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Tassa kirjallisuuskatsauksessa tarkastellaan yleisimpia 3D-biotulostus-menetelmia ja
biomusteiden tarkeaa roolia biotulostuksessa seka Body-on-Chip-monikudosmallin-
nusta. Tavoitteena on selvittdd, millaisia mahdollisuuksia ja uusia tutkimusasetelmia
nama teknologiat tuovat ladketieteeseen, tutkimukseen ja laaketestaukseen ja mita
etua naistd menetelmista on verrattuna perinteiseen 2D-soluviljelyyn.

Kirjallisuuskatsauksessa tarkasteltiin, kuinka mallintamalla kudosta mahdollisimman
tarkasti 3D-ymparistdssa jaljitellaan solujen luontaista ymparistdéa ihmiselimistdssa.
Selvityksessa tuli esille, kuinka solubiologisia lahtokohtia on voitu huomioida uudella
tavalla soluviljelyssa ja myds biomusteissa.

Biomateriaalien kehitystyo on ollut oleellinen osa 3D-biotulostusteknologiaa, ja biomus-
teet ovatkin avainasemassa onnistuneessa biotulostuksessa. Niiden tulee toimia tulos-
tustapahtumassa ja kyetd muodostamaan ja sailyttamaan kudoksen rakenne seka tar-
jota oikeanlainen elinymparisto ja tuki solujen tehtaville muun muassa kasvamiseen,
lisdantymiseen ja likkumiseen. Body-on-Chip-menetelmalla taas saadaan simuloitua ja
mallinnettua eri kudosten ja elinten toimintaa, kun ne ovat toisiinsa yhteen liitettyina
mikrofluidistiikan keinoin, kuten ihmiskehossakin kokonaisuutena. Kaytannén esimerk-
kien ja toteutettujen uudentyyppisten tutkimusasetelmien tarkastelun kautta valotetaan
naiden menetelmien kaytannon hyotyja ja tarpeellisuutta. Kay myds ilmi, kuinka on to-
teutettu tutkimuksia, jotka eivat olisi olleet mahdollisia perinteisella 2D-soluviljelylla ja
ilman monikudosmallinnusta.

Esimerkiksi ladketestauksessa on selvinnyt haittavaikutuksia, joiden toteamisessa mo-
nikudosmallinnuksella on ollut keskeinen rooli. liman sita jotkin haittavaikutukset saat-
taisivat jaada huomaamatta ja ne tulisivat esille mahdollisesti vasta potilaskaytéssa.
Tama tuo esille ndiden menetelmien tarkeyden myds tulevaisuudessa, ja niiden kaytto
lisdantyneekin jatkossa.

Avainsanat 3D-biotulostus, biomusteet, Body-on-Chip
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The literature review, 3D-bioprinting as an enabler to the Body-on-Chip-method, stud-
ies the most common 3D-bioprinting methods and the important role of the bioinks in
the bioprinting, together with the Body-on-Chip-multi-tissue modeling. The aim is to
clarify what kind of possibilities and novel research designs these technologies bring to
medicine, research and drug testing, and what advantages these methods have in
comparison to the traditional 2D-cell culturing.

The literature review studies how by modeling the tissues as accurately as possible in
the 3D-enviroment simulates the natural environment of the cells in the human body.
And how it has been possible to take into account the cell biological starting points in a
new way in the cell culturing, and also in the bioinks.

The development of biomaterials has been an essential part of the 3D-bioprinting tech-
nology, and the bioinks play a key role in the successful bioprinting. They have to func-
tion in the bioprinting process and be able to form and maintain the structure of the tis-
sue, and also to provide the right kind of a habitat for cell functions for growing, prolifer-
ation and movement, among other things. Whereas the Body-on-Chip-method can sim-
ulate and model different tissues and organs in function, when they are interconnected
by microfluidistic means, like in the human body as a whole. By examining practical ex-
amples and implemented new type of research designs the practical benefits and ne-
cessity of these methods are illustrated. And it is shown how studies, that would not
have been possible with traditional 2D-cellculturing and without multi tissue-modeling,
have been conducted.

For example, drug testing has revealed side effects, which the multi-tissue modeling
had a key role in discovering. Without it, some of the side effects could go unnoticed
and may not be revealed until in the patient use. This also indicates the importance of
these methods, and their usage is likely to increase in the future.
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1 Johdanto

3D-biotulostus on biomateriaalien tulostamista 3D-muotoon, ja tallaista tulostettavaa bio-
materiaalia, jota biotulostin kayttaa, kutsutaan biomusteeksi. Tallaisessa tulosteessa on
yleensa myds soluja seassa mukana, tai joissain sovelluksissa solut lisataan valmiiseen
tulosteeseen vasta itse tulostamisen jalkeen. Epasuoravalmistus-tekniikoiksi sanotaan
menetelmia, joilla voidaan tulostaa vain tukirakenteita, mutta ei soluja, ja niita ei varsi-

naisesti kasitella tassa tydssa. (1, s. 219.)

Biotulostus on lupaava ja viime vuosina nopeasti yleistynyt teknologia, ja sen tuomia
laajoja mahdollisuuksia kaytetaan hyvaksi mm. ladketieteessa. Tasta esimerkkinad on or-
ganoidit, jotka ovat ihmiselimiston elinten toimintaa jaljittelevia kudosmalleja, joita voi-
daan 3D-biotulostaa alkuperaisten kudosten toimintaa ja rakennetta mahdollisimman tar-
kasti jaljitellen. Naita elimia jaljittelevia kudoksia voidaan viljella erityisilla mikrofluidistiik-

kaa sisaltavilla alustoilla, jota kutsutaan Organ-on-Chip-teknologiaksi. (2.)

Lupaava teknologia on myds Body-on-Chip-monikudosmallinnus, jossa yhdistetaan use-
ampia erilaisia organoideja toisiinsa mikrofluidistiikalla kokonaisuudeksi, joka jaljittelee
naiden kudosten toimintaa ihmiskehossa. Tallaista jarjestelmaa voidaan stimuloida ja
seurata aiheutuneita vasteita naiden organoidien muodostamassa kokonaisuudessa.
Tallaisesta monikudosmallinnuksen monitoroinnista on etua esimerkiksi |1d8ketestauk-
sessa, jossa saadaan seurattua elimiston vasteita ladkeaineille, jaljitellen paremmin ih-
miselimiston toimintaa, ja huomattavasti paremmin verrattuna perinteisiin 2D-soluviljely-
malleihin nahden. Myds Suomessa kehitetaan Body-on-Chip-menetelmia, esimerkiksi

Tampereen yliopistolla on perustettu Monikudosmallintamisen huippuyksikkd. (3.)

Tassa kaikessa on tarkedna osana myos biomusteiden ja niiden materiaalien kehitys.
Monisoluisissa elidissa solut kasvavat ja liikkuvat luonnostaan kolmiulotteisessa ympa-
ristdssa, ja tallaiseen ymparistéon pyritdan myos 3D-solukasvatuksessa, jolloin soluilla
on luontaisempi ymparistd kuin perinteisessa 2D-solukasvatuksessa. 3D-biotulostus on
tuonut tahan solujen 3D-kasvuymparistéon lupaavia mahdollisuuksia mm. kudostekno-

logian ja regeneratiivisen ladketieteen alalle. (4.)
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Biotulostus on lupaava teknologia myads jopa elinten valmistamiseksi, joka on taman tek-
nologian yhtena tavoitteena. Siita toivotaan helpotusta elinsiirteiden pulaan, silla elinsiir-
teistd on Suomessakin jatkuva vajaus. Suomessa noin 500 henkil6ad odottaa jatkuvasti
elinsiirrettd. Esimerkiksi vuonna 2020 tehtiin Suomessa elinsiirtoja kahden isoimman

elinsiirreryhman osalta seuraavasti (5):

. munuainen: 263, joista 31 elavalta luovuttajalta

. maksa: 75.

Elinsiirrepulan haasteeseen vastaaminen 3D-biotulostamalla, kayttamalla esimerkiksi
potilaiden omia kantasoluja, on suuren tarpeen vuoksi ymmarrettava tavoite potilaalle
sopivien siirteiden saatavuuden nakokulmasta, vaikka tdhan onkin viela matkaa (1, s.
217).

3D-biotulostuksella voidaan valmistaa yksinkertaisimmillaan myos esimerkiksi droplet-
teja, jotka ovat pisaramaisia tulosteita, jossa tulostetaan pieni annos biomustetta esimer-
kiksi tutkimuskayttoon, ja ovat edullisia valmistaa biotulostamalla, tai esimerkiksi sfe-
roideja, jotka ovat sferoidin mallisia soluaggregaatteja. Biomusteessa voi olla pelkastaan
soluja, tai soluja hydrogeelissa, jollaisiin biomusteisiin tassa katsauksessa paaasiassa
keskitytdan. Automatisaatiosta voi syntya myos materiaalisaastoa. Myos toistettavuus
on talla menetelmalla hyva, mika on tutkimuksen kannalta tarkea piirre. Biotulostamalla
voidaan automatisoidusti mydhemmin uusia koe tasmallisesti, ja kudostulosteita voidaan
tehda helposti useita kappaleita ja pitkia sarjoja koeasetelmia varten. 3D-biotulostuksen

hyodyt tulevat kuitenkin esille, kun luodaan monimutkaisempia rakenteita. (6.)

Mallinnettava 3D-rakenne voi olla hyvinkin kompleksinen, mutta yksinkertaisempia ra-
kenteita pystytaan jo valmistamaan. Esimerkiksi Tampereen yliopistolla on biotulostettu
sarveiskalvoa vastaava rakenne, kun 3D-biotulostimella saatiin tulostettua pintakudose-
piteelin ja keskiosan stroomasolukko kantasoluteknologian avulla. Tallaiset edistysaske-
leet tuovat esille 3D-biotulostuksen lupaavia mahdollisuuksia. Myds esimerkiksi ihoku-
doksen biotulostuksella on edistetty ihon vaurioalueen paranemista. Tutkimuksessa taas
on saavutettu sellaisia tuloksia, jotka eivat olisi ilman biotulostusta ja Body-on-Chip-mo-
nikudosmallinnusteknologiaa olleet mahdollisia, esimerkiksi paljastettu ladkeaineiden
haittavaikutuksia. Solu- ja kudosmalleja tulostamalla voidaan pyrkid my6s vahentdmaan

esimerkiksi eldinmallien kayttéa kosmetiikkateollisuuden testauksissa. Esimerkiksi
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EU:ssa on kielletty kosmetiikkateollisuuden elainkokeet kokonaan, ja uudet mallit kor-

vaamaan elainkokeita ovat tervetulleita. (3; 7; 8.)

Tassa katsauksessa luodaan silmays yleisimpiin 3D-biotulostusmenetelmiin, biomustei-
siin seka taman teknologian tuomiin mahdollisuuksiin Body-on-Chip-monikudosmallinta-

misen nakokulmasta.

2 Yleisimmat 3D-biotulostusmenetelmat

3D-biotulostuksessa kaytetaan useita erilaisia menetelmia, ja tassa katsauksessa on tar-
kasteltu 1ahinna niista yleisimpia, joihin kuuluvat pursotus eli ekstruusio, pisarasuihku,
laser ja stereolitografiamenetelmat, joista periaatekuvat nakyvat kuvassa 1. Nimityskay-
tanto biotulostusteknologiassa on kirjavaa, ja tassa tydssa kaytetaan yleisimpia termeja.
(1, s. 219, 220; 6.)

Tulostimen valintaan vaikuttaa monta tekijaa, esimerkiksi kuinka suurta resoluutiota tar-
vitaan, millainen rakenne pitaisi saada aikaiseksi, millaisia maaria kudosta tai tulostus-
kohteita pitaisi pystya tulostamaan, mita materiaalia tulostetaan ja tulostimen hintaluokka
jne. Tallgin taytyy tuntea myos se, millaisia asioita ja milla tekniikalla niitd voidaan erilai-

silla biotulostimilla tulostaa. (6.)

