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Ty0 tehtiin Oulun yliopistolle Biokemian ja molekyylilaaketieteen tiedekunnalle.
Opinnaytetyon aiheena oli nisdkassolujen kasvatus bioreaktorissa. Tyon tavoit-
teena oli ottaa kayttoon elainsolujen kasvatukseen tarkoitettu bioreaktori. Tyo-
hon kuului CHO-solujen ja HeLa-solujen yllapito ja jakaminen seka parametrien
maaritys nisakassolukasvatuksille bioreaktorissa.

Tyo6 aloitettiin tutustumalla bioreaktorin toimintaan. Bioreaktorille tehtiin testiajot
ennen solukasvatusten aloittamista. Olennainen osa tyota oli myos elainsolujen
kasittelyn oppiminen, soluviljely ja eldinsolujen yllapito. Tyossa tehtiin yksi bio-
reaktorikasvatus CHO-soluille ja yksi kasvatus HeLa-soluille.

CHO-solujen kasvatus bioreaktorilla ei tdssa tydssa onnistunut. Onnistuneita
tuloksia ei saatu muun muassa kontaminoitumisen vuoksi. HeLa-soluille tehtiin
10 vuorokauden kasvatus, jonka aikana osa soluista kerattiin pois bioreaktorista
ja sailottiin. Kasvatus HelLa-soluilla [&hti hyvin kayntiin, mutta loppujen lopuksi
prosessi jouduttiin pysayttamaan hiivasolukontaminaation vuoksi.

Asiasanat: bioreaktori, CHO-solu, HeLa-solu, nisédk&ssolu, soluviljely
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ABSTRACT
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environment

Author: Minna Lempinen
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Supervisor: Eija Hakala
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Pages: 54 + 3 appendices

Subject of this thesis was cultivation of mammalian cells in bioreactor. The aim
of the thesis was commissioning of the bioreactor, which was intended for high
density animal cell culturing. Part of this thesis was maintenance and propaga-
tion of CHO- and HelLa-cells. Determination of parameters for mammalian cell
cultivation in bioreactor was also an important part of the job.

Working part was started by familiarizing with operation of the bioreactor. Be-
fore starting bioreactor culture with cells, test drives were done. Essential part of
this thesis was to learn to handle mammalian cells, their propagation and
maintenance as well as to determine how dense cell cultures can be obtained
by using the bioreactor. In this thesis one bioreactor culture for CHO-cells and
one for HeLa-cells were completed.

In this thesis bioreactor culture with CHO-cells did not succeed. The main rea-
son for this was contamination. Culturing of with HeLa-cells succeeded better.
During HeLa-cell cultivation, a portion of HeLa-cells were harvested and frozen.
Bioreactor culturing with HeLa-cells started very well, but at the end of 10 day
growth period, culture was terminated because of yeast contamination and
overgrowth.

Keywords: bioreactor, cell culture, CHO-cell, HeLa-cell, mammalian cell,
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ALKULAUSE

Ty6 tehtiin Oulun yliopistolle Biokemian ja molekyyliladketieteen tiedekunnalle.
Oulun yliopistolla tydn ohjaajana toimi Tuomo Glumoff. My6s Sakari Kellokum-
pu Oulun yliopistolta oli tiiviisti mukana opinnaytety6ssa. Oulun ammattikorkea-

koululta ohjaavana opettajana toimi Eija Hakala.

Kiitos tasta mahdollisuudesta opinnaytetyon valvojalle Tuomo Glumoffille. Kiitos
Sakari Kellokummulle avusta opinnaytetyon aikana. Kiitos soluviljelyyn pereh-
dyttamisesta ja kaikesta saamastani avusta myoés muulle tyéryhmalle, johon
kuuluivat Deborah Harrus, Antti Hassinen, Fawzi Khoder Agha, Elham Khosro-
wabadi ja Imran Qadir. Liséksi kiitokset Johanna Veijolalle perehdyttamisesta
bioreaktorin kayttoon seka Jussi Tuusalle ja Helmut Pospiechille ohjeista HelLa-
solujen suspensiokasvatukseen. Yleisesti haluan kiittda koko Oulun yliopiston
Biokemian ja molekyylilaéketieteen tiedekunnan henkilokuntaa kaikesta saa-

mastani avusta opinnaytetyon aikana.

Opinnaytetydn aikana olen oppinut paljon ja saanut ammatillista varmuutta.
Opinnaytetydprosessi on antanut paljon. Uuden oppiminen on myds vaatinut
paljon aikaa ja voimavaroja. lIman perheeni ja lahimmaisteni tukea prosessi olisi
ollut moninkertaisesti haastavampaa. Erityisesti kiitos puolisolleni korvaamatto-

masta tuesta ja kannustuksesta kuluneen kevaan aikana.
Oulussa 10.5.2016

Minna Lempinen
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SANASTO

Air Overlay

Air Sparger

Autoklavointi

CHO-solut

DMEM

Bioreaktorin ilmavirtaus, joka menee sailion sisalle il-
matilaan. Mahdollisuus asettaa arvo prosentteina 0—
100 %.

Bioreaktorin ilmavirtaus, joka menee sailibn nestepin-

nan alapuolelle. Voidaan asettaa arvo 0—300 ccm.

Autoklavointi eli lamminsterilointi tarkoittaa korkeassa
lampdotilassa ylipaineessa tapahtuvaa sterilointia. Auto-
klavoimalla voidaan steriloida materiaaleja ja liuoksia,
jotka kestavat korkeita lampdtiloja ja vesihdyrya. Auto-
klavointiin kaytettavaa laitetta kutsutaan autoklaaviksi.
Useat soluviljelyssa tarvittavat valineet, kuten pipetin-

karjet, steriloidaan autoklavoimalla.

Chinese hamster ovary cells, hamsterin munasar-

jasoluista peraisin oleva solulinja.

Peruselatusaineliuos soluille. Liuos sisaltda solun kas-
vuun tarvittavia suoloja, aminohappoja, glukoosia ja vi-
tamiineja. DMEM:-liuoksia on saatavilla eri koostumuk-
silla eri tarkoituksiin. DMEM tulee sanoista Dulbecco’s

modified Eagle's medium.

Fetal Bovine Serum (FBS)

Naudan sikiosta peraisin oleva seerumi, joka sisaltaa

paljon soluille hyddyllisia kasvutekijoitd. Seerumi sisal-
taa proteiinien osia, jotka edesauttavat solujen kasvua.
Kaytetaan soluviljelyssa solujen kasvun edistamiseksi.
Markkinoilla seerumia on saatavilla useilta eri valmista-

jilta.



HelLa-solut

Kontaminoituminen

Medium

PBS-liuos

Penicillin-Streptomycin

Resuspensointi

Henrietta Lacksin kohdunkaulansyodvasté peraisin ole-
via soluja, joista kaytetaan nimitysta HeLa-solut. Soluja

on kaytetty laboratoriotutkimuksiin maailmanlaajuisesti.

Kontaminoitumisella eldinsoluviljelyssa tarkoitetaan
bakteerien, homeiden ja hiivojen ilmaantumista halut-
tuun solukasvustoon. Kontaminaatio on aina haitallinen

ja solukasvusto on lopetettava.

Solujen kasvatusliuos, joka siséltaa solujen kasvun
kannalta tarkeita ravintoaineita. Medium valmistetaan
aina kayttokohteen mukaisesti. Tassa tyossa medium
tehtiin lisdamalla DMEM-liuokseen Fetal Bovine -
seerumia ja penisilliini-streptomysiinia. Voidaan kayttaa
myds nimityksia kasvatusmedium, kasvatusliuos tai ra-

vinneliuos.

Soluviljelyssa kaytetty fosfaattiperustainen suolaliuos.
Liuos on isotoninen ja myrkyton useimmille soluille.
Voidaan kayttaa solujen pesuun tai soluille kaytettavien
liuosten laimennukseen. Markkinoilla PBS-liuosta on

saatavilla eri valmistajilta.

Kaupallinen antibioottiliuos, joka sisaltaa penisilliini- ja
streptomysiini-antibiootteja. Kaytetaan paljon soluvilje-
lyssa suojaamaan soluja ei-toivotuilta bakteereilta. Pe-
nisilliini-streptomysiini tehoaa gram-positiivisia ja gram-
negatiivisia bakteereja vastaan, mutta ei esta hiivojen

tai homeiden kasvua.

Liuoksen sekoittaminen pipetilla niin, ettd liuosta noste-
taan varovasti pipettiin ja lasketaan alas. Esimerkiksi
sentrifugiputkessa oleva solupelletti resuspensoidaan

mediumiin pipetoimalla mediumia edestakaisin pipetilla



rpm

Suspensiokasvatus

Trypsiini-EDTA

hellavaraisesti muutaman kerran. Nain pohjalla oleva

solupelletti hajoaa ja solut sekoittuvat mediumiin.
Pyoérimisnopeus, kierrosta minuutissa.

Solujen kasvatus ilman tarttumispintaa nesteessa el
suspensiossa. Yleensa solut tarvitsevat tarttumispin-
nan jakautuakseen, mutta esim. syopasolut jakautuvat

ilman kiinnittymista.

Trypsiini-EDTA-liuosta kaytetaan solujen irrottamiseen
kasvualustalta. Trypsiini toimii irrottaen sidoksia joilla
solut ovat kiinnittyneet alustaan. Jotkin proteiinit, joiden
avulla solut ovat kiinnittyneet alustaansa, tarvitsevat
toimiakseen kalsiumia. Nama proteiinit saadaan irrotet-
tua kayttamalla kalsiumia kelatoivaa EDTA:ta irrotuk-
seen. Trypsiini-EDTA késittelyn on oltava nopea, silla
liian pitka vaikutusaika voi tappaa solut. Trypsiini-
EDTA:n vaikutus voidaan pysayttaa lisaamalla soluille

Fetal Bovine -seerumia sisaltavaa mediumia.
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1 JOHDANTO

Tama opinnaytetyd tehdaén Oulun yliopistolle biokemian ja molekyylilaéaketie-
teen tiedekunnalle. Ty0 tehdaéan tutkimusryhmaélle, joka tutkii glykosylaation mo-
lekyylimekanismeja ja glykosylaation yhteytta ihmisten sairauksiin, muun muas-
sa syopaan. Tiedekunnan kayttoon tarkoitettu bioreaktori on ostettu vuonna
2014. Bioreaktori on ollut kayttamattomana, ja taméan opinnaytetyon tavoitteena
on ottaa bioreaktori kayttoon ja tehda silla nisakéassolukasvatuksia. Bioreaktori-
kasvatuksilla nisdk&ssoluja voidaan tuottaa riittdvan isoja maaria proteiinien

puhdistamista varten.

Tybssa maaritetaan parametreja nisdkassolukasvatuksiin bioreaktorilla. Biore-
aktorikasvatuksissa kaytetaan hamsterin solulinjasta peraisin olevia CHO-soluja
ja ihmisen kohdunkaulasyovasta peraisin olevia HeLa-soluja. Bioreaktorilla kas-
vatettuja soluja kaytetdan tydryhman tutkimuksissa. Bioreaktorikasvatuksilla on
mahdollista kasvattaa suurempia maaria soluja kuin solujen kasvatuksessa mal-
jalla. Nisédkéassolut ovat kuitenkin vaativia kasvattaa ilman tarttumispintaa ja ni-
sékassolukasvatuksia bioreaktorissa on tiettavasti tehty melko vahén. Solut
ovat hyvin herkkia kontaminaatiolle, mika lisaa tyon haastavuutta. Tyoskennel-
tédessa sybpasolujen kanssa on myos kiinnitettava erityistd huomiota tyéturvalli-

suuteen.

Tyo6n valvojana Oulun yliopistolla toimii Tuomo Glumoff. Ohjaavana opettajana

Oulun ammattikorkeakoulusta toimii Eija Hakala.
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2 BIOREAKTORI

Tyossa kaytettiin Biotech Sartorius Stedim BIOSTAT® B CC Single -
bioreaktoria, johon kuuluu UniVessel® -s4ilié. Sailion tydskentelytilavuus on 1
litra. BIOSTAT® B CC -bioreaktori on suunniteltu mikro-organismien ja elainso-
lujen viljelyyn. Laite koostuu ohjausyksikosta, neljasta peristalttisesta pumpusta,
lampétilan kontrollointimoduuleista, iimastusmoduuleista, UniVessel® -sailiosta
ja kolmilapaisesta sekoittajasta johon kuuluu irrotettava moottori. Bioreaktorin
mittaus- ja ohjausjarjestelméan avulla voidaan kontrolloida, mitata ja seurata
kasvatuksen eri parametreja, kuten lampétilaa, pH- ja pO2-arvoja. Kuvassa 1
on bioreaktorin ohjausyksikkd. Ohjausyksikdn osat on numeroitu kuvassa 2.
Osat on nimetty taulukkoon 1. (1, s. 25-36.)

