s. 531]

2.4.2 Koaservaatit

Makromolekyyleja sisaltavissa liuoksissa voi sopivissa olosuhteissa tapahtua faasie-
rottuminen yhdesta nestefaasista kahdeksi nestefaasiksi. Tallgin erottuu tihedmpi,
runsaasti makromolekyyleja sisaltéava faasi ja vahemman tihed, l1ahinna liuotinmole-
kyyleja sisaltava faasi. Biologisten makromolekyylien neste-neste-faasierottumisesta
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kaytetddn myos termid koaservoituminen. [11, s. 2] Kompleksi koaservoitumisella
tarkoitetaan koaservoitumista, jonka esivaiheena on kompleksien muodostuminen
polyelektrolyyttien vélilla, minka jalkeen kompleksit kertyvat yhteen muodostaen
tihedmman faasin. [11, s. 2; 12, s. 7821 ja 7826; 41, s. 39] Monet polypeptidit ja
proteiinit ovat polyelektrolyytteja.

Faasierottuminen tapahtuu, kun olosuhteiden muutos aiheuttaa sen, ettd makromo-
lekyyleille on energeettisesti edullisempaa kertyé yhteen kuin olla tasaisesti jakautu-
neena liuoksessa. Muun muassa makromolekyylien konsentraatio, liuoksen pH, ioni-
vahvuus ja muut liuoksen makromolekyylit vaikuttavat siihen voiko faasierottumista
tapahtua vai ei. [11, s. 2; 12, s. 7821; 41, s. 39] Niinp& koaservoituminen voidaan
kaynnistdd muun muassa lisdédmalla makromolekyyliliuokseen suolaa. [11] Kuvas-
sa 2.5 ndhd&aan kaksi valomikroskooppikuvaa silkkiproteiinikoaservaateista. Kuvassa
2.5a) on pehmeita koaservaatteja, joita muodostuu proteiinikonsentraation ollessa
sopiva ja kuvassa 2.5b) on suolalla tuotettuja kovia koaservaatteja.

Kuva 2.5 Koaservaatteja valomikroskoopin okulaarin | pi otetuissa valokuvissa. Objek-
tilvina k ytettiin satakertaisesti suurentavaa ljyimmersio-objektiivia. a) Pehmeit koa-
servaatteja. b) Suolan avulla tuotettuja kovia koaservaatteja.

Koaservaatteja voi olla mahdollista kayttda bioaktiivisten molekyylien suojaami-
seen tai kapseloimiseen, mill& olisi paljon elintarviketeollisuuteen ja ldaketieteeseen
liittyvia sovelluskohteita. Esimerkiksi ladkeaineiden kuljetus ja erilaisten bioaktiivis-
ten molekyylien, kuten entsyymien pakkaaminen ovat potentiaalisia koaservaattien
kayttokohteita tulevaisuudessa. [12, s. 7821; 41]
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3. MATERIAALIT JA MENETELMAT

Vaériaineiden absorptio-, fluoresenssi- ja viritysspektreja erilaisissa nesteissa mitat-
tiin spektrofotometrilld ja spektrofluorometrilla. Kalibraationdytteiden ja homogee-
nisten testindytteiden viskositeetit maaritettiin reometrilld ja variaineiden fluore-
senssin vaimeneminen ndissa nesteissa mitattiin aikaerotteisella yksittéisfotonilas-
kennalla (time-correlated single photon counting, TCSPC). Aikaerotteisella fluo-
resenssimikroskoopilla (fluorescence lifetime imaging microscope, FLIM) tuotettiin
kaksiulotteisia kuvia erilaisten naytteiden fluoresenssin elinajoista ja intensiteeteis-
td. Kuvista maaritettiin elinaikoja, joista voitiin kalibraatiosuorien avulla laskea
elinaikoja vastaavat viskositeetit.

3.1 Materiaalit

Viskositeettimerkkiaineina kaytettiin kahta fluoresoivaa roottorimolekyylia, DASP-
Mla ja BODIPY4, jotka esiteltiin aiemmin luvussa2.3. Menetelman kalibroimises-
sa kaytettiin lahteiden [4] ja [42] esimerkin mukaisesti vesi-glyseroli- ja metanoli-
glyseroliliuossarjoja. Menetelmaa testattiin muutamilla homogeenisilla ja hetero-
geenisilla nesteilla, joita olivat parafiinioljy ja ruokosokeriliuos sekéa parafiinioljy-
vesi emulsio ja dipalmitoyylifosfatidyylikoliini (1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phos-
phocholine, DPPC) liposomiliuos. Lopuksi menetelmaa sovellettiin silkkikoaservaat-
tien viskositeettien maarittamiseen erilaisista silkkinaytteista. Tutkimuksessa kay-
tettiin Milli-Q laitteistolla (Millipore) puhdistettua vetta.

3.1.1 Variaineet

Tutkimuksessa kaytetty DASPMI hankittiin Thermo Fisher Scientific:lta. Kayte-
tyn BODIPYn syntetisoi Tampereen teknillisen yliopiston Kemian ja biotekniikan
laboratorion Dos. Alexander Efimov, kayttéen Wagnerin ja Lindseyn menetelmé&a
[43]. Kummastakin variaineesta valmistettiin perusliuokset liuottamalla jauhemai-
nen variaine sopivaan liuottimeen. DASPMI liuotettiin veteen ja BODIPY meta-
noliin. DASPMI-perusliuoksen konsentraatio oli 3;00 mM ja BODIPY-perusliuoksen
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1;79 mM. Kummastakin variaineesta valmistettiin myos laimennokset, joiden kon-
sentraatiot olivat DASPMI-liuoksissa 60;1 M ja BODIPY-liuoksissa 35;8 M. BO-
DIPYn fluoresenssin kvanttisuhde on suurempi kuin DASPMIn, joten mittauksissa
kaytetyt BODIPY-konsentraatiot ovat yleensa DASPMI-konsentraatioita pienem-

pia.
3.1.2 Kalibraationaytteet

DASPMIn kalibraationdytesarja koostui 80-96-massaprosenttisista glyseroli-vesiliu-
oksista seka puhtaasta vedesta ja glyserolista ja BODIPYn 65-93-massaprosenttisista
glyseroli-metanoliliuoksista seké puhtaasta metanolista ja glyserolista. Jokaisesta
liuoksesta tehtiin kolme rinnakkaista naytetta. Liuoksien valmistukseen kdytettyjen
aineiden maarat ja glyserolin laskennalliset massaprosenttiosuudet on koottu tauluk-
koon 3.1. Spektroskopisissa mittauksissa glyseroli-vesiliuosten DASPMI-konsentraa-
tio oli noin 3 M ja glyseroli-metanoliliuosten BODIPY-konsentraatio noin 1;2 M.
Nesteet sekoitettiin toisiinsa varovasti kaantelemalld, jotta liuoksiin ei muodostuisi
ilmakuplia.

3.1.3 Testiliuokset

Menetelman testaamisessa kadytettyja homogeenisia nesteité olivat parafiinioljy (Merck
KGaA) ja 70-massaprosenttinen ruokosokeriliuos. Spektroskopisissa mittauksissa so-
keriliuoksen DASPMI-konsentraatio oli noin 6 M ja parafiiniéljyn BODIPY-kon-
sentraatio noin 3;6 M.

Parafiinioljy-vesiemulsio valmistettiin sekoittamalla noin 2ml parafiinidljya, noin
10 ml vetta ja hieman natriumlauryylisulfaattia (SDS). SDS (Fluka Chemie GmbH)
on pinta-aktiivinen aine, jota lisattiin seokseen stabiloimaan emulsiota. Emulsioon
lisattiin 7;7 | BODIPY-perusliuosta FLIM-mittauksia varten.

Liposomeja valmistettiin DPPC:sté (Sigma-Aldrich Chemie GmbH). 2;30 ml:aan
kloroformia liuotettiin 2;32mg DPPC:td. 1 ml:aan lipidiliuosta lisattiin 20 | BO-
DIPY-perusliuosta, minka jalkeen kloroformi haihdutettiin pois typpikaasun avulla.
Taman jalkeen astiaan, jonka reunoille lipidikalvo jai, lisattiin 0;5ml vetta. Nestetta
sonikoitiin 3 minuutin ajan, minka jalkeen lisattiin 0;5ml vetta ja sonikoitiin viela
5 minuuttia.
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Taulukko 3.1 DASPMIn ja BODIPYn kalibraatioliuosten valmistukseen k ytettyjen
aineiden m r t sek liuosten laskennalliset glyserolin massaprosenttiosuudet. DASP-
MIn glyseroli-vesiliuosten tiedot ovat taulukon vasemmanpuoleisessa osassa ja BODIPYn
glyseroli-metanoliliuosten tiedot oikeinpuoleisessa osassa. mgy-% on tavoiteltu glyserolin
massaprosenttiosuus, mgjy on glyserolin punnittu massa, Vy,o ja VcrHson K ytetyt veden
ja metanolin m r t ja laskettu mgy-% on laskennallinen glyserolin massaprosenttiosuus.

DASPMI BODIPY
Mgly-% Mgy Vh,o laskettu || mgy-% Mgy Venson  laskettu
(@ (ml)  mgy-% (9) (ml)  mgy-%
0 0 10 -1 0 0 10 -
80 9;5764 2;400 80;00 || 65 6;7885 4:620 65;01
9;5787 2;400 80;00 6;7929 4:625 65;00
9;5878 2:400 80;02 6;7869 4:620 65;00
84 10;1750 1;940 84;02 || 72 7:7975 3;835 71;99
10;1653 1;940 84;00 7:7967 3;835 71;99
10;1676 1;940 84:01 7:7964 3;835 71;99
88 10;7600 1;470 88;00 || 79 8:8667 2:980 79;00
10;7477 1:;470 87:99 8:8574 2:975 79:01
10;7501 1;470 87;99 8;8645 2;980 78;99
92 11;3598 0;990 92:00 || 86 10;0038 2:060 85;99
11;3664 0;990 92;00 10;0164 2;060 86;01
11;3582 0;990 92;00 10;0060 2;060 86;00
96 11;9818 0;500 96;00 || 93 11;2710 1;075 92;98
11;9778 0;500 96;00 11,2674 1;070 93;01
11;9831 0;500 96;00 11;2840 1;075 92;99
100 10 ml 0 - || 100 10ml 0 -

3.1.4 Silkkiliuokset

Silkkiliuokset saatiin Aalto yliopistosta (Biotuotteiden ja biotekniikan laitos, Laura
Lemetti, Pezhman Mohammadi, Markus Linder). Silkkiproteiinit tuotettiin Esche-
richia coli -bakteereissa. Proteiinien rakenne koostui kolmesta osasta. Paatyryhmana
sek& N- ettd C-terminuksessa oli hiilihydraatteihin sitoutuva moduuli (carbohydrate-
binding module, CBM) ja néiden valissa oli joko ADF3 tai AQ12 silkkiproteiinise-
kvenssi. ADF3 on péatka luonnossa esiintyvasta silkkiproteiinisekvenssista ja AQ12
on keskiarvotettu versio luonnossa esiintyvasta sekvenssista. Osassa silkkinaytteis-
ta oli liuottimena pelkk& Milli-Q vesi ja osassa oli lisdksi Tris-HCI-puskuria, jolloin
liuoksen pH oli hieman neutraalimpi.

Silkkindytteita sailytettiin 80 C:ssa. Naytteet jaadytettiin nopeasti nestetypella,
silla matalat lampdotilat lisaavat proteiinien kasautumista, jolloin hidas jaadytys
aiheuttaisi enemman kasaumia naytteeseen. Naytteet sulatettiin huoneenlammaossa.
Osa naytteista sentrifugoitiin ennen FLIM-mittauksia. Sentrifugoitaessa kaytettiin
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5000 rpm Kierrosnopeutta ja naytteita sentrifugoitiin kunnes liuos kirkastui.

Naytteissa oli pehmeité koaservaatteja valmiina ja kovia, suolalla indusoituja koaser-
vaatteja tuotettiin lisadmalla naytteisiin K,HPO,4-suolaliuosta. Tata varten valmis-
tettiin 2M K,HPO;,-suolaliuos. Suolaliuosta lisattiin silkkiliuoksiin tilavuudeltaan
1:1, jolloin lopullisen liuoksen K,HPO,4-konsentraatio oli 1 M. Suolaliuosta lisattaes-
sa pieni maara silkkiproteiinia sakkautui, mutta tarttui hyvin pipetin karkeen, jolloin
sakkaa ei merkittavasti jaanyt nayteliuokseen.

Silkkinaytteisiin kaytettiin variaineiden laimennettuja perusliuoksia, silla silkkinayt-
teet olivat tilavuudeltaan niin pienid, etta tarpeeksi pienien perusliuosméaarien mit-
taaminen ei olisi ollut kaytannollistd. Variaineiden laimennettuja perusliuoksia li-
sattiin silkkinaytteisiin noin 1 |1 20 l:aa kohden. Vériaine lisattiin aina vasta sent-
rifugoinnin jalkeen, mutta K,HPQO,-suolaliuoksen ja variaineen lisddmisjarjestyksen
merkitysté testattiin. Taulukkoon 3.2 on koottu mitatut silkkindytetyypit.

