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Oulun yliopiston
mittaustekniikan yksikko,
Kajaanin yliopistokeskus

Soveltavaa tutkimusta elinkeinoelamalle

Terveys & hyvinvointi, Cleantech, biotalous
monelta kantilta ja kahden muun alueen
osaamista yhdistaen

Mittaaminen, analytiikan ja mittalaitteiden
kehitys keskidssa

Budjetista noin 85 % ulkoista rahoitusta
Noin 30 henkil6a téissa

Nykyisia hankkeita esimerkiksi:

ERA-Net ICT Agrifood: Releasing the
Potential of ICT for Sustainable Milk and
Beef Cattle Value Chains

Tulossa -> ERA-Net ForestValue:
WOODforHEALTH

Valmisteluhankkeet seka Itameren interreg-
ettd Kolarctic-ohjelmalta — biomassoja &
luonnontuotteita

Rakennerahastot: CEMIS-kehitysohjelma
yhdessa muiden Kainuun TKI-toimijoiden
kanssa

Maaseuturahasto: Hyvaa karjalle EIP-hanke
(valtakunnallinen)

Maaseuturahasto: Puurakentamisen
terveysvaikutukset
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\l, Kalojen stressi

Luke-Paltamon kalanviljelyn tutkimusasema

Kasvatusolosuhteiden pitaminen sellaisena, etta

stressitaso ei nouse on tarkeaa

» Stressi altistaa infektiotaudeille (globaalisti 30 %
kalaviljelyn tuotosta menetetaan tauteihin)

« Lisdantyminen hidastuu, poikasten ongelmat

Stressaavia tekijoita

Kemialliset: saasteet, hapen puute, ruuan
puute / ylimaara, suolapitoisuus, pH
Fysikaaliset: vangitseminen, kasittely,
Istukkaiden kuljetus, lammaon vaihtelu
Koettu stressi: saikahdykset, aani, pedot,
valaistus, muiden kalojen maara & kaytos

Vasteet

Primaariset: hormonitasojen muutokset,
kortisoli, adrenaali

Sekundaariset: aineenvaihdunnan
muutokset, esim. glukoosi-aineenvaihdunta,
Immuunipuolustusjarjestelman toiminnan
heikkeneminen

Tertiaariset: terveyden muutokset (-> kasvu,
lisdaantyminen, vastustuskyky), kaytos
(syominen, aggressiivisuus)
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Kalojen stressin mittaaminen

Mita mitataan

Kaytannossa aina stressihormoni kortisolia
Spesifisesti stressiin kytkeytyva ja stabiili
analyytti

Mista mitataan

Plasma, koko kala, ulosteet, suomut, lima
Uimavesi
¢ Kortisoli rasvaliukoisena diffundoituu
ulos kalasta
% Eritys korreloi plasman pitoisuuteen
s Ulos erittyva kortisoli on vapaata,
eli biologisesti aktiivista kortisolia
% Kaortisoli sailyy hyvin vedesséakin
* Yhdella mittauksella saadaan keskiarvo
koko kalapopulaatiosta

Uimavesi jatkoa...

s Mutta yksittaisen kalan mittaaminen vaatii
erittain herkan mittauksen ja naytteen
konsentroinnin

+» Vie aikaa laboratoriossa

Mittausmenetelmat

Massaspektrometria, herkkyys esikasittelyn
kanssa yksittaisia pikogrammoja millilitrassa

Erilaiset immunomaaritykset -> paasevat
herkkyydessa esikasittelyn (konsentroinnin)
kanssa luonnonvesissa hyvin lahelle
massaspektrometrian herkkyytta, tarkkuus (?)

Nopeiden biosensorimittauksien kehitystyota
meilld ja muualla -> riittavan herkkyyden
saavuttaminen luonnonvesissa isoin haaste
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\ls, Massaspektrometria versus

Immunomenetelmat (ELISA)

Corticol by MS/MS versus ELISA immunoassay
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ELISA tarkasteluun:

UHPL-MSMS-analyysi tehty kayttaen
sisdisena standardina deuteriumilla leimattua
kortisolia, joka lisattiin jo esikasittelyn alussa
ELISA-kitin maaritysalueen pitaisi olla
naytteiden konsentrointi huomioiden 0,5 pg /
ml — 120 ng/ml

Todellisuudessa on ~ 10 pg/ml — 80 pg/ml

Kompetitiivinen mittausmuoto -> naytteen
aiheuttama hairid suurentaa tuloksia oikeaan
verrattuna ja voi pudottaa paljonkin
maaritysalueen ylarajaa

