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Biocenter Oulu: teknologiapalveluja

bioladketieteelliseen tutkimukseen

Biocenter Oulu tarjoaa palveluja proteiinien, solujen ja geenien tutkimisessa seka transgeenisten
eldinten luomisessa. Yksi vahvuusalueista on valo- ja elektronimikroskooppinen kudosten ja solujen

kuvantaminen.

Biocenter Oulun infrastruktuuri-yksikon
johtajan, professori Lauri Eklundin mukaan
geneettisesti muokatut mallieldimet ja erityi-
sesti muuntogeeniset hiiret ovat auttaneet
tutkijoita ymmartamaan nisdkkaiden nor-
maaliin kehitykseen ja kudosten toimintaan
liittyvia ilmi6ita enemman kuin mikdan muu
elid. Ne sopivat myos ihmisella esiintyvien
tautien malliorganismeiksi.

"Useat kuvantamisprojektit Oulussa liit-
tyviat geneettisesti muokattujen hiirten tutki-
mukseen. Oulussa kuvannetaan hiiren alkioi-
ta ja elimia kokonaisina tai kudosleikkeista
yksittdisten solujen tarkkuudella. Olemme
ottaneet kdyttdon my6s menetelmis, joil-
la kuvataan soluja ja makromolekulaarisia
rakenteita elavissa hiirissa, joissa kudoksia
voidaan kuvata tarkalla resoluutiolla mikros-
kopiaikkunoiden kautta”

Tata tarkoitusta varten on rakennettu
intravitaalikuvantamislaboratorio, joka mah-

dollistaa solujen tutkimisen nukutetussa elai-
messa. Laboratoriossa voidaan tehdd myos
pienia kirurgisia toimenpiteita.

"Taalla myos tehddan tuotetusta kuva-
datasta 3D-mallinnusta optisten leikkeiden
avulla. Motorisoitujen mikroskooppien avul-
la voidaan my6s muodostaa pinta-alaltaan
suuria kudosleikekuvia, jotka ovat mosaiik-
kimaisia kuvakoosteita kudoksista.”

Biocenter Oulun valomikroskopian ydin-
palvelussa on erikoistuttu ns. mesoskoop-
piseen kuvantamiseen. Mesoskooppinen
kuvantaminen auttaa ymmartamaan solujen
valisid vuorovaikutuksia monimutkaisessa
kudosymparistossa tai jopa kokonaisissa
elidissa. Mesoskoppisen mittakaavan nayt-
teet ovat tilavuudeltaan ja pinta-alaltaan
tavallista suurempia: kokoluokka on muu-
tamasta millimetrista pariin senttimetriin.
Sellaisia ovat esimerkiksi hiirten alkiot, kol-
miulotteiset elimid muistuttavat organoidit
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ja kokonaiset pienet malliorganismit, kuten
karpaset ja kalat.

"Teknisesti mesoskooppinen kuvanta-
minen edellyttda mikroskopiaan sopivaa
kudosviljely-ymparist63, tarkoitukseen ke-
hitettya 3D-kuvantamislaitteistoa, kudos-
ten kirkastusmenetelmia seka edistynytta
kuva-analyysi- ja prosessointikapasiteettia,
sanoo Eklund.

Solujen ja kudosrakenteiden
tapahtumien paikantaminen

Biocenter Oulussa on kdytdssa erilaisia
mikroskooppeja, joiden ansiosta saadaan
monipuolisesti kuvannettua ja paikannet-
tuja useita erilaisia tapahtumia soluissa ja
kudoksissa. Kolmiulotteisiin malleihin saa-
daan myos liitettya ajallinen ulottuvuus (4D
kuvantaminen) eldvissa ndytteissa. Voidaan
laatia kuvasarjoja, joista voidaan seurata,
miten solut erikoistuvat ja kasvavat esi-
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Valolevymikroskoopilla kuvattu, alkiovaiheessa oleva hiiren munuainen (14.5 paivaa).

merkiksi alkioiksi tai elimia muistuttaviksi
organoideiksi.