Taulukko 3.2 Kumpaakin v riainetta k ytt en mitattiin t m n taulukon mukaiset silk-
kikoaservaattin ytetyypit. Silkkikoaservaattin ytteiss oli liuottimena joko puhdas vesi tai
Tris-HCI-puskuriliuos. Osa kummankin liuotintyypin n ytteist sentrifugoitiin. Sek sent-
rifugoiduista ett sentrifugoimattomista n ytteist mitattiin niin pehmeit kuin koviakin
koaservaatteja. Lis ksi testattiin, onko v riaineen ja Ko;HPOg4-suolaliuoksen lis misj r-
jestyksell merkityst tuloksiin.

Variaine Liuotin  Sentr. Koas. tyyppi Variaineen lisdys

DASPMI/ H,0 el pehmea
BODIPY kova ennen suolaa
jélkeen suolan
kylla pehmea
kova ennen suolaa
jalkeen suolan
Tris-HCI ei pehmeé
kova ennen suolaa
kylla pehmea
kova ennen suolaa

jalkeen suolan

3.2 Absorptio-, fluoresenssi- ja viritysspektrien mittaaminen

Variaineiden absorptio-, fluoresenssi- ja viritysspektrit mitattiin noin 10 © M:ksi lai-
mennetuista perusliuoksista. Tavoitteena oli saada konsentraatio niin pieneksi, et-
ta variainemolekyylien keskindiset vuorovaikutukset eivat vaikuttaisi spektreihin.
Kalibraationaytteista mitattiin absorptio- ja fluoresenssispektrit. Kaikki spektrien
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mittaukset tehtiin samana tai seuraavana paivana variaineen lisdyksen ja liuosten
valmistuksen jalkeen. Mittausten vertailukelpoisuuden varmistamiseksi kummankin
variaineen kohdalla yhden kalibraationdytteen absorptiospektri mitattiin kahtena
perakkaisend paivana. Esimerkiksi variaineiden kasautuminen nakyisi muutoksena
absorptiospektrissa.

Absorptiospektrit mitattiin UV-3600 spektrofotometrilla (Shimadzu, Japani). Ka-
libraationdytteiden absorptiospektreja mitattaessa kaytettiin mittausten sujuvoit-
tamiseksi rinnakkaisille ndytteille samaa referenssid. Referenssiksi valittiin kolmesta
rinnakkaisesta naytteesta se, jonka laskennallinen glyserolin massaprosenttiosuus oli
lahimpéna tavoiteltua massaprosenttiosuutta. Muissa absorptiospektrimittauksissa
kaytettiin yleisen kdytdnnon mukaisesti referenssiné vériaineetonta nayteliuosta.

Fluoresenssi- ja viritysspektrit mitattiin Fluorolog-3 spektrofluorometrilla (HORI-
BA scientific, Jobin Yvon Technology). Fluorolog-3 spektrofluorometri koostuu va-
lonlahteestad, viritysmonokromaattorista, referenssidetektorista, ndytekammiosta, emis-
siomonokromaattorista ja emissiodetektorista. Spektrofluorometrid ohjataan tieto-
koneella SpectrAcq saatoyksikon valityksella. [44, s. 2-1 & 15-1] Laitteen keskeiset
osat sek& valon kulkureitit on esitetty kuvassa 3.1.

Viritysvalon lahteend Fluorolog-3:ssa on 450 W xenon lamppu, joka tuottaa valoa
240 nm:sta 600 nm:iin [44, s. 12-1]. Yksihilaisen viritysmonokromaattorin avulla tas-
ta valosta voidaan rajata aallonpituudet, joita paastetaan naytteelle tietylla hetkel-
14 [44, s. 2-1]. Viritysraon leveyden avulla séadellaéan, kuinka levea aallonpituusalue
kerrallaan péastetaan lapi [44, s. 5-10]. Naytteen emittoima valo kerdtaan tietys-
t4 kulmasta naytteelle tulevaan viritysvaloon néhden. Lapin&kyvien nestemaisten
naytteiden emittoima valo keratddn 90 kulmasta, jotta heijastuva viritysvalo ei
hairitsisi mittauksia. Tata kutsutaan right-angle -menetelméksi (RA-menetelmad).
[44, s. 5-6] Valon kulku ndin mitattaessa on merkitty kuvaan 3.1 sinisella. Kiintei-
den naytteiden ja sameiden nestemaisten naytteiden emittoima valo kerataan paljon
pienemmasta kulmasta, niin ettd saadaan kerattya naytteen pinnalta emittoituvaa
valoa. Tatd menetelma& kutsutaan front-face -menetelméksi (FF-menetelma) ja va-
lon kulku talla menetelmalla mitattaessa on merkitty kuvaan 3.1 punaisella. [44,
s. 5-6] Naytteen emittoima valo ohjataan emissiomonokromaattoriin, joka sételee
emissiodetektorille padsevan valon aallonpituutta. [44, s. 2-1] Monokromaattoriin
tulevan valon aallonpituudet erotetaan toisistaan kahden hilan avulla. Kahta hilaa
kaytettdessa erottelukyky ja resoluutio paranevat merkittavasti ja hajavalon maara
vahenee. [44, s. 2-2] Emissioraon leveyden avulla saadelldan emissiodetektorille paa-
sevan aallonpituusalueen leveytta. [44, s. 5-10] Emissiodetektorina Fluorolog-3:ssa
on R928P-valomonistinputki. [44, s. 2-2]
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Kuva 3.1 Kaaviokuva Fluorolog-3 spektro uorometrin rakenteesta. Valon kulkua on ha-
vainnollistettu v rillisin viivoin. Siniset viivat kuvastavat valon kulkua RA-menetelm I
mitattaessa ja punaiset FF-menetelm Il mitattaessa. Violetilla on merkitty valon kulku
kohdissa, joissa valon kulkureitti ei riipu mittausmenetelm st . Kuva on muokattu | htees-
t [44].

Fluoresenssispektria mitattaessa viritysmonokromaattori paastaa lapi vain tiettya
viritysaallonpituutta ja emissiomonokromaattori kay lapi aallonpituudet halutul-
ta mittausvalilta. Viritysspektrida mitattaessa tehdaan toisinpdin: naytteen emittoi-
masta valosta seurataan vain yhté aallonpituutta ja naytetta viritetdan vuorotellen
kaikilla mittausalueen aallonpituuksilla. Nain ndhdaan kuinka fluoresenssin intensi-
teetti vaihtelee viritysaallonpituutta vaihdettaessa. [44, s. 18-2]

Koska viritysvalon intensiteetti vaihtelee mittauksen aikana ja mittausten valilla,
osa valonlahteesta tulevasta valosta ohjataan referenssidetektorille, jolla tarkkail-
laan viritysvalossa tapahtuvia intensiteetin muutoksia. Nain emissiodatasta voidaan
korjata viritysvalon intensiteetin vaihtelun vaikutus. [44, s. 11-1] Taman ansiosta
spektrit ovat vertailukelpoisia, vaikka niiden mittausten valilla olisi pitka aika ja
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lampun intensiteetti olisi lampun vanhenemisen takia ehtinyt laskea. Fluoresenssis-
pektriin vaikuttavat myds monokromaattorien ja muiden optisten komponenttien
ominaisuudet. Naidenkin vaikutus pystytaan korjaamaan Fluorolog-3:lla automaat-
tisesti. [44, s. 11-1]

DASPMIn fluoresenssispektrit mitattiin 495-800 nm:n alueelta, 483 nm:n viritysaal-
lonpituudella. Samaa viritysaallonpituutta kaytettiin kaikkiin kalibraationdytteiden
fluoresenssispektrien mittauksiin, silla sitd kaytettiin myos kaikissa FLIM-mittauk-
sissa. Sen sijaan BODIPYn fluoresenssispektri laimennetusta perusliuoksesta mi-
tattiin 470 nm:n viritysaallonpituudella, 480-800 nm:n alueelta, jotta koko emissio-
piikki saatiin nakyviin. Kaikki spektrit mitattiin RA-menetelmélla. DASPMIn vi-
ritysspektrit mitattiin 200-550 nm:n alueelta 610 nm:n monitorointiaallonpituudella
ja BODIPYn 200-520 nm:n alueelta 530 nm:n monitorointiaallonpituudella.

3.3 Fluoresenssin elinajat aikaerotteisella yksittaisfotonilasken-

nalla

Fluoresenssin elinaikojen maarittdmiseen kaytettiin aikaerotteista yksittaisfotoni-
laskentaa. Yksittaisfotonilaskennassa ndytetta viritetaan laserpulssilla ja mitataan
aika, joka kuluu virityksestéa emission havaitsemiseen. Oleellista on, ettd yksi vi-
rityspulssi johtaa korkeintaan yhteen emittoituvaan fotoniin, silla detektoreilla ja
muulla elektroniikalla on kunkin fotonin havaitsemisen jéalkeen niin kutsuttu kuollut
aika, jonka aikana ne prosessoivat fotonihavaintoa, eivatka voi samalla havaita uut-
ta fotonia. [14, s. 104-105] Todenné&kaisyys sille, ettd yksi pulssi johtaa useampaan
kuin yhteen emittoituvaan fotoniin voidaan pitaa tarpeeksi alhaisena sdatamalla la-
serin tehoa ja toistotaajuutta tarpeeksi alhaiseksi. [45, s. 4-4]. Tyypillisesti saadot
tehd&@an niin, ettd emittoituneita fotoneja on keskimaarin yksi sataa virityspulssia
kohden. Fluoresenssin vaimenemiskuvaaja saadaan, kun naytettd viritetadn useil-
la perakkaisilla virityspulsseilla: Virittymisesta emissioon kuluvat ajat mitataan ja
kootaan histogrammiin, jossa x-akselina on virityksesta emissioon kulunut aika ja
y-akselilla fotonien lukumé&ara. Tamén histogrammin muoto lahestyy fluoresenssin
vaimenemiskuvaajaan muotoa havaittujen fotonien maaran kasvaessa. [14, s. 104-
105]

Naissa mittauksissa kaytetty TCSPC-laitteisto koostuu viritysjarjestelméstd, nayte-
kammiosta, monokromaattorista, detektorista seka saato- ja tiedonkasittelyelektro-
niikasta. Viritysjarjestelma koostuu pulssipuolijohdelasereista, laserien virta- ja saa-
toyksikkd PDL 800-B:sté seka laservalon ohjaamiseen tarvittavista optisista kompo-
nenteista. Tassa tutkimuksessa viritysvalonlahteena kaytettiin LDH-P-C-485-laseria
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(PicoQuant GmbH), jonka emissioaallonpituus on 483 nm. Detektorina kaytettiin
Hamamatsu R2809U valomonistinputkea. Tiedonkasittelyelektroniikan keskeisin lai-
te on PicoHarp 300 -yksikkd (PicoQuant GmbH). PicoHarp 300 -yksikdssa vaiheil-
maisin (constant function discriminator, CFD) maarittaa virityspulssin ja emittoi-
tuneen fotonin saapumisajat ja valittdd naméa tiedot aika-amplitudi-muuntimelle
(time-to-amplitude converter, TAC), joka tuottaa lineaarisesti ajan kuluessa kasva-
van jannitteen CFD:n valittamien aloitus- ja lopetussignaalien valisené aikana. Té&-
ma jannite kuvastaa aikaeroa virityspulssin ja emittoituneen fotonin valilla. Analogi-
digitaalimuunnin (analog-to-digital converter, ADC) muuttaa tdman jannitteen nu-
meroarvoksi, joka vélitetddn monikanava-analysaattorille (multichannel analyser,
MCA). MCA tallentaa tiedot histogrammin muodostamista varten. [6, s. 173; 14,
s. 104-105] TCSPC-laitteistoa ohjataan tietokoneella.

DASPMIa sisaltavat naytteet mitattiin 615nm:n ja BODIPY4& sisaltavat 520 nm:n
monitorointiaallonpituuksilla. Kaikki mittaukset tehtiin huoneenlammassa. Kunakin
mittauspéivand mitattiin laitteen instrumenttifunktio (instrument response func-
tion, IRF), jota kaytettiin tehtéessa sovituksia paivan aikana mitattuihin fluoresens-
sin vaimenemiskuvaajiin. IRF:n avulla huomioidaan laitteen ideaalisesta poikkeavan
toiminnan vaikutus tuloksiin. Tarkein tekija IRF:ssd on se, etta virityspulssi ei ole
ideaalisen terava, vaan silla on jokin aarellinen leveys. [46, s. 4-5] Elinajat méaaritet-
tiin fluoresenssin vaimenemiskuvaajista sovittamalla niihin yhtélon 2.17 mukainen
yhtalo DecFit-ohjelmalla (© Nikolai V. Tkachenko).

