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3D-tulostettujen alginaatti-implanttien geometrian
vaikutus nisiinipeptidin vapautumisprofiiliin

Opinnaytety6 suoritettiin Turun ammattikorkeakoululle, ja se oli osa 3D-Cure
projektia. Opinnaytetyossa tutkittiin kolmen eri nisiinia sisaltavan hydrogeeli-
implantin dissoluutiota ja implanttien kolmiulotteisen rakenteen vaikutusta
nisiinipeptidin vapautumiseen. Nisiinin tarkoituksena oli simuloida
pienimolekyylista biologista laakeainetta. Laakeaineiden kontrolloidun
vapautumisen avulla voidaan optimoida laakehoidon tehoa ja mahdollistaa
yksilGllisten hoitoratkaisujen luominen.

Ty6ssa optimoitiin tulostettavan hydrogeelin koostumus. Optimoidulla
hydrogeelilla tulostettiin kolme implanttia: puolipallo, kartio ja tabletti.
Implanteille suoritettiin dissoluutiokokeet vapautuvan nisiinimaaran
selvittdmiseksi. Implantteja liuotettiin viikon ajan ihmiskehoa simuloivissa
olosuhteissa ja naytteita otettiin tietyin valiajoin. Dissoluutionaytteet analysoitiin
micro BCA-menetelmaa kayttaen.

Implantit eivat pysyneet koossa dissoluutiokokeiden aikana, minka vuoksi
geometrian vaikutusta nisiinin vapautumisprofiiliin ei pystytty tarkastelemaan.
Liukenemiskayrien perusteella voidaan paatella, etta nisiinia vapautui
implanteista seka diffuusiolla etta liukenemalla. Viiden vuorokauden
tarkastelujakson aikana puolipallojen vapautumisprosentit jaivat alle 85 %.
Kartiot ja tabletit saavuttivat 100 % vapautumisen.
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Effect of geometry of 3D printed alginate implants on
release profile of nisin

The thesis was commissioned by Turku University of Applied Sciences, and it
was part of the 3D-Cure project. The thesis investigated the dissolution of three
different hydrogel implants containing nisin and the effect of the three-
dimensional structure of the implants on the release of nisin. The purpose of
nisin was to simulate a small molecule biological drug. Controlled release of
drugs can optimize the effectiveness of drug therapy and allow the creation of
personalized treatment solutions.

The project involved optimizing the composition of the hydrogel to be printed.
The optimized hydrogel was used to print three implants: a hemisphere, a cone
and a tablet. Dissolution tests were performed to determine the amount of nisin
released from the implants. The implants were dissolved for one week under
conditions simulating the human body and sampled at regular intervals.
Dissolution samples were analyzed using the micro BCA method.

The implants degraded during the dissolution tests, so the effect of geometry on
the nisin release profile could not be examined. The dissolution curves suggest
that nisin was released from the implants by both diffusion and dissolving.
During the five-day observation period the release rates of hemispheres
remained below 85%. Cones and tablets achieved 100% release.

Keywords:

3D printing, dissolution, nisin, hydrogels, release profile, cross-linking, protein
concentration
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Kaytetyt lyhenteet

Amfifiilinen

BCA

Biomuste

Diffuusio

In vitro/vivo

Amfifilisessa yhdisteessa on seka vesiliukoinen
(hydrofiilinen), etta rasvaliukoinen (hydrofobinen) osa
(Tieteen termipankki 2025a).

Bisinkoniinihappo kokonaisproteiinin maaritys. (engl.
bicinchoninic acid assay)

Biomusteet ovat yleensa hydrogeeleja, jotka pystytaan
tulostamaan ja jotka kykenevat pitamaan tulostetun
rakenteen (Golebiowska ym. 2019).

Diffuusiossa aineet liikkkuvat suuremmasta pitoisuudesta
pienempaan, kunnes pitoisuusero on tasoitettu.
Diffuusio tapahtuu itsestaan, eika siihen tarvita
ulkopuolista energiaa. (Solunetti 2006.)