"Professori Seppo Vainion tutkimus-
ryhmaén tydn ansiosta voimme esimerkiksi
kasvattaa elintd muistuttavan organoidin
muutaman paivan aikana munuaisen eri so-
lutyypeista. Tama osaaminen on kiinnostanut
my0s kansainvalisesti. Moni tutkija on tullut
hakemaan oppia Oulusta.”

Konfokaali- ja valolevyfluoresenssimi-
kroskoopit soveltuvat kolmiulotteisten ja
eldvien ndytteiden kuvantamiseen. Ne skan-
naavat ndytteet nopeasti niita vahingoitta-
matta. Elektronimikroskoopeilla voidaan
puolestaan [6ytaa muutoksia solun ja solu-
valitilan rakenteista, jotka ovat valomikros-
kopian resoluution ulottumattomissa. Tama
teknologia vaati kuitenkin naytteiden paikal-
leen kiinnittamist3 (fiksaamista).

Vaikka valoaaltojen avulla ei saada sel-
laisia suurennoksia kuin elektronimikros-
koopilla, laserheratevalon ja fluoresoivien
leimamolekyylien kekselidalla kaytolla ja
kuvadatan kasittelylld padastaan valomikros-
kopiassa sellaiseen tarkkuuteen, jolla voi-
daan tutkia yksittaisia soluja, soluelimia ja
makromolekyylirakenteita.

Jotta muutoin ndkyméattomat kohteet
saataisiin 3D-mikroskopiassa nakyviksi ne
usein varjataan fluoresoivaksi. Fluoresoiva
proteiini kiinnitetaan tutkittavaan mole-
kyyliin elavissa solussa tavallisesti geneet-
tisesti. Fluoresoivat yhdisteet (fluoroforit)
absorboivat eli ottavat vastaan heratevalon
energiaa ja vapauttavat osan tista energias-
ta pidempina valon aallonpituuksina. Tata
kvanttimekaanista ihmisenkin silmélla ha-

vaittavaa ilmi6ta kutsutaan fluoresenssiksi.
Haluttuja proteiineja voidaan myos etsia
soluista ja kudoksista kdyttamalla vasta-ai-
neita, joihin on liitetty fluoresoiva merkki-
aine. Vasta-aine tunnistaa tietyn proteiinin
ja kiinnittyy siihen. Kiinnittymisen jalkeen
merkkiaine havaitaan mikroskoopilla. Kaytet-
tava merkkiaine valitaan sen mukaan millai-
sella mikroskoopilla ndytetta aiotaan tutkia.
"Kaytéssamme on mm. spektraarisilla
detektoreilla ja jatkuvalla laservalolla va-
rustettuja mikroskooppeja, jotka mahdollis-
tavat usean fluoresoivan leiman tutkimisen
samanaikaisesti. Nain voidaan tutkia moni-
mutkaisia vuorovaikutuksia.”
Fluoresenssimikroskopiassa merkkiai-
neena kdytetaan fluoresoivia molekyylejaja
elektronimikroskopiassa esimerkiksi kultaa.
"Oulussa on myos kaytdssa ns. label free—
kuvantamismenetelmi, jotka eivat edellyta
erityisia leimoja tai varjoaineita. Tallaisia
ovat mm. multifotoni- teknologialla nakyva
sidekudoksen kollageeni tai fotoakustisen
mikroskopian avulla kuvattavat elimiston
omat molekyylit, kuten hemoglobiini. Jal-
kimmaisessa teknologiassa yhdistamalla
erilaisia heratelasereita voidaan kudoksista
saada rakenteellista ja toiminnallista tietoa,
esimerkiksi verisuonten rakenteesta ja ve-
ren hapetusasteesta. Nama teknologiat ovat
suureksi avuksi kuvattaessa elavid kudoksia,
jonne merkkiaineita on vaikea saada.”
Elektronimikroskopiassa Oulussa on
erikoistuttu kudosten ultrastruktuuripato-
logiaan ja immunoelektronimikroskopiaan,
joilla tutkitaan esimerkiksi geenimuokattu-
jen hiirikudosten rakenteita tai viljeltyja so-
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luja. Nailla tekniikoilla saadaan tietoa hyvin
pienista yksityiskohdista seké tutkittavien
proteiinien tdsmallisesta sijoittumista solu-
ja kudosrakenteisiin.
Immunoelektronimikroskopiassa metal-
lileimattu vasta-aine liittyy tutkittavaan pro-
teiiniin, jolloin voidaan maarittaa proteiinin
paikka erittdin tarkasti. Ndin voidaan saada
uutta tietoa esimerkiksi solujen rakenteista
ja proteiinien valisistd yhteyksista.
"Hienorakenteen tutkiminen elektroni-
mikroskooppisten menetelmien avulla on
ollut erityisen hedelmallista soluvéliaineen
molekyylien tutkimuksessa, joita ei valomi-
kroskoppisessa tutkimuksessa voida ndhda.
Uutena tutkimuskohteena ovat myos solu-
nulkoiset vesikkelit, "eksomit”, joita voidaan
kuvantaa elektronimikroskopian avulla.”