3.4 Kuvantaminen aikaerotteisella fluoresenssimikroskoopilla

Naytteiden paikallisia fluoresenssin intensiteetteja ja elinaikoja mitattiin aikaerot-
teisella fluoresenssimikroskoopilla MicroTime 200 (PicoQuant GmbH). Talla lait-
teistolla voidaan tuottaa naytteesta kaksiulotteisia kuvia, joissa kunkin pikselin vari
kuvastaa keskimadardista elinaikaa ja kirkkaus keskimadardista intensiteettia kysei-
sessa kohdassa naytettd. Lisaksi silkkindytteista otettiin valomikroskooppikuvia va-
lokuvaamalla ndytetta taméan laitteiston mikroskoopin okulaarin lapi.

Tassa tyossa kaytetty FLIM-laitteisto voidaan jakaa neljadn kokonaisuuteen, jotka
ovat viritysjarjestelma, optinen yksikkd (main optical unit, MOU), Olympus IX71
-mikroskooppi seka saato- ja tiedonkasittelyelektroniikka. [47, s. 6] Viritysjarjestel-
ma on yhteinen kaytetyn TCSPC-laitteiston kanssa. MOU sisdltaa detektorit ja
optiikan, jolla viritysvalo ohjataan mikroskooppiin ja mikroskoopista detektoreille.
Detektorit ovat PDM sarjan yksittaisfotoni vyorydiodeja (single photon avalanche
diode, SPAD), joiden mittausalue on 400-900 nm. [47, s. 19] Mikroskooppi ohjaa
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Kuva 3.2 Kaaviokuva MOU:n rakenteesta. Viritysvalon kulkua on havainnollistettu sini-
sill viivoilla ja n ytteest emittoituneen valon kulkua vihreill viivoilla. Video tarkoittaa
CCD-kameraa, PD valodiodia ja SPAD 1 sek SPAD 2 detektoreja. Kuvaan on merkitty
my s peilej ja s teenjakajia. Kuva on muokattu | hteest [47].

viritysvalon naytteeseen ja naytteestd lahtevan valon takaisin MOU:hun. Mikros-
kooppi toimii myds valomikroskooppina, jonka avulla naytettd voidaan tarkkailla
ja naytteesté voidaan valita mitattava kohta. Elinaikojen maarittdmiseen kaytetaan
PicoHarp 300 -yksikkod, kuten TCSPC-laitteistossakin. Laitteistoa ohjataan tieto-
koneella SymPhoTime-ohjelmistolla (PicoQuant GmbH).

Kuvassa 3.2 on esitetty kaaviokuva MOU:n rakenteesta. Kuvassa 3.2 Video viitaa
CCD-kameraan, PD valodiodiin ja SPAD 1 sekd SPAD 2 detektoreihin. Liséksi ku-
vaan on merkitty oleellisimmat peilit ja sateenjakajat. Naytteestda emittoituneen va-
lon reitti on merkitty kuvaan vihreéalla ja viritysvalon reitit on merkitty sinisella. Vi-
ritysvalo ohjataan MOU:hun valon polarisaation sailyttavaa optista kuitua pitkin.
Valo kulkee suodattimen lapi M2 sateenjakajalle, joka ohjaa noin 10-20% valon
intensiteetisté valodiodille PD, joka mittaa viritysintensiteetin. Loppuosa valosta
ohjataan puolilapéisevélle peilille MD, joka ohjaa valon mikroskooppiin. Mikroskoo-
pin peili suuntaa valon objektiiviin, joka fokusoi valon naytteeseen. Seka naytteesta
emittoituva valo, ettd takaisin sironnut viritysvalo ohjataan mikroskoopin optiikan
lapi takaisin MOU:hun. [47, s. 15] Puolilapéaiseva peili MD heijastaa sironneen vi-
ritysvalon takaisin M2-séteenjakajaan, joka ohjaa valon peilien M3 ja M4 kautta
CCD-kameralle. CCD-kamera lahettaa videosignaalia tietokoneelle. Tata kaytetaan
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avuksi fokusoinnissa. [47, s. 15-17] Emittoitunut valo lapaisee MD-peilin ja kulkee
suodattimen Iapi. Suodattimen jalkeen sateenjakajat MPA 3 ja MPA 1 ohjaavat
valon detektoreille SPAD 1 ja SPAD 2. [47, s. 15-16]

FLIM:ia kaytettdessa PicoHarp 300 -yksikko kayttaa aikamerkittyd aikaerotteis-
ta (time-tagged time-resolved, TTTR) mittausmenetelmé&a elinaikojen méaarittami-
seen. TTTR-menetelmassa kuhunkin fotoniin liittyvat tiedot tallennetaan erikseen,
sen sijaan etta tallennettaisiin vain histogrammi, kuten perinteisessa TCSPC-mit-
tauksessa. N&in kuhunkin fotoniin liittyen voidaan tallentaa lisatietoja. TTTR-me-
netelméssa jokaiselle havaitulle fotonille tallennetaan kaksi aikaa, joista toinen on
aika virityspulssin ja fotonin havaitsemisen valilla ja toinen on aika mittauksen al-
kuhetken ja fotonin havaitsemisen valilla. Mittauksen aikana ndytettd skannataan
mikroskoopin piezo-skannerilla. Kun skannerin tallentama paikkatieto yhdistetéén
fotonien aikatietojen kanssa, voidaan luoda kaksiulotteinen kuva, josta nahdaan
fluoresenssin intensiteetin ja elinajan paikallinen vaihtelu naytteessa. [46, s. 11-12;
47, s. 22-24]

Viritysvalo tarkennetaan haluttuun kohtaan naytettd mikroskoopin saatéjen avul-
la. Tarkennuksen laatua voidaan arvioida silmamaaraisesti mikroskoopin okulaarin
kautta sekd CCD kameran tietokoneelle lahettdman videokuvan ja fluoresenssin in-
tensiteetin avulla. CCD kameran videokuvassa nahdaan intensiteettijakauman hie-
norakenne. Fokusointi on hyva, jos hienorakenne erottuu videokuvassa selkeasti ja
on muodoltaan symmetrinen, kun intensiteetti on korkea. Mittauksia varten viritys-
valon intensiteetti lasketaan niin matalaksi, etté hienorakenne ei erotu videokuvasta.
Heikko emissiointensiteetti voi johtua huonosta fokusoinnista, kun taas korkea in-
tensiteetti on useimmiten merkki hyvin onnistuneesta fokusoinnista. Koska havaittu
emissiointensiteetti riippuu myos fluoresoivan aineen konsentraatiosta mittauskoh-
dassa, taytyy tarkkailla nimenomaan intensiteetin muutosta fokusta sédadettaessa,
eikd niinkaan intensiteetin numeroarvoa.

Kaikissa mittauksissa kdytettiin satakertaisesti suurentavaa 6ljyimmersio-objektiivia.
Viritysvalonlahteena kaytettiin samaa laseria kuin TCSPC-mittauksissa. Naytteesta
emittoituva valo kulki HQ510LP-suodattimen lapi, joka paastaa lapi aallonpituudet
510 nm:sta ylospain. Niinpa monitorointiaallonpituusalue oli 510-900 nm. Mittauk-
set tehtiin huoneenlammadssa. Homogeeniset naytteet lisattiin mikroskoopin naytepi-
dikkeeseen asetetun mikroskooppilasin paalle. Kaytetyt naytepisarat olivat pienié ja
kuivuivat nopeasti mikroskooppilasilla. Tama ei kuitenkaan ollut ongelma homogee-
nisia naytteitd mitattaessa, silla muutama kuva riitti antamaan tarpeeksi kattavan
kuvan naista ndytteista. Heterogeenisista naytteisté taas haluttiin useampia kuvia ja
lisaksi kuvattavan kohdan etsimiseen kului enemman aikaa. Heterogeeniset ndytteet
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Kuva 3.3 N yte- ja vesipisaroita kahden te onteippirenkaalla toisistaan erotetun mik-
roskooppilasin v liss . T llaista k ytettiin heterogeenisia n ytteit mitattaessa n ytteen
kuivumisen hidastamiseksi. Mittauksissa k ytettiin my s suljettuja te onteippirenkaita.

kuivuivatkin lasilevylld niin nopeasti, etta niista oli vaikea saada kunnollisia mit-
taustuloksia. Niinpa liuottimen haihtumisen hidastamiseksi kokeiltiin erilaisia tapo-
ja. Esimerkiksi mikroskooppilasille lisattiin ndytepisaran lisaksi my0ds vesipisaroita
tai kaytettiin kahta mikroskooppilasia, joiden véliin ndyte laitettiin. Kuten kuvas-
ta 3.3 nahdaan, mikroskooppilasien véliin laitettiin teflonteipista tehtyja renkaita,
jotta paallimmainen lasi ei aiheuttaisi painetta ndytteeseen. Teflonteipin kiinnitta-
minen pohjimmaiseen mikroskooppilasiin varittoman kynsilakan avulla havaittiin
hyvéksi tavaksi varmistaa, etta teflonteippirengas ei liiku ja tuhoa naytepisaroita
kiinnitettdessa mikroskooppilaseja naytepidikkeeseen. Parhaiten naytteiden kuivu-
minen hidastui, kun naytepisarat laitettiin kahden teflonteippirenkaalla toisistaan
erotetun lasilevyn valiin ja lasilevylle lisattiin naytteiden liséksi muutama vesipisara.
Mittauksissa kaytettiin sek& avoimia etta suljettuja teflonteippirenkaita. Jattamalla
rengas avoimeksi voitiin hieman nopeuttaa naytteen kuivumista.

3.4.1 FLIM-kuvien analysointi

FLIM-kuvien analysointiin kaytettiin SymPhoTime-ohjelmaa. Talla ohjelmalla ku-
vista voi rajata erilaisia alueita, jolloin ohjelma maarittaa fluoresenssin vaimenemis-
kuvaajan kyseiselld alueella kaikkien alueen pikselien vaimenemiskuvaajien summa-
na. FLIM-kuvista méaaritettiin fluoresenssin vaimenemiskuvaajia alueilta, joissa vari
oli tasainen. My0s intensiteettieroja hyddynnettiin rajauksia tehtéessa. Pallomaiset
silkkikoaservaatit toimivat pallolinssind, mik& aiheutti kuviin heijastuksen, jonka
takia koaservaatit nayttivat kuvissa ympyran sijasta kahdelta toisensa leikkaavalta
ympyraltd, kuten kuvasta 3.4 ndhdaan. Useimmiten koaservaatin alueella variltdan
tasaisin ja intensiteetiltdan korkein kohta oli ympyréiden leikkaus, joten variainei-
den fluoresenssin vaimenemiskuvaajat koaservaateissa maaritettiin talta leikkausa-
lueelta. Kuvassa 3.4 téallainen leikkausalue on rajattu mustalla aariviivalla ja sita
merkitéan kirjaimella L. Liséksi kuvaan on merkitty alue Y, joka on esimerkki siita
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minkalainen alue rajattiin maaritettaessa fluoresenssin vaimenemiskuvaajaa koaser-
vaatin ymparistosta. Kaytannossa ympariston vaimenemiskuvaajaa méaritettaessa
valittiin kuvista tasaisen tummat alueet. Intensiteettimoduloidussa kuvassa 3.4 a)
nakyy pikselien elinaikaerojen lisaksi myds intensiteettieroja. Kuvassa 3.4 b) nakyy
vain elinaikaerot. FLIM-kuvissa, joissa ei ole intensiteettimodulointia, voi nakya sini-
punaista taustaa. Tassa taustassa sininen vari aiheutuu heijastuneesta viritysvalosta
ja punainen véri sdhkoisesta taustasta.

Kuva 3.4 a) Intensiteettimoduloitu kuva koaservaatista. b) Sama kuva ilman intensi-
teettimodulointia. V riaineiden elinajat koaservaateissa m ritettiin heijastuksesta joh-
tuvien ympyr iden leikkausalueilta m ritetyist  uoresenssin vaimenemiskuvaajista, ku-
ten kuviin mustilla  riviivoilla rajatusta alueesta L. V riaineen elinaikojen m ritt mi-
seen koaservaattien ymp rist ss k ytettiin kuvien alueen Y tapaan rajatuilta alueiltam -
ritettyj  uoresenssin vaimenemiskuvaajia. Kumpikin kuva on esitetty samalla elinaika-
asteikolla, joka on esitetty kuvassa oikealla. Kuva on mitattu satakertaisesti suurentavalla

ljyimmersio-objektiivilla k ytt en 483 nm viritysaallonpituutta ja 510 900 nm monito-
rointiaallonpituusaluetta.

FLIM-kuvista méaaritettyjen fluoresenssin vaimenemiskuvaajien analysointiin kay-
tettiin DecFit-ohjelmaa. Kaikkiin vaimenemiskuvaajiin tehtiin sovitukset kayttaen
samaa TCSPC:lla mitattua IRF:48. DASPMIlla kaikkiin vaimenemiskuvaajiin so-
vitettiin kaksieksponentiaaliset sovitukset. BODIPYIIa kaksieksponentiaalista sovi-
tusta kaytettiin kaikkiin heterogeenisista naytteista maaritettyihin vaimenemisku-
vaajiin, kun taas homogeenisen parafiinioljyn vaimenemiskuvaajiin sopi yksiekspo-
nentiaalinen sovitus.