KUVA 1 Bioreaktorin ohjausyksikko (1, s. 26)
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KUVA 2 Bioreaktorin ohjausyksikon osat numeroituna (1, s. 27)

TAULUKKO 1 Kuvassa 2 numeroidut bioreaktorin ohjausyksikén osat nimettyna

Osan numero kuvassa 2 Osan nimi

1 Operaattorin naytt6é (kosketusnaytto)
2 Paakytkin

3 Virtaussaadin (rotametri)
3a Air “Overlay”

3b Air “Sparger”

3c 02 “Sparger”

3d N2 “Sparger”

3e CO2 “Sparger”

4 USB-liitanta

5 Peristalttinen pumppu

13



2.1 llmastusmoduuli

Bioreaktorin ilmastusmoduuleja kaytetdéan kaasujen lisaamiseen sailioon. limas-
tusmoduuleissa on paikka ilmansyotdlle, typpi- ja happikaasujen syotoille ja hii-
lidioksidin syotolle. Kaikki kaasut lisataan reaktoriin kasvatusliuokseen "Spar-
ger’-linjaston kautta. llmaa on liséksi mahdollista lisata myds sailion sisalle ilma-
tilaan "Overlay’-linjaston kautta. Kaasujen virtausnopeutta voidaan saataa vaih-

televan alueen virtausmittarilla tai massavirtaussaatajalla. (1, s. 30.)
2.2 Peristalttiset pumput

Bioreaktorin ohjausyksikon etuosassa on nelja peristalttista pumppua, joiden
avulla on mahdollista lisatéa esimerkiksi happo- ja emasliuosta, ravinteita ja
vaahdonestoainetta sdilion sisalle. Liuosten syotto tapahtuu silikoniletkujen
avulla. Syo6ton voi kytkea paalle ohjausyksikosta, jolloin myds virtausnopeudelle
asetetaan arvo yksikossad ml/min. Ohjausyksikén avulla voidaan sitoa esimer-
kiksi vaahdonestoaineen syottd vaahtosensoriin. Tallin laite lisda automaatti-
sesti vaahdonestoainetta, mikali sailiéssa on liikaa vaahtoa. Samoin happo- ja

emasliuoksien seka hiilidioksidin sy6ttd voidaan sitoa pH-arvoon. (1, s. 33.)
2.3 Sekoittaja

Bioreaktorin sailion sisalla on kolmilapainen sekoittaja. Kuvassa 3 on sailion
kansi irrotettuna sailiosta. Kuvassa nakyy kanteen kiinnitettyna kolmilapainen
sekoittaja, kaasunajoputki ja lampdétila-anturin tasku. Sekoittajaan kiinnitetaan

erillinen moottori s&ilion ulkopuolelta.

14



KUVA 3 Kolmilapainen sekoittaja, lamp6tilamittarin tasku ja kaasunajoputki

Kuvassa 4 on sekoittajan moottori ja kuvassa 5 sekoittajan moottoria ollaan
kiinnittamassa sailion kanteen. Moottorin teho on 200 W ja suurin mahdollinen
sekoitusnopeus on 2000 kierrosta minuutissa. Sekoittajan moottori on kytketty

ohjausyksikkdon ja sekoittajaa ohjataan ohjausyksikon avulla. (1, s. 36.)

15



KUVA 5 Sekoittajan moottorin kiinnitys (1, s. 57)
2.4 Lampéoétilan saaté

Laitteeseen on kytketty vesikierto, jonka avulla sdadellaan lampdétilaa. Vesikier-

toa varten kudosvahvisteiset silikoniletkut on kytketty ohjausyksikkéon, jonka
16



siséssa on vastukset veden lammittamista varten. Sailiota ymparoi vaippa, jon-
ka sisalla kulkee lamminvesikierto. Sailion kannessa poistoilmanjaahdyttimeen
on kytketty jaahdytysvesikierto. Lampdtilan mittaamiseen kaytetaan laitteeseen
kuuluvaa lampdtila-anturia. Lampotila-anturia varten sailiossa on erillinen tasku,
johon lampadtila-anturi asennetaan sailion steriloinnin jalkeen. LAmpatila-anturi
ei ole suoraan kosketuksissa kasvatusliuoksen kanssa eika sita tarvitse steriloi-
da.

Pienin mahdollinen l[ampdétila sailion sisalla on 8 °C. Jos reaktorilla halutaan
tehda prosesseja tata alhaisimmissa lampatiloissa, on bioreaktoriin kytkettava
ulkoinen jadhdytysjarjestelma.

2.5 pH-sensori

Tassa tyossa bioreaktorissa kaytettiin Hamiltonin process-pH EASYFEM PLUS
VP160 -pH-sensoria. Sensoria sailytettiin pakkauksen mukana tulleessa saily-
tysliuoksessa tai KCl-liuoksessa, jonka konsentraatio on 3 mol/l. pH-sensorin
kuivumista on valtettava. Mikali sensori kuitenkin paasee kuivumaan, voidaan
se regeneroida upottamalla 10 minuutiksi NaOH-liuokseen, sitten 10 minuutiksi
HCI-liuokseen ja lopuksi vahintd&n 15 minuutiksi sailytysliuokseen. Regeneroi-
tiin kaytetdéan NaOH- ja HCI-liuoksia, joiden konsentraatiot ovat 0,1-1 mol/l. (2.)

pH-sensorin kalibrointiin kaytettiin kaupallisia pH-kalibrointiliuoksia. Zero Value”
kalibroitiin kayttamalla pH 7 -kalibrointiliuosta, jolle jannitteen suositusarvo on -
30-30 mV. "Slope Value” kalibroitiin kayttamalla pH 4 -kalibrointiliuosta. Kalib-
roinnit pH-sensorille suoritettiin ennen sailion autoklavointia. pH-sensori auto-
klavoitiin sailion mukana ja se voidaan autoklavoida noin 30 kertaa. Autokla-

voinnin jalkeen pH-mittari yhdistettiin ohjausyksikkéon. (1, s. 122.)

Ohjausyksikdstéa asetettiin pH:lle tavoitearvo. Jos pH nousee liian korkealle,
laite lisé& happoliuosta tai vaihtoehtoisesti hiilidioksidia, mikali happoliuosta ei
kayteta. Mikali pH laskee lilan alas, laite lisda emasliuosta, jos emasliuos on

kaytossa.

Laitteen testiajoissa kokeiltiin happo- ja emasliuosten lisdysta, mutta kasvatus-

ten aikana ei kaytetty happo- ja emasliuoksia. Kasvatusten ajan happo ja eméas-
17



liuoksia ei ollut kytketty laitteeseen ja ne suljettiin ohjausyksikdsta "Main”-

valikosta.
2.6 Happisensori

Bioreaktorissa kaytettin Hamilton OxyFerm™ O, FDA VP160 —happisensoria,
joka autoklavoitiin sailion mukana. Sensori kestaa noin 30 autoklavointikertaa.
Ohjeiden mukaan happisensorin kalibrointiin tulisi kayttaa typpi- ja happikaasu-
ja. Tassa tydssa bioreaktoriin ei ollut kytketty typpi- ja happilinjastoja. O-
prosenttinen happi mitattiin sailiosta autoklavoinnin jalkeen jolloin sailion tila oli
mahdollisimman vah&happinen. 100-prosenttinen happi mitattiin sailion nes-

teestd, kun sitd oli ilmastettu runsaasti.
2.7 UniVessel®-kasvatussaiilio

Bioreaktorin kasvatussailiona kaytettiin kuvassa 6 olevaa lasista UniVessel®-
kasvatussailiota. Sailion suurin tydskentelytilavuus on 1 litra ja pienin tydskente-
lytilavuus on 0,4 litraa. Sailioon yhdistettavia osia ovat poistoilmanjaahdytin,
lampdotila-anturi, pH-sensori, happisensori, vaahtoanturi, sekoittaja ja sekoittajan
moottori seka silikoniletkuilla yhdistetyt suodattimet meno- ja tuloilmalle. (3, s.
12-15.)

18



KUVA 6 UniVessel®-kasvatussailio (3, s. 1)

Sailioon voidaan yhdistaa 250 millilitran lasipullot happo- ja emasliuoksen tai
vaahdonestoaineen syo6ttoa varten. Pulloille on oma teline, joka kiinnitetdén sai-
lion kylkeen jolloin autoklavointi on helpompaa. Liuosten syo6ttd tapahtuu sili-
koniletkujen kautta. Lisaksi sailioon voitiin asettaa erillinen naytteenotin. (3, s.
12-15))

2.8 Poistoilmanjaahdytin

Bioreaktorissa jadhdytys tapahtuu vesikierrolla varustetulla poistoilmanjaéahdyt-
timell&, joka on kuvassa 7. Poistoilmanjaahdyttimessa kiertaa jaahdytysvesi,
jonka reaktori syottaa jddhdyttimeen tasaisella virtausnopeudella. Jadhdytysve-
den lAmpdtila riippuu sailidlle asetetusta lAmpdotila-arvosta. Jadhdytysvesikierto
poistoilmanjaéhdyttimeen on kytketty kudosvahvisteisilla silikoniletkuilla, jotka
on varustettu pikaliittimilla. (3, s. 64—69.)

19



A O-ring (2) L
]

KUVA 7 Poistoilmanjadhdytin (3, s. 65)

Poistoilman kosteus tiivistyy poistoilmanjaahdyttimen sisdputkeen, jonka ulko-
puolella jadhdytysvesi kiertaa. Poistoilmanjaahdytin alentaa poistoilman koste-
utta, vahentaa suodattimen tukkeutumisriskia ja kosteuden haihtumista. Jos
jaahdyttimeen liitetty ulostulosuodatin on tukkeutunut, sisainen paine voi kas-
vaa, ja tama voi aiheuttaa haittaa kasvatukselle tai turvallisuusvaaran. Poistoil-
manjaahdytin oli kiinnitetty sailion kanteen ja se autoklavoitiin sailion mukana.
(3, s. 64-69.)
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3 BIOREAKTORIN TESTIAJOT

Ennen solukasvatuksien aloittamista bioreaktorille tehtiin testiajoja. Testiajoissa
ei kaytetty soluja ja liuoksena kaytettiin steriilia PBS-puskuriliuosta ja biokarbo-
naattipitoista vesiliuosta. Testiajojen aikana opeteltiin bioreaktorin sdatojen

asettamista ja sensoreiden kalibrointia.

Bioreaktorihuoneen tasot, kaapistot ja laminaarikaappi puhdistettiin perusteelli-
sesti. Laitteen toimintaperiaatteeseen tutustuttiin lukemalla sen ohjekirjoja. Kay-
ton aloituksessa oli mukana Oulun yliopiston tutkija Johanna Veijola, joka oli
tehnyt bioreaktorikasvatuksia bakteerisoluille. Tassa tyossa kaytettava reaktori
on tarkoitettu elainsolukasvatuksille ja se on varustettu hiilidioksidin sy6tolla.

Nisdkassolukasvatuksia bioreaktorilla ei ollut ennen tehty Oulun yliopistolla.

Sailion kansi kiinnitettiin paikalleen ja bioreaktori kaynnistettiin paakytkimesta.
Sekoittajan moottori kiinnitettiin sekoittajaan. Sekoittajaa testattiin asettamalla
sille eri nopeuksia ohjausyksikosta. pH- ja happisensorit otettiin pakkauksistaan
ja yhdistettiin ohjausyksikkoon. Koska pH- ja happisensorit on hyva pitdé koko
ajan nesteessa, lisattiin bioreaktoriin 500 ml PBS-puskuriliuosta. pH- ja hap-
pisensoreille oli omat portit séilion kannessa, joiden kautta ne asetettiin sailioon.
Vaahtosensori yhdistettiin ohjausyksikkd6n ja asetettiin paikalleen sailioon.
Lampdtila-anturi kytkettiin ohjausyksikkoon ja asetettiin lampdtila-anturille tar-
koitettuun taskuun . "Overlay” ja "Sparger” -kaasulinjastot yhdistettiin silikonilet-
kuilla ohjausyksikdsta sailioon. Silikoniletkuihin asetettiin suodattimet ja letkun-

kiristimet.