Kuvasta 1 ndhdaan, etta pisarasuihkumenetelmassa (A) biomuste tulostetaan pisaroina.
Ekstruusio- eli pursotusmenetelmassa (B) biomuste tulostetaan jatkuvalla syétteella. La-
seravusteisessa menetelmassa (C) laserilla irrotetaan pisaroina biomuste apumateriaa-
likerroksesta tulosteeseen. Stereolitografisessa menetelmassa (D) biomuste ristisilloite-

taan suoraan paikalleen kerroksittain valon avulla. (9, s. 8.)
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Kuva 1. Perusperiaatteet pisarasuihku-, pursotus-, laser- ja stereolitografisille 3D-biotulostus-
menetelmille (9).

Myds kuvassa 2 on esitetty ekstruusio, pisarasuihku ja laseravusteisen menetelman pe-
rusperiaatteet. Lisaksi siind on vasemmassa reunassa periaatekuva biomusteen raken-
teesta ja sen muodostumisesta halutuista soluista seka polymeereista ja ristisilloitusma-
teriaaleista, joista yhdessa muodostuu kayttdvalmis biomuste. Ristisilloitusominaisuuk-
sia voi olla biomusteessa useita, esimerkiksi [Ampdtilan ja valon vaikutuksesta tapahtu-

via, ja ndma ovat tarkea osa biomusteen toimivuutta. (10.)
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L

|

laser-pulse

Tissue engineering

. +_ donor slide
energy-absorbing
layer

% Po:?gis) \g
7L

Cross-linker . !
—— piezoelectric

actuator

or heater

= A A —
/_/\ P
Polymer based biocink

@ &

. Other Polymer
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/ @ Cells — Functional peptides
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Kuva 2. Biomusteen muodostaminen ristisidostamalla, yleisimpiad biotulostusmenetelmia, risti-
silloitetun biotulosteen kaavakuva seké erilaisia biotulostuksen kayttotarkoituksia (10).
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Kuten kuvassa 2, erilaiset polymeerit yhdistyvat ristisilloituksessa ja muodostavat soluille
sopivan 3D-elinymparistdn ja vaikuttavat tulostustapahtumaan. Tama on tarkea reaktio
biotulostuksessa ja biomusteissa solujen kannalta. Biomusteen suunnittelussa tulee
huomioida, ettéd solun tulee kasvaa luonnollisessa ymparistéssaan ja myos soluvaliai-
neen ominaisuudet, ja tulostusominaisuudet tulee pystya kaytannonlaheisesti ja tarkoi-

tuksenmukaisesti yhdistdmaan toisiinsa. (10.)

2.1 Biotulostuksen resoluutio

Onnistuneen kudosta jaljittelevan biotulosteen edellytys on se, etta sen arkkitehtuuri ja
ominaisuudet ja anatomia saadaan mahdollisimman samankaltaiseksi kuin itse tulosteen
mallina oleva kudos. Tahan vaikuttaa mm. tulosteen resoluutio. 3D-biotulostusta tehta-
essa tulosteessa kaytetyn biomusteen osalta sen fysikaalis-kemialliset ominaisuudet vai-
kuttavat tulosteen resoluutioon. Myo6s biotulosalustojen tekniset ominaisuudet vaikutta-
vat resoluution. (4; 6; 11, s. 1, 13, 16; 12,s. 5, 7, 15.)

Pisarasuihkutulostuksessa kulloisenkin tulostuspaan halkaisija ja sen tulostuspinnan
kohtaamiskulma maarittda osaltaan itse tulostimen avulla saavutettavaa resoluutiota.
Ekstruusiotulostuksessa taas tulostuspaan nopeus ja biomusteen viskositeetin nonline-

aarisuus maarittda resoluutiota. (11, s. 13, 16; 12, s. 15.)

Kun biomusteeseen tehddan valoavusteisesti ristisidoksia, kuten laseravusteisessa
biotulostuksessa ja stereolitografiamenetelmissa, niin talldin naiden ristisidosten ja valon
ominaisuudet maarittavat tulostimella saavutettavaa resoluutiota. On kehitetty myos me-
netelmia, joissa perinteisen valokasittelyn sijaan onkin 1ahella infrapuna-aluetta kaksi fo-
tonia, jotka aktivoituvat, kun useimmat valoon perustuvat teknologiat perustuvat yhden
fotonin absorptioon. Etuna on se, ettd polymerisaatio voi tapahtua hyvin pienessa tila-
vuudessa saaden aikaan hyvin korkean resoluution mikrometri- tai nanometriluokassa.
(11,s.13,16;12,s. 7, 8.)

Esimerkkeja eri tulostimilla tehtavasta valoavusteisesta ristisidostuksesta on kuvassa 3.
Itse tulostustarkkuuden lisaksi voidaan tulostettaessa kayttaa hyvaksi myods solujen itse-

organisoitumisominaisuutta, jolla voidaan kompensoida tulostusresoluutiota (11, s. 5).
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Kuva 3. Erilaisia valoa ristisidostuksessa hyoddyntavia biotulostusmenetelmia. Esimerkit a) pur-
sotus- ja b) stereolitografiamenetelmista seka c) projektiota hyddyntavasta stereolito-
grafiasta, jossa kerrokset luodaan mikropeiliheijastetun kuvan avulla ja d) projektiota
hyddyntavasta stereolitografiasta, jossa koko kappale luodaan kerralla biomusteen kes-
kelle. (13, s. 3.)

Biotulostustekniikoiden valilla on suuria eroja, ja se vaikuttaa muiden ominaisuuksien
lisdksi my0s tulostustekniikan tarkkuuteen. Kuvassa 4 on mainittuna joidenkin tulostus-

tekniikoiden resoluutioita ja verrattu niitéd mittakaavassa kudoksiin (13, s. 2).
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Kuva 4. Joidenkin biotulostustekniikoiden resoluutioita, mittakaavassa verrattuna kudoksiin (13,
s. 2).

Kuvan 4 mukaan yleisimmat 3D-biotulostusmenetelmat paasevat seuraaviin tarkkuuk-
siin: pursotus eli ekstruusio: 1 cm — 100 ym; pisarasuihku: 300 ym — 10 um; stereolito-
grafia (SLA): 4 cm — 50 ym. Lasermenetelmalle on resoluutioksi mainittu kirjallisuudessa

300 um — 10 ym. (13, s. 2.) Seuraavaksi kasitelldan naita yleisimpia biotulostustapoja.

2.2 Pisarasuihku

Pisarasuihkubiotulostusmenetelmasta kaytetddn myds mm. nimityksia droplet, inkjet ja
mustesuihkubiotulostus ja esimerkkeja pisarasuihkutekniikasta on kuvissa 1 ja 2. Termi-
sessa menetelmassa biotulostimen suutinkarki lammitetaan ja tulostetaan ilmanpai-
neella biomuste kerroksittain pulssien synnyttdessa mustepisaroita. Lampdtilalla vaiku-
tetaan myds biomusteen tulostusominaisuuksiin, koska biomusteen tulee toimia halutusti

tulostimessa ja tulostuksen jalkeen sailyttdd muotonsa. Esimerkiksi hydrogeelien
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tapauksessa biomusteen tulee hyytyd nopeasti tulostuksen jalkeen biomusteen kuljettua
suuttimesta. Tahan vaikutetaan useilla biomusteen ominaisuuksilla ja biomateriaalin ris-
tisidoksilla. Pietsosahkdisessa versiossa pintojen varauseroa kaytetaan pisaroiden muo-
dostuksessa (kuvat 1 ja 2). Pisaroiden tilavuus on mainittu yhtend naitd menetelmia ra-
joittavana tekijana. (1, s. 219 — 220; 11, s. 5; 12,s. 2 -5.)

2.3 Pursotus

Pursotusbiotulostusmenetelmasta kaytetaan myods mm. nimityksia extrusion tai painetu-
lostus. Esimerkkeja ekstruusiomenetelmasta on kuvissa 1 ja 2. Verrattuna pisarasuih-
kuun tassakin menetelmassa kaytetdan painetta, esimerkiksi paineilmaa tai ruuvipuris-
tinta, mutta materiaali tulee tasaisena virtana alustalle ja muodostaa rakenteen kerrok-
sittain. Biomusteen tulee olla tarpeeksi nestemaista, jotta se voidaan puristaa ahtaasta
suuttimesta lavitse. Tama taytyy tapahtua niin, etta solut kestavat prosessin. Seka pur-
sotuksessa etta pisarasuihkumenetelmassa, mikali solut ovat mukana tulostusmateriaa-
lissa, lampdtilan ja paineen vaikutus solujen elinkelpoisuuteen taytyy ottaa huomioon.
(1,s.220; 11,s.8;12,s.5.)

2.4 Laser

Laserbiotulostusmenetelmaa sanotaan myds mm. laseravusteiseksi biotulostukseksi
(LAB). Lasermenetelmassa laserin energialla hoyrystetdan tulostenauhalta materiaali

kohdepinnalle, kuten kuvassa 5 seka kuvissa 1 ja 2. (1, s. 220.)
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Kuva 5. Laserbiotulostusmenetelman periaate. Laserin avulla irrotetaan biomuste alustalleen
erityisesti siihen suunnitellulta nauhalta. Laserilla synnytetdan héyrystymiskupla, jonka
romahdus aiheuttaa purskeen, jonka johdosta biomuste siirtyy nauhalta kohdealustal-
leen. (14, s. 2.)

Laser biotulostusmenetelmassa solut tiputetaan lasersateen avulla tarkoitusta varten
tehdylta tulostenauhalta alustalleen. Nauha on valmistettu Iapinakyvasta lasista, ohuesta
metallikerroksesta ja biomusteesta, joka irtoaa laserin vaikutuksesta. Toimintaperiaate
muistuttaa kavitaatioilmidssd muodostuvaa kuplaa, joka muodostuu biomustefilmiin,
jonka laajenemis- ja romahdusilmié synnyttaa purskeen. Se irrottaa biomusteen alustal-

taan mikrodroplettina kohdealustalleen. (1, s. 220; 11, s. 11; 14, s. 2.)

2.5 Stereolitografia

Biotulostuksen stereolitografiamenetelmastad (SLA) on erilaisia muunnoksia. Perintei-
sesti biomuste tai biomusteet ovat altaassa tai astiassa. Tulostusalusta on upotettuna
biomusteeseen, jossa esimerkiksi joko UV:n tai ndkyvan valon avulla valikoivasti risti-
sidostetaan biomustetta halutulle pinnalle kohdennetusti kerros kerrokselta. Nain muo-
dostetaan kerroksittain 3D-rakennetta nestemaisestad biomusteesta kiinteaan muotoon,
haluttuun kohtaan tulostettavaa kappaletta. Alustaa siirretdan sitd mukaa tulosteineen
alaspain, jos kyse on perinteisesta SLA:sta, tulosteen samalla valmistuessa biomusteen
ympardimana, kuten kuvassa 6 (myos kuvat 1D ja 3b). Tama sateilytys voidaan suorittaa
joko koko pinnan alueelle kuten esimerkiksi kuvassa 3c tehdaan DLP-tekniikalla (Digital

Light Processing), tai valoa voidaan kayttaa kohdennetusti ja ristisidostaa pienemmalle
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alueelle biomustetta, kuten kuvan 6 point-by-point-menetelmassa ja kuvassa 3b. (11, s.
11; 13, s. 3; 15.)
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Kuva 6. Pintakohtainen tai point-by-point-valokovetus. Tietokoneohjauksella toteutettu stereoli-
tografinen biotulostusmenetelma, jossa x-y-z-akselilla ristisidostetaan pisteittain bio-
mustetta. (15.)