Jos fluoresenssin intensiteetti oli lilan matala, kuvista rajatun alueen koolla oli mer-
kittava vaikutus elinaikaan. Mit& suuremmalta alueelta fluoresenssin vaimenemisku-
vaajan tallaisissa kuvissa maaritti, sitd suuremman elinajan DecFit-ohjelmalla tehty
sovitus antoi. Jos taas intensiteetti oli lilan korkea, saattoi konsentraatio olla niin
korkea, ettd tapahtui itsesammutusta, mika vaaristaa elinajan lyhyemmaksi.
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Kuva 3.5 Kaaviokuva viskositeettimittauksissa k ytetyst kuppigeometriasta. Mitattaes-
sa laite py ritti mittap t mitta-astian pysyess paikallaan. Sek mitta-astia ett mitta-
p olivat vaakasuuntaiselta poikkileikkaukseltaan ympyr n muotoisia. Kuva on muokattu
| hteest [48].

3.5 Viskositeetin mittaaminen

Kalibraationaytteiden ja homogeenisten testindytteiden viskositeettien mittaami-
seen kaytettiin Anton Paar MCR301 reometria (Anton Paar GmbH). Anton Paar
MCR301 on rotaatioreometri ja viskositeetin mittaaminen silla perustuu luvussa
2.2.3 esiteltyyn periaatteeseen. Laite mittaa vaantdbmomenttia, joka tarvitaan tietyn
leikkausnopeuden yllapitadmiseen, kun mittapaata pyoritetaan tutkittavassa nestees-
sd. Taman vaantomomentin avulla voidaan laskea nesteen dynaaminen viskositeet-
ti kaavalla 2.31. Anton Paar MCR301 reometrid ohjataan tietokoneen vélityksella.
Mittauksissa kaytettiin kuppigeometriaa, jota havainnollistetaan kaaviokuvassa 3.5.
Kuvassa 3.5 ndhdaan mittapaan poikkileikkaus pystysuunnassa. Vaakasuunnassa
sekd mittapaan etta mitta-astian poikkileikkaus on ympyran muotoinen.

Mittaukset tehtiin 20 C lampdtilassa 100s ! leikkausnopeudella. Laite mittasi yhta
mittapistettd niin kauan, ettd tulos vakiintui tiettyyn arvoon. Useimmista nayt-
teistd mitattiin 5-20 mittapisteen sarjoja 2-4 kappaletta. Mitattujen sarjojen pi-
tuus ja maara riippuivat siitd, kuinka lahella mittapisteiden arvot olivat toisiaan ja
vaikuttiko silta, etta mittapisteiden arvot kasvoivat mittauksen aikana. Jos tulos
ei ensimmaisen mittasarjan aikana tasaantunut tiettyyn viskositeettiarvoon, mitat-
tiin uusi mittasarja. Pidempid mittasarjoja mitattiin silloin kun vaikutti silta, etta
viskositeettiarvo kasvoi mittauksen aikana. Kalibraatioliuosten viskositeetit mitat-
tiin kahden kuukauden sisélla spektroskooppisista mittauksista. Lisédksi mitattiin
homogeenisten testindytteiden viskositeetit noin kaksi viikkoa spektroskooppisten
mittausten jalkeen.
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4. TULOKSET

Tutkimuksen tavoitteena oli kehittdd menetelma heterogeenisten nesteiden paikal-
listen viskositeettien maarittamiseen fluoresoivien roottorimolekyylien elinaikojen
avulla. Paikalliset elinajat méaritettiin aikaerotteisella fluoresenssimikroskoopilla.
Tata varten taytyi selvittéad valittujen roottorimolekyylien valokemiallisia ominai-
suuksia ja niiden muutoksia viskositeetin muuttuessa. Roottorimolekyylien absorp-
tio-, fluoresenssi- ja viritysspektreja mitattiin spektrofotometrilla ja spektrofluoro-
metrilld. Menetelméan kalibroimiseksi roottorimolekyylien absorptio- ja fluoresens-
sispektrit sekd fluoresenssin vaimeneminen mitattiin seitsemdssa eri viskositeetis-
sa. Kalibraationdytteiden viskositeetit maaritettiin reometrilla ja roottorimolekyy-
lien fluoresenssin vaimeneminen naissa ja muutamissa testiliuoksissa maaritettiin
TCSPC:lla. Mitattujen viskositeettien ja elinaikojen avulla maaritettiin kalibraa-
tiosuorat, joiden avulla voitiin laskea heterogeenisista naytteistd mitatuista FLIM-
kuvista madritettyja elinaikoja vastaavat viskositeetit.

4.1 Variaineiden valokemialliset ominaisuudet

DASPMIn absorptio-, fluoresenssi- ja viritysspektrit vedessa ja BODIPYn metano-
lissa on esitetty kuvassa 4.1. DASPMIn absorptiomaksimin aallonpituus on 448 nm
ja BODIPYn 494nm. Kuvista 4.1a) ja 4.1b) ndhdaan, ettd kummankin variai-
neen absorbanssi 483 nm:n aallonpituudella on riittdva, jotta tata aallonpituutta
voidaan kayttaa viritysaallonpituutena TCSPC- ja FLIM-mittauksissa. DASPMIn
fluoresenssispektri mitattiin 483 nm:n ja BODIPYn 470 nm:n viritysaallonpituudella.
DASPMIn fluoresenssimaksimin aallonpituus on 616 nm ja BODIPYn 508 nm. Vi-
ritysspektrejd mitattaessa kaytettiin DASPMIlla 610 nm:n ja BODIPYII& 530 nm:n
monitorointiaallonpituutta. Kuvista 4.1a) ja 4.1b) néahdaan, etta fluoresenssin in-
tensiteetti on tarpeeksi hyva viritysspektrien mittaamiseen ndilla monitorointiaal-
lonpituuksilla.

Absorptio- ja viritysspektreja vertaamalla néhdéaan, ettd kummallakin variaineella
spektrit vastaavat hyvin toisiaan, joten naytteisséa on vain yhdenlaista fluoresoivaa
muotoa variaineista, eikd esimerkiksi molekyylien kasautumista tapahdu. Kuvista
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Kuva 4.1 a) DASPMIn normitetut absorptio-, uoresenssi- ja viritysspektrit laimen-
netusta DASPMI-perusliuoksesta. Fluoresenssispektri mitattiin 483 nmn viritysaallonpi-
tuudella ja viritysspektri 610 nmn monitorointiaallonpituudella. b) BODIPYn normitetut
absorptio-, uoresenssi- ja viritysspektrit laimennetusta BODIPY -perusliuoksesta. Fluore-
senssispektri mitattiin 470 nmn viritysaallonpituudella ja viritysspektri 530 nn:n monito-
rointiaallonpituudella.

4.1a) ja 4.1b) ndhdaan myos, ettd DASPMIn Stokesin siirtyma on paljon suurempi
kuin BODIPYn, niin kuin luvussa 2.3 kerrottiin. Niinpa BODIPY on DASPMIla
herkempi itsesammutukselle, jota voi tapahtua, kun vériaineen konsentraatio on
korkea.

Vaériaineiden absorptio- ja fluoresenssispektrit mitattiin myds 1M K,HPOQO,-suola-
liuoksessa ja puhtaassa glyserolissa. Liséksi viritysspektrit mitattiin puhtaassa gly-
serolissa. Nama mitattiin, silla suolaliuosta kaytettiin silkkikoaservaattimittauksissa
ja glyserolia kalibraatiomittauksissa. Suolalla ei ole vaikutusta DASPMIn absorp-
tiospektriin, mutta fluoresenssispektri siirtyy hieman lyhyemmille aallonpituuksille.
Fluoresenssimaksimien ero puhtaan veden ja suolaliuoksen valilla on noin 10 nm.
Puhtaassa glyserolissa absorptio- ja viritysspektrit siirtyvat pidemmille aallonpi-
tuuksille ja DASPMIn absorptio- ja viritysmaksimit ovat noin 35nm pidemmalla
aallonpituudella kuin puhtaassa vedessa. Sen sijaan fluoresenssimaksimi siirtyy noin
10 nm lyhyemmaéille aallonpituudelle, samoin kuin suolaliuoksessakin. Suolalla ei ha-
vaittu olevan vaikutusta BODIPYn absorptio- tai fluoresenssispektreihin. Puhtaassa
glyserolissa kaikki BODIPYn spektrit siirtyvat pidemmille aallonpituuksille puhtaas-
sa metanolissa mitattuihin spektreihin verrattuna, mutta muutos on hyvin pieni ja
maksimien paikat muuttuvat alle 10 nm kaikissa spektreissa. Lisaksi absorptiospekt-
rin muoto muuttuu ja absorbanssi laskee. Todennakdisin syy télle on, etta BODIPY
ei levia glyseroliin tasaisesti ja muodostaa kasaumia. BODIPYn matala absorbans-
siarvo ja absorptiopiikin leveneminen puhtaassa glyserolissa nakyvat selvasti myos
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kalibraationdytteistd mitatuissa spektreissd kuvassa 4.2.

4.2 Kalibraatio

Kalibraationaytteista mitattiin naytteiden viskositeetit ja variaineiden absorptio- ja
fluoresenssispektrit seka TCSPC:lla fluoresenssin vaimeneminen. Fluoresenssin vai-
menemiskuvaajista méaaritettiin variaineiden elinajat. Naytteista mitattujen elinai-
kojen ja viskositeettien kymmenkantaisten logaritmien avulla maaritettiin DASP-
MIn ja BODIPYn kalibraatiosuorat.

Viskositeettimittauksista laskettiin mittasarjojen keskiarvot. Glyseroli-metanoliliu-
oksien kohdalla huomattiin, ettd samasta naytteesta otettujen perakkéaisten mitta-
sarjojen keskiarvo kasvoi. Niinpd ndytteen viskositeettiarvoksi paatettiin ottaa sys-
temaattisesti ensimmaisen mittasarjan keskiarvo. Glyseroli-vesiliuoksien kohdalla ei
havaittu samanlaista mittasarjojen keskiarvon kasvua, eiké keskiarvoissa ollut suur-
ta vaihtelua mittasarjojen valilla, joten néiden liuosten viskositeettiarvoiksi otettiin
kaikkien liuoksesta mitattujen mittasarjojen keskiarvot. Nama keskiarvot on taulu-
koitu liitteessa 1.

Kunkin ndytteen absorptiospektri korjattiin vahentamalla kaikista absorbanssiar-
voista naytteen absorbanssi 700 nm:n aallonpituudella, jotta voitiin tasoittaa nolla-
tasossa mittausten aikana tapahtuneita vaihteluja. Rinnakkaisten naytteiden Kkor-
jatuista absorbanssiarvoista laskettiin keskiarvot, joista saatiin keskimé&araiset ab-
sorptiospektrit kullekin massaprosenttiosuudelle. Nama spektrit on esitetty kuvissa
4.2a) ja 4.2b).

Kuvista ndhdaan, etta absorptiomaksimi siirtyy kummallakin variaineella pidemmil-
le aallonpituuksille viskositeetin kasvaessa, joskin BODIPYIla muutos on hyvin pie-
ni. DASPMIn absorptiomaksimin selkea siirtyminen johtuu liuottimen poolisuuden
vahenemisesta siirryttéessa vedesta glyseroliin. Absorbanssimaksimien arvoissa on
selvi& eroja eri viskositeeteissa, erityisesti DASPMIlla, mutta ei suoraa riippuvuutta
viskositeettiin. DASPMIlla absorbanssimaksimin arvo nousee glyserolin massapro-
senttiosuuden noustessa 84 m-%:iin asti ja laskee sen jalkeen, palaten ldhes samaan
arvoon kuin puhtaassa vedessa. BODIPYIl& absorptiomaksimin arvon vaihtelussa ei
ole vastaavaa sdannonmukaisuutta ja absorbanssi on samaa luokkaa kaikissa nayt-
teissé puhdasta glyserolia lukuun ottamatta. Tasta poikkeavasta absorptiospektristé
ja sen syista kerrottiin luvussa 4.1. Muissa tapauksissa pienet vaihtelut absorbans-
siarvoissa voivat johtua konsentraatioeroista, silla variaineliuoksia kaytettiin hyvin
pienia maarid, eikad pienten tilavuuksien mittaaminen ole kovin tarkkaa.
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Kuva 4.2 a) DASPMIn keskim r iset absorptiospektrit kullakin massaprosenttiosuu-
della. b) BODIPYn keskim r iset absorptiospektrit. c) DASPMIn keskim r iset uore-
senssispektrit. d) BODIPYn keskim r iset uoresenssispektrit. Spektrit ovat rinnakkai-
sista kalibraation ytteist mitattujen spektrien keskiarvoja. Viritysaallonpituus uoresens-
sispektrej mitattaessa oli 483 nm.