In vitro tarkoittaa koeolosuhteita, jotka tapahtuvat
elimiston, elion tai muun luonnollisen ympariston
ulkopuolella. Normaalisti tapahtuva reaktio toteutetaan
esimerkiksi koeputkessa. In vivo puolestaan tarkoittaa
koetta, joka tapahtuu elavassa elimistossa, solussa,
kudoksessa tai muussa luonnollisessa biologisessa
ymparistossa. (Tieteen termipankki 2025b; Tieteen
termipankki 2025c.)



1 Johdanto

Laakeaineiden hallittu vapautuminen on keskeinen tutkimusalue
biolaaketieteessa, silla sen avulla voidaan tuottaa henkilokohtaisia ratkaisuja ja
optimoida ladkehoidon tehoa. Opinnaytetyon aiheena on nisiinin
vapautumisprofiilin tutkiminen 3D-tulostettujen hydrogeelikappaleiden avulla.
Nisiini on luonnollinen antimikrobinen peptidi, jota hydédynnetaan laajasti
elintarvike ja biolaaketieteellisissa sovelluksissa sen tehokkaan antibakteerisen
aktiivisuuden ansiosta. Opinnaytetyon tavoitteena on selvittaa 3D-tulostetun
hydrogeelin geometrisen muodon vaikutusta vapautuvan nisiinin maaraan. Tyo

toteutettiin Turun ammattikorkeakoululle osana 3D-Cure projektia.

Aiheen valinta perustuu 3D-tulostuksen kasvavaan merkitykseen
laaketieteessa, seka personoidun laakehoidon tarpeeseen. 3D-tulostuksen
avulla voidaan suunnitella ja valmistaa rakenteita, joiden avulla |adkeaineen
vapautumista voidaan optimoida halutulla tavalla. Biomateriaalien ja 3D-
tulostuksen yhdistaminen Iaaketieteellisiin sovelluksiin on nopeasti kehittyva ala
ja tama tutkimus tarjoaa lisaa tietoa 3D-tulostettujen hydrogeelien kaytosta

laakeaineiden hallitussa vapautumisessa.

Hydrogeelit ovat lupaavia ladkeannostelun valineita niiden korkean
vesipitoisuuden ja bioyhteensopivuuden ansiosta. Hydrogeelikappaleet
suunniteltiin simuloimaan ladkeimplantteja, joiden kehityksessa on keskeista
ymmartaa materiaalin rakenteen ja muodon vaikutus vaikuttavan aineen
vapautumiseen. Tama tieto on olennaista erityisesti silloin, kun tavoitteena on

saavuttaa pitkakestoinen ja tasainen ladkeaineen vapautuminen.

Tassa tutkimuksessa keskitytaan nisiinin vapautumisnopeuden analysointiin ja
sen riippuvuuteen hydrogeelikappaleiden muodosta. Kolme erilaista muotoa —
tabletti, kartio ja puolipallo — valittiin tarkasteltavaksi. Hypoteesina oli, etta
kappaleen pinta-ala vaikuttaa laakeaineen diffuusionopeuteen. Suuremman
pinta-alan omaava kappale pystyy vapauttamaan enemman nisiinia

nopeammin.
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2 Nisiini

Tydssa nisiinia kaytettiin pienmolekyylildaaketta simuloivana aineena hydrogeeli-
implanteissa. Kaytetty nisiini oli ultrapuhdasta nisiini A:ta, jotta valtyttiin muissa
kaupallisissa nisiinivalmisteissa esiintyvilta sivutuotteilta. Nisiini on lisaksi
vesiliukoinen ja sen analysointi onnistuu BCA-menetelmalla, mika mahdollistaa

implanteista vapautuneen nisiinin maaran tarkastelun.

Nisiinit ovat rakenteeltaan ja toiminnaltaan samankaltaisten antimikrobisten
polypeptidien ryhma, joita tuotetaan kaymisprosessin avulla Lactococcus lactis -
bakteerissa. Nisiini toimii yleisnimena eri variantille, jotka eroavat toisistaan
hieman aminohapposekvensseiltaan ja rakenteiltaan, mika voi vaikuttaa myos
niiden antimikrobisiin ominaisuuksiin. Tahan mennessa on tunnistettu 12 nisiinin
luonnollista muunnosta. (FAO 2013; Chan ym. 2023.) Tarkein tuotettu
polypeptidi on Nisiini A (Kuva 1). Nisiinia tuotetaan fermentoimalla steriilissa
valiaineessa, joka sisaltaa rasvatonta maitojauhetta tai muita maidottomia

vaihtoehtoja, kuten hiivaa ja hiilihydraattien kuiva-ainesta. (FAO 2013.)