Kuvasta 6 kay ilmi, kuinka esimerkiksi GelMa-biomustetta (Gelatin Methacryloyl) sisalta-
vassa astiassa valon paikkaa kohdistamalla voidaan ristisidostaa ja lisatd materiaalia

tarkasti alustalleen haluttuun kohtaan tulostetta, ja nain muodostaa haluttu kappale. (15.)

Stereolitografia voidaan tehda myds lapinakyvan astiamateriaalin Iapi alapuolelta. Valon
lahteenad voidaan kayttaa myos projektoria, jolloin puhutaan DLP-tekniikasta, ja siina
saadaan myo0s alhaaltapain lapinakyvan materiaalin 1api valo projisoitua kerrallaan ko-
konaiselle pinnalle. Etuna tassa on se, etta saadaan valmistettua nopeammin kokonai-

nen taso kerralla, kuten kuvassa 3c. (11, s. 11, 12.)

Perinteisesti stereolitgrafian huonona puolena on pidetty sita, etta siind sekoittuu liian

helposti keskendan tulostettavat materiaalit vaihdettaessa tulostuksen aikana
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kaytettavaa biomustetta, mutta myos tata menetelmaa on monin tavoin kehitetty, ja eri-
laisilla teknisilla ratkaisuilla on paasty tarkempaan lopputulokseen. Tarkkuuden osalta

SLA:n resoluutiota maarittda 1ahinna itse optisen lahteen ominaisuudet. (16; 12, s. 7.)

Yksi projektioon perustuva sovellus on myds kuvassa 3 esitetty menetelma c, valitén 3D-
biotulostus. Siind menetelma on hieman vastaava, mutta kaanteisesti kuin CT-skan-
nauksessa. Menetelma tuo myds erilaisia mahdollisuuksia biotulosteen valmistukseen.
Kappale valmistuu valon vaikutuksesta suoraan biomusteen sisalle kokonaan kerralla
ilman alustaa lapindkyvassa astiassa. Astiaa pyoritetdan tasaisesti projektorin edessa,
ja projisoitu kuva ristisidostuu samanaikaisesti astian sisalle. Vaikka astia on taynna bio-
mustetta, prosessi onnistuu. Se johtuu siita, ettd materiaalista, jonka lapi valo kulkee,
kuluu ensin happi pois. Jalkikateen ylijaanyt materiaali voidaan hapettaa uudelleen ja se
voidaan kayttaa uudestaan. Puolestaan siind materiaalissa, jossa polymerisoituminen ja
valoreaktio tapahtuu, happi kuluu ensin kokonaan loppuun ja vasta sitten tapahtuu reak-
tio ja ristisidostus. (11, s. 12; 12, s.9.)

3 Johdatus Organ-on-Chip- ja Body-on-Chip-menetelmiin

Biotulostamalla voidaan valmistaa organoideja eli ihmiselinten toimintaa mahdollisim-
man luonnollisessa 3D-kasvuymparistdssa jaljentavia kudosmalleja. Tallaisia elinmalleja
voidaan sijoittaa omille erityisille mikrofluidistisille alustoilleen, joissa organoidille on jar-
jestetty kasvatusmediumin kierratys vastaamaan kudoksen verenkiertoa, jolloin niista
muodostuu Organ-on-Chip-tyyppisia elinmalleja, kuten kuvassa 8. Siina tutkimusasetel-
mana on, kuinka aivot ja niiden verenkierto vaikuttavat toisiinsa, esimerkiksi aivoveren-

kierto ja aivoveriesteen lapaisevyyden tutkimuksissa. (17.)
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Kuva 7. Organoideja yhdistettyna toisiinsa kasvatusmediumin kierratykselld. Keskimmainen siru
on aivosiru ja reunimmaiset sirut aivo-veriestesiruja. Tassa Organ-on-Chip-koejarjestely
auttaa tutkimaan, kuinka aivot ja niiden verenkierto vaikuttavat toisiinsa, esimerkiksi ai-
voverenkiertotutkimuksissa ja aivoveriesteen lapaisevyyden tutkimuksissa. (17.)

Naita organoidialustoja voidaan valmistaa monenlaisilla tekniikoilla eri solutyyppeja var-

ten ja erilaisiin tarkoituksiin. Kuvassa 8 on esimerkkeja yksittaisista maksa-, munuais- ja

keuhko-organoideista seka oikealla Body-on-Chip-koejarjestely. (18.)
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Kuva 8. Kuvia erilaisista Organ-on-Chip-mikrofluidistisista alustoista, joilla jaljitellaan soluvilje-
lyssa luontaisen kaltaista ymparistda. Alempana on kaavakuvat toimintaperiaatteesta
seka ylla valokuvat kdytdnnon toteutuksista. Kuvat ovat maksa-, munuais-, ja keuh-
koelinmalleista sekd Body-on-Chip-yksikdsta, jossa kolikko havainnollistaa kokoluok-

kaa. (18.)

Organ-on-Chip-menetelmaan pohjautuen on voitu kehittdd myés Body-on-Chip-mene-

telmia, jollainen on esitetty kuvassa 9. Siina on jaljitelty ihmiselimiston toimintaa yhdista-

malla useampia tallaisia organoideja liittdmalla niiden kasvatusmediumin kierratys toi-

siinsa. Nain jaljitelldan elimiston rakennetta, jossa elimet ovat kytkdksissa toisiinsa. Talla
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on korvaamaton merkitys esimerkiksi sairauksien mallintamisessa, tutkimuskaytéssa ja
ladketestauksessa, ja saavutetaan useita etuja verrattuna perinteisiin menetelmiin. (18;
19.)

Yksi ladketieteen ongelma on ollut myds se, etta jotkin 1adkkeet ovat kliinisten kokeiden
jalkeen olleet kaytdssa pitkdan, ennen kuin niiden haittavaikutuksia on huomattu. Hait-
tavaikutukset tulisi havaita heti, ennen kuin ladkkeet ovat olleet jo kaytdssa potilailla.
Laaketestauksen osalta on kova tarve paremmalle l1aaketestaukselle, ja tdhan tarpee-
seen vastaavat esimerkiksi Organ-on-Chip- (kuvat 7 ja 8) seka Body-on-Chip-jarjestel-
mat (kuva 9), joilla voidaan simuloida esimerkiksi Iadkeaineen vaikutuksia. Tassa tekno-
logiassa 3D-biotulostuksella voidaan valmistaa kudoksia ja organoideja. (17; 18; 19.)

Immune response
Contractility and conduction

Transport and clearance

- o e—
-~

Absorptior]

e 0 5 4
e Aerosol — Absorption
drug

Kuva 9. Periaatekuva eri organoidien yhdistamisestd Body-on-Chip-koeasetelmaksi. Body-on-
Chip-jarjestelman kaavakuva, jossa on yhdistetty eri elinmalleja toisiinsa ja simuloidaan
ladkkeenantoa suun ja keuhkojen kautta, ja sen aiheuttamia vasteita elimistdssa ja sen
eri osissa. Absorbtion jalkeen ladkeaineet vaikuttavat mikrofluidistisen kierron kautta
esimerkiksi maksan metaboliaan. Ne voivat vaikuttaa myds kardioperaisiin lihassoluihin
ja immuunivasteeseen seka munuaisten toimintaan ja eritykseen. (20.)

3D-biotulostus on myos helposti skaalautuva menetelma, jota voidaan kayttaa kudostek-
nologian massatuotannossa, ja se on luotettava ja toistettava. Nama ovat tarkeita omi-

naisuuksia esimerkiksi tutkimuksen kannalta. Silld saadaan tehtya farmakologisia ja
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toksikologisia maarityksia paremmalla suorituskyvylla ja teholla. 3D-biotulostuksella on
my0s lupaavia mahdollisuuksia siihen, etta voitaisiin jatkossa korvata trauman tai sairau-
den tuhoamaa kudosta. (6; 19; 21.)

Organ-on-Chip- ja Body-on-Chip-tekniikkaa on kasitelty tarkemmin luvussa 8.

4 3D-biotulostuksen taustaa

4.1 Biokonvergenssi

Laajemmassa kontekstissa 3D-biotulostus on biokonvergenssin tulos. Se on vaatinut
taustalleen ja toteutuakseen useiden eri alojen nopean kehityksen ja esimerkiksi laajoja
laaketieteen ja teknologian kehitysharppauksia. Lisaksi se on vaatinut eri alojen tiedon,
taidon ja osaamisen lahentymisen toisiinsa ja yhteistydn, eli biokonvergenssin. Biokon-
vergenssissa edistyksellinen tietotaito yhdistyy eri tieteenalojen yhteisty0ssa, biotietei-
den, |aaketieteen ja insindoritieteiden alalla. liman biokonvergenssia, ja esimerkiksi 3D-
kuvantamista ja mallinnusta, ei biotulostaminenkaan olisi mahdollista. Kuvasta 10 sel-

viaa, minkalaisia edistysaskeleita on tapahtunut biokonvergenssissa. (22.)

Technological
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Biological
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Kuva 10. Biokonvergenssin kehitysaskeleita. Biotulostus ja siina kaytettavat biomusteet ovat ny-
kypaivana mahdollisia pitkan tutkimus- ja kehitystydn ansiosta, jota on tapahtunut
useilla eri aloilla, esimerkiksi |aaketieteellisen kuvantamisen, genetiikan jne. osalta.
Nama alat ovat yhteistydssa synnyttaneet uutta tietoa ja teknologiaa, joka on tarvittu,
jotta biotulostus on mahdollista. (22.)
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Esimerkiksi ilman biokonvergenssia, kuten genetiikan ja kantasolujen tuntemuksen
osalta tapahtuneita lapimurtoja, ei voitaisi kayttdd ihmisen omia kantasoluja potilaalle
sopivien kudosten biotulostamisessa. Mydskaan ilman pitkaa solubiologian ja biokemian
alojen kehitysta biotulostukseen ei olisi tarvittavia perustietoja, eikd myodskaan nykyisen-

kaltaisia biomusteita voitaisi valmistaa jne. (kuva 10). (22.)

4.2 3D-biotulostus — osa Additive Manufacturing -teknologiaa

3D-tulostus on osa AM-teknologiaa (Additive Manufacturing), jossa perinteisen materi-
aalin poistamisen, esimerkiksi jyrsintd ja sorvaus, vastakohtana materiaalia lisataan.
Tassa on ilmeisia etuja, esimerkiksi materiaalin saaston jne. kannalta. 3D-biotulostus on
taas 3D-tulostuksen biomateriaaleja hyddyntava osa-alue. Esimerkiksi ekstruusioon (ku-
vat 1 ja 2) perustuvassa biotulostuksessa materiaalia tulostetaan lisaa jatkuvalla syot-

teelld kerros kerrokselta kasvattaen rakennetta. (1, s. 217.)

Biotulostamalla on mahdollista valmistaa monimutkaisia biologisia komposiittirakenteita,
yhdistaen eri soluja, biomolekyyleja ja biomateriaaleja, muodostaen esimerkiksi haluttuja
kudoksia. Tama voidaan tehda useilla eri tekniikoilla, ja biotulostimiin on myds saatavilla
erilaisiin kayttotarkoituksiin valmistettuja erilaisia tulostuspaita, kuten pneumaattisia-,
mustesuihku- ja l[@mpdtilakontrolloituja tulostuspaitd, ja useampia eri biomusteita voi-

daan eri tulostuspailla tulostaa automatisoidusti samaan kohteeseen. (6; 21.)