Absorptiospektreistd maaritettiin kunkin naytteen absorbanssi fluoresenssispektreja
mitattaessa kaytetylla 483 nm:n viritysaallonpituudella. Kunkin naytteen fluoresens-
sispektri korjattiin jakamalla intensiteettiarvot néilla absorbansseilla. Nadin korjat-
tuja fluoresenssispektreja vertaamalla nahtiin, oliko rinnakkaisten naytteiden fluo-
resensseissa absorptiosta riippumattomia eroja ja saatiin poistettua konsentraatio-
erojen vaikutus. Rinnakkaisten ndytteiden fluoresenssispektreisté laskettiin keskiar-
vot samoin kuin absorptiospektreistd. DASPMIn fluoresenssispektrien keskiarvot on
esitetty kuvassa 4.2c¢) ja BODIPYn kuvassa 4.2 d).

Viskositeetin kasvaessa DASPMIn ja BODIPYn fluoresenssin intensiteettien odo-
tettiin kasvavan kuten luvussa 2.3 kerrottiin. Kuvista 4.2¢) ja 4.2d) nahdaan, etta
intensiteetit kasvavat, lukuun ottamatta sitd, ettd BODIPYn fluoresenssin intensi-
teetti on hieman matalampi puhtaassa glyserolissa kuin 93 m-% glyserolissa. Taméa
johtuu BODIPYn alhaisesta absorbanssista puhtaassa glyserolissa.

Esimerkit TCSPC:lla mitatuista DASPMIn ja BODIPYn fluoresenssin vaimenemis-
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kuvaajista kalibraationdytteissa on esitetty liitteessa 2. Liitteen 2 kuvasta nahdaan,
ettd DASPMIn elinaika puhtaassa vedesséa on niin lyhyt, ettd sité ei voitu méaa-
rittdéd TCSPC:lla. Kuvaajien muodoista ndhdaan, etté fluoresenssin vaimeneminen
on kummallakin vériaineella yksieksponentiaalista ndissd naytteissa. Vaimenemis-
kuvaajiin tehtiin sovitukset DecFit-ohjelmalla. Matalissa viskositeeteissa mitatuissa
DASPMIn fluoresenssin vaimenemiskuvaajissa on olkapaat, joiden takia kaksieks-
ponentiaalinen sovitus sopi matemaattisesti vaimenemiskuvaajiin paremmin. Tama
olkapéa johtuu kuitenkin instrumenttifunktiosta, eikd vaimeneminen todellisuudes-
sa noudata kaksieksponentiaalista yhtal6a. Niinpa kummankin variaineen elinajat
madritettiin yksieksponentiaalisilla sovituksilla. Nama elinajat on koottu liitteen 1
taulukkoon. Tama poikkeaa DASPMIn osalta monista muista tutkimuksista, kuten
esimerkiksi lahteesta [9], jossa vastaavanlaisen kalibraatiosuoran tekemisessa kaytet-
tiin DASPMIlla kolme-eksponentiaalisia sovituksia. Kummallakin variaineella yk-
sieksponentiaalinen sovitus sopi sitd paremmin, mitéd korkeampi ndytteen viskosi-
teetti oli.

Elinajan ja viskositeetin logaritmien valilla on yhtélon 2.22 mukainen yhteys. Niin-
pa naytteiden viskositeettiarvojen kymmenkantaiset logaritmit piirrettiin kuvaajiin
elinaikojen kymmenkantaisten logaritmien funktiona ja kuvaajiin sovitettiin suorat
lineaarista regressioanalyysi -menetelméa kayttden. Tuloksena saadut kalibraatio-
suorat on esitetty kuvassa 4.3. Kuvasta 4.3b) nahdaan, ettd BODIPYn fluoresens-
sin elinajan riippuvuus viskositeetista ei ole lineaarinen alhaisissa viskositeeteissa.
Niinpd puhdas metanoli jatettiin pois BODIPYn kalibraatiosuoraa maaritettaessa.
DASPMIn kalibraatiosuoran R2-arvo on 0;9816 ja BODIPYn 0;9901, joten mittaus-
tulokset sopivat suorille hyvin. Kalibraatiosuorien avulla laskettujen viskositeettien
yksikkd on mPas ja laskettaessa elinajan yksikkona kaytetaan ns.

DASPMIn elinaika nousee noin 0;34 ns:sta 1;36ns:iin viskositeetin noustessa noin
58 mPas:sta 1330 mPas:iin ja BODIPYn elinaika nousee noin 0;62 ns:sta 4,67 ns:iin
viskositeetin noustessa noin 20 mPas:sta 1330 mPas:iin. Niinpa sama viskositeetin
muutos aiheuttaa BODIPYII4 suuremman elinajanmuutoksen kuin DASPMllIa, jol-
loin BODIPYn elinajan avulla voidaan havaita viskositeettimuutoksia tarkemmin.

4.3 Homogeeniset naytteet

DASPMIn fluoresenssin elinaika 70-massaprosenttisessa ruokasokeriliuoksessa maa-
ritettiin sek& TCSPC- ettd FLIM-menetelmilla. BODIPYn elinajat méaritettiin vas-
taavasti parafiinioljyssa. Seka kaytetyn sokeriliuoksen etté parafiinioljyn viskositee-
tit mitattiin reometrilla. Taulukkoon 4.1 on koottu maaritetyt elinajat, elinaikoja
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Kuva 4.3 a) DASPMIn kalibraatiosuora. b) BODIPYn kalibraatiosuora. Viskositeetin
yksikk n k ytet n mPasja elinajan yksikk n ns.
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Taulukko 4.1 Homogeenisten n ytteiden TCSPC- ja FLIM-menetelmill m ritetty-
jen elinaikojen keskiarvot ¢ ja niist kalibraatiosuorien avulla lasketut viskositeetit | se-
k reometrill 20 C:ssa mitatut viskositeetit ., ja viskositeettien kirjallisuusarvot 20
C:ssa.

TCSPC i | FLIM | m v

£ (ns) (mPas) ¢ (ns) (mPas) | (mPas) | (mPas)

Parafiini- 1;45 0;01 102 1,77 0;04 154 34,4 30-40

oljy [49]

Sokeri- 11,29 0;03 1044 [1;54 0;05 1530 484 | 481;561

liuos »10;36  0;03 61;4 | 0;45 004 103 [50]
hif0;74 0,03 308 |0;90 0;05 466

vastaavat viskositeetit, reometrilla mitatut viskositeetit seka viskositeettien kirjalli-
suusarvot.

Sokeriliuoksesta mitattiin reometrilla 20 mittapisteen sarja ja parafiinioljysta 5 ja 10
mittapisteen sarjat. Kummankin aineen viskositeettiarvot pysyivat melko vakioina
mittasarjojen ajan ja liuosten viskositeettiarvoiksi valittiin mittasarjojen keskiarvot.
Nama keskiarvot on esitetty taulukossa 4.1.

TCSPC-menetelmalla mitattuihin fluoresenssin vaimenemiskuvaajiin kokeiltiin eri-
laisia sovituksia. DASPMIn fluoresenssin vaimenemiskuvaajiin sopi parhaiten kak-
sieksponentiaalinen sovitus ja BODIPYn kuvaajiin yksieksponentiaalinen sovitus.
Sovitusten mukaisista elinajoista laskettiin keskiarvot kummallekin vériaineelle. Na-
ma keskiarvot seka niisté lasketut viskositeetit on esitetty taulukossa 4.1. DASPMIlle
laskettiin myds amplitudipainotetut keskimaardiset elinajat h i kustakin mittauk-
sesta. Amplitudipainotettujen keskimaaraisten elinaikojen keskiarvo ja sitéd vastaava
viskositeetti on myos esitetty taulukossa 4.1. DASPMIn elinajan ; keskimaardinen
osuus oli noin 41% ja elinajan , noin 59 %.

Sek& sokeriliuoksesta ettd parafiinidljysta otettiin FLIM:II& kuvia niin naytepisa-
roiden keskeltd kuin reunoistakin. Kuvassa 4.4 on esitetty esimerkkikuvat sokeri-
liuoksen ja parafiinidljyn FLIM-kuvista. Sokeriliuoksen FLIM-kuvista méaaritettyi-
hin DASPMIn fluoresenssin vaimenemiskuvaajiin sovitettiin kaksieksponentiaaliset
sovitukset ja parafiinioljyn FLIM-kuvista méaritettyinin BODIPYn kuvaajiin yk-
sieksponentiaaliset sovitukset. Pisaroiden reunoista méaaritetyt fluoresenssin elina-
jat olivat vahan pidempia kuin pisaroiden keskiosista maaritetyt elinajat. Kumman-
kin ndytteen viskositeetin maarittamisessa kaytettiin vain kahta ensimmaista nay-
tepisaroiden keskeltd mitattua kuvaa, silla kummankin naytteen kohdalla elinajat
vaikuttivat hieman pitenevan, mitd kauemmin naytepisara oli lasilevylld. Fluore-
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Kuva 4.4 Kuvissa a) ja b) n hd n esimerkki sokeriliuoksen FLIM-kuvista ja kuvissa
c) ja d) para ini ljyn FLIM-kuvista. V riaineena k ytettiin DASPMIa sokeriliuosta ku-
vattaessa ja BODIPY para ini ljy kuvattaessa. Vasemmanpuoleisessa sarakkeessa ovat
intensiteettimoduloidut kuvat ja oikeanpuoleisessa vastaavat kuvat ilman intensiteettimo-
dulointia. Kaikki kuvat on esitetty samalla elinaika-asteikolla, joka on esitetty kuvassa oi-
kealla. Kuvat on mitattu satakertaisesti suurentavalla ljyimmersio-objektiivilla k ytt en
483 nm viritysaallonpituutta ja 510 900 nm monitorointiaallonpituusaluetta.

senssin vaimenemiskuvaajat maéaritettiin kaikissa neljassa kuvassa koko kuvan alu-
eelta, koska kuvat olivat kauttaaltaan tasaisen varisia, kuten kuvassa 4.4 esitetyis-
ta esimerkkikuvista néhdaan. Vaimenemiskuvaajien avulla méaaritetyista elinajoista
laskettiin keskiarvot, joiden avulla laskettiin ndytteiden viskositeetit. Nama elinai-
kojen keskiarvot sekéa niista lasketut viskositeetit on esitetty taulukossa 4.1. Lisaksi
DASPMIn amplitudipainotettujen keskimaaréisten elinaikojen keskiarvo seka siita
laskettu viskositeetti on myds mainittu taulukossa 4.1. DASPMIn elinajan keski-
madrdaiset osuudet FLIM-mittauksissa olivat samat kuin TCSPC-mittauksissakin,
eli noin 41% 4:lle ja noin 59% ,:lle.

FLIM:IIa maaritetyt elinajat, ja siten niité vastaavat viskositeetit, olivat suurempia,
kuin TCSPC:lla maaritetyt arvot. Tama johtuu muun muassa siita, ettd FLIM-
mittauksissa ndytepisaran ja lasilevyn valinen rajapinta vaikuttaa tuloksiin. Kum-
mallakin menetelmélla maaritetyistda BODIPYn elinajoista lasketut viskositeettiar-
vot olivat suurempia kuin parafiinioljyn bulkkiviskositeettiarvo. Tama voi selittya
silla, ettd parafiinidljyssa on pitkia hiilivetyketjuja, joita kalibraatiossa kaytetyis-
sd metanoli-glyseroli-liuoksissa ei ollut. Namé& voivat estdd pitkan hiilivetyketjun
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omaavaa BODIPY-molekyylia pyorimista enemman kuin saman viskositeetin omaa-
va liuos, jossa vastaavia pitkia ketjuja ei ole. DASPMIn pidempi elinaika ; voi
johtua DASPMIn vuorovaikutuksesta sokerimolekyylien kanssa, eika se siten kuvaa
viskositeettia. DASPMIn amplitudipainotettuja keskiméaaraisia elinaikoja vastaavat
viskositeetit olivat sen sijaan lahell& sokeriliuoksen bulkkiviskositeettia.

4.4 Heterogeeniset nadytteet

Emulsioita ja liposomeja kuvattiin FLIM:11a. Kuvaan 4.5 on koottu esimerkkeja néis-
ta naytteista mitatuista FLIM-kuvista. Kuvan 4.5 mittauksissa variaineena kaytet-
tiin BODIPYa. Kuva 4.5a) on intensiteettimoduloitu kuva parafiinioljy-vesiemul-
siosta ja kuva 4.5¢) intensiteettimoduloitu kuva DPPC-liposomiliuoksesta. Kuvat
4.5b) ja 4.5d) ovat ndité vastaavat kuvat ilman intensiteettimodulointia. Kuvis-
sa nahdaan selkeita vari- ja kirkkauseroja, joiden avulla liuenneet emulsiopisarat ja
liposomit erottuvat liuottimesta. Kuvien 4.5a) ja 4.5c) selkeat intensiteettierot joh-
tuvat siitd, ettd BODIPY hydrofobisena mmolekyyliné kertyy parafiiniéljypisaroihin
ja liposomeihin. Kuvissa 4.5b) ja 4.5d) nakyy vériero liuottimen ja liuenneiden ai-
neiden valilla. Vari liuottimen alueella johtuu suurimmalta osin taustasta, eikd BO-
DIPYn elinajasta liuottimessa. Kuvista emulsiopisaroiden tai liposomien kohdalta
rajatuista alueista maaritetyt fluoresenssin vaimenemiskuvaajat olivat muodoltaan
kaksieksponentiaalisia. Tamé& voi johtua siita, ettd BODIPY-konsentraatio naissa
alueissa oli niin suuri, ettd tapahtui itsesammutusta.