16
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Kuva 1. Nisin A rakenne (Kamal ym. 2022).

Kun kayminen on paattynyt, nisiini konsentroidaan ja puhdistetaan kayttamalla
tekniikoita kuten steriilia injektiota, kalvosuodatusta, happamoittamista,

suolasaostusta, ultrasuodatusta tai sumutuskuivatusta. Puhdistettu nisiini
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sekoitetaan sitten natriumkloridiin, jotta saavutetaan haluttu aktiivisuustaso.
(FAO 2013.)

Nisiini liukenee parhaiten happamissa ymparistoissa ja nisiinin liukoisuus
vahenee pH:n noustessa. Nisiinin liukoisuus pH 2,2:ssa on 56 000 mg/l, kun
taas pH:ssa seitseman se laskee jo 1 000 mg/l:ssa. Elintarvikesailytyksessa
tarvittava nisiinipitoisuus harvemmin ylittaa yli 50 mg/ml, joten liukoisuus on
harvoin rajoittava tekija nisiinin kanssa toimittaessa elintarviketeollisuudessa.
(Williams & Delves-Broughton 2003.) Kokeellisessa osuudessa nisiinin
liukoisuus muodostui haasteeksi. Nisiinia yritettiin ensin liuottaa neutraalissa
pH:ssa, joka vastaa paremmin ihmiskehon olosuhteita. Nisiinin liukoisuus jai
kuitenkin alhaiseksi, minka takia hydrogeelin valmistusprosessia jouduttiin
muokkaamaan. Tavoitteena oli saada implanteista vapautumaan vahintaan

2 ug/ml nisiinia, jotta se olisi analysoitavissa micro BCA-menetelmalla.

Kaupallinen nisiinivalmiste on erittain stabiili ja sailyttaa aktiivisuutensa
vahintaan kaksi vuotta, kun se sailytetdan kuivassa, valolta suojatussa tilassa
alle 25 °C:ssa (Williams & Delves-Broughton 2003). Nisiini kestaa kuumuutta

happamissa ymparistdissa pH 3:een asti. (FAO 2013).

Kaupallisesti nisiinia myydaan useimmiten valmisteena, joka sisaltaa 2,5 m-%
nisiinia ja yli 50 m-% natriumkloridia. Muita ainesosia ovat lisdksi maitojauhe ja
kaymisen sivutuotteet kuten proteiinit ja hiilihydraatit. (FAO 2013.) Nisiinia on
saatavilla myds ultrapuhtaana versiona, joka sisaltda 95 % nisiinia (Handary
2025). Sivutuotteet saattavat aiheuttaa sameaa suspensiota vedessa, mutta ne
eivat vaikuta nisiinin tehokkuuteen (Williams & Delves-Broughton 2003). Nisiinin
aktiivisuus mitataan kansainvalisina yksikkdina (international unit, IU), joissa

1 IU vastaa 0,025 pg nisiinia (FAO 2013). Nisiinin aktiivisuus perustuu
maaritelmaan, jossa sen maara ilmaistaan pitoisuutena, joka tarvitaan
estamaan yhden Streptococcus agalactia- solun kasvu yhdessa millilitrassa

kasvatusmediumia (Williams & Delves-Broughton 2003).
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2.1 Nisiinin toiminta

Vaikka nisiinivariantteja on monenlaisia, ne kaikki kuuluvat
bakteriosiiniperheeseen eli pieniin mikrobilaakepeptideihin, joita esiintyy
luonnostaan. Bakteriosiinit, kuten nisiini, auttavat estamaan bakteerien, sienten
ja joidenkin loisten kasvua erityisesti, kun saatavilla on rajoitetusti ravinteita.
(Chan ym. 2023.)