Poistoilmanjaahdyttimeen asetettiin suodatin silikoniletkun avulla. Jaahdytti-
meen liitettiin jaadhdytysvesikierto. Myos sailion vaipan ympaéri kulkeva lammin-
vesikierto yhdistettiin. Vesikierrot liitettiin kudosvahvisteisella letkulla.

Bioreaktorin testauksen aikana sita ei autoklavoitu, silla sensoreita ei haluttu
kuluttaa turhaan. Ennen jokaista kasvatusta bioreaktorin sailio steriloitiin auto-
klavoimalla. Kasvatusten jalkeen tehtiin jteautoklaavaus ja sen jalkeen sailio ja
sen osat puhdistettiin. Jotta sensorit eivat kuivuisi, séilid autoklavoitiin aina niin,

ettd sinne oli lisatty nestetta.
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Testauksessa PBS-liuoksella reaktoria pidettiin paalla useiden vuorokausien
ajan ja olosuhteita muunneltiin ja tarkkailtiin. Vesikierto kaynnistettiin ja testattiin
lampdotilaa. Lampdotilaksi asetettiin 37 °C. Kun laite alkoi lammittaa sailiéta, oh-
jausyksikdssa oleva termostaatti lampeni 50 °C:seen asti. Tarkkailtiin, etta saili-
on lampdatila ei ylitd 37 °C:ta, silla ylemmat [ampdtilat voivat olla soluille tappa-
via. Sailion lampdtila ei kuitenkaan ylittanyt annettua arvoa ja ohjausyksikon
sisdinen termostaatti laski nopeasti lampdtilaa heti, kun sailién tavoitelampdétila
lahestyi. Kun sailion lampdtila oli noussut asetettuun arvoon, lampétila pysyi

tasaisena.
3.1 pH-sensorin kalibrointi

Sensori kalibroitiin kayttamalla kaupallisia pH 4 ja pH 7 -puskuriliuoksia. Tau-
lukkoon 2 on koottu pH-sensorin kalibroinnin mittaustulokset. Ohjekirjan mu-
kaan suositus "Zero Value” -arvolle on sensorista rijppuen -30 mV — 30 mV (1,
s. 118). Kalibroinnissa saadut mittaustulokset pH 7 -puskurille ovat suositusar-

vojen sisalla.

TAULUKKO 2 pH-mittarin kalibroinnin mittaustulokset

Pvm "Zero Value”, pH 7 (mV) | "Slope Value” pH 4 (mV)
21.1.2016 4,9 180

21.1.2016 6,2 177,9

22.1.2016 6,2 183,1

22.1.2016 6,5 177

3.2 Happisensorin kalibrointi

Ohjeiden mukaan 0-prosenttinen happi kalibroidaan lisdamalla sailioén paljon
typpea ja 100-prosenttinen happi kalibroidaan lisadmalla sailioon happea. Tas-
sa tydssa ei kaytetty typpi- ja happikaasuja. Happisensorin 0-arvo kalibroitiin

autoklavoinnin jalkeen, jolloin sailidssa olisi mahdollisimman vahahappinen tila.
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100-prosenttisen happiarvon kalibrointi tehtiin lisdamalla reaktoriin runsaasti

iimaa ja sekoitusta.

Suositeltava kalibrointiarvo 0-prosenttiselle hapelle on 0—10 nA. 100-
prosenttiselle hapelle suositeltava kalibrointiarvo oli noin 60 nA. Happisensorin
tuli olla kytkettyn& ohjausyksikko6n 2 tuntia ennen kalibrointia. (1, s.122-123.)

Bioreaktorin testauksen aikana happisensori kalibrointia kokeiltiin niin, etta O-
prosenttinen happiarvo mitattiin autoklavoidusta vedesta, johon oli lisétty typpi-
kaasua 15 minuutin ajan. 100-prosenttinen happi mitattiin autoklavoidusta ve-
destd, johon oli lisatty paineilmaa 15 minuutin ajan. Tata kalibrointia varten
happisensori piti irrottaa sailiosta. Happisensoria ei voitu kuitenkaan kalibroida
talla tavalla solukasvatuksissa, silla happisensoria ei voida irrottaa sailiosta au-

toklavoinnin jalkeen kontaminaatioriskin vuoksi.

Taulukkoon 3 on koottu happisensorin kalibroinnin mittaustulokset. Arvot mitat-
tiin vedestd, jota oli typetetty ja hapetettu. Saadut arvot eivat ole suositusarvo-
jen puitteissa. Tama johtunee siita, etta puhtaita typpi- ja happikaasuja ei lisatty

tiiviiseen sailioon ohjeiden mukaan.

TAULUKKO 3 Happisensorin kalibroinnin mittaustulokset

Pvm 100 % (nA) 0 % (nA)
21.1.2016 49,0 29,2
21.1.2016 46,4 29,0
22.1.2016 45,5 25,5
22.1.2016 45,5 25,5

3.3 pH-s&adon testaus

pH-s&adon testausta varten happo- ja emaslinjastot kytkettiin sailioén. Happo-
liuoksena kaytettiin HCI-liuosta jonka konsentraatio oli 0,5 mol/l. Emasliuoksena

kaytettiin NaOH-liuosta, jonka konsentraatio oli 0,5 mol/l. Happo- ja emasliuos-
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ten syotto tapahtui silikoniletkun avulla peristalttisen pumpun kautta. Ohjausyk-
sikdsta voitiin saataa liuosten virtausnopeutta. Ohjausyksikon kautta pumput
kalibroitiin. Saatoja testattiin asettamalla eri pH-arvoja, jolloin laite automaatti-

sesti lisasi s&ilioon joko happoa tai emasta tavoitearvojen mukaan.

Kun haponsyottd kytkettiin pois paalta, laite lisasi hiilidioksidia alentaakseen
pH:ta. PBS-puskuriliuoksella hiilidioksidi ei vaikuttanut pH-arvoon, joten testiliu-
os vaihdettiin biokarbonaatti-pitoiseen vesiliuokseen, joka oli enemman solu-
kasvatuksissa kaytettavan mediumin kaltainen. Liuos valmistettiin liuottamalla
veteen kaliumkloridia, natriumvetykarbonaattia, natriumdivetyfosfaattia ja natri-
umkloridia. Liuoksessa kaytettiin samoja ainemaaria, joita soluviljelyssa kaytetty

DMEM-liuos sisélsi, ja ne on esitetty taulukossa 4. (4.)

TAULUKKO 4 Bikarbonaattipitoisen vesiliuoksen reagenssien ainemaarat (4)

Reagenssin nimi Ainemé&ara mM

Natirumvetykarbonaatti, NaHCO3 44,05

Natriumdivetyfosfaatti NaH,PO, 0,92
Kaliumkloridi, KCI 5,33
Natirumkloridi, NaCl 110,34

pH-arvon alentaminen hiilidioksidilla onnistui, kun kaytettiin valmistettua bikar-
bonaattipitoista liuosta. Hiilidioksidin virtausnopeutena oli tehdasasetuksena 8
I/min. Hiilidioksidin virtausnopeudeksi asetettiin 0,1 I/min. pH-arvon saat6a hiili-
dioksidin avulla kokeiltiin my6s pienemmalla virtausnopeudella, ja se onnistui

hyvin.
3.4 Sailion autoklavointi

Nisakaskasvatuksille tarvittiin ehdottoman steriilit kasvatusolosuhteet, silla epa-
puhtaudet voivat olla haitaksi soluille ja johtaa kasvatuksen epaonnistumiseen.

Sterilointi sailidlle tehtiin autoklavoimalla.
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Ennen kasvatusta sailidlle tehtiin puhdasautoklaavaus, jolla varmistettiin puh-
taat olosuhteet kasvatukselle. Kasvatuksen jalkeen solujatteet steriloitiin auto-
klavoimalla, koska tydssa kaytettiin transformoituja ja sydpasoluja, jotka luokitel-
laan biologisiksi vaaratekijoiksi. My0s valmistajan ohjeet velvoittivat jatteiden
autoklavointiin. Jateautoklavoinnin jalkeen sailio avattiin ja puhdistettiin pese-
malla ja harjaamalla. Kuvassa 8 sailion puhdistus on parhaillaan kaynnissa.
Puhdistuksen jalkeen sdili6 steriloitiin uudelleen autoklavoimalla, jonka jalkeen
se oli valmis seuraavalle kasvatukselle. Autoklavointi tehtiin yliopiston va-
linehuollossa ja sen suoritti valinehuollon henkilostd. Bioreaktorin kayttajan teh-

tavana oli valmistella sailio autoklavointia varten. (1, s. 54-55; 3, s. 6-10.)

KUVA 8 Sailion puhdistusta

Autoklavointia varten sailié kytkettiin irti ohjausyksikdsta. Ennen sailion irrotta-
mista tarkistettiin, etta vesikierto ja ilman- ja hiilidioksidinsy6tt6 oli suljettu. Saili-
On kannessa olevaan poistoilmanjaahdyttimeen oli kytketty suodatin silikonilet-
kun avulla. Autoklavoinnin ajaksi poistoilmanjaéhdyttimen silikoniletkua ei saa-
nut sulkea. Mikali letku tai suodatin on tukossa, sailioon kertyy painetta ja la-
sisailié voi rgjahtaa. Autoklavoinnin aikana poistoilmanjaéhdytin ja siihen liitetty
suodatin varmistivat steriilin paineentasauksen sailiossa. Ennen autoklavointia
varmistettiin, etta poistoilman letku on auki eika sita ole suljettu kiristimin. Pois-
toilman suodattimen tuli olla ehja, kuiva ja puhdas. Suodatin testattiin ruiskulla
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puskemalla ilmaa suodattimen lapi. Mikali ilma ei kulkenut suodattimen lapi, ol
suodatin tukossa ja se piti vaihtaa uuteen. Tyon aikana selvisi, ettd suodattimi-
en kunto kannattaa testata myds autoklavoinnin jalkeen. (1, s. 54-55; 3, s. 6—
10))

Ennen autoklavointia tarkistettiin, ettd kaasujen syo6ttdletkujen suodattimet olivat
kunnossa. Kaasujen syottoletkut suljettiin autoklavoinnin ajaksi kiristimilla, milla

valtettiin nesteen nouseminen suodattimeen autoklavoinnin aikana.

pH-, happi- ja vaahtosensorin kytkentdjohdot ohjausyksikk6on kytkettiin irti.
Sensorien paat suojattiin autoklavoinnin ajaksi alumiinifoliolla. Lampdtilamittari
irrotettiin sailiésta ja sen paikka suojattiin foliolla. Poistoilmanjaahdyttimesté irro-
tettiin jadhdytysvesiletkut. Sailion sivuilta kytkettiin irti lammitysvesiletkut. Mikali
happo- ja emaslinjastot olivat kayttssa ja ne haluttiin autoklavoida sailion mu-
kana, niiden kytkennéat tarkastettiin. Kaikki osat tarkistettiin ja kiristettiin k&sin.
Puhdasautoklaavauksessa séailion kansi peitettiin foliolla. N&ain pyrittiin pitamaéan

sdilion kansi mahdollisimman puhtaana autoklavoinnin jalkeenkin.

Sailiossa tuli olla nestetta aina autoklavoinnin aikana. Autoklavointia ei voida
tehda kasvatusmediumin kanssa, koska sen sisdltamat kasvutekijat saostuvat
jo 50 °C:ssa. Taman vuoksi autoklavointi tehtiin yleensa lisaamalla sailioén bio-

reaktorin testauksessa valmistettua biokarbonaattipitoista liuosta.

Sailion kuljettaminen ja siirteleminen tehtiin turvallisesti ja varovaisuutta noudat-
taen. Kuljetuksen ajaksi séilio siirrettiin sille tarkoitettuun metallikaukaloon ja

kuljetukseen kaytettiin tyokaluvaunuja.

Autoklavoinnin jalkeen tarkistettiin, etta sailion osat olivat ehjia ja etteivat kiris-
tykset olleet 16ystyneet. Kaasujen syottdletkujen kiristykset 16ysattiin. Sailio ja

sen osat yhdistettiin ohjausyksikkdon ja liitokset kytkettiin takaisin paikoilleen.
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4 SOLUVILJELY

Solujen kasvattamista laboratorio-olosuhteissa kutsutaan soluviljelyksi. Talléin

solujen kasvuymparistdn pH, ravinteet ja lampotila on saadelty. (5.)