Heterogeenisissa nestemaisissa naytteissa yksi merkittdva ongelma on se, etta nay-
teessa tapahduu liikehdintaa koko ajan lampdliikkeen ja ndytteen kuivumisesta joh-
tuvan virtauksen takia. Niinpd kuvattavat kohteet, kuten liposomit, liikkuvat mit-
tauksen aikana. Jos lilkkkuminen on nopeaa, kuvattava kohde saattaa liikkua ko-
konaan pois kuvasta mittauksen aikana. Jos liikkkuminen ei ole aivan niin nopeaa,
mutta kohde kuitenkin liikkuu mittauksen aikana, niin elinaika vaaristyy ja on todel-
lista elinaikaa pidempi. Tata on ndhty aiemmin muun muassa Parosen ja Rauhalan
tutkimuksissa [51; 52]. Kuvassa 4.6 ndhdaan esimerkki siitd, miltd naytteessa mit-
tauksen aikana liikkuvat kohteet voivat FLIM-kuvissa ndyttad. Kuvattavat kohteet
voivat tarttua lasilevyn pintaan, jolloin ne pysyvat paikallaan niin kauan, etté niista
voi saada kuvan. Kontakti lasilevyn kanssa voi kuitenkin vaikuttaa elinaikaan, silla
osa variaineesta on kontaktissa lasilevyn kanssa, jolloin niiden kokema ymparist6 on
erilainen. Toinen ongelma heterogeenisia naytteitd mitattaessa oli ndytteen nopea
kuivuminen. Naytteen kuivuessa variaineen elinaika kasvoi. Luvussa 3.4 esiteltiin
ratkaisuja kuivumisen hidastamiseen.
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Kuva 4.5 Kuvissa a) jab) n hd n esimerkki para ini ljy-vesi emulsion FLIM-kuvista ja
kuvissa c) ja d) esimerkki liposomiliuoksen FLIM-kuvista. V' riaineena kummassakin mit-
tauksessa k ytettiin BODIPY . Vasemmanpuoleisessa sarakkeessa ovat intensiteettimodu-
loidut kuvat ja oikeanpuoleisessa vastaavat kuvat ilman intensiteettimodulointia. Kaikki
kuvat on esitetty samalla elinaika-asteikolla, joka on esitetty kuvassa oikealla. Kuvat on
mitattu satakertaisesti suurentavalla ljyimmersio-objektiivilla k ytt en 483 nm viritysaal-
lonpituutta ja 510 900 nm monitorointiaallonpituusaluetta.

Kuva 4.6 Para ini-vesiemulsiosta mitattu kuva, jossa n kyy liikkuvien kohteiden aiheut-
tamia viivoja, joiden elinaika on pitk . a) Intensiteettimoduloitu FLIM-kuva. b) Vastaava
FLIM-kuva ilman intensiteettimodulointia. Kumpikin kuva on esitetty samalla elinaika-
asteikolla, joka on esitetty kuvassa oikealla. Kuvat on mitattu satakertaisesti suurentaval-
la ljyimmersio-objektiivilla k ytt en 483 nm viritysaallonpituutta ja 510 900 nm moni-
torointiaal lonpituusaluetta.
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4.5 Silkkikoaservaatit

Silkkikoaservaatteja erilaisissa silkkindytteissé kuvattiin FLIM:II4. Mielenkiintoinen
asia, joka silkkiproteiinikoaservaateista havaittiin mittauksia tehtéessa oli se, etta
koaservaatteja muodostui uudestaan, kun pisara liuotinta lisattiin mikroskooppila-
sille kuivuneen naytepisaran péaalle. Koaservaattien yhdistymista toisiinsa ja peh-
meiden koaservaattien muodostumista ndytepisaran reunoilla pisaran kuivuessa ha-
vaittiin valomikroskoopilla, mutta naita ei voitu mitata FLIM:II&, silla muutokset
tapahtuivat lilan nopeasti. Kovat koaservaatit sdilyivat hyvin seuraavaan paivaan
jadkaappilampdotilassa, mutta pehmeéat koaservaatit eivat.

Esimerkkeja FLIM:II& mitatuista kuvista on esitetty kuvissa 4.7, 4.9, 4.8, 4.10 ja
4.11. Kaikissa ndissa kuvissa vasemmanpuoleisena on intensiteettimoduloidut FLIM-
kuvat, keskell& vastaavat FLIM-kuvat ilman intensiteettia ja oikealla FLIM-mittauksen
jalkeen otetut valomikroskooppikuvat mitatusta naytteen kohdasta, jos kyseisesta
kohdasta on sellainen saatu kuvattua. FLIM-kuvaa vastaavia valomikroskooppiku-
via ei aina saatu otettua, silla erityisesti pehmeitéd koaservaatteja kuvattaessa nayt-
teessa saattoi tapahtua merkittavid muutoksia FLIM-mittauksen aikana.

Kuvissa 4.7 ja 4.8 on esitetty esimerkkikuvia FLIM:II& kuvatuista koaservaateis-
ta puhtaassa vedessd. Kuvassa 4.7 variaineena on kaytetty DASPMIa ja kuvassa
4.8 BODIPY4&. Paras kuva, joka saatiin pehmeista koaservaateista vedessa, on kuva
4.8a), jossa variaineena on kaytetty BODIPY&. Kuva on otettu sentrifugoimatto-
masta naytteesta ja siind nahdaan liikkuva pehmed koaservaatti. Ongelmana peh-
meiden koaservaattien kanssa oli se, etté naytteissa oli vahan koaservaatteja ja ne,
jotka onnistuttiin kuvaamaan, eivat usein erottuneen intensiteetin eivatka elinajan
perusteella ymparistostadn. Pehmeit& koaservaatteja muodostui ndytepisaran reu-
noilla pisaran kuivuessa, mutta FLIM:II& n&itd koaservaatteja ei pystytty mittaa-
maan, silla kuivuminen eteni liilan nopeasti. Sen sijaan kovia koaservaatteja vedessa
saatiin kuvattua kummallakin vériaineella. Kuvissa 4.7 a)-c) nahdaan DASPMIla va-
riaineena kayttéen kuvattu kova koaservaatti. Tama kuva mitattiin sentrifugoimat-
tomasta néytteestd, johon variaine laitettiin ennen K,HPO,-suolaliuoksen lisdysta.
Kuvissa 4.7 d)-f) on vastaavasti kuvat kovasta koaservaatista sentrifugoidussa nayt-
teessd, johon vériaine laitettiin K,HPOg4-suolaliuoksen lisdyksen jalkeen. BODIPYa
kayttden mitatut FLIM-kuvat ja valomikroskooppikuva kovista koaservaateista sent-
rifugoimattomassa ndytteessa, johon variaine laitettiin ennen K,HPO4-suolaliuoksen
lisdystd, ovat kuvissa 4.8 c)—e) ja vastaavasti kuvat kovasta koaservaatista sentrifu-
goidussa naytteessd, johon variaine laitettiin suolaliuoksen lisdyksen jélkeen, ovat
kuvissa 4.8 f)-h).
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Kuva 4.7 Kuvia koaservaateista vedess . V riaineena k ytetty DASPMIa. a) c¢) Ko-
va koaservaatti sentrifugoimattomassa n ytteess . d) f) Kova koaservaatti sentrifugoidus-
sa n ytteess . Vasemmassa sarakkeessa ovat intensiteettimoduloidut FLIM-kuvat, keskim-
m isess FLIM-kuvat ilman intensiteettimodulointia ja oikeassa FLIM-kuvia vastaavat va-
lomikroskooppikuvat. FLIM-kuvat on esitetty samalla elinaika-asteikolla, joka on esitetty
kuvassa oikealla. Kuvat on mitattu satakertaisesti suurentavalla ljyimmersio-objektiivilla
k ytt en 483 nm viritysaallonpituutta ja 510 900 nm monitorointiaallonpituusaluetta.

Esimerkkikuvat FLIM:IIA kuvatuista Tris-HCI-puskuriliuoksessa olevista koaservaa-
teista on esitetty kuvissa 4.9 ja 4.10. Kuvassa 4.9 vériaineena on kaytetty DASPMIa
ja kuvassa 4.10 BODIPYa. Tris-HCl-puskuria sisaltavista silkkinaytteista saatiin
kummallakin vériaineella kuvia myds pehmeista koaservaateista. DASPMIa variai-
neena kayttaen kuvattuja pehmeitéd koaservaatteja nahdaan kuvissa 4.9 a)-c) sent-
rifugoimattomassa naytteessa ja kuvissa 4.9d)-f) sentrifugoidussa naytteessa. Ko-
via koaservaatteja sentrifugoimattomassa ndytteessa, johon variaine on laitettu en-
nen K,HPO,-suolaliuoksen lisdystd, nahdaan kuvissa 4.99)-1i) ja kova koaservaatti
sentrifugoidussa naytteessa, johon vériaine lisattiin suolaliuoksen lisayksen jalkeen,
nahdaan kuvissa 4.9))-1). BODIPYa& kayttden mitatuissa kuvissa 4.10a) jab) néah-
daan sentrifugoimattomasta naytteestd kuvattuja pehmeitd koaservaatteja ja ku-
vissa 4.10 ¢)-e) sentrifugoidusta ndytteesté kuvattuja pehmeité koaservaatteja. Ku-
vissa 4.10f)-h) néahdaan kova koaservaatti, joka on mitattu sentrifugoimattomasta
naytteestd, johon variaine lisattiin ennen suolaliuoksen lisdysta ja kuvissa 4.101)-Kk)
kova koaservaatti, joka on mitattu sentrifugoidusta néaytteesta, johon vériaine lisat-
tiin myo6skin ennen suolaliuoksen lisaysta. Kuvista 4.9 ja 4.10 ndhdaan, etta niin
valomikroskooppikuvissa kuin FLIM-kuvissakin kovat koaservaatit ovat pehmeitd
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Kuva 4.8 Kuvia koaservaateista vedess . V riaineena k ytetty BODIPY . a) ja b) Peh-
meit koaservaatteja sentrifugoimattomassa n ytteess . c) e) Kovia koaservaatteja sentri-
fugoimattomassa n ytteess . f) h) Kova koaservaatti sentrifugoidussa n ytteess . Vasem-
massa sarakkeessa ovat intensiteettimoduloidut FLIM-kuvat, keskimm isess FLIM-kuvat
ilman intensiteettimodulointia ja oikeassa FLIM-kuvia vastaavat valomikroskooppikuvat.
FLIM-kuvat on esitetty samalla elinaika-asteikolla, joka on esitetty kuvassa oikealla. Ku-
vat on mitattu satakertaisesti suurentavalla Ijyimmersio-objektiivilla k ytt en 483 nm
viritysaallonpituutta ja 510 900 nm monitorointiaallonpituusaluetta.

koaservaatteja terdvarajaisempia.

