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Agrip — Lyst er nyrri adferd, til ad 6rva flirljémun { lifrenum synum, sem byggir 4 notkun bylgjuleidara.
Orvunarljésid er bundid 1 punnu ljésleidandi lagi vid yfirbord 6rflogu. Képu ljésleidarans mynda synid {
vatnslausn 4 annan veginn og plastefni med brotstudul dpekkan vatni 4 hinn. Petta gefur samhverfan bund-
inn sveifluhdtt { bylgjuleidaranum sem dvinar samkvaemt visisfalli fra yfirbordi flogunnar og inn { synid.
Seilingu ljéssins ma stilla med vali 4 pykkt og brotstudli bylgjuleidarans. Adferdin hentar vel til rannsékna
a yfirbordsbindingu ljésvirkra efna, efnaflutningi yfir frumuhimnur, vixlverkun fruma vid yfirbord, o.fl.

1. Inngangur

Fldrljomunarsmésjar eru medal mikilvegustu rann-
soknatekja { vefjafredi, frumuliffredi, sameindalif-
fredi og skyldum greinum. Auk hefdbundinna ad-
ferda til smasjarskodunar 4 flirljdmandi synum hafa
margar sérhafdari adferdir verid préadar sem henta
betur afmorkudum vidfangsefnum [1]. Ein slik ad-
ferd var kynnt upp ur 1990 og byggir 4 alspegl-
un ljéss (e. Total Internal Reflection Fluorescence
(TIRF) Microscopy) 4 skilfleti smasjarglers og syn-
is [2], sbr. mynd 1(a), en synid er { flestum tilfellum
i vatnslausn. Med pessari adferd ma takmarka orvun
flurljdmandi efna 1 syninu vid o6rpunnt lag (<100 nm)
vid yfirbord smadsjarglersins. Nu til dags eru stadl-
adar TIRF smadsjar framleiddar af 6llum helstu sma-
sjarframeidendum. I flestum tilvikum eru par byggd-
ar pannig ad smdsjdrlinsu er komid fyrir undir punnu
smasjargleri med oliu 4 milli til ad stekka mogulegt
innfallshorn 6rvunarljéss { smasjarglerinu yfir mark-
horn alspeglunar. Demigert gildi 4 séfnunarkeilu (e.
numerical aperture, NA) fyrir slika linsu er 1.45. Pessi
tekni gefur mun skarpari myndir af flirljémun vid yf-
irbordid en hefdbundin flirljdmunarsmdsja pvi ekkert
merki er 6rvad utan fékusplans linsunnar, eins og til-
fellid er 1 hefdbundinni smdsjd par sem 6rvunarlj6sid
lysir { gegnum allt synid. Adferdin nytist pvi einnig til

ad mala mun veikari merki en ella, m.a. fra einstok-
um sameindum [2].

Flirljémun m4 einnig takmarka vid yfirbord med
pvi ad nyta eiginleika bylgjuleidara. Bylgjuleidari er
myndadur af kjarna sem er umlukinn kdpu. Kjarninn
hefur herri brotstudul en kdpan. Hefdbundnir 1j6s-
leidarapradir sem notadir eru t.d. i samskiptatekni
eru sivalningssamhverfir og gerdir ur tveimur efnum
en einnig md mynda plan-ljésleidara tr premur 16g-
um efna — nedri kdpu, kjarna og efri kipu — og hef-
ur kjarninn par hesta brotstudulinn en efri og nedri
képa geta haft 6likan brotstudul. T einféldum priggja
laga bylgjuleidara ferdast 1j6sid 1 plani ljosleidarans
eins og um frjalsa bylgju veri ad reda en er bundid
hornrétt 4 planid. Med pvi ad nota syni, t.d. { vatns-
lausn, sem efri kdpu, fest [josstyrkur sem dvinar sam-
kvaemt visisfalli inn { synid, svipad og vid alspeglun.
Seiling rafsvidsins inn { synid er m.a. hdd brotstudli
laganna og pykkt kjarnans. Demi eru um ad punnt lag
af Si, Ti;_,O; 4 glerundirlagi hafi verid notad til ad
leida 1j6s og orva flurljomun { frumum fyrir smasjar-
skodun [3]. Sveifluhdttur 6rvunarljéssins er 1 pessu til-
felli mjog 6samhverfur vegna pess hve miklu munar
4 brotstudli glers (n=1.5) og vatns (n=1.33), eins og
synt er 4 mynd 1(b). Seiling 1jéssins inn { synid getur
i pessu tilfelli verid 100-200 nm. Til ad orva sveiflu-
héttinn er 1j6s 14tid falla undir dkvednu horni 4 1j6s-
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Mynd 1. Yfirbordsbundna ljésorvun {1 lifrenum synum {
vatnslausn md fa fram med (a) alspeglun lj6ss 4 skilfleti
glers og synis, (b) 1j6si bundnu 1 ésamhverfum bylgjuleid-
ara sem kiplad er inn med ljésgreidu 4 yfirbordi bylgjuleid-
arans eda (c) 1jési bundnu { samhverfum bylgjuleidara par
sem kiipla md ljésinu beint inn { enda bylgjuleidarans.

