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Ievads. Fluorescentas rezonanses energijas parnesanas (FRET) metode, kas detekté molekulu
mijiedarbibu, kura savstarpé€jais attalums ir Iidz 10 nm, pirmo reizi tika aprakstita pirms vairak neka
50 gadiem, un aizvien bieZak ta tiek lietota biomedicina un zalu izstrade, petot proteinu mijiedarbibu
un konformativas izmainas Sunas. FRET sistéma ir komplicéta un ietver precizu eksperimenta dizaina,
merjjumu un datu analizes iestatijumu identificeSanu. Metodes aprobacijai par modela objektu tika
izmantots Ca?" atkarigais Ca* (CRAC) kanals. Kalcija kratuvju atkarigie kanali ir galvenais kalcija
signalcel§ Sunas un audos, kas piedalas genu ekspresijas, sekrécijas un imunas atbildes regulacija.
Petijuma izmantotais STIM proteins atrodas endoplazmatiska tikla (ET) membrana un péc Ca** izkla-
Sanas no endoplazmatiska tikla, STIM tiek aktivets un Stnas plazmatiskaja membrana veido jonu
kanalu ar ORAI proteinu.

Darba merkis, materials un metodes. Darba meérkis ir noteikt piemérotakos apstaklus fluores-
c€josi iezimetu molekulu mijiedarbibas pétijumos plasa redzes lauka (widefield) divu detektoru FRET
sistema un raksturot datu kvalitati ietekméjoSos parametrus.

HEK 293 Sianu linija tika kultiveta uz priekSmetstikliniem, kas apstradati ar poli-L-lizinu.
Transfekcijai ar plazmidu vektoriem tika izmantots lipofektamins (Lipofectamine® LTX; Invitrogen,
ASV). Jonu kanala veidoSanas detekteSanai ar FRET tika izmantotas plazmidas (STIM1 ar CFP un
ORAI1 ar YFP genu). Ekspozicijas laiks un datu analizes metodes tika varietas eksperimentu gaita,
lai optimizetu FRET datu kvalitati. Statistikas analizém tika izmantots Kruskal-Wallis tests, ko lieto
neparametriskiem datiem, ka ari Pirsona korelacija, lai noteiktu CFP/YFP attiecibas ietekmei uz FRET
efektivitati.

Rezultati. FRET datu iegtiSanai tika izmantotas dazadas tehniskas pieejas. Parak spilgts fluo-
rescences gaismas avota apgaismojums parauga apstrades laika veicinaja fluoroforu fotobaléSanu, un
tika iegutas zemas FRET efektivitates vertibas. Neitrala blivuma ND4 un ND8 optisko filtru izmanto-
Sana paraugu fokuseSanas laika samazinaja fotobaléSanu, uzlaboja emitétas fluorescences intensitati
un 11dz ar to ar1 FRET efektivitates vertibas. Datu analize tika konstatets, ka FRET pikselu intensitates
sastopamibas bieZumam jaatbilst Gausa jeb normalsadalijumam, ka ari tika atrasta korelacija starp
fluoroforu attiecibu un FRET efektivitates vertibu. Sliktas kvalitates FRET meérijumi, kas neatbilda
Gausa sadalijjumam, uzradija paaugstinatu FRET vertibu. Tomeér netika konstatéta korelacija starp
CFP/YFP attiecibu un FRET kvalitati.

Secinajumi.

1. Akurata FRET attela iegiSanai nepiecieSams izmantot ND optiskos filtrus pirms FRET efek-
tivitates merijuma veikSanas, lai mazinatu fluorofora fotobalesanu.

2. Pareizu rezultatu interpreteSanai nepiecieSams analizet CFP/YFP attiecibu un FRET signala
kvalitati.
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