Kuvassa 4.11 nahdaan tyypillinen ero kuvien intensiteeteissa, kun variaine laitetaan
naytteeseen ennen suolan lisdysta verrattuna siihen, ettd véariaine laitetaan suolan
jalkeen. Kuvassa 4.11 a) kirkkaimpien kohtien intensiteetti on noin puolet matalampi
kuin kuvassa 4.11d) ja silti koaservaatit kuvassa 4.11a) eivat nayta niin kirkkailta
kuin kuvassa 4.11 d). Huonompi intensiteetti johtuu todennakdisesti siita, ettd suolaa
lisattdessa osa silkkiproteiinista sakkautuu ja jos variaine on talléin liuoksessa, osa
siitd lahtee sakan mukana pois naytteesta.
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Kuva 4.9 Kuvia koaservaateista Tris-HCI-puskuriliuoksessa. V riaineena k ytetty
DASPMla. a) c) Pehme koaservaatti sentrifugoimattomassa n ytteess . d) f) Pehmeit
koaservaatteja sentrifugoidussa n ytteess . g) i) Kovia koaservaatteja sentrifugoimatto-
massa n ytteess . j) |) Kova koaservaatti sentrifugoidussa n ytteess . Vasemmassa sarak-
keessa ovat intensiteettimoduloidut FLIM-kuvat, keskimm isess FLIM-kuvat ilman inten-
siteettimodulointia ja oikeassa FLIM-kuvia vastaavat valomikroskooppikuvat. FLIM-kuvat
on esitetty samalla elinaika-asteikolla, joka on esitetty kuvassa oikealla. Kuvat on mitattu
satakertaisesti suurentavalla Ijyimmersio-objektiivilla k ytt en 483 nm viritysaallonpi-
tuutta ja 510 900 nm monitorointiaallonpituusaluetta.
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Kuva 4.10 Kuvia koaservaateista Tris-HCI-puskuriliuoksessa. V riaineena k ytetty BO-
DIPYa. a) ja b) Pehmeit koaservaatteja sentrifugoimattomassa n ytteess . c) e) Pehmei-
t koaservaatteja sentrifugoidussa n ytteess . f) h) Kova koaservaatti sentrifugoimatto-
massa n ytteess . i) k) Kova koaservaatti sentrifugoidussa n ytteess . Vasemmassa sarak-
keessa ovat intensiteettimoduloidut FLIM-kuvat, keskimm isess FLIM-kuvat ilman inten-
siteettimodulointia ja oikeassa FLIM-kuvia vastaavat valomikroskooppikuvat. FLIM-kuvat
on esitetty samalla elinaika-asteikolla, joka on esitetty kuvassa oikealla. Kuvat on mitattu
satakertaisesti suurentavalla Ijyimmersio-objektiivilla k ytt en 483 nm viritysaallonpi-
tuutta ja 510 900 nm monitorointiaallonpituusaluetta.
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Kuva 4.11 Kuvia koaservaateista vedess . Sentrifugoidut n yteet, joihin on lis tty suo-
laa. V riaineena k ytetty BODIPY . a) ¢) V riaine lis tty n ytteeseen ennen suolan li-
s yst . d) f) V riaine lis tty n ytteeseen suolan lis yksen j lkeen. FLIM-kuvat on esitetty
samalla elinaika-asteikolla, joka on esitetty kuvassa oikealla. Kuvat on mitattu sataker-
taisesti suurentavalla ljyimmersio-objektiivilla k ytt en 483 nm viritysaallonpituutta ja
510 900 nm monitorointiaallonpituusaluetta.

Koaservaateissa valomikroskooppikuvissa nakyvat sisaiset rakenteet nakyivat FLIM-
kuvissa intensiteetin vaihteluina, mutta eivat elinajan vaihteluina. Vaimenemisku-
vaajista maaritettyjen elinaikojen numeroarvot ovat kuitenkin keskiméaarin suurem-
pia koaservaateilla, joissa on siséisia rakenteita, kuin niill4 joissa téllaisia rakenteita
ei ndy. Kuvissa nédhdaan selkeéasti pallomaisten koaservaattien aiheuttamat heijas-
tukset. Heijastuksia nahtiin my6s Rauhalan tutkimuksessa [52].

FLIM-kuvista koaservaattien alueelta maaritettyhin fluoresenssin vaimenemiskuvaa-
jiin parhaiten sopiva sovitus vaihteli yksieksponentiaalisesta kolme-eksponentiaali-
seen, vaikka vaimenemiskuvaajat maaritettiin mahdollisimman tasavarisilta alueil-
ta. Yksieksponentiaaliset sovitukset sopivat keksim&arin parhaiten vaimenemisku-
vaajiin, jotka oli maaritetty alueista, joiden kokonaisintensiteetti jai hyvin matalak-
si. Téllaisissa tapauksissa tausta vaikuttaa todennakoisesti hyvin paljon maaritetyn
elinajan arvoon, eivatkd nama elinajat siten ole kovin luotettavia. Niinpa tallaiset
kuvat jatettiin huomiotta tuloksia laskettaessa. Kolme-eksponentiaalisissa sovituk-
sissa lyhin elinaika oli tavallisesti melko l&ahell& laitteen erotuskyvyn alarajaa, tai jo-
pa sité lyhyempi, eikd siten valttaméatta edustanut ainakaan BODIPY-molekyylien
elinaikaa. Niinpa paadyttiin siihen, etta luotettavimmat ja vertailukelpoisimmat tu-
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lokset saadaan kayttamalla systemaattisesti kaksieksponentiaalisia sovituksia. Koa-
servaattien ymparistoista maaritetyt elinajat olivat suurempia, kuin koaservaateista
madritetyt elinajat. Tama johtuu todella matalasta fluoresenssin intensiteetisté koa-
servaatin ymparistossa, silla intensiteetin ollessa huono tausta vaikuttaa sovituksesta
saatuun elinajan arvoon.

Kaksieksponentiaalisissa sovituksissa pidempien elinaikojen vaihtelut samasta nayt-
teestd mitattujen koaservaattien valilla olivat keskimaarin suhteellisesti pienempia
kuin lyhyempien elinaikojen vaihtelut, erityisesti BODIPYII4. Lyhyt elinaika voi BO-
DIPYn tapauksessa johtua myods itsesammutuksesta, jolloin se ei kuvasta ndytteen
viskositeettid. Niinpa BODIPYn elinaikojen avulla maaritetyt viskositeetit lasket-
tiinkin kayttden kaksieksponentiaalisesta sovituksesta saaduista elinajoista pidem-
paa. Sen sijaan DASPMIn elinaikojen avulla maaritetyt viskositeetit laskettiin kayt-
taen elinajoista lyhyempaa. Pidemmalla elinajalla lasketut viskositeettiarvot olivat
useamman tuhannen mPas luokkaa. Tdma korkea elinaika johtuu todenn&kdisesti
positiivisen varauksen omaavan DASPMIn sitoutumisesta negatiivisesti varautunei-
den silkkiproteiinien kanssa, eik& siten kuvasta ympariston viskositeetin vaikutus-
ta. Liséksi pidemmat elinajat olivat selkedsti pidempid, kuin DASPMIn elinaika
glyserolissa, jolloin kalibraatiosuora ei valttamatta anna luotettavaa tulosta, koska
taman tutkimuksen perusteella ei tiedetd, kuinka korkeissa viskositeeteissa lineaa-
rinen riippuvuus vield patee. Niinpa lyhyemman elinajan kayttaminen viskositeetin
laskemiseen DASPMiIlla on perusteltua.

Taulukkoon 4.2 on koottu erilaisista silkkikoaservaattindytteista mitatut DASPMIn
elinajat ja niista méaaritetyt viskositeetit. Lisaksi taulukossa kerrotaan elinaikojen
osuudet. Elinajat ja osuudet ovat kustakin naytetyypista mitatuista kuvista maari-
tettyjen koaservaattien elinaikojen ja osuuksien keskiarvoja ja viskositeetti on maa-
ritetty tasté elinajan keskiarvosta. Vastaavat tulokset on esitetty taulukossa 4.3
BODIPYIlle.

DASPMIn elinaikoja vertailtaessa nahdaan, etta kaikissa naytetyypeissa pehmeiden
koaservaattien pidempi elinaika ; on pidempi kuin kovien koaservaattien pidem-
pi elinaika. Sen sijaan lyhyemmat elinajat ovat kahta poikkeusta lukuun ottamatta
pidempid kovissa koaservaateissa. Koska koaservaatin viskositeetti lasketaan DASP-
Min lyhyemmasta elinajasta, koville koaservaatteille lasketut viskositeettiarvot ovat
padasiassa pehmeiden koaservaattien arvoja suurempia. Viskositeettien erot eivat
kuitenkaan ole kovin suuria. Pehmeiden koaservaattien ; elinajat ovat suurempia
puskuriliuoksessa kuin puhtaassa vedessa. » elinaika sentrifugomattomassa pusku-
riliuoksessa poikkeaa kahden muun naytetyypin , elinajasta ja viskositeetin arvo on
poikkeuksellisen suuri. Kovien koaservaattien elinajat pysyvat melko samoina riippu-
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Taulukko 4.2 DAPSMIn keskim r iset elinajat ¢ erilaisten n ytetyyppien silkkikoaser-
vaateissa sek lyhyemm n elinajan » mukaan lasketut viskositeetit . Lis ksi on annettu
elinaikojen keskim r iset virheet sek keskim r iset osuudet a [%0]. Viskositeettiarvot on
py ristetty I himp n 5:11 jaolliseen kokonaislukuun.

Pehmea Kova
£ (ns) [%] | (mPas)| Vériaine £ (ns) [%] | (mPas)

H,O
Ei sentr. 12,65 0;12 [51] Ennen 2;21 0;08 [54]

21 0;49  0;14 [49] 125 0;53 0;11 [46] 145

1 Jalkeen 2;45 0;08 [43]

2 0;54 0;08 [57] 150
Sentr. 1 — [—] Ennen  2;15 0;07 [42]

2 — [—] — 0;57 0;07 [58] 170

1 Jalkeen 2;37 0;07 [47]

2 0;58 0;08 [53] 180
Tris-HCI
Ei sentr. 12,95 005 [42] Ennen  2;30 0;06 [43]

21 0;62 0;05 [58] 205 0;58 0;06 [57] 175
Sentr. 1112;99 0;06 [43] Ennen 2;20 0;17 [42]

2(10;50 0;06 [57] 125 0;44 0;14 [58] 100

1 Jalkeen 2;33 0;08 [46]

2 0;51 0;08 [54] 130

matta ndytetyypistd, paitsi etta variaineen lisédminen suolaliuoksen jalkeen nayttaa
hieman pidentédvan ; elinaikoja naytteissa, joissa liuottimena on puhdas vesi. Pus-
kuriliuoskessa kovien koaservaattien ; elinajat vastaavat toisiaan, kun virherajat
otetaan huomioon. DASPMIn , elinaika kovia koaservaatteja sisaltavassa sentri-
fugoidussa puskuriliuos-ndyteessd on selkeasti muita , elinaikoja lyhyempi. Tama
johtuu todenn&koisesti siitd, ettd koaservaattien koko oli téssa néaytteessa keskimaa-
rin pienempi kuin muissa naytteissa.

Sentrifugoimattomissa naytteissa BODIPYn ; elinaika on pidempi pehmeissa kuin
kovissa koaservaateissa. Sentrifigoiduissa ndytteissd tilanne on suurimmalta osin
painvastainen. Myds BODIPY 4 sentrifugoitu Tris-HCI-puskuriliuosnayte, johon va-
riaine on lisdtty ennen suolaa, poikkeaa hieman muista ndytteista. Variaineen lisaa-
minen suolaliuoksen jalkeen pidentdd ; elinaikoja huomattavasti kaikissa tapauk-
sissa, mutta erityisesti sentrifugoiduissa naytteissa. BODIPYn ; elinajat vaihtelevat
paljon, mutta vaihteluissa ei ole havaittavissa systemaattisuutta.

BODIPYn elinaikojen mukaan lasketut koaservaattien viskositeettiarvot ovat huo-
mattavasti suurempia kuin vastaavat viskositeetit DASPMIn elinaikojen mukaan
laskettuna. Mahdollinen selitys télle on, ettda BODIPY olisi koaservaattien sisalla
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Taulukko 4.3 BODIPYn keskim

tu elinaikojen keskim
on py ristetty | himp n 5:11 jaolliseen kokonaislukuun.
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r iset elinajat ¢ erilaisten n ytetyyppien silkkikoa-
servaateissa sek pidemm n elinajan 1 mukaan lasketut viskositeetit |. Lis ksi on annet-
r iset osuudet a [%]. Viskositeettiarvot

r iset virheet sek keskim

Pehmea Kova
£ (ns) [%] | (mPas)| Vériaine £ (ns) [%] | (mPas)
H,O
Ei sentr. 1/ 3;25 0;10 [41] 525 Ennen  2;45 0;06 [60] 295
21 0;46  0;09 [59] 0;72 0;12 [40]
1 Jalkeen 2;65 0;11 [40] 345
2 0;50 0;10 [60]
Sentr. 112;90 0;09 [33] 415 Ennen  3;28 0;22 [40] 530
21 0;49 0;06 [67] 0;43 0;16 [60]
1 Jalkeen 4;27 025 [47] 905
2 0;74 0;24 [53]
Tris-HCI
Ei sentr. 1/ 3;15 0;07 [43] 490 Ennen  2;48 0;07 [41] 305
21/ 0;55 0;07 [57] 0;66 0;06 [59]
Sentr. 11/ 3;06 0;06 [40] 465 Ennen  2;38 0;09 [44] 280
211 0;51  0;06 [60] 0;49 0;09 [56]
1 Jalkeen 4;19 0;22 [35] 870
2 0;89 0;15 [65]

kohdissa, joissa on enemman proteiineja ja DASPMI olisi kohdissa, joissa on enem-
man vettda. Tama olisi mielekastd, silla DASPMI on BODIPY4 hydrofiilisempi.
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Tutkimuksen tavoitteena oli kehittdd menetelmd, jolla voidaan maarittaa heterogee-
nisten nesteiden paikallisia viskositeetteja fluoresoivien roottorimolekyylien elinaiko-
jen avulla, kayttden FLIM-laitteistoa. Lisaksi haluttiin selvittdd voiko menetelmaa
soveltaa silkkikoaservaattien viskositeettien maarittadmiseen erilaisista naytteista ja
nahdaankoé menetelméan avulla eroja silkkikoaservaattien vélilla. Fluoresoivina root-
torimolekyyleind kaytettiin hydrofiilista DASPMIa ja hydrofobista BODIPYA.