Data-analyysin haasteet

Perinteisen kuvantamisen ongelmia ovat
olleet huono erotuskyky, pieni kuvantamis-
syvyys ja kuvadatan tehokkaan analytiikan
puute. Elektronimikroskopiassa naytteiden
valmistaminen vaatii erikoisosaamista ja bio-
logisen tiedon esiin saaminen kuvista vaatii
tutkijoilta harjaantumista.

Oulussa on kehitetty kuvia automaat-
tisesti tulkitsevaa ja oppivaa konendkaoa.
Tassa Biocenter Oulu on tehnyt yhteisty6ta
professori Janne Heikkildn, Oulun yliopiston
konen&on ja signaalianalyysin tutkimuskes-
kuksesta. kanssa.

"Suurten naytteiden kolmi- ja neliulot-
teisessa kuvantamisessa datan tallennus,
siirto ja analyysit ovat haasteellisia. Kun data
siirtyy mikroskoopista kayttajalle, sita pitai-
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si pystya analysoida. Analyysit voivat vaatia
paljon laskentatehoa. Jos alkuperéinen data
sailytetdan kaukana, ongelmana sujuvalle
kuva-aineistojen kasittelylle voi olla tiedon-
siirtonopeudet.”

Lauri Eklundin mielestd Suomen ELIXIR-
keskus CSC:n tarjoama infrastruktuuri on
kansallisesti toimivin ratkaisu raakadatan
varastointipaikaksi ja avoimen datan uu-
delleenkéaytolle.

Vaikka metadataa liitetdan kuvadataan,
datanhallintaa liittyy viela paljon ongelmia.

”Jotta kuvadata olisi uudelleen kaytet-
tavissa, sen pitdisi olla tiettyjen standardien
mukaista, kuratoitua ja annotoitua. Tutki-
muksen infrastruktuurit tarvitsevat kuva-
datalle "kirjastonhoitajia” ja kuvainformaa-
tikkoja.”

Ari Turunen

Konfokaalimikroskopia: 3D

Tavanomaisessa valo- ja fluoresenssimi-
kroskoopissa valo valaisee koko nédytteen
lapi, valoaalto himmenee ja diffraktion
vuoksi valo siroaa kudoksissa ja aiheuttaa
kuvannettavan kohteen sumentumisen,
ja huonon syvyysterdvyyden paksuissa
naytteissa

Konfokaalimikroskooppi puolestaan
skannaa kapean lasersateen avulla yhta
pienta osaa optista ndytekerrosta kerral-
laan, poistaa ei-fokustasossa olevaa valoa,
jasaavuttaa paremman tarkkuuden nayt-
teista jotka ovat lilan paksuja perinteiselle
fluoresenssimikroskopialle.
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Multifonimikroskopialla kuvannettuja hiiren aivojen verisuonia ja verisuoniin liittyva soluja.