greidu sem prentud er { yfirbord lj6sleidarans og er
innfallshornid had bylgjulengd ljéssins. Adferdin ger-
ir miklar krofur til geeda 1j6sgreidunnar og erfitt er ad
tryggja jafna lysingu yfirbordsins [3]. Pessi taekni hef-
ur pvi ekki reynst raunhafur moguleiki fyrir smasjar-
skodun.

Hér verdur lyst nyrri adferd vid ad orva flirljom-
un med samhverfum bylgjuleidara, p.e.a.s. par sem
brotstudull synis og nedri kdpu er nokkurn veginn sa
sami, sbr. mynd 1(c). Pessi gerd bylgjuleidara hefur
marga kosti framyfir 6samhverfa bylgjuleidara, m.a.
ad hagt er ad orva sveifluhattinn med pvi ad senda
1j6s ur hefdbundnum ljésleidara beint inn { bylgju-
leidarann. Petta einfaldar uppsetningu, eykur mynd-
g&di med jafnari lysingu og leyfir margar bylgju-
lengdir samtimis 4n pess ad breyta purfi innfallshorni.
Einnig ma stilla seilingu 1jéssins yfir mun breidara
svid (100-1000 nm) en mogulegt er med 6drum ad-
ferdum. Pessa adferd ma nota med hvada ljéssmdsja
sem er og notandinn hefur fullt val um hvada sma-
sjarlinsur eru notadar til ad safna flirljomunarmerk-
inu. T smasjarmyndatoku getur adferdin gefid sam-
fellda lysingu og mikla neemni sem m.a. er mikilvagt
pegar taka & myndir af hrédum atburdum { lifandi
frumum.

2. Utreikningar 4 seilingu ljéss

Adeins orfa efni hafa brotstudul ndlagt brotstudli
vatns. Eitt peirra er plastefnid CYTOP (perfluoro-
poly-butenyl-vinyl-ether, Asahi Glass Co.) med
brotstudulinn 1.34. CYTOP er uppleysanlegt og hef-
ur lagt ljésisog 4 breidu bylgjulengdarsvidi. Vid
voldum ad nota PMMA (polymethylmethacrylate,
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Mynd 2. Reiknud seilingarfjarlegd 1j6ss fyrir PMMA 1j6s-
leidarakjarna med mismunandi pykkt inn { vatnslausn sem
myndar efri kdpu ljésleidarans. Stadsetning punktanna svar-
ar til algengra 6rvunarbylgjulengda fyrir flidrljémandi efni.

MicroChem Corp.) { kjarna ljésleidarans. PMMA hef-
ur brotstudulinn n=1.49 og litla sjalf-flirljomun (e.
autofluorescence) [4].