Soluja on mahdollista kasvattaa kiinteélla alustalla ja suspensiossa. Suspensi-
ossa soluilla ei ole kasvualustaa vaan ne kasvavat kasvatusliuoksessa. Sus-
pensiokasvatuksissa saadaan suurempia solumaaria kuin kasvatuksissa solu-
maljoilla. El&ainsolulinjojen suspensiokasvatuksessa on omat haasteensa, silla
monet elainsolulinjat eivat kykene kasvamaan ilman kiinnitysalustaa. Lisaksi
elainsolut, erityisesti nisakassolut, ovat herkempia rikkoutumaan ja kasvavat
hitaammin kuin esimerkiksi bakteerisolut (5). Nisakassolut jakautuvat keskimaa-

rin kerran vuorokaudessa.

Tassa tydssa soluja kasvatettiin aluksi kiintealla alustalla soluviljelymaljoissa.
Bioreaktorikasvatuksen tavoite oli saada nisakassolut kasvamaan onnistuneesti

suspensiossa bioreaktorissa.
4.1 Liuosten valmistus soluviljelyyn

Kasvatusliuosta eli kasvatusmediumia kaytettiin solujen kasvatuksessa. Liuos
siséltda ravinteita joita solut tarvitset jakautuakseen. Kasvatusliuos valmistettiin
liuottamalla 445 ml DMEM-elatusaineliuokseen 50 ml Fetal Bovine -seerumia ja
5 ml penisilliini-streptomysiinia. Tydssa kaytettiin Gibcon
DMEM(1x)+Glutamax"™-elatusaineliuosta, Gibcon Fetal Bovine -seerumia ja

Sigma Aldrichin soluviljelyyn tarkoitettua Penisillini-Streptomysiini-seosta. (6.)

PBS-liuosta kaytettiin solujen pesemiseen solujen jakamisen yhteydessa. PBS-
liuos valmistettiin lisaamalla 270 ml:aan autoklavoitua vetta 30 ml Gibcon
10xPBS-puskuriliuosta. (6.)

Kasvaessaan solumaljoilla solut kiinnittyvat maljan pohjaan. Solujen jakamisen
yhteydessé solut piti kuitenkin saada irrotettua maljan pohjalta, jotta ne voitiin

siirtda uuteen maljaan ja jakaa useille eri maljoille. Solujen irrottamiseen maljan
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pohjalta kaytettiin Sigma Aldrichin Trypsiini-EDTA-liuosta, joka laimennettiin
PBS-liuoksella. (5; 6.)

4.2 Solujen yllapito ja jakaminen

CHO-solut ovat peraisin hamsterin solulinjasta, ja niitd kaytetaan paljon biologi-
sissa ja ladketieteellisissa tutkimuksissa. Koko opinnaytetyon ajan CHO-soluja
yllapidettiin ja jaettiin. Solujen yllapito tarkoittaa sita, etta solut pidettiin elinvoi-
maisina, niiden jakautumista seurattiin ja niille annettiin ravinteita riittavan usein.
Kun soluviljelymalja kasvoi tayteen, se taytyi jakaa. Solumaljan jakamisvali ol
yleensa 2—4 vuorokautta. Mikali solumaljaa ei jaeta tarpeeksi usein, maljat kas-
vavat tayteen soluja, jolloin soluilta loppuu elintila ja ravinteet ja ne alkavat kuol-
la. Solumalja tarkistettiin paivittain mikroskoopilla, ja kun maljasta noin 80 % oli

taynna soluja, se oli valmis jaettavaksi. (6.)

CHO K1 -soluampulli haettiin nestetyppisailiésta ja sitd lammitettiin hetki +37
°C:n lampdisessa vesihauteessa. Soluampulliin liséttiin 2 ml kasvatusmediumia
ja se jaettiin kolmelle steriilille soluviljelymaljalle. Tytssa kaytettiin soluviljely-
maljoja, joiden halkaisija oli 9 cm. Maljaa huljutettiin varovasti, jotta solut levit-
taytyvat koko maljalle. Maljoja tarkasteltiin mikroskoopilla ja havaittiin, etta solut
olivat levittaytyneet koko maljalle, ja ne siirrettiin kasvatukseen hiilidioksidi-
inkubaattoriin. Tydssa kaytettiin hiilidioksidi-inkubaattoria, jossa lampétila oli
+37 °C ja hiilidioksidipitoisuus 5 %. Solujen annettiin kasvaa maljalla 2—3 vuo-

rokautta.

Seuraavana paivana solumaljoja tarkasteltiin mikroskoopilla ja havaittiin, etta
solut olivat alkaneet jakautua onnistuneesti. Soluja kasvoi pienissa rykelmissa
ympari maljaa. Suurin osa soluista oli kiinnittynyt pohjaan, mutta jotkin solut ei-

vat olleet kiinnittyneet vaan kelluivat kasvatusliuoksessa.

Kasvatusmediumin havaittiin olevan solumaljoissa punaista. Jos kasvatusmedi-
um vaihtaa varinsa keltaiseksi, on maljassa tapahtunut happamoitumista, jolloin
malja on voinut kasvaa lilan tayteen soluja. Mikali mediumin vari vaihtuu viole-

tiksi, on se merkki eméksisyydesta ja johtuu useimmiten homekontaminaatiosta

tai liian korkeasta hiilidioksidipitoisuudesta inkubaattorissa.
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Jotta solut saisivat lisaa ravintoaineita, maljoilta poistettiin vanha kasvatusmedi-
um ja uutta mediumia liséttiin 10 ml. Solumaljat siirrettiin takaisin hiilidioksidi-

inkubaattoriin.

Solumaljoja tarkasteltiin paivittdin mikroskoopilla. Kun solut olivat kasvaneet
kolme vuorokautta, havaittiin, ettd maljat olivat kasvaneet melkein tayteen ja ne

voitiin jakaa.

Maljoilta poistettiin vanha kasvatusliuos ja solut pestiin kaksi kertaa PBS-
liuoksella. Maljoille liséttiin 2 ml Trypsiini-EDTA-liuosta ja maljoja inkuboitiin hii-
lidioksidi-inkubaattorissa 5—10 minuuttia. Solut siirrettiin 15 ml:n sentrifugiput-
kiin, joihin lisattiin 2 ml kasvatusliuosta. Sentrifugiputkia sentrifugoitiin 4 minuu-
tin ajan. Tydssa kaytettiin sentrifugia, jolle oli asetettu nopeudeksi 800 rpm ja
lampdotilaksi +22 °C. Tyypillinen sentrifugointiaika oli 4 minuuttia. Sentrifugoinnin
jalkeen solut olivat painuneet sentrifugiputken pohjalle ja yll& oleva kasvatusliu-
0s pipetoitiin pois varoen. Sentrifugiputkiin lisattiin 2 ml kasvatusmediumia, jo-

hon putken pohjassa oleva solunappi resuspensaoitiin. (6.)

Soluja sisaltavaa mediumia pipetoitiin 1 ml steriilille soluviljelymaljalle. Maljoja
tehtiin kolme kappaletta ja jokaiseen liséttiin 8 ml kasvatusmediumia. Solumaljat
siirrettiin kasvamaan hiilidioksidi-inkubaattoriin. Maljoja seurattiin paivittain. Kun
solut olivat jakaantuneet tarpeeksi, ne jaettiin jalleen samaan tapaan. Kuvassa
8 on kolme soluviljelymaljaa, joissa on CHO-soluja ja 8 ml mediumia. CHO-
solujen lisdksi tydssa kaytettiin HeLa-soluja, joiden yllapito ja jakaminen tehtiin
kuten edella kuvattiin.

KUVA 9 CHO-solumaljoja
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5 BIOREAKTORIKASVATUS CHO-SOLUILLA

Ensimmainen bioreaktorikasvatus tehtiin CHO K1-soluilla. Soluja oli kasvatettu

maljoilla, joista ne siirrettiin kasvamaan bioreaktoriin suspensioon.

Kasvatuksissa ei kaytetty vaahtoamista estavia aineita, silla vaahdonestoaineis-
ta voi olla nisékassoluille enemman haittaa kuin hydtyd. Taman vuoksi myos-
kaan vaahtoanturia ei kasvatuksissa kaytetty. Ensimmaiset kasvatukset haluttiin
pitdd mahdollisimman yksinkertaisina. Vaahtoanturia ja vaahdonestoaineita voi-
daan kokeilla myohemmissa kasvatuksissa, mikéli ensimmaiset kasvatukset

saadaan sujumaan hyvin.
5.1 Ensimmainen kasvatus

Autoklavoinnin jalkeen pH- ja happisensori yhdistettiin ohjausyksikk6on. Hap-
pisensori kalibroitiin, kun se oli ollut yhdistettynd ohjausyksikkdon kaksi tuntia.
Happisensorille kalibroitiin arvot 0-prosenttiselle ja 100-prosenttiselle hapelle. O-
prosenttinen happiarvo kalibroitiin sailion sisalla olevasta liuoksesta autokla-
voinnin jalkeen ilman etta sekoitus tai ilmavirtaukset olivat paalla. Talléin oletet-
tiin sailiossa olevan mahdollisimman vahahappinen tila. 100-prosenttinen hap-
piarvo kalibrointiin niin, ettd ennen mittausta bioreaktorille asetettiin puoleksi

tunniksi seuraavat arvot:

e sekoitus 700 rpm

e Air Overlay 100%

e Air Sparger 225 ccm
e lampatila +37°C.

Nain saatiin mahdollisimman runsashappinen tila bioreaktoriin. Taulukossa 5 on

esitetty happisensorin kalibrointitulokset.
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TAULUKKO 5 Happisensorin kalibrointitulokset

Kalibroitu happiarvo Tulos
0% happi 46,8 nA
100% happi 77,8 nA

Reaktorissa oleva liuos poistettiin pipetoimalla ja sinne lisattiin 500 ml kasvatus-
liuosta. Ennen solujen lisddmista sailioon olosuhteiden tulee olla mahdollisim-
man hyvat ja otolliset solujen kasvulle. Sailiobn lampaotilaksi asetettiin sama lam-
potila, jota soluille kaytetadn koko kasvatuksen ajan eli +37 °C. Kasvatusme-
diumin annettiin lammeta kaksi tuntia ennen solujen lisdysta. Air Spargerille
asetettiin arvo 225 ccm ja Air Overlaylle 100 % ja sekoitusnopeudeksi asetettiin
500 rpm. Nain olosuhteet saatiin mahdollisimman happipitoisiksi soluja varten.
Kuvassa 10 bioreaktori on valmiina solujen lisaysta varten ja mediumin lammi-
tys ja ilmastus on parhaillaan kaynnissa. Juuri ennen solujen lisaysta bioreakto-
rin ohjausyksikdsta reaktorille asetettiin taulukon 6 mukaiset arvot eri paramet-
reille. Taulukon 6 arvoja kaytettiin koko kasvatuksen ajan.
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KUVA 10 Mediumin l[ammitysta ennen solujen lisdysta

TAULUKKO 6 CHO-solujen kasvatuksessa bioreaktorille asetetut arvot

Asetettu arvo Rajat
Sekoitus 100 rpm 20-150 rpm
Air Overlay 50 % 0%—-100%
Air Sparger 50 cmm 0-100 ccm
pH 7.3 7,2-7,5
Lampétila 37°C 36,5°C-37,5°C
Happipitoisuus 95 % 50-100%
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Hiilidioksidin lisays riippui kasvatusliuoksen pH:n arvosta. Kasvatuksessa ei
kaytetty happo- tai emasliuoksia happamuuden sdaté6n vaan happamuutta
saadettiin hiilidioksidin avulla. Mikali pH ylitti arvon 7,3, reaktori lisasi sailiéon

hiilidioksidia, jonka avulla pH-arvo aleni.
5.1.1 Solujen esivalmistelu ensimmaiseen kasvatukseen

Kaksi vuorokautta ennen reaktorikasvatuksen aloitusta CHO-solut jaettiin 12
solumaljalle. Ennen kuin sentrifugoidut solut siirrettiin maljoille, niista otettiin 10
mikrolitran naytteet solutiheyden maaritysta varten. Solut jaettiin 12 solumaljalle
niin, etta jokaiselle maljalle lisattiin 0,5 ml mediumia, johon solut olivat resus-

pensoitu.

Solutiheydet mitattiin jokaiselle maljalle. Tulokset on esitetty taulukossa 7. Kes-
kimaarin yhdella maljalla oli 3 miljoonaa solua. Elavien solujen prosentti oli jo-

kaisessa naytteessé korkea, yli 90 %.