Konfokaalimikroskoopissa lopullinen
kuva muodostetaan pienista kohdistetuis-
ta alueista. Kolmiulotteisia kuvia saadaan
rekonstruoimalla kaksiulotteiset kuvat
nadytteen eri syvyyksista. Kolmiulottei-
sella mallinnuksella yhdistamalla useita
optisia leiketasoja voidaan visualisoida
rakenteita, joita ei voi nahda perinteisella
valomikroskopialla.

"Uusien teknologioiden kayttéonotos-
saon hyodynnetty Oulun yliopiston moni-
tieteisyytta. Esimerkiksi valolevymikros-
kopiassa ja fotoakustisessa mikroskopias-
sa kehitystyota on tehty Oulun yliopiston
optoelektroniikan ja mittaustekniikan la-
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boratorion dosenttien Matti Kinnusen ja
Teemu Myllylan kanssa, ennen kuin tekno-
logiat ovat olleet kaupallisesti saatavilla.
Tama tuo tutkijoille kilpailuetua”, sanoo
Lauri Eklund.

Valolevyfluoresenssi-
mikroskopia ja aikasarjat
elavien naytteiden kuvaamiseksi

Valolevyfluoresenssimikroskopian (light
sheet) avulla voidaan kuvantaa valolle
herkkia naytteita tai nopeita biologisia
prosesseja mikroskooppisesti suuressa
eldvassa organismissa. Nayte valaistaan
herétevalolla vain yhdessa tasossa kerral-
laan ja ndytteesta syntyva signaali kera-
taan toisella objektiivilla. Mikroskoopissa
on jatkuva optinen jaksotus: kun naytetta
siirretaan valotasolla, yksittaiset optiset
tasot voidaan taltioida 3D-kuviksi. Isoja
3D-néaytteitd voidaan skannata nopeam-
min mutta hieman huonommalla reso-
luutiolla kuin konfokaalimikroskoopilla.

"Biocenter Oulu oli Suomessa ensim-
mainen laboratorio, joka otti kayttoon
taman teknologian. Oulussa valolevymi-
kroskopialla voidaan kuvata mesoskooppi-
sia kudoskirkastettuja, mutta myos elavia
kolmiulotteisia ndytteitd, jolloin kuviin saa-
daan aikaulottuvuus. N&in voidaan kuvata
esimerkiksi geneettisesti leimattujen yk-
sittaisten solujen kasvaminen kokonaisiksi
alkioiksi tai organoideiksi tietyssa ajassa’,
sanoo Eklund.
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Heidelbergissa kehitetyn uuden va-
lolevyfluoresenssimikroskoopin ansiosta,
vuonna 2015 EMBL:n laboratoriossa Hei-
delbergissa tutkijat ensimmaista kertaa
pystyivat tarkkailemaan hiiren alkion ke-
hittymista muutaman ensimmaisen paivan
aikana kun se alkoi kehittya hedelmaity-
neestad munasolusta alkioksi.

Yhdysvalloissa (Howard Hughes Me-
dical Institute) julkistettiin vuonna 2018
monia kuvakulmia hyédyntdva mikros-
kooppi, jossa voidaan tarkastella alkion
kasvua yksittaisen solun tasolla. Tutkijat
seurasivat solualkioita ja tarkastelivat,
mitka geenit kytkeytyivat paalle ja mitka
solut liittyivat toisiinsa.