Roottorimolekyyleille maaritettiin kalibraatiosuorat, jotka kuvaavat niiden fluore-
senssin elinajan riippuvuutta viskositeetista. Kalibraationdytteista TCSPC:lla maa-
ritettyjen fluoresenssin elinaikojen logaritmien ja naytteiden reometrilla mitattujen
viskositeettien logaritmien valilla oli selke& lineaarinen riippuvuus kummallakin va-
riaineella ja maaritettyjen kalibraatiosuorien R?-arvot olivat yli 0;98:n. Lineaarinen
riippuvuus patee DASPMIlla ainakin 60-1330 mPas viskositeettialueella ja BODI-
PYIla 20-1330 mPas viskositeettialueella. N&ita kalibraatiosuoria kayttéen voitiin
laskea viskositeetteja FLIM-kuvista maaritetyistd elinajoista. Vaikka kalibraatio-
suorat sopivat mitattuun dataan hyvin, voisi suorien luotettavuutta lisata mittaa-
malla naytteiden viskositeetit ja fluoresenssin elinajat naytteissa ajallisesti lahem-
pana toisiaan. Lisaksi voitaisiin lisatd naytteita ja selvittdd myos kuinka matalissa
ja korkeissa viskositeeteissa riippuvuus pysyy lineaarisena.

Homogeenisista testindytteistd mitattiin elinajat seka FLIM:II& ettda TCSPC:lla.
Naité tuloksia vertailemalla nahtiin, ettd FLIM:II& saadaan korkeampia elinaiko-
ja kuin TCSPC:lla, ja siten myods korkeampia viskositeetteja. Namé erot johtuvat
muun muassa siitd, ettd TCSPC:lla mitattaessa ndyte mitataan kyvetissa, kun taas
FLIM:IIa mitattaessa nayte on pisara mikroskooppilasilla, jolloin lasin ja naytepi-
saran rajapinta vaikuttaa tuloksiin. Niinpa se, ettd kalibraatiomittaukset on tehty
TCSPC:lla voi aiheuttaa systemaattista virhettd tuloksiin. Tasta syysta olisi pe-
rusteltua méaarittaa kalibraatiosuorat FLIM:II4. Laskettaessa sokeriliuoksen viskosi-
teetti DASPMIn amplitudipainotteisen keskimaaréisen elinajan avulla, saatiin tu-
lokseksi nesteen bulkkiviskositeettia lahell& oleva viskositeettiarvo. Lisdd mittauk-
sia erilaisissa homogeenisissa nesteissa taytyy kuitenkin tehdd, ennen kuin voidaan
sanoa, pateekd tama yleisesti DASPMIlle homogeenisissa nesteissa. DASPMIn elin-
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aika riippuu myo6s nesteen poolisuudesta, mika tulee myos pitdd mielessa tuloksia
tulkittaessa.

Heterogeenisten naytteiden mittaamisessa oli tiettyja haasteita. Ensinnakin kuvat-
tavat kohteet, kuten liposomit tai koaservaatit, liikkuvat jatkuvasti ndytteessa lam-
poéliikkeen ja naytteen kuivumisen aiheuttaman nesteen virtauksen takia. Tallaisia
lilkkuvia kohteita ei voida kuvata FLIM:II&, silla ne liikkuvat mittauksen aikana
pois kuvattavalta alueelta tai variaineen elinaika vaaristyy liikkeen johdosta. Niinpa
FLIM:IIa voidaan kuvata vain sellaisia kohteita, jotka ovat jaéneet kiinni lasilevyyn
tai johonkin naytteessd olevaan paikallaan pysyvaan tai hyvin hitaasti liikkuvaan
kohteeseen. Liséksi ndytepisaran nopea kuivuminen tuotti ongelmia heterogeenisia
naytteitd mitattaessa. Asettamalla naytepisara kahden lasilevyn véliin pystyttiin
hidastamaan néytepisaran kuivumista huomattavasti. Mikroskooppilasit kannattaa
erottaa toisistaan jollakin, kuten teflonteipista tehdylla renkaalla, jotta paallimmai-
nen lasilevy ei paina ndytepisaraa. Vesipisaroiden lisddminen lasilevylle ndytepisa-
roiden kanssa hidasti naytepisaran kuivumista myos hieman.

Heterogeenisista naytteistd mitatuista kuvista ndhdaan, ettéd fluoresenssin intensi-
teetti kummallakin variaineella on suurempi naytteiden viskooseimmissa osissa. Ta-
ma johtunee sek& vériaineiden fluoresenssin intensiteetin kasvamisesta viskositeetin
kasvaessa etta variaineiden kertymisesta naihin viskoosimpiin osiin tai niiden pinnal-
le. Naissa ndytteen osissa variaineiden intensiteetti on niin hyva, etta niisté voidaan
madrittaa fluoresenssin vaimenemiskuvaajia, joista saadaan méaaritettyd todenmu-
kaisia elinaikoja. Niinp&a naiden osien viskositeetit pystyttiin maarittdméaan. Sen si-
jaan esimerkiksi koaservaattien ympariston viskositeetin maarittaminen ei onnistu-
nut naitéd variaineita kdyttden. BODIPYa oli todennékaisesti hyvin vahan koaser-
vaattien ymparistossa, silla BODIPY on hydrofobinen molekyyli. Sen sijaan DASP-
Mla todennéakdisesti oli ymparistossd, mutta koska DASPMIn elinaika on vedessa
niin lyhyt, ettéd sita ei voi mitata kaytetylla laitteistolla, ei DASPMInkaan avul-
la voitu méaarittdd ympariston viskositeettia. Niinp& viskositeettierot ympariston ja
koaservaattien valill4 voitaisiin erottaa paremmin sellaisella fluoresoivalla roottori-
molekyylill4, joka on vesiliukoinen ja jonka elinaika vedessa on tarpeeksi pitka, jotta
se voidaan mitata FLIM:IIA.

Menetelméan avulla pystyttiin erottamaan kovat koaservaatit ymparistostaan ja peh-
meatkin koaservaatit erottuivat ymparistostaan erityisesti puskuriliuosnaytteissa.
Lisaksi pystyttiin nakemaan selkeita varieroja pehmeiden ja kovien silkkikoaservaat-
tien vélilla. Parhaimmat kuvat silkkikoaservaateista saatiin Tris-HCI-puskuriliuok-
sista ja sentrifugoiduista ndytteista. Kovista koaservaateista saatiin parempia kuvia,
kun variaine lisattiin naytteisiin K,HPO4-suolaliuoksen lisdyksen jalkeen.
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Koaservaateista pystyttiin maarittdmaan elinaikoja, joiden avulla voitiin laskea kes-
kendan vertailukelpoisia viskositeetteja. Elinajat laskettiin fluoresenssin vaimene-
miskuvaajista kaksieksponentiaalisten sovitusten avulla. Viskositeetin laskemises-
sa kaytettiin DASPMIn elinajoista lyhyempéaa ja BODIPYn elinajoista pidempéaa.
DASPMIlla pidempi elinaika johtuu todennékdéisesti DASPMI-molekyylien sitoutu-
misesta proteiinimolekyyleihin, jolloin se ei kuvaa ympariston viskositeettia. Tama
voitaisiin tarkistaa aikaerotteisella fluoresenssianisotropialla. BODIPYI1l& pidempi
elinaika on luotettavampi, koska se vaihteli lyhyempaa elinaikaa vahemmaéan samas-
ta naytteestd mitattujen koaservaattien valilla ja liséksi lyhyempi elinaika voi liittya
itsesammutukseen.

FLIM-kuvien analysoinnissa tulee ottaa huomioon, etta fluoresenssin intensiteetin
ollessa matala, kuvista rajatun alueen koolla on merkittava vaikutus elinaikaan. Mi-
ta suuremmalta alueelta fluoresenssin vaimenemiskuvaajan téllaisissa kuvissa méaa-
ritti, sitd suuremman elinajan DecFit-ohjelmalla tehty sovitus antoi. Taméa johtuu
taustan vaikutuksesta. FLIM-kuvista maaritettyihin fluoresenssin vaimenemiskay-
riin tehtyja sovituksia olisikin voitu parantaa, jos sovituksia tehtédessa olisi voitu
huomioida taustan vaikutus. Liséksi FLIM-kuvissa havaittiin heijastuksia. Heijas-
tuksien vahentamiseksi FLIM:IIa mitattaessa voidaan skannata naytetta liikkumal-
la aina vain yhteen suuntaan sen sijaan, ettd skannattaessa liikutaan joka toisella
rivilla oikealta vasemmalle ja joka toisella vasemmalta oikealle, kuten taméan tutki-
muksen mittauksissa tehtiin.

DASPMaIla kaytettaessa kovien koaservaattien viskositeetti on useimmiten korkeampi
kuin vastaavasta ndytteesta mitatun pehmean koaservaatin viskositeetti. Pehmeiden
koaservaattien viskositeetti oli keskim&arin noin 130 mPas ja kovien koaservaattien
viskositeetti noin 150 mPas. Tama ero on kuitenkin mittaustarkkuuden huomioon
ottaen hyvin pieni. BODIPYa kaytettdessa pehmeiden koaservaattien viskositeetti
oli sen sijaan kovien koaservaattien viskositeettia suurempi monissa naytetyypeis-
sd. Laskettaessa keskiarvot BODIPYn pehmeiden ja kovien koaservaattien viskosi-
teeteilla kaikissa ndytetyyppeissa, pehmeiden koaservaattien viskositeetti oli noin
470mPas ja kovien noin 500 mPas, mutta vaihtelu kovien koaservaattien valilla oli
hyvin suuri. Kummallakaan vériaineella ei havaittu selkeité viskositeettieroja vedes-
sa ja Tris-HCI-puskuriliuoksessa mitattujen koaservaattien valilla. Sen sijaan sentri-
fugoiduissa vesindytteissa kovien koaservaattien viskositeetit olivat korkeampia kuin
sentrifugoimattomissa vesindytteissa. Lisaksi kaikissa naytteissd, joihin variaine li-
sattiin suolaliuoksen jéalkeen, koaservaattien viskositeetiksi saatiin suurempia arvoja,
kuin vastaavissa naytteistd, joihin variaine lisattiin ennen suolaliuosta.

Viskositeettien maarittaminen FLIM:IIA roottorimolekyylien elinaikoja kadyttéaen vai-
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kuttaa lupaavalta menetelmaltd paikallisten viskositeettien méaarittamiseen hetero-
geenisista nesteistd. Kummallakin variaineeella maaritetyt viskositeettiarvot ovat
kesken&an vertailukelpoisia, mutta ne eivat vastaa tarkasti toisiaan eivatkd nayt-
teen todellista viskositeettia. Kalibraatiosuoria ja mittaustapoja sekd FLIM-kuvien
ja fluoresenssin vaimenemiskuvaajien analysointimenetelmia kehittamalla on kuiten-
kin mahdollista saada yha vertailukelpoisempia tuloksia.
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LIITE 1. KALIBRAATIONAYTTEIDEN
VISKOSITEETIT JA ELINAJAT

Taulukko 1 Reometrill

64

20 C:ssa mitattujen viskositeettien keskiarvot , DASPMIn
ja BODIPYn kalibraation ytteille sek v riaineiden elinajat ¢ n iss n ytteiss . mgy-%
on n yteliuoksen tavoiteltu glyserolin massaprosenttiosuus.

DASPMI BODIPY
mgly'o/0 m f mgly'% m f
(mPas) (ns) (mPas) (ns)
0 -1l 0 0;587 0,27
0;972 - 0;601 0,25
- 0;587 0,25
80 579 0,39 || 65 20:4 0,64
58;5 0,33 20;0 0,61
58;9 0,32 18;5 0,61
84 94:1 0,43 || 72 33;0 0,87
93;1 0,43 33;2 0,80
94:4 0,44 33;2 0,78
88 160 0,60 || 79 70;7 1,19
162 0,56 69;9 1,17
162 0,60 69;3 1,18
92 301 0,71 || 86 163 2,13
277 0,73 166 2,00
296 0,72 164 1,92
96 495 1,00 || 93 414 3,09
600 1,08 419 3,11
612 0,96 414 3,08
100 1320 1,47 || 100 1320 4,81
1340 1,29 1340 4,60
754 1,30 1330 4,59
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LIITE 2. FLUORESENSSIN
VAIMENEMISKUVAAIJAT

Kuva 1 Esimerkit TCSPC:lla mitatuista uoresenssin intensiteetin vaimenemiskuvaajis-
ta kalibraation ytteiss . a) DASPMIn vaimenemiskuvaajia kalibraation ytteiss . b) BO-
DIPYn vaimenemiskuvaajia kalibraation ytteiss . Kummassakin kuvassa ruskea k yr on
mitattu instrumenttifunktio. Massaprosenttiosuudet viittaavat glyserolin massaprosenttio-
suuksiin n ytteiss . Mittauksissa k ytettiin 483 nm:n viritysaallonpituutta.
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