Nisiini on erittain tehokas hyvin alhaisissa pitoisuuksissa, ja silla on vahva
aktiivisuus monia grampositiivisia bakteereja, myods merkittavia
elintarvikepatogeeneja ja antibiooteille vastustuskykyisia kantoja vastaan. Sen
vaikutuksia gramnegatiivisiin bakteereihin ei kuitenkaan tunneta yhta hyvin.
Nisiinin teho gramnegatiivisia bakteereja vastaan on rajallinen, ellei sita

yhdisteta muihin aineisiin. (Chan ym. 2023.)

Vaikka monissa tutkimuksissa on tutkittu nisiinin antibakteerista mekanismia, se
on edelleen vain osittain ymmarretty. Yleisimmin hyvaksytyn teorian mukaan
nisiini toimii kationisen pinta-aktiivisen aineen tavoin hyddyntaen amfifiilista
rakennettaan hairitakseen bakteerien solukalvojen muodostumista. Nisiini siis
tuottaa reikia bakteerien solukalvoon estaen nain niiden toiminnan. (Chan ym.
2023.)

2.2 Nisiinin analyysimenetelmat

Agardiffuusiomaaritys on yleisimmin kaytetty menetelma nisiinin
analysoimiseksi elintarvikenaytteista. Talla menetelmalla voidaan mitata
antimikrobista aktiivisuutta tiettyja indikaattoribakteerikantoja vastaan. Talla
menetelmalla on kuitenkin useita rajoituksia, kuten testattavan organismin
valinta, kaymisliemen tai elintarvikeuutteiden sisaltamien aineiden mahdolliset
hairidt, naytteiden alhaisen pH:n vaikutus seka agarin pitoisuuden ja syvyyden
vaihtelut. (Soliman & Donkor 2010.)

Nisiinia voidaan analysoida myos kayttamalla immunomaarityksia ja

biomaarityksia. Immunomaaritykset ovat erittain herkkia pienille pitoisuuksille.
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Tasta huolimatta ne eivat ole taysin luotettavia, koska ne voivat aiheuttaa
ristireaktioita rakenteellisesti samankaltaisten yhdisteiden kanssa.
Bioanalyyseilla on puolestaan useita haittoja, kuten pitkat analyysiajat, vaativa
naytteen valmistus ja haasteet useiden naytteiden samanaikaisessa
kasittelyssa. Lisaksi bioanalyysien spesifisyys ja herkkyys ovat usein alhaisia.
Nisiini maarityksiin on viime aikoina kaytetty myos entsyymivalitteista
immunosorbenttimaaritysta (ELISA). Menetelman herkkyys ja tarkkuus ovat
korkeat, yleensa muutaman prosentin luokkaa. ELISA pystyy kuitenkin
havaitsemaan seka aktiivisen etta inaktiivisen nisiinin, minka vuoksi se ei

sovellu aktiivisuuteen perustuviin maarityksiin. (Soliman & Donkor 2010.)

Nisiinin pitoisuus voidaan my0s maarittaa kayttamalla korkean suorituskyvyn
nestekromatografiaa (HPLC). Tassa menetelmassa nisiinia sisaltava
nestemainen nayte analysoidaan kayttamalla hydrofobista C18 kapeapohjaista
HPLC-kolonnia, ja gradienttieluutiota. Nisiinin pitoisuus maaritetaan mittaamalla
kromatogrammin piikin pinta-ala ja vertaamalla sita standardivalmisteeseen.
Tama menetelma mahdollistaa tarkan kvantifioinnin, jonka havaitsemisraja on
noin 10 mg/l. (Williams & Delves-Broughton 2003).

BCA on kolorimetrinen menetelma, jota kaytetaan kokonaisproteiinipitoisuuden
maarittamiseen. Tama menetelma on yhteensopiva amfifiilisten molekyylien
kanssa ja perustuu bikinokiinihappokemiaan (BCA). Menetelma toimii Biuret-
reaktiolla pelkistamalla kupari-ioneja (Cu?* -> Cu*) emaksisessa ymparistossa.
Syntyvat kupari-ionit (Cu*) muodostavat BCA:n kanssa violetinvarisen
kompleksin. Tama kompleksi absorboi valoa 562 nm:ssa. Valon absorbaatio on
melkein lineaarinen proteiinikonsentraation suhteen. Reaktion herkkyys riippuu
proteiinin rakenteesta, peptidisidoksista ja tiettyjen aminohappojen

esiintymisesta. (Thermo Fisher Scientific Inc 2025.)