4.3 3D-solukasvatuksen etuja

3D-solukasvatuksessa, oli se saavutettu milla menetelmalld tahansa, on huomattavia
etuja 2D-viljelyyn nahden. Koska elinymparistd on soluille luontaisempi, my6s solun piir-
teet verrattuina 2D-kasvatukseen ovat erilaisia. Taulukossa 1 on verrattuna 2D- ja 3D-

solukasvatuksen eroja solujen ympariston nakékulmasta. (4.)
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Taulukko 1.  2D- ja 3D-kasvatettujen solujen ja niiden piirteiden vertailu toisiinsa (4).

e S

Morfologia Litteitd, venyneitd soluja 1- Luonnollinen muoto
kerroksena solusferoidina/aggregaattina
Jakaantuminen Usein nopeampaa kuin_in vivo Nopeus riippuu solutyypista
ja/tai 3D-soluviljelyastelmasta
Altistuminen Kaikki solut altistuvat samalla Ravinteet ja kasvutekijat eivat
mediumille/laakkeille tavoin mediumille ja siind padse tunkeutumaan
oleville soluaggregaattien ytimeen

kasvutekijoille/ladkkeille

Solusyklin vaihe Sama altistus johtaa Sferoidit sisaltavat jakautuvia,
samanlaiseen solusykliin lepovaiheessa olevia,
hypoksisia ja nekroottisia
soluja
Geeni/proteiiniekspressio Usein erilainen Usein samanlainen
geeni/proteiiniekspressio geeni/proteiiniekspression kuin

verrattuna in vivo-tilanteeseen  oikeissa kudoksissa in vivo

Ladkeherkkyys Hoito usein tappaa solut ja Solut enemman resistentteja
laakkeet vaikuttavat hyvin hoidoille kuin 2D, joten
tehokkailta parempia ennustajia

|aakevasteesta in vivo

Kuten taulukosta 1 havaitaan, kasvatustavan valinnalla on merkittavia vaikutuksia solui-
hin. 3D-kasvatuksessa solujen morfologia on luonnollisempi 2D-kasvatukseen verrat-
tuna, ja niiden geenien ja proteiinien ilmentyma on |Ahempana luontaista ilmentymaa.
My®0s niiden reagointi lddkeaineisiin vastaa enemman vastetta, joka niilla on myds luon-
taisessa ymparistdssaan. Solun vuorovaikutus ymparistéonsa, soluvaliaineeseen ja toi-

siin soluihin on lahempana luontaista tilannetta. (4.)

Laaketestauksen kannalta 2D-vilielmissd solujen fenotyyppiset ominaisuudet eivat
paase esille samalla tavalla kuin luonnollisessa 3D-ymparistossa. Ne eivat myodskaan
koeasetelmissa vastaa mikroymparistoltdan luontaista kudosta pinnanmuodostuksel-
taan, jaykkyydeltdan, eikd mydskaan ladkeaineiden diffuusiokinetiikka toimi kuten in
vivo. (19.)

3D-solukasvatuksella ja biotulostuksella on siis monia etuja, mutta alkuperainen jaljitel-

tava kudos taytyy kuitenkin ensin 3D-kuvata ja 3D-mallintaa.
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5 Kuvantamismenetelmat ja mallinnus

3D-biotulostin vaatii digitaalisen mallin kappaleesta, joka halutaan valmistaa. Ensin teh-
daan 3D-kuvantaminen halutusta kohteesta ja tasta tehdaan 3D-mallinnus tulostimelle,
jos ei kayteta valmista tai suunniteltua mallia. Yleinen 3D-kuvantamismenetelmissa kay-
tettava tekniikka on ottaa useita 2D-viipale poikkileikkauskuvia kohteesta. Naista yhdis-
telemalla kappaleesta muodostuu 3D-kuva. Itse 3D-biotulostus tapahtuu kerroksittain.
Syntynyt 3D-kuva jaetaan jalleen poikkileikkauskuviksi ja tallaiset leikkeet jaetaan tarkoi-
tukseen sopivan paksuisina kerroksittain biotulostimelle kerros kerrokselta tulostetta-
vaksi. (23 s. 11; 24 s. 21.)

Perusperiaatteena erilaisten 3D-kuvantamismenetelmien pohjalla olevissa fysiikan ilmi-
Oissa, vaikkapa ultradanen, magneettikentan tai sdhkdmagneettisen sateilyn kaytéssa,
niiden lapaisemasta kudoksesta mallinnetaan niiden vasteita. Esimerkiksi energia-aal-
loista tama tehdaan joko suoraan, tai niiden heijasteista, sironnasta tai abroptiosta. Tal-
laisella tekniikalla 1aaketieteessa yleisesti kaytdssa olevilla vakiintuneilla kuvantamisme-
netelmilla, kuten CT ja MRI, saadaan luotua 3D-kuvia ja naista voidaan luoda malleja

kudoksesta ja sen rakenteesta 3D-biotulostusta varten. (23 s. 11; 24 s. 21.)

CT (Computed Tomography) on tietokonekerroskuvausmenetelma, jossa kaytetaan sa-
mantapaista menetelmaa kuin rontgenissa. CT:ssa rontgensateitd kaytetaan poikkileik-
kauskuvien ottamiseksi ja kohteen ympari kerataan tietoa sateilyn vaimenemisesta ku-

doksissa, ja tasta tiedosta muodostetaan 3D-kuva kohteesta. (23 s. 11; 24 s. 21.)

MRI:n (Magnetic Resonance Imaging) etuna puolestaan on esimerkiksi se, ettd mag-
neettikuvauksessa ei tarvita radioaktiivisia sateilya eika radioaktiivisia merkkiaineita, ja
pehmytkudoksista saadaan hyvalla kontrastilla olevia kuvia. Tarvittaessa kaytettavat
MRI-merkkiaineet voivat olla esimerkiksi ferromagneettisia. MRI perustuu vetyatomien
elektronien spinien vaihtumiseen magneettikentassa, jolloin niiden Iahettamaa radiotaa-
juista signaalia vastaanotetaan 3D-kuvan luomiseksi. Magneettikentan vaihtuessa sig-
naalin vaihe- ja taajuusjakaumaa voidaan lukea ilmaisimilla ja tulkita vety-ydinten sijainti,

ja muodostaa kuva taman perusteella. (23 s. 11; 24 s. 21.)

Nama laaketieteessa kaytetyt kuvantamistavat, esimerkiksi CT, MRI ja PET (Positron

Emission Tomography) tuottavat 3D-kuvia kaikista kehon rakenteista, joita voidaan
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haluta mallintaa 3D-biotulostuksessa (24, s. 21). Saadusta pistepilvidatasta rekonstruoi-
daan kuvatun rakenteen malli. Tama voidaan tehda joko suoraan, tai muokata sita 3D-

ohjelmistolla. Taman jalkeen malli biotulostetaan. (1, s. 218.)

6 Biotulostusprosessi
6.1 Biotulostusprosessin vaiheet

Biotulostusprosessi voidaan jakaa useilla erilaisilla perusteilla monin tavoin erilaisiin vai-
heisiin. Yleisesti biotulostus jaetaan kolmeen vaiheeseen, eli esibiotulostukseen, johon
kuuluu mm. mallinnus, ja biotulostukseen, jossa tapahtuu varsinainen tulostus seka jal-
kibiotulostukseen, joka on tarkeaa rakenteen ja solujen selviytymisen kannalta. Yksi tapa

on jakaa nama vaiheet esimerkiksi kuvan 11 mukaan kuuteen eri vaiheeseen.

Imaging of organ or segment of interest
(i.e. CT, MRI)

Segmentation - creation of 3D geometry of
the area of interest

Transformation of 3D geometry - shape to a
file ready for printing

(i.e. from DICOM to STL)

Selection of material(s) for the 3D
fabrication of the object

Creation of 3D printed object, post-

processing and testing of object's surface,
properties etc.

@ Selection of appropriate 3D (bio) printer

Kuva 11. Biotulostusprosessin vaiheet: kuvantaminen, segmentointi, biotulostus tiedoston luonti,
biotulostimen valinta, biomusteen valinta, varsinainen biotulostus ja tulosteen jalkikasit-
telyt ja testaukset (25).
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Kuvan 11 mukaisesti 3D-biotulostukseen kuuluvia tyovaiheita voidaan yksinkertaistet-
tuna maaritella esimerkiksi seuraavasti. 3D-kuvannetaan haluttu biotulostuskohde, tai
sen haluttu osa, joka halutaan tulostaa. Kuvantaminen voidaan tehda kayttamalla esi-
merkiksi CT- tai MRI-kuvantamista, joista saadaan yleensa DICOM-formaatin kuvia.
Kohteesta luodaan tulostettava tiedosto esimerkiksi 3D-CAD STL -formaattiin, jota mah-
dollisesti viela muokataan, josta lopuksi tehdaan halutun paksuisia 2D-poikkileikkausku-
via tulostimelle, ja valitaan tulostukseen sopiva 3D-biotulostin. Tulostusta varten on va-
littu kudoksen tai kohteen mukaan mallissa kaytettavat solut seka malliin, tulostukseen
ja soluille sopiva biomuste. Kohde tulostetaan ja tulosteelle tehdaan mahdolliset jalkika-

sittelyt ja tarkastetaan tuloste ja sen ominaisuudet. (25.)

Biotulostusprosessissa itse biotulostustapahtuma voidaan jakaa myds neljaén vaihee-

seen, kuten kuvassa 12:

1. Load the

Bio-Ink into
:1:;;11! 2.3D 3. Printed 4. Matured Real Result: Here is
BioPrinter Tissue is then tissue ready for 3D BioPrinted bone
prints bio-ink placed in transplantation tissue created by
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Kuva 12. Biotulostuksen tulostusvaiheet. Tulostimen valmistaminen tulostustapahtumaan bio-
musteella, itse 3D-biotulostustapahtuma ja valmis biotuloste pidetdan sille soveltuvassa
ymparistdssa, jossa solut voivat lisdantya ja kasvaa. (26.)

Itse biotulostusvaiheessa, kuten kuvassa 12, valmistettu biomuste siirretaan biotulosti-
meen, ja materiaali tulostetaan esimerkiksi ekstruusiotulostimella kerroksittain. Valmis
biotuloste pidetdan kasvatusmediumissa, kunnes se on valmis kayttotarkoitukseensa.
(26.)
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6.2 Esimerkkeja ihokudoksen biotulostusprosessista

Biotulostus voidaan tehdd myds suoraan potilaaseen. Esimerkiksi palovamman, tai
muun trauman vuoksi, suurehkon ihoalueen menettanyt potilas kavisi kuvan 13 mukai-
sesti ihokudoksen biotulostusprosessissa lapi nama samat 3D-biotulostuksen perusvai-
heet. Kohdan A osissa i — iv ensin skannataan vaurioitunut alue, suunnitellaan siihen

uutta kudosta ja lopuksi tulostetaan ihokudos kerroksittain omilla biomusteillaan. (6.)

Kuva 13. Biotulostusprosessi vaurioituneen ihoalueen korvaamiseksi 3D-biotulostetulla ihoku-
doksella. Kuvan (A) kaavakuva kohdissa (i) — (iv) skannataan ja suunnitellaan vaurio-
alueen korjaus ja tulostetaan kerroksittain tuhoutuneita ihoalueita vastaava kudos, der-
maaliseet fibroblastit (iii) ja epidermaaliset keratinosyytit (iv). Kuvassa (B) kohdassa (i)
merkataan vaurioalue ja skannataan se (ii) ja kohdissa (iii) — (v) saadaan, muunnetaan
ja kasitellaan dataa ja viedaan se biotulostimelle, joka tulostaa (vi) ihokudoksen. Ku-
vassa (C) on konfokaalimikroskopian tuottama kuva, jonka perusteella nakyy vihrealla
biotulostetut dermaaliset fibroblastit ja punaisella epidermaaliset keratinosyytit. (6.)