Seilingu bundins sveifluhdttar { lj6sleidara inn {
kdpu (syni) ma reikna med eftirfarandi jofnu [S] par
sem d er skilgreint sem fjarleegdin par sem ttslag rafs-
vidsins hefur ndd 1/e af gildi sinu vid skilin milli
kjarna og kapu. Ljésstyrkur { syninu hefur pvi dvin-
ad 1 1/e* ~ 13.5% 1 fjarlegdinni z = d frd yfirbordi
kjarna lj6sleidarans.

d=——F——. (1
ngg =13

A er bylgjulengd 6rvunarljéssins, ng er brotstudull
synisins en nep er virkur brotstudull sveifluhattarins
sem fundinn er med pvi ad leysa jofnur Maxwells med
peim jadarskilyrdum sem lagskipting efnanna setur.
Hér verdur adeins fjallad um einhdatta bylgjuleidara,
pb.e. tilfelli par sem kjarni bylgjuleidarans er negilega
punnur til ad adeins ein bundin lausn sé til fyrir hvora
skautunarstefnu ljéssins. Mynd 2 synir nidurstodur tit-
reikninga fyrir mismunandi pykktir 4 kjarna 1j6sleid-
arans. Tekid var tillit til breytinga { brotstudli CYTOP,
PMMA og vatns med bylgjulengd. Myndin synir ad-
eins nidurstodur fyrir p-skautad 1jos (rafsvidsvigur
hornréttur 4 plan ljésleidarans) en s skautun gefur
sterkara flirljémunarmerki en s-skautad 1j6s [6]. Med
PMMA bylgjuleidarakjarna ma pvi f4 seilingu 1j6ss
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inn { vatnslausn 4 bilinu 150-500 nm fyrir blatt 1j6s
og 200-700 nm fyrir rautt 1jds.

Raunveruleg syni geta haft brotstudul sem er fra-
brugdinn vatni og oft er brotstudullinn breytilegur
eftir stadsetningu innan synis. Lifandi frumur hafa
brotstudul 4 bilinu 1.33-1.39 [7]. Orvunarljésid getur
pvi ndd allt ad 20% lengra inn { frumuna en mynd 2
gefur til kynna fyrir mestu pykkt & PMMA og er
jafnvel 6bundid fyrir pynnstu PMMA 16gin. Dreifing
(e. scattering) 4 orvunarljésinu 1t ur bylgjuleidaran-
um getur att sér stad ef snoggar breytingar verda a
brotstudli { syninu, sérstaklega ef seilingarfjarlegd er
stor, og getur pad valdid 6jafnri lysingu. Mikilvaegt
er pvi ad pekkja brotstudul synisins til ad velja megi
rétta pykkt 4 lj6sleidarann og meta raunverulega seil-
ingarfjarleegd ljéssins inn { synid.

3. Framleiosluferli og undirbiiningur syna

Ljosleidandi orflogur voru framleiddar 4 eftirfarandi
hatt (sja einnig mynd 3). Kisil- eda glerskifur voru
hitadar til ad fjarlegja vatn af yfirbordi og medhondl-
adar med AP3000 vidlodunarefni (DOW Chemical
Company). Skifurnar voru hddadar med uppleystu
CYTOP CTX-809AP2 4 snuningsplétu (e. spinner)
sem gefur um 4 um pykkt lag. Skifurnar voru hitad-
ar { ofni vid 180°C til ad baka burt leysiefni og bata
vidlodun vid undirlagid. Mikilvaegt er ad baka skif-
urnar undir hjalmi til ad minnka hettu 4 rykmeng-
un og hagja 4 uppgufun leysiefna sem gefur hreinna
og sléttara yfirbord. Omedhondlad CYTOP yfirbord
hrindir fra sér vokva (snertihorn um 110°) p.a. naud-
synlegt er ad medhondla pad til ad lekka snertihorn
vid pd lausn sem myndar kjarna ljésleidarans (PMMA
i pessu tilfelli). Ef punnu lagi af 4li er hidad 4 yfir-
bordid 1 loftteemi sndast karboxyl-endahdpar fjollid-
anna ad yfirbordinu og bindast alinu. Ef 4lid er sidan
fjarleegt med votatingu verdur breyting 4 snertihorni
yfirbordsins ({ u.p.b. 80°) og vidlodun milli CYTOP
og PMMA eykst.