2.3 Nisiinin kaytto

Alun perin nisiinia kaytettiin elintarvikkeiden sailontaan sen vahvojen

antibakteeristen ominaisuuksien ja turvallisuuden vuoksi. Viime vuosikymmenen
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aikana noin 37 % nisiinia koskevasta julkaistusta tutkimuksesta on kuitenkin
keskittynyt bioladaketieteellisiin sovelluksiin, kun taas vain 29 % on omistettu sen

kaytolle elintarviketeollisuudessa. (Chan ym. 2023.)

Nisiinia kaytetaan yleisesti sailontaaineena maitotuotteissa, sailykkeissa,
kasviproteiineissa, suolakurkuissa ja pikkeldidyssa lihassa. Viime aikoina sen
sovellukset ovat laajentuneet elintarviketeollisuuden lisaksi biolaaketieteeseen.
Antimikrobisten ominaisuuksiensa, amfifillisen luonteensa, vahaisen
myrkyllisyytensa ja stabiilisuutensa vuoksi nisiinia on tutkittu kaytettavaksi
systeemisten infektioiden hoidossa, sydpahoidossa, bio-nanomateriaaleissa,
elintarvikepakkauksissa, elainladketieteessa, naisten terveydessa, ehkaisyssa
ja ihonhoidossa. Viimeaikaisissa tutkimuksissa on selvitetty nisiinin potentiaalia
hammaslaaketieteellisten ongelmien ratkaisemisessa palauttamalla suun

mikrobiologinen tasapaino. (Chan ym. 2023.)

Tutkijat ovat tunnistaneet ja tutkineet seka luonnollisia etta geneettisesti
muunnettuja nisiinivariantteja, joilla kullakin on ainutlaatuisia
mikrobilaakeominaisuuksia, mitka soveltuvat eri tarkoituksiin. Nisiini on
osoittanut tehokkaita antibakteerisia vaikutuksia seka in vivo etta in vitro
tutkimuksissa ja se on osoittanut hyvaa bioturvallisuutta, bioyhteensopivuutta ja
kykya toimia vuorovaikutuksessa bakteerien solukalvojen kanssa. Joidenkin
tutkimusten mukaan nisiinilla on myds anti-biofilmiominaisuuksia, jotka voivat
estaa bakteerien ja jopa kasvainten kasvua. Lisaksi sitd on yhdistetty
perinteisiin Iaakkeisiin ja biologisiin materiaaleihin, kuten nanorakenteisiin ja
biofilmeihin, sen vaikutusten tehostamiseksi ja optimoimiseksi. (Chan ym.
2023.)

Talla hetkella suuri osa tutkimuksesta keskittyy nisiinia sisaltaviin
materiaaleihin, mika korostaa sen mahdollisuuksia vahentaa antibioottien
kayttda, minimoida sivuvaikutuksia ja torjua antibioottiresistenssia kliinisissa
ymparistoissa. Tulevaisuudessa nisiinin ja muiden hoitomuotojen uudet

yhdistelmat voivat johtaa innovatiivisiin sovelluksiin. (Chan ym. 2023.)
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3 Hydrogeelit

Hydrogeelit ovat kolmiulotteisia, ristisilloitettuja hydrofiilisia polymeerien
verkostoja, jotka voivat imea itseensa runsaasti nestetta samalla kuitenkin
sailyttden rakenteensa (Kuva 2). Hydrogeelien kolmiulotteisessa rakenteessa
hydrofiiliset polymeerit linkittyvat toisiinsa verkkomaisesti. Taman
verkkorakenteensa ansiosta hydrogeelit voivat paisua imemalla suuria maaria
nesteita sailyttaen rakenteensa. Hydrogeelien valmistuksessa polysakkarideilla
on useita etuja synteettisiin polymeereihin verrattuna. Vaikka luonnollisilla
polysakkarideilla on rajoituksia prosessoinnissa ja reaktiivisuudessa, voidaan
niita kayttaa modifioinnin jalkeen (ristisilloitus, sekoitus). Polysakkaridit, kuten
natriumalginaatti, ovat erityinen kiinnostuksenkohde niiden biologisen
yhteensopivuuden ja biologisen hajoavuutensa ansiosta. (Abasalizadeh ym.
2020.)