TAULUKKO 7 Maljojen solutiheydet ennen jakamista

Solutiheys /ml Elavia Solujen yhteis-
maara maljalla
Malja 1 2,47 x 10° 99 % 4,94 x 10°
Malja 1 2,29 x 10° 93 % 4,58 x10°
Malja 2 1,44 x 10° 91 % 2,88 x 10°
Malja 2 1,30 x 10° 98 % 2,6 x 10°
Malja 3 1,00 x 10° 94 % 2,00 x 10°
Malja 3 6,45 x 10° 98 % 12,9 x 10°
Keskiarvo 1,52 x 10° 96 % 3,03 x 10°
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5.1.2 CHO-solujen lisays ja kasvatus bioreaktorissa

Soluja oli kasvatettu 12 maljalla hiilidioksidikaapissa 2 vuorokautta. Vanha kas-
vatusliuos poistettiin, solut pestiin kaksi kertaa PBS-liuoksella ja irrotettiin poh-
jasta Trypsiini-EDTA-liuoksella. Solut siirrettiin sentrifugiputkiin, joihin lisattiin 2
ml kasvatusliuosta. Putkia sentrifugoitiin 4 minuutin ajan, jolloin solut painuivat
putken pohjaan solunapiksi. Solujen ylla oleva neste poistettiin varovasti ja put-
kiin liséttiin 2 ml kasvatusliuosta. Nelja putkea valittiin satunnaisesti ja niista
otettiin 10 mikrolitran nayte solutiheyden maaritysta varten. Mittaustulokset on

esitetty taulukossa 8. Tuloksille laskettiin keskiarvot ja keskihajonta.

Mitatuista solutiheyksista havaittiin, ettd suurimmalla osalla maljoista elavien
solujen maara oli hyva. Pienin prosentti elaville soluille oli 38 %. Tata lukuun
ottamatta muiden maljojen osuus elaville soluille oli 77 — 98 %. Mittaustulosten
perusteella yhdella maljalla olisi keskimaarin 649 000 solua. Bioreaktorikasva-
tukseen kaytettavia solumaljoja oli 11 kappaletta, jolloin soluja lisattiin reaktoriin

noin 7 miljoonaa. Yksi solumalja saastettiin jatkokasvatusta varten.
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TAULUKKO 8 Maljoilta mitatut solutiheydet ennen solujen siirtdmista reaktoriin

Solutiheys / ml | Elavia Solujen yhteis-

maara maljalla
Maljal 3,64 x 10° 77 % 7,28 x10°
Malja 1 2,76 x 10° 83 % 5,52 x10°
Malja 2 1,29 x 10° 82 % 2,58 x10°
Malja 2 1,88 x10° 38 % 3,76 x10°
Malja 3 4,11 x 10° 97 % 8,22 x10°
Malja 3 4,63 x 10° 95 % 9,26 x10°
Malja 4 5,75 x 10° 95 % 11,5 x10°
Malja 4 5,81 x 10° 98 % 3,81 x10°
Keskiarvo 3,73x 10° 88 % 6,49 x 10°

Yhden sentrifugiputken solut jaettiin normaaliin tapaan soluviljelymaljalle. Mui-
den putkien solut lisattiin bioreaktoriin, jossa kasvatusliuosta oli lammitetty ja

ilmavirtaus oli kytketty paalle kahden tunnin ajaksi.

Tavoitteena oli kasvattaa soluja reaktorissa noin 10 paivaa tai siihen asti kun-
nes solutiheys on tarpeeksi korkea. Kasvatuksesta otettiin naytteita saannolli-
sesti ja kasvatukseen lisattiin joka toinen paiva 100 ml kasvatusmediumia, jotta

solut saivat sdanndllisesti lisda ravintoaineita kasvaakseen.

Naytteenoton ajaksi sekoittaja suljettiin ja sailidssa olevaa mediumia resuspen-
soitiin pipetilla, jotta solut olisivat mahdollisimman hyvin sekoittuneita. Reakto-
rista otettiin 10 ml:n nayte, joka sentrifugoitiin. Solut painuivat sentrifugiputken
pohjaan, ja paalla oleva liuos pipetoitiin varovasti pois. Putken pohjalla oleva

solunappi resuspensoitiin 1 ml:aan mediumia. Tasta otettiin edelleen 10 mikro-
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litran nayte solutiheyden maaritysta varten. Ensimmaisina paivina mitatut soluti-
heydet on koottu taulukkoon 9. Toisena paivana otetuissa naytteissa elavien
solujen prosenttiosuus oli pienentynyt. Solulaskuri naytti valilla jopa elavien so-
lujen prosentiksi 0 %. Kasvatuksesta otettiin uudet naytteet ja naytemaaraa
paatettiin muuttaa. 1 ml:n naytteen sijasta otettiin 10 ml:n néyte. Elavien solujen
prosentit olivat parempia, mutta solutiheyden oletettiin olevan suurempi.

TAULUKKO 9 CHO-bioreaktorikasvatuksesta mitatut solutineydet

Kasvatus Naytteen | Mittaustulos- | Keskihajonta | Elavia | Solujen
kadynnissd, | suuruus | ten keskiarvo, soluja | méaara sai-
vuorokautta | (ml) solutiheys / (%) libssa

mi
1 1 1,32 x 10° 0,1x10° 83 6,6 x 10°
2 1 0,91 x 10° 0,4 x 10° 7 4,6 x 10°
2 10 1,68 x 10° 0,4 x 10° 52 1,0 x 10°

Kolmantena vuorokautena sailioon lisattiin 100 ml mediumia. Lisdyksen jalkeen
kasvatuksesta otettiin nayte. Mitatut solutiheydet on koottu taulukkoon 10. Tu-
losten perusteella soluja olisi 10 millilitran néytteessa keskimaarin 8,95x10%,
jolloin niita olisi 600 millilitran kasvatuksessa noin 5,4 miljoonaa. Soluja odotet-
tiin olevan kasvatuksessa moninkertaisesti enemman, joten tulos on heikko.
Mittaustulosten perusteella ei voida sanoa, etta solumaara olisi lisdantynyt.
Koska CHO-solut ovat tottuneet kasvamaan tartuntapinnoilla, voi olla, etté reak-
torissakin ne ovat painuneet sailion reunoille tai pohjaan, jolloin niita ei saada
naytteeseen. Kasvaminen ilman tarttumispintaa voi olla soluille shokki, joten
saattaa olla, etta vie muutaman vuorokauden ennen kuin ne lahtevat kunnolla
kasvamaan. Jotta muutos solumaarassa olisi paremmin havaittavissa, paatettiin

ettd seuraava nayte otetaan vasta 5 vuorokauden kuluttua.
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TAULUKKO 10 Mitatut solutiheydet mediumin lisayksen jalkeen

Kasvatus Naytteen | Mittaustulosten | Keskihajonta | Elavia | Solujen
kaynnissd, | suuruus | keskiarvo, so- soluja | méaara
vuorokautta | (ml) lutiheys / ml (%) sailiossa
3 10 8,95 x 10" 4x 10" 58 5,4 x 10°

5.1.3 Ensimmaisen kasvatuksen lopetus

Kasvatuksen kuudentena paivana sailioon lisattiin 200 ml tuoretta mediumia.
Kun kasvatus oli ollut kAynnissa 8 vuorokautta, havaittiin, etta sailiossa oleva
medium oli muuttunut sameaksi. Mediumista otettiin nayte ja sita tutkittiin mik-
roskoopilla. Kasvatusliuoksen havaittiin kontaminoituneen. Ensimmainen biore-

aktorikasvatus lopetettiin ja kontaminoituneet solut havitettiin.

Ensimmaisessa bioreaktorikasvatuksessa ei saatu havaintoja siita, ettd CHO-
solut olisivat lahteneet kasvamaan bioreaktorissa. Tuloksia voi vaaristaa on-
gelmat naytteenotossa ja solulaskurin kanssa. Muutaman paivan jalkeen kasva-
tuksen aloittamisesta naytteenottomaéraa piti muuttaa, silla edustavaa naytetta
oli vaikea ottaa 600 millilitran kasvatuksesta. Vaikka sailiossa onkin koko ajan
sekoitus paalla, on silti mahdollista, etta solut ovat painuneet reaktorin pohjalle
tai seinamille, jolloin niista on vaikea saada naytetta. Loppujen lopuksi kasvatus

keskeytettiin bakteerikontaminaation vuoksi.

Voi myds olla, etté olosuhteet eivat olleet oikeat CHO-soluille. Saattaa olla, etta
kasvatuksessa kaytettiin herkille nisakassoluille liian korkeita séatdja. Sekoitta-
jan nopeus on saattanut olla liian suuri, mika voi vaurioittaa soluja. Nesteeseen
meneva ilma- ja hiilidioksidivirtaus on mygs voinut olla liian voimakas ja se on

saattanut rikkoa soluja.

Kasvatuksesta otettiin liitteena 1 oleva tuloste, jossa nékyy trendikuvaaja lam-
potilalle, sekoitukselle, happiprosentille ja pH:lle. Liitteessa 1 muuttujille on mer-
kitty oma asteikkonsa jokaiselle parametrille erikseen. Sekoitusnopeudelle on

punainen trendiviiva, happiarvolla vaaleansininen, pH-arvolla vihre& ja lampoti-
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lalla tumman sininen trendiviiva. Kuvaajasta nahdaan, etta lampatila oli pysynyt
kasvatuksen ajan tasaisena. pH oli pysynyt asetetuissa rajoissa (pH 7,3—7,4).
Happiprosentti oli kasvatuksen alussa yli 100 %, joten happisensorin 100-
prosenttinen arvo jouduttiin kalibroimaan uudestaan kasvatuksen ollessa kayn-
nissa. Taman jalkeen happiprosentti pysyi noin 90 prosentissa. Sekoitus vaihteli
valilla 20-100 rpm. Sekoitukseen vaikutti kaasujen lisays ja happiarvo, joiden

vuoksi sekoitusnopeus vaihteli paljon kasvatuksen aikana.
5.2 CHO-solujen kasvatus suspensiossa

Toista bioreaktorikasvatusta varten CHO-solujen kasvatus paatettiin aloittaa
pullokasvatuksella suspensiossa. Kasvatukseen kaytettiin 1000 ml:n lasista pul-
loa. Koska solujen haluttiin kasvavan suspensiossa kiinnittymatta mihinkaan
tartuntapintaan, soluja sekoitettiin koko ajan magneettisekoittajalla. Kasvatus
tehtiin hiilidioksidikaapissa, jossa hiilidioksidipitoisuus oli 5 % ja lampdotila +37
°C.

Kasvatuspullo autoklavoitiin ennen kasvatuksen aloittamista. Sekoittamiseen
kaytettava magneettisekoittaja puhdistettiin 70-prosenttisella etanolilla ja mag-
neetti autoklavoitiin. Solujen suspensiokasvatukseen kaytettavaan pulloon lisat-
tiin 200 ml mediumia. Mediumia oli [Ammitetty +37 °C:n lamminvesihauteessa

30 minuuttia.

CHO-soluja oli kasvatettu soluviljelymaljoilla 3 vuorokautta. Vanha kasvatusliu-
0s poistettiin maljoilta ja solut pestiin kaksi kertaa PBS-liuoksella. Maljoille lis&t-
tiin 2 ml trypsiini-EDTA-liuosta solujen irrottamiseksi pohjasta. Maljat siirrettiin
hiilidioksidi-inkubaattoriin 5—10 minuutiksi. Mikroskoopin avulla tarkistettiin, ettéa
solut olivat irronneet pohjasta trypsiini-EDTA:n vaikutuksesta. Pipetin avulla siir-
rettiin maljoilla olevat solut sentrifugiputkiin ja niihin lis&ttiin 2 ml kasvatusme-
diumia. Putkia sentrifugoitiin 4 minuutin ajan. Sentrifugoinnin jalkeen poistettiin
varovasti medium sentrifugiputkesta solunapin paalta. Taman jalkeen lisattiin

sentrifugiputkiin 2 ml mediumia, johon solut resuspensaoitiin.

Kahdesta sentrifugiputkesta mitattiin solutiheydet. Molemmille mittauksille teh-
tiin myos rinnakkaiset mittaukset. Mittaustulokset on koottu taulukkoon 11. Ha-
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vaittiin, etta elavien solujen prosenttiosuus oli hyva. Mikroskoopilla maljoja tar-
kasteltaessa huomattiin, etta joissain maljoissa kasvoi enemmaén soluja kuin

toisissa. Solutiheydet voivat vaihdella paljonkin maljojen valilla.