Kuvan 13 mukaisella menetelmalla on onnistuttu korvaamaan trauman tuhoamaa ihoku-
dosta. Ensin kuvannetaan ihon vaurioalue ja suunnitellaan siihen tulostettava rakenne.
Sitten biotulostetaan sille ihon dermaalisia fibroblasteja ja epidermaalisia keratinosyyt-
teja, jotka ovat fibriini ja kollageeni hydrogeelissa. Nain onnistuttiin nopeuttamaan haa-

van sulkeutumista ja vaurioituneen ihon uudistumista. (6.)
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Laboratoriossa valmistettava ihokudos on hyva esimerkki kerroksittain tehtavasta kudok-

sen biotulostustuksesta, kuten kuvassa 14.
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Kuva 14. lhokudoksen mallinnus ja luonti kerroksittain biotulostamalla, kaavakuva. Ihokudos mal-
linnetaan, ja muutetaan biotulostimelle sopivaan muotoon. Ihokudos tulostetaan kerrok-
sittain, ensin alginaattikerros ja sitten dermaaliset fibroblastit ja epidermaaliset keratino-
syytit sopivine biomusteineen. (27.)

Kuvassa 14 on esitetty, kuinka ihon kerrokset on 3D-ekstruusiotulostettu 20—40 kPa:n
paineella kolmessa osassa niille sopivilla biomusteilla, jotka tukevat ihon fibroblastisolu-
jen ja keratinosyyttien kasvua. Naistd ensimmaisessa kerroksessa kaytetty alginaatti-
pohjaista biomustetta ja toisessa ja kolmannessa kerroksessa sitosaania (chitosan CH)
ja genepiinia (genepin GE). Solujen eloonjaddmisaste oli 93 % huolimatta ristisidostami-
sesta, tulostuksen aiheuttamasta stressista ja altistamisesta fysiologisille olosuhteille
seitseman paivan ajaksi. Tamankaltaisia ihomalleja voidaan kayttaa esimerkiksi eldinko-
keiden tilalla tuotetestauksessa, ja esimerkiksi kosmetiikkateollisuudella on tallaiselle
kayttdéa. Esimerkiksi iho-, ja rustokudoksia on pystytty jo tuloksellisesti siitdmaan ihmi-
seen. (27.)

Laboratoriossa kasvatettua ihokudosta voidaan tulostaa myo6s esimerkiksi kuvan 15
osoittamalla tavalla neljalla eri tulostuspaalla automatisoidusti kerroksittain. Tulostin-
paalla B tulostetaan termoplastista PCL (polycaprolactone) -tukipolymeeria ja A tulostaa
hydrogeelia, ja naita tulostetaan ekstruusiolla kerroksittain. Sitten tulostinpaa C tulostaa
dermaalisen kerroksen myos pursotuksella ja samalla tulostetaan valiseinamaa seka lo-
puksi pisarasuihkutulostuksella D tulostaa pintaan keratinosyytit. Solujen annetaan li-
saantya ja kolmen paivan kuluttua poistetaan uhrattava materiaali ja annetaan rakenteen
valmistua mediumissa. Tassa tulostettu materiaali altistetaan osittain ilmalle, kuten ku-
van 15 viimeisesta kaavakuvasta ja oikeanpuolimmaisesta valokuvasta ilmenee, jolloin

ihokudos saa ilmalle altistuessaan lopulliset ominaisuutensa. (21.)
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Kuva 15. Ihokudoksen biotulostamisen vaiheet. Neljalla tulostuspaalla tulostetaan eri materiaa-
leja, tukipolymeerid, hydrogeelid seka dermaalinen ihokerros ettd epidermaaliset kera-
tinosyytit. Tukimateriaali poistetaan ja keinoihon annetaan altistua ilmalle, jolloin se saa
lopulliset ihoa muistuttavat ominaisuutensa. (21.)

6.3 Biomusteen valmistusprosessi

Biomusteeseen tarvitaan soluille sopiva tukimateriaali, jossa on huomioituna halutun
solu- ja kudostyypin ominaisuudet ja tarpeet ja johon voi olla lisattyna tarvittavia mole-
kyyleja esimerkiksi ko. soluvaliaineesta. Nama suunnitellaan tulostettavan kohdekudos-

tyypin mukaan. Biomusteeseen lisataan yleensa myos solut ennen tulostusta. (19.)

Mikali biotulostamalla on tarkoitus tehda esimerkiksi regerenatiivisen laaketieteen sovel-
luksia, niin nykyinen kehitys kantasoluteknologiassa mahdollistaa potilaalta otetuista ja
hanen omista soluistaan tehdyt materiaalit ja biomusteet. Nain pystytaan tuottamaan ih-
miskudosta, joka on peraisin potilaalta itseltdan. Kantasolut voidaan jakaa toti-, pluri- ja
multipotentteihin kantasoluihin. Kantasoluja voidaan nykyaan valmistaa myés muutta-

malla muita soluja takaisin kantasolumuotoon. Esimerkiksi indusoituja pluripotentteja
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kantasoluja voidaan valmistaa transkriptiotekijoita kayttamalla. Naita soluja ja niiden ke-
hitysta voidaan taas ohjata mm. erilaisten kasvutekijéiden avulla halutunlaisiksi solutyy-
peiksi. Naitd puolestaan voidaan kayttaa edelleen biomusteen valmistukseen. Soluja
kasvatetaan ja yhdistetdan esimerkiksi hydrogeeliin, joita voi olla esimerkiksi alginaatti
tai matrigeeli. Yhdistaminen voidaan myds tehda muuhun haluttuun biomateriaaliin, jota

kaytetdan biomusteena. (28, s. 8, 11, 13.)

Seuraavaksi tarkastellaan tarkemmin biomusteita, seka biomusteita solujen elinymparis-

ton nakokulmasta.

7 Biomusteet ja solut

Biomusteet ovat valttamaton osa onnistuneen 3D-biotulostuksen kannalta. Biomusteissa
kaytettyja materiaaleja kutsutaan biomateriaaleiksi, ja niiltd vaaditaan monia ominai-
suuksia seka solujen kannalta etta itse biotulostustapahtuman osalta. Myds niiden reo-
logiset ominaisuudet ovat tarkeita itse tulostuksen kannalta ja tulostuksen jalkeen, jotta
materiaali pysyy muodossaan. Viskositeetti vaikuttaa tulostusominaisuuksien lisdksi so-
luelavyyteen, jos joudutaan kompensoimaan juoksevuutta esimerkiksi paineen lisaami-
sella. (29.)

Biomusteissa on tarkeaa, etta solujen elinkyky sailyy ja niiden tulee pystya liikkumaan ja
jakaantumaan kuten luonnollisessa ymparistdssa. Solujen virtauksen- ja paineenkesto-
kyky tulee huomioida. Tulostettavan materiaalin taytyy perinteisessa ekstruusio-3D-
biotulostuksessa olla riittdvan juoksevaa, jotta se voidaan puristaa ulos erityyppisista
suuttimista. Materiaalin tulostuvuutta voidaan edesauttaa esimerkiksi [Ampétilan muu-
toksilla, jolloin tulostettaessa materiaali voi olla juoksevampaa. Materiaali voi olla myds
juoksevampaa ennen tulostamista, ja tulostamisen yhteydessa tapahtuva valon avulla
ristisidostaminen taas auttaa materiaalia sailyttdmaan muotonsa tulostamisen jalkeen.
Tallaisilla eri keinoilla voidaan vaikuttaa myds siihen, ettd esimerkiksi ekstruusioon pe-
rustuvassa biotulostuksessa materiaali saadaan jarkevalla paineella tulostettua, ja sa-
malla soluihin tulostuksesta kohdistuva stressi pidetdan mahdollisimman vahaisena.
(29.)
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Tulostaminen voidaan tehda myds tukimateriaalilla taytetyssa altaassa, jossa tulostami-
nen tapahtuu erityisen tukimateriaalin sisalle, joka tukee ja kannattelee valmistuvaa tu-
lostetta. Talloin tulostettavan biomusteen ominaisuudet tulostusvaiheessa voivat olla eri-
laiset, kuin suoraan alustalle tulostettaessa. Valolla voidaan itse biomusteen lisaksi risti-
sidostaa myos tallaista tulostuksen aikana kaytettavaa kannakemateriaalia, jonka sisélle
itse tuloste tehdaan. Esimerkiksi ekstruusiotulostuksessa téllainen kannatemateriaali
voidaan lopuksi poistaa tulostuksen jalkeen ja itse tuloste saadaan kuorittua esiin kan-

nakemateriaalin sisalta. (30.)

Ristisidosten muodostamisessa valolla tulosteen rakenteeseen on biotulostusmenetel-
missa myos tarkea osa, esimerkiksi biomusteen tarkan hallittavuuden kannalta. Valolla
voidaan ristisidostaa tukirakenne valittdomasti tulostuksen yhteydessa. Talloin solut eivat
painovoiman vuoksi ehdi mydskaan painua pohjalle tulostetussa rakenteessa ja tulos-

tettu materiaali sailyttaa sille tarkoitetun rakenteen. (29.)

7.1 Biomusteen leikkausohenevuus

Yksi nestemaisten materiaalien ominaisuus, jota voidaan hyddyntaa biomusteiden suun-
nittelussa, ja kayttaa hyvaksi seka biomustemateriaalien tulostuksessa etta soluihin koh-
distuvan stressin vahentamiseen mm. ekstruusiopohjaisessa biotulostuksessa, on leik-
kausohenevuus (Shear-Thinning). Kuvassa 16 on esitetty leikkausohenevuuden perus-

periaate. (31.)
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Kuva 16. Viskositeetin muutos leikkausohenevalla materiaalilla injektoitaessa. Alussa levossa ol-
lessa viskositeetti on korkea, mutta viskositeetti laskee tulostettaessa ja palautuu jalleen
korkeaksi tulostuksen jéalkeen. (31.)
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Kuvassa 16 alkutilanteessa nesteen viskositeetti on korkea, kun biomusteeseen ei koh-
distu leikkausvoimia. Viskositeetti laskee tulostettaessa, kun nadméa voimat vaikuttavat
materiaaliin. Tulosteen valmistuttua viskositeetti palautuu, ja tuloste sailyttdd muotonsa.
(32,s.1-3.)
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Kuva 17. Leikkausohenevan polymeeriliuoksen a) viskositeetti leikkausnopeuden funktiona, b)
leikkausjannitys leikkausnopeuden funktiona, c) viskositeetti leikkausjannityksen funk-
tiona. (32, s. 3.)

Kuvassa 17 on esitetty tallaisen ei-newtonilaisen, pseudoplastisen fluidin leikkausjanni-
tyksen suhde viskositeettiin ja se, kuinka leikkausnopeus vaikuttaa viskositeettiin ja leik-
kausjannitykseen. Kuvasta kohdassa a ilmenee, etta leikkausnopeutta lisattdessa fluidin
viskositeetti laskee. Materiaalissa kohdan b mukaisesti leikkausnopeuden noustessa
myos leikkausjannitys lisdantyy. Kun leikkausjannitys kasvaa, kuten kohdassa c, niin
leikkausohenevan materiaalin viskositeetti pienenee. Eli fluidia kasiteltdessa sen visko-
siteetti laskee, ja tastd on hydtya biotulostuksen kannalta, koska tdma ominaisuus hel-
pottaa tulostamista. Samalla soluihin kohdistuu vdhemman rasitusta tulostettaessa, milla

on suotuisa vaikutus soluelavyyteen. (32, s. 1-3.)
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7.2 Biomusteiden luokittelu

Biomusteita voidaan luokitella eri perustein. Ne voidaan jakaa esimerkiksi kovakudosten
ja pehmytkudosten tulostamisessa kaytettyihin biomusteisiin, synteettisiin ja biologisiin,
tukirakenteellisiin ja tukirakenteettomiin, tai biohajoaviin ja biohajoamattomiin biomustei-
siin. Biomusteissa voidaan kayttaa seka synteettisia etta luontaisia ja luontaisenkaltaisia
biomateriaaleja. Synteettisesti valmistetut materiaalit monesti tulostetaan ensin, ja solut
yhdistetdan materiaalille vasta tulostuksen jalkeen. Tukirakenteellisissa biomusteissa
solut ovat monesti esimerkiksi hydrogeelissa. Myds materiaalien kimmomoduulien tulisi
vastata luontaista kudosta. (1, s. 221, 222; 33.)