Molekyyli ja atomi mittakaava
Makroskooppinen mittakaava Ei-huokolnen rakenns Verkko mittakaava polymeerin ja Liskkeen valiset
amEe vuorovaikutukset

Geelin koko
-

Sidos

- -

"\ Laakeaine

1mm 1pm 1nm }

Kuva 2. Hydrogeelien rakenne (muokattu Li & Mooney 2016).
Makroskooppisella tasolla hydrogeelien rakenteet voivat olla joko ei-huokoisia

tai huokoisia. Huokosten koko voi vaihdella 10-500 ym valilla. Kuvassa 2

nahdaan, etta mikroskooppisella tasolla polymeerimolekyylien valinen etaisyys
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toisistaan on saadettavissa ja vaihtelee tyypillisesti noin 5—100 nm:n valilla.
Molekyyli tai atomitasolla |aakkeet voivat olla vuorovaikutuksessa
polymeeriverkoston kanssa eri mekanismeilla. Yksi esimerkki on Kuvassa 2
esitetty kovalenttisen sidoksen muodostuminen laakkeen ja polymeeriketjun
valille. (Li & Mooney 2016.)

2D- ja 3D-kudosteknologiassa hydrogeelien kaytto on yleista. Hydrogeelien
saadettavissa olevat mekaaniset ominaisuudet, hallittu hajoaminen ja kyky
funktionalisoitua tekevat niista ihanteellisia jaljittelemaan natiivia solunulkoista
matriisia (ECM). Injektoitavat hydrogeelit ovat paljon tutkittuja ja tarkeita
kliinisessa kaytossa. Injektoitavien hydrogeelien on kyettava virtaamaan
kohtalaisessa paineessa, muodostamaan nopeasti geeli ja sailyttamaan
rakenteellinen eheys valmistuksen jalkeen. Kun injektoitavia hydrogeeleja
kaytetaan biomusteina, ne yhdistetaan soluihin tai muihin biokemiallisiin
komponentteihin, kuten ECM-molekyyleihin. Ominaisuuksiltaan ihanteellisten
hydrogeelien kehittaminen biomusteina kaytettaviksi on edelleen merkittava
haaste, silla vain harvat hydrogeelit tayttavat tarvittavat vaatimukset.
(Guvendiren ym. 2017.)

3D-biotulostuksessa yleisesti kaytetyt hydrogeelit ovat peraisin joko
luonnollisista polymeereista, kuten alginaatista, gelatiinista, selluloosasta ynna
muusta tai synteettisistd polymeereista, kuten polyuretaanista ja
poly(etyleeniglykolista). Ne voivat olla myds synteettisten ja luonnollisten
polymeerien sekoituksia. Naiden hydrogeelien geeliytymisprosessia ja
fysikaaliskemiallisia ominaisuuksia voidaan saataa kemiallisin, fysikaalisin tai
entsymaattisin keinoin tai hyodyntamalla herkkyytta lampatilalle tai pH:lle.
(Guvendiren ym. 2017.)

Monikerroksisten rakenteiden aikaansaamiseksi tarvitaan yleensa suuria
polymeeripitoisuuksia. Tiheat hydrogeelirakenteet voivat kuitenkin vaikuttaa
negatiivisesti solujen kapseloitumiseen rajoittamalla ravinteiden ja
aineenvaihdunnan tuotteiden kulkeutumista, rajoittamalla rakenteen
uudelleenmuodostumista ja estamalla tulostetun rakenteen toiminnallista

integroitumista. (Guvendiren ym. 2017.)
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3.1 Alginaatti