TAULUKKO 11 CHO-solujen solutiheydet ennen suspensiokasvatusta

Solutiheys millilitrassa Elavia (%)
Malja 1 2,64 x 10° 84 %
Malja 1 2,70 x 10° 93 %
Malja 2 5,57 x 10° 93 %
Malja 2 5,10 x 10° 97 %
Keskiarvo 4,00 x 10° 92 %

Sentrifugiputkissa olevat 11 maljan solut siirrettiin kasvatuspulloon, johon oli
lisatty lammitettyd mediumia 100 ml. Pullon suu suljettiin alumiinifoliolla I6yh&sti
ja se siirrettiin hiilidioksidikaappiin. Sekoitusnopeudeksi asetettiin 150 rpm. Puo-
len tunnin kuluttua kasvatuspullosta otettiin nayte ja mitattiin solutiheys. Mittaus-
tulokset on koottu taulukkoon 12. Naytteiden solutiheyksissa mitatut arvot vaih-
telivat paljon, samoin eléavien solujen prosenttiosuus. Mittaustuloksiin vaikuttaa
naytteenottokohta. Solut eivat valttamatta ole sekoittuneet tasaisesti kasvatus-
pullossa. Pullon toiselta reunalta otetussa naytteessa voi solutiheys vaihdella
verrattuna toiselta reunalta otettuun naytteeseen. Lisdksi 100 millilitran kasva-
tuksesta voi olla vaikeaa saada edustavaa 2 millilitran naytettd. Naytteenotto-
liuskalle naytetta lisataan vain 10 mikrolitraa, joten solujen nappaaminen juuri

tuohon 10 mikrolitraan voi olla haastavaa.
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TAULUKKO 12 Mittaustulokset CHO-solujen suspensiokasvatuksen

aloituspaivana

Naytemaara Keskimaarainen | Naytteiden | Elavia (%) | Solujen maa-
(ml) solutiheys /ml keskihajonta ra pullossa
2 9,24 x 10* 0,5 x 10° 49,5 4,7 x 10°

Havaittiin, etta elavien solujen prosenttiosuus oli laskenut verrattuna maljalta
otettuun naytteeseen. Todennékoisesti soluja kuolee pipetoinnin ja sentrifu-
goinnin aikana, mika vaikuttaa mittaustuloksiin. Lisdksi magneettisekoitus voi
rikkoa soluja. Sekoitusta pienennettiin asettamalla sekoitusnopeudeksi 100 rpm.
Solujen annettiin kasvaa suspensiokasvatuksessa 3 vuorokautta. Turhaa nayt-

teenottoa haluttiin valttaa kontaminaatioriskin vuoksi.

Kolmen vuorokauden kuluttua kasvatuksen aloittamisesta havaittiin, etta medi-
um kasvatuspullossa oli muuttunut jalleen sameaksi. Kasvatuspullosta otettiin
muutaman millilitran nayte viljelymaljalle ja tarkasteltiin naytettéa mikroskoopilla.
Havaittiin, etta suspensiokasvatus oli kontaminoitunut. Suspensiokasvatus lope-

tettiin ja kasvatuksessa kaytetty inkubaattori pestiin ja sen osat autoklavoitiin.

Kontaminaatioon vaikuttavat monet asiat, ja on mahdoton tietda, mista konta-
minaatio on loppujen lopuksi tullut. Yksi kontaminaatiotekija saattoi olla hiilidiok-
sidi-inkubaattorin puhdistus. Vaikka inkubaattori puhdistettiin paallisin puolin
ennen kasvatuksen aloittamista, olisi sen autoklavointi ja kokonaisvaltainen
puhdistus ennen kasvatuksen aloittamista ollut paikallaan. Liséksi bioreaktori-
huone on yhteydessa tiedekunnan yleiseen laitehuoneeseen, jossa lahes paivit-

tain kasitelladn bakteeri- ja hiivanaytteita.
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6 BIOREAKTORIKASVATUS HELA-SOLUILLA

Koska bioreaktorikasvatusta tai pullokasvatusta CHO-soluilla ei saatu onnistu-
maan, paatettiin kokeilla kasvatusta HeLa-soluilla. Tyossa kaytettya HelLa S3-
solukantaa oli kasvatettu aiemminkin suspensiossa. TAman vuoksi oletettiin,

ettd HelLa S3 -solut kasvaisivat hel[pommin suspensiossa kuin CHO K1 -solut,

jotka olivat tottuneet kasvamaan kiinni tarttumispinnassa.

Yksi tydn suurimmista haasteista oli saada herkat nisékassolut kasvamaan on-
nistuneesti suspensiossa. Ennen HelLa-solujen lisdysta bioreaktoriin aloitettiin
suspensiokasvatus kasvatuspullossa hiilidoksidi-inkubaattorissa. Nain saatiin
selville, kasvavatko solut lainkaan suspensiossa. Liséksi bioreaktorin puhdistus,
autoklavointi ja mittarien kalibrointi ja asennus oli suuritdinen prosessi. Kasva-

tuksen aloittaminen suspensiossa pullossa saasti resursseja.

Suspensiokasvatukseen saatiin ohjeita ja neuvoja myos muilta tydryhmilta.
Opinnaytetyon liitteessa 2 on Helmut Pospiechilta saadut tyéohjeet HelLa-
solujen suspensiokasvatukseen. Tassa opinnaytetydssa tydohjeita kaytettiin

apuna soveltaen.
6.1 Suspensiokasvatus

Nestetyppisailiosta haettiin soluampulli joka sisélsi HeLa S3 -solukantaa. Solu-
ampullissa oli noin 10 miljoonaa solua. Solut oli s&il6tty nestetyppeen elokuussa
2001. Soluampullia lammitettiin varovasti kayttamalla sitd noin minuutin ajan
vesihauteessa. Ampullin siséltoé resuspensoitiin huoneenlampdiseen kasvatus-
mediumiin. Ampullissa olevat solut, jotka olivat sekoittuneet kasvatusmediumiin,
lisattiin kasvatuspulloon, johon oli lisatty 250 ml mediumia. Kasvatuspulloon
laitettiin steriili magneetti. Pullo suljettiin 16yhéasti alumiinifoliolla, jotta solut sai-
vat happea. Kasvatuspullo siirrettiin hiilidioksidi-inkubaattooriin, jossa hiilidioksi-
dipitoisuus oli 5 % ja lampdtila +37 °C. Kasvatuspullon alla oli magneettisekoit-
taja ja sekoitusnopeudeksi asetettiin noin 100 rpm. Kuvassa 11 solut on lisatty

kasvatuspulloon ja pullo on asetettu hiilidioksidi-inkubaattoriin.
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KUVA 11 Hela-solujen suspensiokasvatus hiilidioksidi-inkubaattorissa

Kasvatuksen alussa pyrittiin kasvatuksesta ottamaan nayte paivittain. Aloitus-
paivana otettiin nayte, jotta tulosta voitiin vertailla myéhempien paivien nayttee-
seen. Solut jaettiin kolmantena kasvatuspaivana. Puolet kasvatuspullon me-
diumista otettiin pois. Solut sentrifugoitiin sentrifugiputken pohjaan ja sailottiin.
Kasvatuspulloon lisattiin lammitettya mediumia saman verran kuin sielté oli otet-
tu pois. Ennen ensimmaisté jakamista mitattujen solutiheyksien tuloksista laske-
tut keskiarvot, keskihajonnat ja solujen kokonaismaara pullossa on koottu tau-
lukkoon 13. Paivaa ennen jakamista solujen elavyysprosentti oli parempi kuin

aiempina paivind. Solutiheys kasvoi paivittain.
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TAULUKKO 13 Mitatut solutiheydet HeLa-solujen pullokasvatuksessa

Kasvatus Naytemaara | Mittaustulos, | Naytteiden | Elavia | Solujen
kaynnissa, (ml) soluja / mi keskihajonta | (%) maara
vuorokautta pullossa
0 1 2,7 x10° 0,7 x 10° 47 6,8 x 10°
1 1 4,6 x 10° 0,3 x10° 40 12 x 10°
2 1 5,8 x 10° 0,5 x10° 64 15 x 10°

Solujen jakamisen jalkeen otettiin solutiheysnayte. Elavien solujen prosent-

tiosuus oli pieni, mutta jakamisella saattoi olla vaikutusta asiaan. Nayte soluti-

heyden maaritysta varten otettiin harvemmin, silla havaittiin, etta solut olivat

lAhteneet jakautumaan ennen ensimmaista jakamista. Seuraavat jakamiset teh-
tiin kasvatuksen 6., 7. ja 10. paiva. Elavien solujen prosenttiosuuden havaittiin
olevan pieni aina jakamisen jalkeen. Solutiheydet kuitenkin paasaantoisesti

kasvoivat paivittain. Mittaustuloksille laskettiin keskiarvot, keskihajonnat ja solu-

jen kokonaismaaré pullossa. Solutiheydet on koottu taulukkoihin 14 ja 15.

TAULUKKO 14 Hela-solujen pullokasvatuksesta mitatut solutihneydet ensim-

maisen jakamisen jalkeen

Kasvatus Naytemaara | Mittaustulos, | Naytteiden | Elavia | Solujen
kaynnissa, (ml) soluja /ml keskihajonta | (%) maara

vuorokautta pullossa
4 1 7,7 x 10° 3,2x10° 25 19 x 10°
6 1 8,9 x 10° 6,0 x 10° 37 22 x 10°
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TAULUKKO 15 HelLa-solujen pullokasvatuksesta mitatut solutineydet toisen

jakamisen jalkeen

Kasvatus Naytemaara | Mittaustulos, | Naytteiden | Elavia | Solujen
kaynnissa, (ml) soluja / mi keskihajonta | (%) maara
vuorokautta pullossa
7 1 27x10° 0,3x10° 11 6,7 x 10°
10 1 5,6 x 10° 1,5 x 10° 43 14 x10°

Suspensiokasvatus pullossa onnistui HeLa-soluilla. Seuraavaksi solut voitiin

siirtdd bioreaktorikasvatukseen.

6.2 Bioreaktorin valmistelu ja HeLa-solujen siirto bioreaktoriin

Bioreaktorille oli tehty edellisen kasvatuksen jalkeen autoklavoinnit ja puhdistus.

Laitteelle tehtiin tarvittavat kytkennét ja muut toimenpiteet kuten CHO-solujen

kasvatuksessa. pH- ja happisensorien kalibrointitulokset on koottu taulukkoon
16 ja taulukkoon 17.

TAULUKKO 16 Ennen kasvatusta kalibroitu pH-sensori

Arvo Kaytetty pH puskuri mV
Zero point pH 7 -1,3
Slope point pH 4 173,3
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TAULUKKO 17 Happisensorin kalibrointitulokset

Arvo Tulos (nA)
100% happi 76,2
0% happi 55,5

HelLa-solujen suspensiokasvatus hiilidioksidi-inkubaattorissa onnistui, joten so-
lut voitiin siirtdd bioreaktoriin. Bioreaktorin sailioon oli lisatty kasvatusmediumi
kaksi tuntia ennen solujen lisaysta. Solut lisattiin pipetoimalla ne suspensiokas-
vatuspullosta sailioon. Kasvatus aloitettiin niin, etta sailiossa oli 600 millilitraa

kasvatusmediumia soluineen.

HeLa-solujen kasvatuksessa ei pidetty happimittaria aktiivisena. Happimittarille
ei asetettu mitaan arvoa, eika happimittaria ollut aktivoitu ohjausyksikosta. Hap-
pimittarin mittaamaa dataa ei tallentunut, mutta happimittari oli kuitenkin paikal-
laan sailidssa ja sen mittaamaa prosenttiarvoa hapelle voitiin seurata reaa-
liajassa ohjausyksikdn naytolta. Muille parametreille asetetut arvot HeLa-solujen

kasvatukseen on koottu taulukkoon 18.

TAULUKKO 18 Hela-solujen bioreaktorikasvatuksessa kaytetyt saadot

Asetettu arvo Rajat
Sekoitus 75 rpm 20-100 rpm
lima, "Overlay” 20 % 0%-100%
llma, "Sparger” 5 ccm 0-45ccm
pH 7,3 7,2-74
Lampétila 37°C 36,5°C - 38°C
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6.3 HeLa-solujen bioreaktorikasvatus

Kasvatuksen aloituspaivana otettiin kasvatuksesta 10 millilitran nayte. Mitatuista
tuloksista laskettiin keskiarvo, keskihajonta ja solujen maara koko kasvatukses-
sa. Tulokset on koottu taulukkoon 19. Liiallista naytteenottoa kasvatuksen aika-
na haluttiin valttaa, silla naytteenoton aikana oli aina kontaminaatiovaara. HelLa-
soluja oli jo kasvatettu suspensiossa pullossa, joten arvioitiin solujen sopiva ja-

kamisvali.