Biocenter Oulu

Kaksi valotasoa valaisivat alkiota ja
kaksi kameraa tallensivat varhaista elin-
ten kehittymista. Algoritmit jaljittivat al-
kion paikan ja koon. Algoritmit kartoittivat
kuin valolevy liikkuu ndytteessa ja sitten
ratkaisee, miten saada parhaimmat kuvat,
mutta samalla huolehtii kuitenkin siita,
ettd alkio on kiintopisteessa. Koska alkio
muuttuu koko ajan, mikroskoopin pitaa
alituisesti mukautua ja tehda ratkaisuja
hyvin nopeasti, mita sadoista kuvista ja
aikaikkunoista otetaan huomioon.

"Tulevaisuuden kehittyneet mesos-
kooppiset menetelmat voivat hyodyntaa
ei-diffraktoituvaa heratevaloa (Bessel
Beam ja Airy Beam). Poiketen tavallisesta

CSC - Tieteen tietotekniikan keskus Oy

valosta, ndissa heratevaloissa intensiteetti
pysyy vakiona paksuissa kudosnaytteissa.
Lisaksi herdtevalon asymmetrinen muoto
jauudelleen muotoutumisominaisuus pa-
rantavat kuvantamisresoluutiota ei-ho-
mogeenisissa ja valoa paljon sirottavissa
kudosnaytteissa.”

Uudelleenmuotoutumisessa tarkoitaan
sitd, ettd vaikka heratevalon sade osuu
osittain esteeseen se palautuu ennalleen,
toisin kuin tavallinen valo.

Lauri Eklundin mukaan eldvien nayt-
teiden nopean kolmiuloitteisen kuvan-
tamistekniikoiden kehittymisen myota
tallennetun kuvatiedon maara on kasva-
nut valtavasti. Samoin tarve kuvadatan
kvantitatiivisille analyysiohjelmistoille
on suuri.

"Uusista tekniikoista saadaan kaik-
ki hyoty irti, jos osataan myo6s kuvan-
kasittely. Erityisesti mesoskooppisessa
kuvantamisessa naytteiden suuri koko
edellyttaa tehokkaita kuva-analytiikan
ja prosessoinnin tyokaluja jotka esimer-
kiksi voivat poistaa kuvista taustahalya
ja mahdollistavat tarkkojen 3D-mallen-
nusten tekemisen. Alykkaill4 tietokone-
ohjelmistoilla voidaan liséksi analysoida
solujen kdyttaytymista ja tunnistaa solu-
jen ominaisuuksia. Voidaan esimerkiksi
erottaa solytyyppeja, maarittaa solujen
jakautumisen aktiivisuutta ja analysoida
solujen liikkumis- tai elinkykya.”

ELIXIR
rakentaa infrastruktuurin bioalan tutki-

on valtion omistama, opetus- ja kulttuuriminis-
terion hallinnoima, voittoa tavoittelematon
osakeyhtio. CSC yllapitaa ja kehittaa valtion
omistamaa keskitettya tietotekniikkainfrastruk-
tuuria.

http://www.csc.fi
https://research.csc.fi/cloud-computing

Biocenter Oulu kuuluu osana suomalaisten biokes-
kusten muodostamaan Biocenter Finlandin, joka kor-
dinoi merkittavien kansallisten tutkimuksen infra-
struktuurien toimintaa. Se on myos jasenena euroop-
palaisissa tutkimusinfrastruktuureissa. N&ita ovat
transgeenisten hiirten (Infrafrontier), biologisen ku-
vantamisen (Euro-Biolmaging), ja proteiinirakenne-
tutkimuksen (Instruct) infrastruktuurit.
https://www.oulu.fi/biocenter/

muksen tueksi. Se yhdistda 21 Euroopan
maan ja Euroopan molekyylibiologian la-
boratorion EMBL:n johtavat organisaatiot
yhteiseksi biologisen informaation infra-
struktuuriksi. Sen Suomen keskus on CSC
- Tieteen tietotekniikan keskus Oy.
http://www.elixir-finland.org
http://www.elixir-europe.org
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