Jos kaytetdan valmiita, desellularisoituja materiaaleja, niissa saattaa olla antigeenisia
ominaisuuksia, jotka aiheuttavat immuunivasteen. Ne myds hajoavat rakenteeltaan no-
peammin. Biomusteiden materiaaliksi voidaan tuottaa synteettisia aineita, tai tuottaa ma-
teriaalia esimerkiksi kasvattamalla soluvaliaineita, tai kayttdd muita kuin eldinperaisia
materiaaleja. Tallaisilla ei-elainperaisilla biomateriaaleilla valtetddan muun muassa se,
ettd materiaalissa olisi antigeenisia ominaisuuksia. Esimerkki tallaisesta materiaalista ja
suomalaisesta kehitystydsta on hydrogeeli, joka perustuu kokonaan selluloosaan. Tal-
lainen on Suomessa UPM:n yhteistydssa yliopistojen kanssa kehittdma nanofibrillaari-
nen selluloosa, johon voi suoraan lisata solut, kasvutekijat ja adheesioproteiinit. Tallai-
sessa biomusteessa on viljelty UPM:n mukaan yli 150:ta eri solutyyppia. Aina materiaalia
ei pystyta tulostamaan, jos se on esimerkiksi liian pehmeaa eika sailytd muotoaan, jolloin
materiaalia pitaa kehittda. Voidaan joutua tekemaan myos kompromisseja esimerkiksi
biomusteen tukimateriaalin ominaisuuksissa, ja huomioimaan, etta tukirakenne ei ole so-
lujen kasvun tiella. (29; 33; 34.)

7.3 Biomusteiden solubiologiset lahtékohdat

Ihmiskehossa on varovaisten arvioiden mukaan yli 200 erilaista solutyyppia. Kaikilla on
oma tehtavansa, ja ne muodostavat yhdessa monimutkaisia kudoksia. Tama monimuo-
toisuus aiheuttaa omat haasteensa biotulostukselle, kun pyritaan jaljittelemaan eri ku-
doksia. Rakenteeseen tulisi pystya tulostamaan tarkasti useita erilaisia solutyyppeja ja

alkuperaiskudoksen rakenne tulisi pystya toisintamaan. (33; 35.)
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Kuvasta 18 kay ilmi joitain esimerkkeja solun ja soluvaliaineen yhteyksista. Solubiologi-
set seikat tulee huomioida biomusteita suunniteltaessa ja luontaisen kaltaista toimin-
taymparist6a valmistettaessa. Muun muassa solun kiinnikekohdat valitilan matriksiin, joi-
hin solu voi tarttua, ja solun liikkuminen, kasvuymparistd ja siina erilaistuminen tulee
huomioida. (28, s. 6-8.)
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Kuva 18. Periaatekuva solun liittymisesta soluvéliaineeseen. Soluvaliaine sisaltda esimerkiksi ra-
kenneproteiini kollageenia ja fibronektiinia. Naihin solun oma integriini, joka on liitty-
neena solun aktiinifilamenttiin, voi Kiinnittya solukalvonsa lavitse. (28 s. 6.)

Kuvassa 18 on esitetty rajoitetun yksinkertaistetusti muutamia piirteita solun toimintaym-
paristdsta. Siina on kuvattu esimerkiksi solun tukirangasta lahteva ja solukalvon lapikul-
keva integriini ja sen luontainen liittyminen soluvéaliaineeseen. Soluvaliaineessa on muun
muassa kollageenia ja fibronektiinia, joihin solu voi liittya integriinilla. Esimerkiksi tama
solun kiinnittyminen soluvaliaineeseen on huomioitava, jotta solu pystyy biomusteessa-
kin tarttumaan ymparistddnsa, ja solujen kompleksiset vuorovaikutukset 3D-rakenteessa
suhteessa soluvéliaineeseen saadaan aikaiseksi. Esimerkiksi solubiologisesta perustut-
kimuksesta tunnettujen fibronektiinien, laminiinien, kollageenien, hyaluronaanien, prote-

oglykaanien, glykosaminoglykaanien, elastinomeerien jne. tehtavat ja ominaisuudet on
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tunnettava ja otettava huomioon. Biomusteen on oltava kulloiseenkin tilanteeseen ja
kayttétarkoitukseen tarkoituksenmukainen ja sopiva, ja sen ominaisuudet ja tehtavat tu-
kea solua sen uudessa elinymparistossa tulee toteutua. Esimerkiksi organoidien biotu-
lostuksessa onkin haasteena saada tdma alkuperaiskudoksen kompleksinen rakenne ja
monipuolinen solukanta jaljennettya elinmalliin, kun kudosten toiminnallisuus tulisi saada

vastaamaan luontaista kudosta mahdollisimman tarkasti. (4; 28,s.6 —7.)

7.4 Biomustemateriaalit ja itsekorjautuva hydrogeeli biomusteena

Biomusteiden pohjaksi on kehitetty kaytettavaksi paljon erilaisia biomateriaaleja, joilla on
omat etunsa ja haittansa. Esimerkiksi luonnolliset polymeerit hajoavat helposti, mutta
toisaalta ne ovat solujen kannalta hyvia materiaaleja ja bioaktiivisia ja tukevat solujen
kasvua. Synteettiset polymeerit taas ovat inertteja, mutta vahvoja materiaaleja. Taulu-
kossa 2 on lueteltu yleisimpia biomusteissa kaytettavia materiaaleja ja kuvattu niiden

etuja ja haittoja. (10.)

Kuten taulukosta 2 havaitaan, niin biomustekaytdssa on esimerkiksi soluista puhdistet-
tua soluvaliainetta, joka on suoraan luonnollinen ja hyva kasvuymparistd soluille ja sita
voidaan tehda kudoskohtaisesti, ja soluelavyys on korkea. Toisaalta sen alkuperainen
rakenne menetetaan, ja kasvuymparisto ei ole toistettavuuden kannalta aina taysin sa-
manlainen, mika on tutkimuksen nakokannalta huono asia. Myds alginaatti on hyvin ylei-

nen biomustemateriaali. (10.)
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Taulukko 2.

Bioink Material

Agarose

Alginate

Chitosan

Collagen

Decellularized
ECM

Fibrin/Fibrinogen

Gelatin

Graphene

Hyaluronic Acid
(HA)

Hydroxyapatite

PCL/PLA/PLGA

Pluronic® F127

Overview

Polysaccharide extracted from seaweed

Maturally-derived biopolymer from brown
algae

Polysaccharide obtained from the outer
skelaton of shellfish {e.g. shrimp). Non-
animal derived chitosan can be cbtained
from fungal fermentation.

Primary structural protein found in skin
and other connective tissues

Isolated extracellular matrix of a fissue
from inhabiting native cells

Inseluble protein formed during blood
clotfing

Protein substance derived from partial
hydralysis of collagen

Carbon-based material that can be
viewed as a one atom thick sheet of
graphite

Mon-sulfated glycosaminoglycan
distributed widely throughout connective,
epithelial, and neural fissues.

Maturally-cccurring mineral form of
calcium apatite found in teeth and bones

Biodegradable, thermoplastic polymers
andior copolymers

Poly(ethylene oxide) and poly(propylene
oxide) block copolymer

Advantage

MNon-toxic crosslinking
High stability

Mild crosslinking
conditions (Ca<*)
Rapid gelation

High biocompatibility

High biocompatibility
Anfibacterial properties

High biclogical
relevance

High biclogical
relevance
Tizsue-specific
High cell survival

High biological
relevance
Rapid gelation

High biocompatibility
High water solubility
Thermally reversible
gelation

Flexible
Electrically-conductive

Fast gelation
Promotes cell
proliferation

High strength and
rigidity
High strength and
rigidity
Printable at room

temperatures
Shear thinning material

29

Yleisimpia biomustemateriaaleja ja niiden etuja ja haittoja (10).

Disadvantage

Mot degradable;
Poor cell adhesion

Slow degradation kinetics;
Poor cell adhesion

Slow gelation rate

Acid-soluble

Undefined and
inconsistent;

Loss of native ECM
organization;

Low stability

Limited printability

Poor shape fidelity;
Limited ngidity

Low biological relevance

Poor stability
Low printability;
Limited tissue specificity

Low cell adhesion and
proliferation

Mot suitable for long-term
cell culture

Esimerkiksi taulukossa 2 mainituista materiaaleista hyaluronihappo on materiaalina no-

pea gelatinoitumaan, ja tukee solujen nopeaa lisdantymista, mutta on epavakaata (10).

Taulukossa 2 mainittua gelatiinia kaytetdan paljon biomusteissa ja sitd saadaan valmis-

tettua osittaisella hydrolyysilla kollageenista. Se on hyvin bioyhteensopivaa ja hyvin ve-

siliukoista. Sita kaytetddn mm. hydrogeelien valmistuksessa, jossa korkea vesipitoisuus

edistaa solujen elinkelpoisuutta, ja hydrogeelit voivatkin imea vettd moninkertaisesti

oman massansa verran. Gelatiini on kollageeniin verrattuna myds antigeenista. Gelatii-

nista valmistetaan muun muassa GelMa-pohjaisia hydrogeeleja. GelMa sisaltaa peptidi-

motiiveja, jotka mahdollistavat solujen lisdantymisen ja likkumisen rakenteessa. Kuten

taulukosta 2 ilmenee, gelatiini on lampdtilariippuvaisesti reversiibelisti gelatinoituva.
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Tama palautuminen on hyddyllinen ominaisuus biotulostuksen kannalta, kun tulostetta-
essa lammitettynd materiaalin tulostusominaisuudet paranevat. Jalleen jadhtyessaan

GelMa muodostaa taas vahvan geelin. (10; 29.)

Kuvasta 19 selviaa GelMAn gelatinoitumisen kaytos lampétilariippuvaisena. Siina on ku-
vattuna GelMan liukukertoimen eli liukumoduulin suhde lampétilaan (a) puhtaalla Gel-

Malla seka kun (b) mukana on soluja. (29.)

(3.) Heat (b) Heat
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Kuva 19. GelMan gelatoituminen 1ampétilan funktiona. G* = leikkaus joustavuus ja G = havid
moduuli. Kohdassa a) mittaus on suoritettu ilman soluja ja b) kohdassa soluina ovat
fibroblastit. (29.)

Biotulostuksen kannalta on saavutettu myds hyodyllinen ominaisuus lisaamalla metakry-
loyyli-substituenttiryhmia gelatiiniin, jolloin gelatiinista on saatu valon avulla ristisidostet-
tavaa. Talloin biotulostuksessa voidaan valolla maarittaa tarkasti, missa vaiheessa itse
tulostusprosessia halutaan, etta materiaaliin muodostuu valon vaikutuksesta ristisidok-
sia. (29.)

Itse biomateriaalivalinta vaikuttaa hydrogeelin ominaisuuksiin, mutta myds silla on suuri
merkitys, kuinka hydrogeeli on ristisilloitettu. Ristisidoksia voi olla sek& palautuvia etta
palautumattomia. Nama voivat olla esimerkiksi lampdtilariippuvaisia, tai niitd voidaan

muodostaa valoreaktioilla. (29; 36, s. 5, 18.)
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Itsekorjautuvat hydrogeelit antavat soluille ja 3D-biotulostukselle hyvan pohjan, kun ne
mukautuvat mekaanisessa tulostuksessa tapahtuviin muutoksiin. Kun materiaalia tulos-
tetaan, tapahtuu dynaamisia muutoksia, joiden aikana purkautuu ja muodostuu sidoksia.
Tallaisia palautuvia ristisidoksia nahdaan kuvasta 20, ja ne ovat hydrogeelien toimivuu-
den kannalta olennaisia. Myds useamman eri sidostavan yhdistamiselld voidaan paran-

taa biomusteen ominaisuuksia. (29; 36, s. 6, 13.)