Ensimmainen solujen jakaminen tehtiin, kun kasvatus oli ollut kdynnisséa 4 vuo-
rokautta. Ennen jakamista sailiosta otettiin kaksi 10 millilitran naytetta solutihe-
yksien maaritysta varten. Sailiosta otettiin pois 500 millilitraa solumediumia ja

sinne lisattiin saman verran lammitettya tuoretta mediumia. Solut sentrifugoitiin

sentrifugiputkien pohjaan ja ne pakastettiin.

TAULUKKO 19 HelLa-solujen bioreaktorikasvatuksesta mitattujen solutiheyksien

tulokset

Kasvatus Naytemaara | Mittaustulos, | Naytteiden | Elavia | Solujen
kaynnissa, (ml) soluja / ml keskihajonta | (%) maara
vuorokautta sailidssa
0 10 8,4 x 10° 0,3 x 10° 14 5,0 x10°
4 10 1,2 x 10° 0,3 x 10° 13 7,2 x10°

Seuraavan kerran solut oli tarkoitus jakaa kasvatuksen 10. paivana. Naytetta

otettaessa huomattiin etta sailiossa oleva medium oli samea. Mediumin véri oli

hieman oranssi. Naiden syiden vuoksi epailtiin, ettd kasvatus oli kontaminoitu-

nut. Kasvatuksesta otettiin kaksi 10 millilitran naytetta joista maaritettiin soluti-

heydet. Taulukossa 20 on naytteiden mittaustuloksista lasketut keskiarvot, kes-

kihajonta ja soluen maéara sailiossa. Solutiheydet olivat kasvaneet huimasti

edellisiin mittauksiin verrattuna. Myos elavien solujen maara oli suuri. Solujen

kokoa tarkasteltaessa huomattiin, etta elavat solut olivat kooltaan melko pienié.

Naytettd otettiin solumaljalle ja sita tarkasteltiin mikroskoopilla. Naytteessa ha-
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vaittiin olevan HelLa-solujen lisdksi myds hiivasoluja. Kasvatusliuos oli siten

kontaminoitunut. Kasvatus keskeytettiin ja sailio autoklavoitiin ja puhdistettiin.

Kontaminoituneet solut havitettiin.

TAULUKKO 20 Mitatut solutiheydet, tuloksiin vaikuttaa kontaminaatio

Kasvatus Naytemaara | Mittaustulos, | Naytteiden | Elavia | Solujen
kaynnissa, (ml) soluja / ml keskihajonta | (%) maara
vuorokautta sailiossa
10 10 1,22x10° [0,1x10° 15 7,3 x10°

Liitteessé 3 ovat HelLa-solukasvatuksen trendikuvaaja. Kuvaajassa on omat

trendiviivat sekoitukselle, lampatilalle ja pH:lle. Liitteessa 3 reunaan on merkitty

asteikot jokaiselle parametrille erikseen. Sekoitukselle on vaalean sininen tren-

diviiva, pH-arvolle tumman sininen ja lampétilalle vihrea. Kuvaajasta nahdaan,

ettd sekoitus ja [ampdétila olivat pysyneet tasaisena koko kasvatuksen ajan. pH-

arvo vaihteli tasaisesti 7,2—7,4.
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7 POHDINTAA TYON AIKANA KOHDATUISTA HAASTEISTA

Bioreaktorikasvatukset sekd CHO-soluilla ettd HeLa-soluilla lopetettiin konta-
minoitumisen vuoksi. Suurin ongelma tydssa oli kontaminaatiot, jotka aiheutui-
vat ilmeisesti hiivasoluista. Kasvatusmediumiin oli lisétty penisilliini-
streptomysiinia antibiootiksi. Antibiootit suojaavat nisékassoluja joiltain baktee-

reilta, mutta hiivasoluihin ne eivét tehoa.

Tybryhman kaytettavissa oleva tydbhuone, laboratorio- ja soluviljelytilat sijaitsivat
rakennuksen 2. kerroksessa. Bioreaktorihuone sijaitsi 3. kerroksessa. Kerroksi-
en valilla liikkumista oli siis paljon. 3. kerroksessa sijaitsi lisaksi laboratoriotiloja,
joissa kasiteltiin hiivasoluja. Nain ollen bioreaktorin kayttaja tai muut henkilot
voivat tahattomasti vaatteissaan kuljettaa kontaminaatiotekij6ita bioreaktorihuo-
neeseen. Hiivasolut levidvat erittdin helposti ja kasvavat nopeammin kuin nisa-
kassolut. Bioreaktorihuoneen lahella sijaitsevat tilat, joissa hiivasoluja kasitel-

laén, voivat olla syy kasvatuksien kontaminaatioille.

CHO-bioreaktorikasvatuksen jalkeen kiinnitettiin erityistd huomiota suojavaattei-
siin. Bioreaktorihuoneessa tyoskentelya varten oli oma laboratoriotakki, suoja-
kasineet ja -lasit. Samoin soluviljelylaboratoriossa oli omat suojavarusteet, jotka
oli tarkoitettu kaytettavaksi vain soluviljelyssa. Varusteiden ja valineiden kulje-

tusta kerroksesta toiseen valtettiin.

On mahdotonta sanoa, mistd kontaminaatiot loppujen lopuksi aiheutuivat. Tule-
vaisuutta ajatellen voisi kuitenkin olla paikallaan harkita bioreaktorin siirtamista
pois hiivasolulaboratorioiden laheisyydesta. Taman opinnaytetyon paatyttya
bioreaktori paatettiinkin siirtda tiedekunnan soluviljelytiloihin, joihin on paasy

vain erityisluvalla.

Solutiheydet tydssa maaritettiin solulaskurilla. Solulaskuriin asetetaan nayt-
teenottoliuska, jonka molemmissa paissé on naytettd. Solulaskuri laskee auto-
maattisesti solujen maaran ja prosenttiosuuden. Tyon aikana huomattiin, etta
kun solulaskurin tarkennusta saadettiin kasin, saatiin parempia tuloksia soluti-
heydelle kuin automaattisella tarkennuksella. Valilla solulaskuri ei tunnistanut

soluja ollenkaan, ja se naytti elavien solujen méaaréksi 0 %. Mikroskoopilla nay-
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tetta tarkasteltaessa kuitenkin soluja oli havaittavissa. Liséaksi rinnakkaiset nayt-

teet saattoivat poiketa kovastikin toisistaan.

Solulaskurin saatdja muuttamalla olisi voitu saada paremmat tulokset niin solu-
tiheyksista kuin prosenttiosuuksistakin. Tama olisi kuitenkin vaatinut solulasku-
riin perehtymista eika siihen ollut tassé opinnaytetydssa aikaa. Myds naytemaa-
rat vaikuttivat solutiheyksiin. Kun 600 millilitran kasvatuksesta otetaan 5 millilit-
ran nayte, ei nayte valttamatta ole kovin edustava. Solutiheys laimeni paljon
maljalta suspensioon siirrettdessa ja soluja saattoi olla niin vahan, ettei niita
saatu napattua naytteeseen. Alhainen solumaaré voi olla osasyy tulosten vaih-
teluun eri mittausten valilla. Toinen tekija, joka voi vaikuttaa haitallisesti maéari-
tystuloksiin, oli solulaskuriin asetetut perusasetukset, joita ei ollut optimoitu kay-

tettyjen solujen kokoon perustuen.

Naytteen kasittelyssé soluille aiheutuu paljon mekaanista stressia. Esimerkiksi
pipetointi ja sentrifugointi voi rikkoa soluja ja vaikuttaa elavien solujen osuuteen.
Tall6in saatu mittaustulos ei kerro todellista tilannetta bioreaktorissa. Taman
vuoksi elavien solujen prosenttiosuutta ei pidetty niin tarkedna kuin solujen ko-
konaismaaraa. Mittaustuloksia kannattaakin tarkastella kriittisesti, ja tyon aikana

niihin suhtauduttiin [ahinna suuntaa antavina.

Vastaisuudessa naytteenoton ja solutiheyden maarittamista voitaisiin kehittaa ja
parantaa. Paras tapa loytyy vain kokeilemalla. Bioreaktoriin on saatavana nayt-
teenotin, joka voidaan autoklavoida bioreaktorin sailion mukana. Toisella biore-
aktoreja kayttavalla tyéryhmalla naytteenotin ei kuitenkaan ollut toiminut toivo-
tulla tavalla. Lisaksi oli epaselvaa, miten nayte saadaan otettua steriilisti nayt-
teenottimella. Naytteen ottaminen pipetilla steriilin pipetinkéarjen avulla vaikutti
parhaimmalta ja yksinkertaisimmalta tavalta ottaa nayte. Kasvatukset haluttiin
pitdd mahdollisimman yksinkertaisina, silla ei haluttu ottaa riskia, etta kasvatus
epaonnistuu. Suunnitelmissa oli, etta mikali saadaan tehtyd useita onnistuneita
kasvatuksia, voidaan kasvatuksissa kokeilla eri komponentteja, kuten nayt-
teenotinta, happo- ja emassyottda tai vaahtosensoria. Tassa tydssa nayt-
teenotinta ei ehditty ottaa kayttoon.
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Oman aikansa vei bioreaktorin kayton oppiminen. Laitteessa oli paljon osia, ja
kasvatukset sisalsivat monia tydvaiheita. Kasvatuksissa kaytettava sailio oli tila-
vuudeltaan 1 litra, joten séilion kansi oli pieni, kanteen kiinnitettavia osia oli pal-
jon ja liikkumavaraa oli vahan. Sensoreiden ja muiden osien ruuvaaminen kan-
teen vaatikin sorminapparyyttéa ja opettelua. Tydssa kaytettiin koko ajan suoja-
varusteita ja suojakasinein ruuvien kasikiristys ja silikoniletkujen yhdistaminen
suodattimiin oli valilla tyolastd. Samaan aikaan kuitenkin sailion kanteen kos-
kemista yritettiin valttaa, jotta siihen ei paasisi epapuhtauksia. Saattaa kuitenkin
olla, ettd tdssad yhteydessa sailion kanteen tai muihin osiin on paassyt kontami-
naatiotekijoitéd. Kannen kautta haitalliset epapuhtaudet ovat voineet siirtya reak-

toriin esimerkiksi naytteenoton yhteydessa.

Oikeanlaisella kasvatusmediumilla voidaan saada parempia tuloksia. Tyossa
kaytettin Gibcon DMEM (1x) + Glutamax™ -kasvatusmediumia. Medium sisélsi
kalsiumia, joka auttaa soluja takertumaan pintaan. Kun soluja kasvatetaan mal-
joilla, on niiden takertuminen kiintedan pintaan toivottavaa, koska talléin solut
kasvavat helpommin. Bioreaktorikasvatuksissa solujen kuitenkin haluttiin ni-
menomaan kasvavan tarttumatta pintaan. Kalsiumin vaikutus voidaan kumota
esimerkiksi lisdamalla mediumiin kalsium-ioneja sitovaa EGTA:ta eli etyleeni-
glykolitetraetikkahappoa. Lisaksi markkinoilla voi olla erikseen suspensiokasva-

tuksiin kehitettyja mediumeja.

Kokeilemalla ja asiaan perehtymélla voidaan |0ytaé parhaiten sopiva medium
nisakassolujen bioreaktorikasvatuksiin. Tydssa kaytettiin Gibcon DMEM (1x) +
Glutamax™ -mediumia, koska se oli tydryhmalla yleisesti kaytdssa ja hyvaksi
havaittu. Tassa opinnaytetytssa kasvatuksia ei kokeiltu eri kasvatusmediumeil-
la, koska opinnaytetydhon kaytettava aika on rajallinen. Kasvatusmediumin
vaihtamisesta kesken tyon saattaisi aiheuttaa enemman haittaa kuin hyotya.
Tulevaisuudessa bioreaktoria on tarkoitus kayttaa solujen kasvatuksessa ene-
nevassa maarin, ja silloin tavoitteena on testata erilaisten kasvatusliuosten vai-

kutusta solujen kasvuun.