Alginaatti on vesiliukoinen lineaarinen polysakkaridi, joka koostuu
epasaanndllisista B-D-mannuronihappolohkoista (M), seka 1—4-sidoksisesta a-
L-guluronihappo (G) jaamista (kuva 3). Alginaatin rakenne koostuu
homogeenisista lohkoista, joissa on perakkain vain M tai G lohkoja (poly-M,
poly-G) tai sekalohkoista (MG). Naiden lohkojen jarjestys aiheuttaa erilaisia
geometrioita G-lohkossa, M-lohkossa ja vuorottelevilla alueilla. Alginaatin
geelilujuus riippuu G-lohkojen osuudesta, seka polymeerin molekyylipainosta.
Vaikka algiinihappo itsessaan ei liukene veteen tai orgaanisiin liuottimiin, sen
monovalenttiset suolamuodot ovat vesiliukoisia ja muodostavat stabiileja
liuoksia. pH:n laskeminen alle pKa- alueen 3,38-3,65 johtaa kuitenkin alginaatin
saostumiseen. Liukoisuuteen vaikuttavat myo6s ionivahvuus ja hyytel6ivien

ionien lasnaolo. (Abasalizadeh ym. 2020.)
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Kuva 3. Alginaatin kemiallinen rakenne (Paques ym. 2014).

Alginaatteja uutetaan ruskolevien soluseinista seka tietyista bakteereista. Naista
lahteista voidaan saada alginaattia jopa 40 % kuivapainosta. Termi alginaatti
viittaa algiinihappoon ja sen johdannaisiin, myos suoloihin. Alginaatin
uuttaminen aloitetaan kasittelemalla levaa laimealla suolahapolla. Taman
jalkeen suodatettuun uutteeseen lisataan natriumkloridia tai kalsiumkloridia,

jolloin natrium- tai kalsiumalginaattikuidut saostuvat. Naita kasitellaan edelleen
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happokasittelyn puhdistuksen ja lyofilisoinnin avulla, jolloin saadaan

natriumalginaattijauhetta. (Abasalizadeh ym. 2020.)

Alginaattia on kaupallisesti saatavilla eri koostumuksissa, molekyylipainoissa ja
M- ja G-lohkon rakenteiden jakaumina. Nama kaikki vaikuttavat alginaatin
fysikaaliskemiallisiin ominaisuuksiin, kuten viskositeettiin, nesteesta geeliksi
muuttumiseen ja veden imeytymiseen. Alginaattiliuosten viskositeetti on pH
rippuvainen: pH:n laskiessa viskositeetti kasvaa, mika johtuu alginaattirungon
karboksyyliryhmien protonoitumisesta, mika johtaa vetysidosten

muodostumiseen. (Abasalizadeh ym. 2020.)

Kaupallisissa tuotteissa alginaatin molekyylipaino on yleensa 33 000-400 000
g/mol. Suuremman molekyylipainon omaava alginaatti johtaa viskoosisempiin
liuoksiin ja voi vaikuttaa merkittavasti sen muodostamien geelien fysikaalisiin
ominaisuuksiin. Vaikka yksiarvoiset alginaattisuolat ja -esterit ovat vesiliukoisia,
itse algiinihappo on liukenematon seka veteen etta orgaanisiin liuottimiin.
(Abasalizadeh ym. 2020.)

Alginaatin kayttaytyminen alhaisessa pH:ssa riippuu sen rakenteesta: poly-M-
tai poly-G-alginaatit saostuvat, kun taas MG-lohkojen vuorotteleva rakenne
pysyy liukoisessa tilassa. Naiden ainutlaatuisten ominaisuuksiensa ansiosta
alginaatti on arvokas elintarvike- ja |laaketeollisuudessa, jossa sita kaytetaan
suspensioiden ja emulsioiden stabilointiaineena, sakeuttamisaineena ja
viskositeetin lisdajana. Sen kyky siirtya neste- ja geelitilojen vailla mahdollistaa
puolikiinteiden tai kiinteiden rakenteiden muodostamisen. (Abasalizadeh ym.
2020.)

Alginaatin geeliytyminen tapahtuu hellavaraisissa olosuhteissa kayttaen
myrkyttdmia aineita. Tassa prosessissa gluronihappoyksikdiden natriumionit
korvataan kaksiarvoisilla kationeilla, kuten Ca?*:lla, jotka ristisilloittavat
polymeeriketjut "munakennomallin” avulla (kuva 4). Vaihtoehtoisesti
geeliytyminen voidaan saavuttaa laskemalla pH-arvo alle alginaattimonomeerin
pKa:n, tyypillisesti kayttamalla esimerkiksi d-glukonolaktonia. (Abasalizadeh ym.
2020.)
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Kuva 4. Alginaattigeelin muodostuminen kalsiumioni ristisilloituksella (Paques
ym. 2014).