PMMA uppleyst { anisél var notad til ad leggja
450nm pykkan kjarna ljésleidarans ofan & CYTOP
lagid eftir medhondlun med 4li. Til ad vernda PMMA
lagid fra leysiefnum var skifan aftur hidud med 4li
(200 nm & pykkt) og pvi naest var 41id hidad med lagi
af ljésna@mu efni fyrir rdsaprentun (um 1 ym 4 pykkt).
Mynstur var prentad { ljésneema lagid til ad skilgreina
stodvunarlag fyrir seinna @tingarskref. Mynstrid var
framkallad { NaOH lausn sem @tir einnig 4lid 4 peim
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Mynd 3. Framleidsluferli fyrir ljésleidandi 6rflogur. Priggja
laga plan-ljésleidari er lagdur 4 yfirbord kisil- eda glerskifu
og med ®tingu er hluti efsta lagsins fjarlegdur til a0 mynda
brunn nidur ad yfirbordi kjarnans. Syni { vatnslausn er kom-
10 fyrir { brunninum og honum lokad med pekjugleri. Nanari
skyringar { texta.

stodum bar sem ljésnema efnid hefur verid fjarlegt.
Efri kdpa var myndud med pvi ad hida 60ru 4 um
CYTOP lagi 4 yfirbordid og var pad lag einnig bak-
ad { ofni og medhondlad til ad lekka snertihorn. Nytt
ljésnemt lag var lagt 4 yfirbordid og prentad i pad
mynstur fyrir @tingu 4 brunnum gegnum efri kép-
una. Sterd brunnanna var 2x2 mm. CYTOP @ting var
framkvaemd { rafgasi med O,:CHF3 gasblondu. Eftir
a@tingu var skifan sogud nidur 1 10x 10 mm? flogur og
leifar af lj6sn@emu efni og 4li voru fjarlegdar rétt 4dur
en flogunum var komid fyrir { frumuraktun.
Brjostakrabbameinsfrumulinan MCF7 var rakt-
ud 4 orflogum i DMEM/FI2 frumuzti med 5%
kalfasermi. Frumurnar voru raektadar { tvo daga eda
par til peer myndudu klasa med 5—10 frumum. Ad lok-
inni reektun voru frumurnar fixeradar { 3.5% formalini
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Mynd 4. Einf6ldud mynd af tilraunauppstillingu.

og gerdar gegndreypar med Triton-X-100 sdpu og
undirbinar fyrir métefnalitun. Til pess ad koma i veg
fyrir 6sérteeka bindingu métefnis vid onnur prétein
voru frumurnar blokkeradar med 10% sermi/PBS (e.
phosphate buffer saline). Notad var métefni fyrir vid-
lodunarproteinid E-cadherin sem bindur saman himn-
ur adliggjandi fruma. Sem flirljémandi yfirbygging
(e. secondary antibody) var notad Alexa Fluor 546.
Reaktunarbrunnarnir 4 6rflogunum voru fylltir med
vatni og lokad med pekjugleri. Glerid var lagt 4 pétti-
hring ur tveggja patta PDMS silikoni (Sylgard 184,
Dow Corning) sem blandad var med svortu prentdufti
til ad draga dr bakgrunnsljosi.

4. Niodurstoour

Smaésjarmyndir af frumum voru fengnar med pvi
ad senda 1j6s fra hvitum ljésgjafa (SuperK Versa,
Koheras A/S) gegnum breytilega siu sem stillt var til
ad hleypa 1 gegn 1j6si vid 551 nm med 3.5 nm band-
breidd. Lj6sid for gegnum A/2-plotu sem var snd-
i0 til ad velja skautun 1jéssins og kiuplad inn { ein-
hatta ljésleidaraprad sem vardveitir skautunina. Hinn
endi ljosleidarans var stilltur af midad vid bylgjuleid-
ara flogunnar eins og synt er 4 mynd 4. Ljésid ferd-
ast um 4 mm frd kanti flsgunnar par til pad kemur
ad brunninum bar sem pad Orvar flarljomandi efni
vid yfirbordid. Flirljomuninni var safnad med sma-
sjarlinsu sem gerd er til ad taka myndir gegnum
pekjugler 1 vatni (Zeiss C-Apochromat 63 x, NA=1.2)
og stafren myndavél med straummaognun (e. electron
multiplying CCD camera) var notud til myndatoku.
Orvunarljésid var sfad fra med litudu gleri sem hleyp-
ir 1 gegn 1j6si med bylgjulengd yfir 570 nm. Fraedileg
greinigaedi linsunnar eru um 300nm vid 570 nm
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Mynd 5. Samanburdur 4 smdsjarmyndum af frumuklasa.
(a) Mynd tekin med yfirbordslysingu fra bylgjuleidara. (b)
Mynd tekin med hefdbundinni flirljémunarsmadsja par sem
orvunarljésid fer 1 gegnum allt synid.

bylgjulengd og punktasteerd myndavélarinnar svarar
til 200 nm { myndfletinum.