Bioreaktorikasvatuksissa sekoitus, kaasujen syo6tté mediumiin ja vaahtoaminen

voivat aiheuttaa solujen rikkoutumista. Markkinoilla on saatavilla erilaisia soluja
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suojaavia aineita. Myds vaahdonestoaineita bioreaktorikasvatuksiin on olemas-
sa. Ei kuitenkaan ole tiedossa, voiko naita aineita kayttaa nisakassolukasvatuk-
sissa. Herkat nisdkassolut saattavat reagoida odottamattomalla tavalla muutok-
siin. Asiaan perehtymalla ja kokeilemalla voidaan 16ytaa juuri kaytettavalle solu-

linjalle sopivat aineet, jolloin voidaan paastéa bioreaktorikasvatuksissa yha suu-
rempiin solutiheyksiin.
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8 YHTEENVETO

Tyo6ssa otettiin kaytt6on bioreaktori onnistuneesti. Laitteelle tehtiin testiajot ja
sitd opittiin kayttamaan ja sdatdméaan. Laitteessa oli paljon osia ja parametreja,
joiden kayttdoon perehtyminen ja oikea saataminen veivat aikaa. Testiajojen ai-
kana sain hyvaa kayttokokemusta laitteesta. Tdma auttaa laitteen kayttdéonottoa

my0s jatkossa.

Onnistuneita CHO-solukasvatuksia bioreaktorilla tydssa ei saatu tehtya, vaikka
sita sinnikkaasti yritettiin. Ensimmaisessa kasvatuksessa solujen kasvaminen
liuoksessa oli epavarmaa. Loppujen lopuksi kasvatus keskeytettiin kontaminaa-

tion vuoksi.

Ensimmaisessa bioreaktorikasvatuksessa ei saatu selvid merkkeja siita, etta
CHO-solut olisivat lahteneet jakautumaan kasvatuksen aikana. Saattaa olla,
ettd kasvatuksessa kaytettiin herkille nisakassoluille sopimattomia saatéarvoja.
CHO-solulinja voi olla ominaisuuksiltaan sellainen, ettéa se kasvaa vain koske-
tuspinnoilla. Kasvatettavia soluja paatettiin opinnéytetyén aikana vaihtaa. Sus-
pensiokasvatuksia pullossa ihmisen HelLa-soluille oli aiemminkin tehty, joten

my0s reaktorikasvatuksen onnistumiselle on hyvat edellytykset.

HelLa-soluja esikasvatettiin pullossa ennen bioreaktoriin lisaysta. Suspen-
siokasvatus pullossa sujui onnistuneesti ja solut siirrettiin bioreaktoriin. Osa so-
luista kuitenkin kuoli iimeisesti magneettisauvasta aiheutuvan mekaanisen rasi-
tuksen vuoksi. Bioreaktorissa HeLa-solut kasvoivat hyvin, ja osa soluista ehdit-
tiin kerata ennen kontaminoitumista. CHO-solujen bioreaktorikasvatukseen ver-
rattuna HeLa-solujen bioreaktorikasvatus oli onnistuneempi. Tydssa saatiin sel-
keitd merkkeja siita, etta HelLa-solut kasvavat bioreaktorissa. Opinnaytetytn
suurimpana saavutuksena pidan sitd, ettd HeLa-solut saatiin kasvamaan biore-

aktorissa ja soluja jopa kerattiin kasvatuksesta.

Nisakéassolukasvatukset bioreaktorissa ovat tuore ja ajankohtainen aihe. Tule-
vaisuudessa menetelma voi olla tarkea tyovaline ladketieteellisia ja biologisia
tutkimuksia tekeville laboratorioille. TAssa opinnaytetydssa nisdkassolujen bio-

reaktorikasvatukset saatiin hyvin alulle, ja siitd on hyva jatkaa. Tyon aikana il-
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meni paljon ty6ta viivyttavia haasteita, joita ei osattu vield tyon suunnitteluvai-
heessa ottaa huomioon. Opinnaytetyn tavoitteet kuitenkin saavutettiin niin hy-

vin, kun ne opinnaytetydhon kaytettavien resurssien puitteissa voitiin saavuttaa.
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CHO-SOLUJEN BIOREAKTORIKASVATUKSEN TRENDIKUVAAJAT pH-
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OHJEITA HELA-SOLUJEN SUSPENSIOKASVATUKSEEN LIITE 2/1

S-1-54

Procedure for Thawing Cells

1) Determine which cells you want to thaw, which freeze of those cells

and how many vials you need. It is best to thaw just one vial at a time

to conserve frozen stock. Record on the frozen cell card (green card) how many
vials will be thawed and the date. The frozen cell card will tell you

where the cells are and how many vials are left.

2) Prepare the appropriate kind of growth media for the cells that you're
going to thaw. Make sure the medium is warm. Aseptically add Sml to a
i15ml conical centrifuge tube and an appropriate amount of media to the
vessel in which the cells will grow, i.e. a petri dish or T-flask.

3) If you are going to thaw more than one vial of cells at a time then
you should get a bucket with a small volume of crushed dry ice. You must
now be sure to observe all safety precautions for using liquid nitrogen.
This means that you're wearing a lab coat, a face shield and heavy gloves.

4) Remove the cells from the liquid nitrogen tank. Place it on the
crushed dry ice. Close the liquid nitrogen tank. Rapidly thaw the cells
by placing the vial in a metal cane and fimmersing the frozen cells (not
"he entire plastic vial!) in a 37 C water bath. Agitate or shake the
vial in the water to facilitate quicker thawing. As soon as the cells are
completely thawed remove from the water bath and the cane and spray with
70% ethanol. g

S) Put the vial of cells in the hood. Carefully loosen the cap. With a
pasteur pipet transfer the cells from the vial to the 1Sml centrifuge tube
containing Sml of growth medium. Rinse the vial with about 1ml of the
medium. Pellet the cells in the table top centrifuge at about 3/4 of full
rpm for about 1-2 minutes. This washes the DMSO off the cells,

6) Remove the supernatent growth medium with a pipet or vacum. Resuspend
the cell pellet in a few milliliters of growth medium from the growth
vessel. It is best to break up the pellet into a single cell suspension.
Put the cells in the growth vessel.

7) Microscopically check the cells. This will give you an idea of cell
concentration and the general appearance of the cells. Incubate the
cells.

8) The cells should be checked the day after being thawed. The media may
need to be changed to remove dead cells or the cells may be ready to be
split. For this reason 1 don’t like to thaw cells on Friday, unless the
student will be taking the cells on Saturday.
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Thawing HeLa cells for Suspension Culture

1) Prepare "Thaw F-13";

Thaw 100ml conditioned F-13.
Filter through a 0.22 m disposable filtar,
Asceptically add: 125ml F-13
15ml calf serum
7.5ml fetal bovine serum
1.5ml L-glutamine 100x (200mM)
1.5ml Na pyruvate 100x (1lmg/ml)
1.5m1 MEM non-essential amino acids (optional)

2) Rapidly thaw 1-2 vials frozen cells in 37° water bath.

3) Wash cells in 5ml Thaw P-13. B

4) Resuspend cells in 100ml Thaw P-13. Cell density should be _3x107cells/m1

5) Examine the cells 4-12 hours after thawing. They should look round and
refractile and have begun to grow.

6) The following day the cells should be essentially normal. Split 1- 2 with
remaining Thaw F-13. Supplement with F-13 and 5% .calf serum if necessary.

7) On the third day after thawing, split normally with F-13 and 5% calf serum.

Conditioned F-13 is media that HelLa cells have grown in. This is easily
obtained by taking the supernantent off pelleted cells and freezing it.
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Growing HelLa Cells

Growth Medium:

95% MEM--Joklik modified (F-13)
5% calf serum

HeLas' respond well to continuity. If they are split at about the same time
everyday they will grow at the same rate (Ta-24 hr) for at least two months.
As they "age" they begin to clump, fTheir growth rate becomes irregular. They will
become difficult to lyse by cbuncing and refractive to infection.

convenient rate, but for its ability to Support non-clumped growth. Enlargement
is usually due to a block in cell division, Cells accumulate in G ang Gl and will

Helas' stay in loggrowth to 8 x 10 ceils/ml if split once a day with fresh
medium and 5% calf serum. However, 8 x 10 cells/ml is the very end of log phase.
Occanignnlly there will be a 24-36 hr lag if cells are rescued from this concentration.
7 x 107cells/ml is safely in log phase.

If you want to skip splitting the cells for a day, hea thy cells can be diluted
to 2x107cells/m1 late in the day. They will be about 7x10 cells/ml in 44 hours.
You can increase to 10% calf serum and obtain a higher concentration before leaving
log phase, but then vou have to deal with downshiftinq.
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Freezing HeLa Cells

Freeze 4L of Hela cells as soon as possible after thawing them. The cells
should be about 5 x 10 cells/ml and healthy.

1) Prepare 30 freezer vials.
2) Spin down cells in four 1L centrifuge bottles at 1800rpm for 10 minutes.
3) Resuspend pelleted cells in a small volume of F-13 and re-pellet.
4) Resuspend pellet in: 80% F-13 (24ml)
10% calf serum (3ml)
10% DMSO (3ml)
5) Aliquot lml cell suspension per freezer vial. Tighten cap. Label.
6) Freeze cells in a “freezer box" overnight -at =70 C-
7) Put cells in liquid nitrogen for long term storage.
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Subculturing of Spinner HeLa Cells

HeLa cells are maintained as a stock of 500ml; and as cells to be
harvested at 4L in 6L boiling flasks. HeLa cells are split 1:2 daily, &All
procedures are performed aseptically.

Necessary Materials:

2x Minimum Essential Medium-Joklik Modified (F-13) at 37%¢
sterile water at 37°C

calf serum

clean, sterile 6L beiling flasks

Procedure:
1) Determine Cell Density--Remove an 8-10ml aliquot of cells from a well-mixed
flask. Fill a clean, dry hemacytometer. Count the cells. cord the count

in the Hela notebook. The cell density should be about 5x10° cells/ml.

2) Aliquot calf serum to equal 5% of the media to be added to each flask
of cells; i.e. 1l0Oml serum for 2L media.

3} Split cells--Pour 2L of cells into a clean, sterile 6L boiling flask. To
each of the two flasks, each with 2L of cells at approximately 5x10° cells/ml,
add 100 ml calf serum, then simultaneously add 1L 2x F-13 and 1L sterile water,

4] Spray the flask exterior with 70% ethanol, Incubate, stirring at a71°%.
5] Split the stock culture 1:2.  Pour off 250ml of cells. Add 250ml fresh -

Lx F-13 and 12.5ml calf serum. Add bleach to the cells to be discarded;
flush them down the sink drain with copious amounts of tap water,
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Handling Procedure for 6L Boiling Flasks

Six liter boiling flasks are used for growing suspension cell cultures.
The maximum capacity of each 6L flask is 4L of cell culture media, These flasks
must be returned to the TC wash area, rinsed and decontaminated. All glassware
used in the TC facility is scrupulously cleaned with acid cleaning solution.
If the flasks aren't adequately rinsed, or are allowed to sit without water,
cells remaining on the glass surface will dry there. Dried cells are very difficult
to remove from the flask, making the glassware washer's job more difficult,
All spent cell culture media and growth vessels are considered contaminated with
a biological agent and must be decontaminated before discard or washing, respectfully,
It is your responsibility to decontaminate the boiling flask by autoclaving.

NEVER ADD BLEACH TO THE 6L BOILING FLASKS!

When harvesting suspension cells, take the flasks with the oldest date.
For example, if today is 10/4, there may be flasks labeled 10/4, 10/3 and 10/2.
You want the flasks labeled 10/2 unless there is a note indicating otherwise. If you
aren't sure--ALWAYS ASK. Taking the wrong flask will decrease your cell yield and
decrease the quantity of cells available for harvest for the next couple of days.

So, here's the procedure:

--decant cell suspension into 1L nalgene screw-cap bottles; pellet cells by centrifugation
~-plug sink
--rinse the 6L boiling flasks twice-each with 300-500ml1 water be sure to rinse
entire flask
--pour rinse water into plugged sink
--£i11 flask with 4.5L water )
--add bleach to water in the sink
--be sure stir bar is still in the flask, replace the foil-wrapped stopper and the
outer foil cover '
--put a piece of autoclave tape on the outer foil
--autoclave the water-filled flasks for 45 min, slow exhaust THIS IS YOUR RESPONSIBILITY
--the flasks are now ready to be washed
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