Kaupalliset immunokitit on — etenkin silloin
kuin niita kaytetaan “eksoottisen”
naytemateriaalin kanssa - testattava
huolellisesti ennen maarityksia !
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Massaspektrometria versus
Immunomenetelmat (ELISA)

\l/

Nayte

1 ND
2 25
3 22
4 27
5 232
6 133
7 163
8 5
9 4
10 93
11 6
12 6
13 15
14 12
15 24
16 119
17 53
18 41

Kortisolipitoisuuksien yksikkd on pg/mi
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Ja sitten UHPLC....
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Kaksi eri naytesarjaa luonnonvetisista
kasvatusaltasta maaritetty kahtena
kokonaan erillisena rinnakkaismaarityksessa,
rinnakkaisten valissa oli myos naytteiden
pakastus
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N/ Miten istukkaiden kuljetus
stressaa?

Kortisoli/ml vs (aika*kalojen massa)
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Seurattiin kolmea taimenistukkaiden

kuljetusta

* Naytteen altaasta, kuljetustankista
alkumatkasta, ja tankista aina kun kaloja
laskettiin veteen

« Tankkeja mukana yhteensa 7 kpl

o Kuljetusajat 3-5 tuntia

« Kalojen massa tankissa 17.5 — 55.6 kg

o Kun siirrettiin kerralla 3 tankkia, naista
yhdesséa kortisolia oli muita selvasti
enemman -> olosuhteilla voi todella olla
merkitysta

e Kahdessa tankissa oli muita vahemman
kaloja, naiden kortisolipitoisuudet jaavat
hieman suoran alle.
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\l/ Pintaplasmoniresonanssi Kehitystarpeet |
.  Nopeampi ja vihemman asiantuntemusta vaativa
(SPR) —teknologia mittaus kuin LC-MSMS, edullisempi laitteisto
* Nopeampi kuin immunomaaritys, mielellaan
edullisempi laitteisto
Light Light . - » |hanteellinen lopputavoite kenttakelpoinen mittaus

source detector A Reflection coefficient _ - Y
! ¢ » Herkkyys joko suoraan riittava veden kortisolin
—/j , mittaamiseen, tai riittava, jotta konsentrointiaika

saadaan lyhyeksi

* Nopeampi vesinaytteiden konsentrointimenetelma
auttaisi sekin asiaa

Kalojen stressin mittaaminen:

o Sahkokemiallinen mittaus ei olisi tarpeeksi herkka

* Pintaplasmoniresonanssimittauksella voi paasta
iIman erikoiskikkojakin tasolle < 100 pg/ml.

 Se on myds kaytannossa lahes tosiaikainen
mittaus

* Luonnossa menestyvét istukkaat — hankeosiossa

mahdollisuus proof-of-concept-tyyppiseen
kokeiluun
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\Ns SPR-teknologiaan perustuva
biosensori kortisolin
mittaamiseksi

Light Light

source detector A
i /1.0 \_/j

\  Reflection coefficient

Proof-of-concept

Taysin "kotitekoinen” sensoripinta

Kultapinnalle kiinnitettiin ovalalbumiiniproteiinin ja
kortisolin konjugaatti

Naytteeseen lisattiin kortisolin vasta-ainetta

Naytevirtauksessa sensoripinnan yli, mita
enemman naytteessa on kortisolia, sitda vahemman
naytteeseen lisattya vasta-ainetta sitoutuu
sensoripinnan ovalalbumiini-kortisoliin
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SPR-teknologiaan perustuva
biosensori kortisolin
mittaamiseksi

Standardikuvaaja, lineaarinen sovellutus
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Kesakokeilun tulokset

Naytteen yliajon jalkeen sitoutunut kortisoli taytyy
saada pestya pois pinnalta -> tama vaihe oli koitua
ylivoimaisen vaikeaksi

Toimiva pesu inaktivoi pinnan muutaman nayteajon
jalkeen

Ratkaisu I6ytyi "viime hetkilla” -> "raju” kemikaalli,
mutta nopea pesu ja neutralointi

Standardisuora korkeilla pitoisuuksilla puskurissa
Sen jalkeen herkkyyden testaamista

lisdamalla kortisolia luonnonveteen

Kokonaan optimoimaton sensoripinta nayttaisi
paasevan herkkyyteen ~ 10 ng/ml

Luonnonvesi vaikutti yllattavan vahan!

Jatketaan kevéttalvella -> kokeillaan myo6s
esiaktivoitua kaupallista levya, johon saanee
enemman ovalalbumiinikonjugaattia kiinni
Valitavoite paasta herkkyyteen, jossa riittaisi noin
10 x konsentrointi, tyota tehdaan myos
konsentrointimenetelméan kanssa
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