Itsekorjautuvan hydrogeelin itsekorjausmekanismit voidaan jakaa kahteen osaan kuten
kuvassa 20, kemiallisiin kovalenttisiin ristisidoksiin ja fysikaalisiin ei-kovalenttisiin risti-
sidoksiin. Kemiallisiin kovalenttisiin ristisidoksiin lukeutuvat muun muassa disulfidisidok-
set ja imiinisidokset. Esimerkiksi dynaamisia kovalenttisia imiinisidoksia on kaytetty na-
nokomposiittibiomusteessa palautuvina sidoksina, nanopartikkelien ja polysakkaridien
valissa. Ne lisasivat mekaanista vakautta verrattuna ioniristisilloitukseen. Fysikaalisiin ei-
kovalenttisiin ristisidoksiin puolestaan lukeutuvat muun muassa 1r-1-sidokset, vetysidok-
set, hydrofobiset vuorovaikutukset ja ionisidokset. Hydrogeelien itsekorjautuvuus lisda
soluelavyytta. (36, s. 7 — 12; 29.)
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Kuva 20. Itsekorjautumismekanismeja hydrogeelissa. Hydrogeelien korjausmekanismit tapahtu-
vat kahdella eri ristisidoksien muodostumismekanismilla, joko kemiallisilla kovalenttisilla
tai fysikaalisilla ei-kovalenttisilla ristisidoksilla. (36, s. 9.)

8 Organoidit ja Body-on-Chip-menetelma

Ihmiselimia jaljittelevia organoideja voidaan valmistaa biotulostamalla. Organoidi voi olla
erityiselld mikrofluidistisella alustalla, joka on voitu myds esimerkiksi tulostaa. Tallaisia
Organ-on-Chip-alustoja voidaan suunnitella ja valmistaa erilaisia erilaisiin kayttotarkoi-
tuksiin eri solutyypeille. Nain niilla voidaan ottaa eri solutyyppien erityistarpeet huomioon.
Esimerkkeja tallaisten alustojen suunnitelusta ja rakenteesta on kuvassa 8. Lisaksi ha-
luttaessa pystytdan reaaliaikaisesti muuttamaan ja monitoroimaan virtaavan nesteen ra-

vinnepitoisuuksia, pH:ta, kasvatusmediumia jne. Myos nestevirtaukset ja sen soluihin
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kohdistama mekaaninen stimulointi, paine, virtaus seka nesteen viskositeetti, vaikuttavat

soluihin toisin kuin 2D-soluviljelyssa. (2.)

Biotulostus tuo myo6s uudenlaisia haasteita, esimerkiksi solujen aineenvaihdunnan te-
hokkaan takaamisen osalta. Tulostetun kappaleen kokoluokan kasvaessa myos solut
tulostetun kudoksen sisalla keskiosissa tarvitsevat ravinteet, hapen ja kuona-aineen
poiston jne. toimiakseen normaalisti. Diffuusiolla naiden varastoitumista tapahtuu vain

noin muutaman sadan mikronin paksuudelta. (1, s. 219.)

Tahan haasteeseen on vastattu biotulostamalla normaalikudoksen verisuonitusta vas-
taava ja verenkiertoa jaljitteleva kanavointi mukaan sisalle tulostettavaan kudokseen,
kuten kuvassa 21. Taman vaskulaarimallin toteuttamiseksi voidaan kayttaa erilaisia tu-
lostusmenetelmia. Kappaleen sisdan voidaan esimerkiksi tulostaa rakenteen sekaan
mydhemmin poistettava erityinen tdhan tarkoitukseen suunniteltu biomuste (sacrificial
ink). Se voi olla esimerkiksi agaroosipohjainen, ja se tulostetaan kanaviston paikalle,
joka on tarkoitus valmistaa. Sen poisto voidaan tehda jalkikateen esimerkiksi liuottimella.
Voidaan kayttda myos materiaalia, joka muuttuu nesteeksi toisessa lampdtilassa, ja se
voidaan poistaa lampétilaa vaihdettaessa, jattaen jaljelle kanavan. Tallaisia uhrattavia
materiaaleja, jotka voidaan esimerkiksi huuhtoa pois valmiista tulosteesta ja kudoksesta,
voidaan kayttaa kanaviston luontiin. Jaljelle jaa onkalo, joka voi jaljitella ja vastata esi-
merkiksi 3D-mallinnetun kudoksen verisuonitusta. Sitd voidaan kayttda kasvatusme-
diumin kierratykseen pumpulla, ja ravinneliuos takaa keskiosan solujen hapen, ravintei-
den jne. saannin ja solueldvyyden. Tama onkalo voidaan myods halutessa pinnoittaa
ajaen sen lapi perfuusiolla verisuonen seindman endoteelisoluja. Ne voivat kayttaa sita
kasvualustanaan ja vastata kudosmallin verisuoniston endoteelisolukon verhoamaa si-
sakalvoa. (6; 37, s. 2202 — 2203; 36, s. 17; 28, s. 33 — 34.)
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Kuva 21. Yksi tapa kanaviston luomiseksi biotulosteeseen. Kohta 1: tulostetaan halutut kanavat,
esimerkiksi agaroosipohjaisesti. Kohta 2: valetaan biomuste, esimerkiksi hydrogeeli,
joka voidaan ristisidostaa esimerkiksi valolla. Kohta 3: poistetaan alussa tulostettu tuki-
rakenne, jolloin varsinaiseen biotulosterakenteeseen jaa kanavisto. Kohta 4: kanavisto
voidaan halutessa pinnoittaa perfuusiolla esimerkiksi verisuonten endoteelisoluilla. (37,
s. 2203.)

Tallainen Organ-on-Chip-tekniikan elinmalli vastaa paremmin alkuperaista kudosta, kuin
perinteiset soluviljelmat. Se mahdollistaa myds monimutkaisia koejarjestelyita ja mallin
fysiologisten vasteiden seurannan reaaliaikaisesti esimerkiksi erilaisilla sensoreilla ja ku-
vantamisella, kudoksen mallintaessa alkuperdisen kudoksen toimintaa ja mekanismeja.
Organoidia on mahdollista lisdksi samalla stimuloida, esimerkiksi ladkeaineilla mikro-
fluidistiikan avulla. Nain kudoksessa saadaan aikaiseksi vasteita, joita voidaan reaaliai-
kaisesti monitoroida. Naitd elinmalleja voidaan kayttaa tutkimuksessa ja |ladketestauk-
sessa ja esimerkiksi toksikologisissa testauksissa jne. Tama voidaan tehda tavalla, joka
ei onnistu perinteisella 2D-soluviljelylla. Tallaisilla organoideilla ja kudosmalleilla voidaan
saavuttaa tarkemmat tulokset kudoksen ladkevasteiden ja ladkeaineen toksisuuden

osalta, kuin perinteisessa 2D-soluviljelyssa. (2; 19.)

Yhdistelemalla useampia tallaisia organoideja toisiinsa monikudosmalleiksi paastaan
mallintamaan viela paremmin ihmiskehon toimintaa. Tama ihmiskehon mallintaminen

voidaan tehda Body-on-Chip-tekniikalla, jossa useampia organoideja on fluidikiertonsa
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avulla liitetty yhteen kokonaisuudeksi, kuten kuvassa 22. Mikrofluidistiikalla ravinteet,
mahdolliset laakeaineet, aineenvaihduntatuotteet jne. kulkeutuvat kaikille eri orga-
noideille, vastaten lahemmin dynaamista tilannetta, joka vallitsee ihmiskehossa. Mikro-
fluidistiikan ja analytiikan avulla tallaisella monikudosmallinnuksella voidaan tehda myds
merkittvasti enemman erilaisia kokeita, kuin perinteisessa soluviljelyssa. Esimerkiksi
metaboliittien ja erilaisten markkereiden likkumista voidaan seurata. Laaketieteellisessa
tutkimuskentassa yleisesti paljon tehtdvassa sydpatutkimuksessa voidaan mallintaa
myo6s syOpakudosta, sen levidmistd ja vaikutusta ymparistdonsa verenkierron avulla.
(18.)

Contractility Immune
nduction Response

Absorption
of Drugs
Absorption
of Drugs

Oral Drug

Kuva 22. Body-on-Chip-jarjestelman kaavakuva, jossa on yhdistetty eri elinmalleja toisiinsa.
Laakkeenantoa simuloidaan suun ja keuhkojen kautta, ja sen aiheuttamia vasteita tark-
kaillaan organoideissa jotka simuloivat elimist6a ja sen eri osia. Absorbtion jalkeen 1aa-
keaineet vaikuttavat mikrofluidistisen kierron kautta esimerkiksi maksan metaboliaan.
Ne voivat vaikuttaa myds kardioperaisiin lihassoluihin ja immuunivasteeseen, seka mu-
nuaisten toimintaan ja eritykseen. (18.)

Kuvassa 22 on esitettyna tallaisen Body-on-Chip-menetelman toimintaperiaate. Periaa-
tekuvassa eri elimia simuloivat kasvatusalustoilla olevat organoidit reagoivat kasvatetun
kudoksen ominaisuuksien mukaan laakeaineeseen. Kuvassa tarkastellaan suun tai
keuhkojen kautta annettua Iadkeainetta, ja koeasetelmaan mukaan valittujen elimistdn
elinten vastetta ladkeaineeseen. Ruoansulatuskanavan kautta annettu 1d8ke absorboi-
tuu elimistdon, ja tdman jalkeen voidaan mallintaa sen metaboliaa esimerkiksi maksan

organoidimallilla. Taman lisdksi voidaan seurata esimerkiksi immuunivastetta, ja
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esimerkiksi sydanlihaksen toimintaa seka ladkeaineen erittymista elimistostda munuai-
sissa. Tassa periaatteellisessa kaavakuvamallissa voidaan samanaikaisesti seurata
my0Os hengityksen kautta annettavaa ladkitysta. Tama kaikki tapahtuu in vitro -tyyppi-
sesti, mutta ollaan Iahempana in vivo -koeasetelmaa. Samalla pystytaan tarkkailemaan
useita vasteita, esimerkiksi flueresenssimikroskopialla ja erilaisilla reaaliaikaisilla tes-
teilla ja seurannoilla. Organoideja voidaan siis stimuloida ja samalla kontrolloida useita
eri muuttujia koeasetelmassa samanaikaisesti, seuraten lisdksi aiheutuneita vaikutuksia.
(18.)

8.1  Organ-on-Chip-esimerkkitutkimus

Organoideja voidaan tehda hyvin monenlaisia eri tarkoituksiin. Esimerkiksi keuhko-orga-
noidilla, jossa hyédynnetaan joustavaa huokoista kalvoa, voidaan jaljitella hengityksen
rytmiikkaa. Siina on molemmin puolin viljeltyna soluja, ja mikrofluidistiikkaa yhdistettyna
kaasunvaihtoon. Toisella puolella kalvoa jaljitellaan keuhkojen ilmatilaa ja toisella puo-
lella alveoli kapillaarien verenkiertoa. Hengityksen rytmiikka, joka jaa puuttumaan perin-
teisista soluviljelyista, vaikuttaa kineettisiin ominaisuuksiin kokeissa. Tallaisella mallilla
tutkittiin mm. interleukiini-2-sydpalaaketta ja sen huomattiin vaikuttavan keuhkop6hoén
syntyyn. Taman koejarjestelyn keuhkoja jaljittelevilla mekaanisilla ominaisuuksilla huo-
mattiin olevan suuri merkitys nesteen kertymiseen kuten kuvan 23 kohdassa c. Suurilla
interleukiini-2-annoksilla seurasi verisuonivuoto aiheuttaen keuhkopéhén, jonka muo-

dostumisessa koejarjestelyn mekaanisilla voimilla oli huomattava merkitys. (18.)
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Kuva 23. Keuhko-organoidi, jossa on kalvolla soluja molemmin puolin. Sen toisella puolella jalji-
tellddn keuhkojen iimatilaa ja toisella verenkiertoa, ja mallilla voidaan jaljitella keuhkojen
hengitysrytmiikkaa. Kohdassa c on kuvattu, kuinka interleukiini-2 aiheutti keuhkop&hdn,
jossa organoidin mekaanisella toiminnalla oli merkittdva rooli nesteen siirtymisessa.