Mynd 5(a) synir smasjarmynd sem tekin er med
peim biinadi sem lyst er ad ofan. Orvunarlj6sid nar
teplega 200 nm inn { frumuklasann. Til samanburd-
ar er mynd 5(b) tekin med hefdbundinni flirljémun-
arsmdsjd par sem Orvunarljésid ferdast 1 gegnum allt
synid (Nikon Eclipse E800 smasja, 100x, NA=1.3
olfulinsa, Nikon DXM1200F myndavél). Eins og sja
m4 er mikill munur 4 adferdunum tveimur, { fyrra til-
fellinu eru ttlinur frumuklasans mjog skyrar og fltr-
ljémunarmerki frd frumuhimnum sem liggja vid yfir-
bordid sést greinilega. I seinna tilfellinu er merki dr
bol frumuklasans yfirgnaefandi. Eins og vid er ad bu-
ast er merkid sterkast par sem frumur matast og pétt-
leiki E-cadherin préteina er mestur.

5. Lokaoro

Vid hofum kynnt nyja adferd sem nyta ma { tilraun-
um { lifvisindum par sem skoda parf virkni efna vid
yfirbord, t.d. 1 og vid frumuhimnur. Adferdin geti
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nyst sérlega vel fyrir tilraunir 4 lifandi frumum pvi
lysing yfirbordsins er samfelld (6likt t.d. ,,confocal*
smdsjam) og orvunarlysingin er med 6llu 6had peim
btinadi sem notadur er til ad safna flirljémuninni og
mynda hana. Tilraunirnar ma pvi framkvama nénast 4
hvada 1j6ssmadsja sem er og krefjast ekki sérbyggdrar
flurljdémunarsmasjar.

A edlisfredistofu Raunvisindastofnunar hefur
verid sett upp smadsja fyrir melingar af pessu tagi
med framurskarandi gédri smasjarlinsu fyrir mynda-
toku { vatnslausn. Velja ma 6rvunarbylgjulengd hvar
sem er & synilega svidinu og mela flirljomun med
mun meiri neemni en venjulegar stafreenar myndavélar
bj6da upp 4. Petta kerfi getur pvi nyst { ymsar tilraunir,
m.a. til myndatdku 4 hr6dum atburdum { lifandi frum-
um eda 4 mjog veikum ljéosmerkjum. Ad auki byd-
ur ljosrasateknin upp 4 marga 6kannada moguleika
i styringu 1j6ss 4 flogunni auk annarrar hagnytingar
par sem yfirbordsbundid 1j6s getur komid ad gagni.
Greinarhdfundar munu einbeita sér ad pvi 4 komandi
drum ad kanna pessa moguleika frekar.

Kesara Anamthawat-Jénsson og Saemundur
Sveinsson 4 Liffredistofnun fa pakkir fyrir adstod
vid flirljdmunarmelingar. Verkefnid er styrk af mar-
kaztlun Visinda- og teknirdds um erfdir og ortaekni,
Rannséknasj6di Héskéla Islands og Umhverfis- og
orkurannsdéknasj6di Orkuveitu Reykjavikur.
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Summary: We describe a new evanescent-wave fluores-
cence excitation method, suitable for imaging of biological
samples. The excitation light propagates in a planar optical
waveguide, consisting of a thin waveguide core placed be-
tween a sample in an aqueous solution and a polymer with
a matching refractive index, forming a symmetric cladding
environment. The penetration depth of the excitation field
into the sample can be adjusted by choosing the proper
thickness and material for the waveguide layer, thus extend-
ing the range of penetration depths provided by more con-
ventional evanescent-wave techniques, such as total internal
reflection fluorescence microscopy. The symmetric config-
uration yields a superior image quality and offers clear ad-
vantages over other waveguide excitation methods, such as
the possibility of direct end-fire excitation from a single-
mode optical fiber, eliminating the need for gratings and
resonant angle excitation.
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