(18.)
8.2 Body-on-Chip-esimerkkitutkimus

Esimerkkina siitd minkalaisia hyotyja 3D-biotulostamalla valmistettuja organoideja ja nii-
den pohjalta rakennetulla Body-on-Chip-menetelmaa kayttdmalla voi saada, on kuvan
24 syopalaaketutkimus. Siina kolme eri organoidia, keuhko-, maksa- ja sydanorganoidit,

oli biotulostettu ja integroitu fluidikierrolla monikudosmalleiksi. (19.)
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Kuva 24. Kolmen organoidin koejarjestely, jolla testattiin muun muassa bleomysiinin haittavaiku-
tuksia keuhkoille. Kohdassa a ja b on yhdistetty toisiinsa 3D-biotulostetut keuhko-, sy-
dan-, ja maksaorganoidit. Vasemmalla on kaavakuva ja oikealla valokuva koejarjeste-
lystd. Kuvan kohdassa ¢ on kuvat maksa- ja sydanorganoideista ja kaavakuvat alus-
toista seka niiden valmistus materiaaleineen ja valokuvat valmiista Organ-on-Chip-mal-
leista. Kohdassa d on kuvattuna keuhko-organoidin sisdltdamat solut, kaavakuva ja va-
lokuva alustasta seka kuva kudoksesta. (19.)

Tutkimuksessa seurattiin ja tutkittin mm. sydpaladke bleomysiinin haittavaikutuksia
keuhkoille. Sen tiedetaan olevan niille toksinen ja sen on todettu monissa muissakin ko-
keissa aiheuttavan tulehdusta ja keuhkofibroosia, jossa keuhkokudos arpeutuu. Maksa-
ja sydanorganoidien odotettiin pysyvan vahingoittumattomina. Kokeissa saatiin kuitenkin
havainto, joka voitiin saavuttaa ainoastaan tallaista monikudosmallia hyédyntavaa koe-

jarjestelya kayttaen. (19.)

Bleomysiinin ei aikaisemmin tiedetty aiheuttavan kardiotoksisuutta. Keuhko-organoidi al-

koi kuitenkin bleomysiinille altistuttuaan erittaa tulehduksellista interleukiini-1@:aa. Tama

metropolia.fi ﬂfMetropolia



39

puolestaan on kardiotoksista, ja vaikutti haitallisesti sydanorganoidiin. Tata vaikutusta ei
olisi havaittu, mikali olisi testattu bleomysiinin vaikutusta ainoastaan esimerkiksi erikseen
vain keuhko- ja sydanorganoidiin. Keuhko-organoidin interleukiinin tuotanto olisi voinut
jaédda huomaamatta ja silloin sen vaikutus sydanorganoidiin olisi siis jaanyt havaitse-
matta. (19.)

Kuvassa 25 on kuvattuna bleomysiinikokeen koeasetelman tuloksia, ja kolmen eri koe-
asetelman kardioperaisten organoidien syke kokeen yhdeksantena paivana. Kuvan koh-
dista a ja b huomataan, ettd kuolleita soluja on suhteellisen vahan. Sydanorganoidin
rakenne on hieman hajaantunut, kun se on altistunut bleomysiinille. Siten se on samalla
altistunut keuhko-organoidin tulehdustilan kautta myos kardiotoksiselle interleukiini-
1B:lle. Kohdissa c, d ja e on tarkasteltu kardio-organoidin sykkeen toimintaa. Kohdassa
¢ syke on kardioperaisessa organoidissa kontrollikokeessa ilman bleomysiinid normaali.
Kohdassa d koeasetelma on sama kuin kontrolli ¢, mutta organoidit on altistettu bleo-
mysiinille. Kardioperaisten organoidien syke on siina lakannut kokonaan. Kohdassa e on
altistettu pelkka sydanorganoidi bleomysiinille, ja syke sailyi normaalina. Tama viittaa
siihen, ettd toksisuuden ldhde on koeasetelman muissa organoideissa. Tutkimuksessa
keuhko-organoidin havaittiinkin tuottavan kardiosytotoksiseksi tiedettya interleukiini-
1B:aa. (19.)
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Kuva 25. Bleomysiini-syopalaakkeen vaikutus 3D-tulostettuihin keuhko-, maksa-, ja sydanorga-
noideihin Body-on-Chip-koejarjestelyssa. Kohdissa a ja b on kuvattuna organoidit kont-
rollissa ja bleomysiinin vaikutuksessa. Kuvan kohdassa c — e on esitettynd sydanorga-
noidin syke. Kohdan c kontrollissa syke on normaali ja kohdan e bleomysiinin kardioal-
tistuksessa nakyy, ettd 1ddkeaine ei itsessaan lopettanut kardiosolujen syketta. Koh-
dassa d sen sijaan nakyy, ettd sydanorganoidin syke on lakannut kokonaan bleomysii-
nin saadessa keuhko-organoidin tuottamaan tulehduksellista interleukiini-1(3:aa, joka on
kardiotoksinen ja jolle sydanorganoidi altistui mikrofluidistiikan kautta kokeen monielin-
mallinnuksen aikana. (19.)

Tassa esimerkissa on huomionarvoista se, ettad kardiosytotoksiseksi tiedetyn interleu-
kiini-1B:n [6yt6a ei olisi valttamatta tehty ilman monikudosmallinnettua mikrofluidistiikalla
integroitua organoidien yhdistelmaa, jossa jaljitellaan elinten luontaista tilaa ja elinten

yhteistoimintaa ihmiskehossa Body-on-Chip-teknologialla (19).
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9 Yhteenveto ja johtopaatokset

Biokonvergenssin ansiosta on saatu aikaan 3D-biotulostusteknologiaa ja erilaisia bio-
musteita biotulostuskayttoon. Tama on ollut mahdollista eri tieteenhaarojen, tutkimusalo-
jen ja insintoritieteiden yhteistydn ansiosta. Vaikka siihen on matkaa, ettd saataisiin esi-
merkiksi elinsiirteita tulostettua, niin edistysaskeleita on otettu ja 3D-biotulostamalla on
mm. pystytty esimerkiksi nopeuttamaan vaurioituneen ihokudoksen paranemista. Suo-

messa on saatu lapimurto esimerkiksi sarveiskalvon tulostuksessa.

3D-biotulostusteknologioita on kehitetty monia eri tarpeisiin, ja niilla voidaan toteuttaa
erityyppisia kudostulosteita, ja niilld on saavutettu mahdollisuus tulostaa onnistuneesti
luontaisia kasvuymparistdja soluille. 3D-kasvuymparistdon siirtymalla on ollut selkea etu
perinteiseen 2D-soluviljelyyn verrattuna, ja silla voidaan saavuttaa tuloksia, joita ei 2D-
ymparistossa saataisi. Biotulostus on osoittautunut lupaavaksi teknologiaksi, kun on
saatu aikaiseksi elinmalleja ja kudoksia, joita ei aikaisemmin ole pystytty valmistamaan.
Tama saadaan biotulostusteknologialla tehtya myo6s tutkimuksen kannalta tarkealla tois-

tettavuudella.

Biomusteiden kehityksella ja niiden pohjana olevilla uusilla biomateriaaleilla on ollut
tassa teknologian kehityksessa myds erityisen tarkea rooli. Biomusteita on paljon erilai-
sia eri biomateriaaleista, ja niilla voidaan huomioida erityyppisten kudosten tarpeet ja
solujen luontainen elinymparistd. Mitd monipuolisemmin ja tarkemmin pystytaan tulevai-
suudessa jaljentamaan elavan kudoksen ominaisuuksia 3D-biotulostamalla, sitd parem-

min saadaan jaljennettya kudoksen funktionaalisuus.

Biotulostusteknologiaa on voitu hyddyntaa myos esimerkiksi ihmiskehon elinten mallin-
tamisessa organoidien ja Organ-on-Chip-teknologian kehityksessa, ja nailld orga-
noideilla on voitu tehda uudenlaista tutkimusta. Esimerkiksi erdassa tutkimuksessa ih-
miskehon fysiologiaa jaljittelevalla mekaanisella keuhko-organoidimallin toiminnalla oli
merkittdva osuus keuhkopdhdén johtaneiden mekanismien mallintamisessa ja laakeai-
neen mekanismien selvityksessa. Tassa oli merkittava rooli itse Organ-on-Chip-teknolo-

gialla, joka mahdollisti toteutettavan koeasetelman.

Organ-on-Chip-teknologia mahdollistaa myos Body-on-Chip-teknologian kayttamisen,

jolla on voitu saada aikaiseksi esimerkiksi tutkimuksia, joita ei olisi voinut tehda
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perinteisellad soluviljelylla. Esimerkiksi erdassa tutkimuksessa tallaisella monikudosmal-
linnuksella saatiin selvitettyd kolmen eri kudosmallin integroidussa koeasetelmassa yh-
den naista organoideista tuottavan vasteena ladkeaineeseen toiselle organoidille tok-
sista aineenvaihduntatuotetta. Tallaisen tuloksen saaminen edellytti monikudosmallinta-
mista, eika olisi ollut havaittavissa yksittaisten kudosten tutkimuksella. Taman tutkimuk-
sen mahdollisti Body-on-Chip-monikudosmallinnus, johon taas tarvittin mm. 3D-biotu-

lostusta ja Organ-on-Chip-teknologiaa.

Tassa katsauksessa kasiteltyjen, ja muiden vastaavien tutkimusesimerkkien valossa voi-
daan sanoa, etta uudenlaisten 3D-biotulostuksen osaltaan mahdollistamien lahestymis-
tapojen kaytosta esimerkiksi tutkimuksessa on ollut hyotya. 3D-biotulostusteknologia on
ollutkin osaltaan mahdollistamassa Body-on-Chip-teknologian kehittamisen ja kayttami-
sen, ja siitd on etua, kun paastdan mallintamaan esimerkiksi ihmiselimistdon luontaisia
vasteita eri |[dakeaineille. 3D-biotulostus on siis jo lunastanut paikkansa teknologiana,

esimerkiksi tutkimuskentassa.

Tuomiensa etujen ja monipuolisten koeasetelmien suunnittelun mahdollistamisen vuoksi
monikudosmallinnus tulee jatkossa edelleen todennakoisesti lisdantymaan. Nain voi-
daan sulkea jatkossa pois mielekkaalla tavalla esimerkiksi erilaisten ladkeaineiden ai-
heuttamia haittavaikutuksia, ennen kuin ladkkeet paasevat kayttoon potilaille. Tama on
etu ladkeainetestauksessa ja lisda kiinnostusta tdman teknologian kayttéén. 3D-biotu-
lostusteknologian yleistymiselle on siis perusteita, ja voi olettaa, ettd tama suuntaus edel-

leen jatkuu.

Jatkotutkimusaiheita voisi ollakin esimerkiksi kattavan katsauksen tekeminen tulevaisuu-
den tutkimuksen kannalta mielenkiintoiseen Body-on-Chip-teknologiaan, tai laajempi

katsaus biomusteista, jotka ovat taman teknologian ytimessa.
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