Geeliytymisnopeus on keskeinen tekija prosessin hallinnassa, silla hitaampi
geeliytyminen takaa paremman mekaanisen eheyden ja tasaisemmat
geelirakenteet. Kalsiumkationien tiedetaan auttavan nopeaa ja hallitsematonta
alginaatin geeliytymista. Karboksylaatti- ja fosfaattiryhmat voivat kuitenkin
kilpailla kalsiumionien kanssa hidastaen geeliytymisprosessia. Kalsiumkloridi,
joka on ensisijainen kalsiumionien lahde, johtaa nopeaan ja hallitsemattomaan
geeliytymiseen, kun taas huonommin liukenevat kalsiumlahteet, kuten
kalsiumsulfaatti ja kalsiumkarbonaatti, hidastavat geelin muodostumista. Myos
lampatila vaikuttaa geeliytymisnopeuteen, silla alhaisemmat lampatilat

vahentavat kalsiumionien reaktiivisuutta. (Abasalizadeh ym. 2020.)

Alginaatin M/G-suhde on toinen kriittinen tekija, joka vaikuttaa sen
fysikaaliskemiallisiin ominaisuuksiin. Tama suhde vaihtelee eri ruskolevalajien
valilla ja jopa saman kasvin osien sisalla. G-lohkot ovat taipuneita tai
vaaristyneita, kun taas M-lohkoilla on nauhamainen rakenne. Ainoastaan G-
lohkot osallistuvat molekyylien valiseen ristisilloittumiseen kaksiarvoisten
kationien, kuten Ca?*:n kanssa muodostaen timantinmuotoisia onkaloita, joihin
Ca?*-ionit mahtuvat. Runsaasti G-lohkoja sisaltavat alginaattigeelit ovat jaykkia,
mekaanisesti vakaita ja huokoisia, ja niiden kutistuminen on minimaalista

geeliytymisen aikana. Niissa ei myoskaan ole merkittavaa turpoamista
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kuivauksen jalkeen. Enemman M-lohkoja sisaltavat alginaattigeelit ovat

puolestaan pehmeampia ja joustavampia. (Abasalizadeh ym. 2020.)

Kaupallisesti alginaatti on usein saatavana natriumalginaattijauheena.
Uuttoprosessi on suoraviivainen ja se aloitetaan yleensa laimealla
mineraalihapolla kuivattujen levien kasittelemiseksi. Syntynyt algiinihappo
muunnetaan vesiliukoiseksi natriumalginaatiksi natriumkarbonaatin avulla, joka
voidaan sitten muuntaa muihin muotoihin tarpeen mukaan. Natriumalginaatti on
suosittu hyyteldimisaine mm. elintarviketeollisuudessa.
Natriumalginaattihydrogeelit ovat hyodyllisia bioaktiivisten molekyylien
kontrolloidun vapautumisen kannalta ja natriumalginaattia kaytetaankin paljon

kudosteknologiassa. (Abasalizadeh ym. 2020.)

3.2 Ristisilloitus

TyOssa tulostettavat hydrogeelikappaleet tulee ristisilloittaa, jotta niita voidaan
kasitella. llman ristisilloittamista hydrogeelikappaleet eivat ole tarpeeksi vahvoja
likutettavaksi. 3 % alginaattigeeli ei mydskaan yksinaan ole riittavan vahvaa
sailyttdadkseen muotonsa tulostuksen aikana. Geelin rakenteen vahvistamiseksi
se on esiristisilloitettava jo geelin valmistusvaiheessa lisaamalla siihen
kalsiumkloridia, jotta tietty maara karboksyyliryhmista saadaan ristisilloitettua.

TyOssa ristisilloitukseen kaytettiin ioniristisilloitusta kalsiumkloridin avulla.

Hydrogeelimusteen suunnittelussa luodaan polymeeriliuos, joka muodostaa
verkoston valittdomasti tulostuksen jalkeen joko fysikaalisen tai kemiallisen
ristisilloittumisen avulla. Ristisilloittuminen voi kaynnistya ulkoisten arsykkeiden
kuten valon, lampétilan tai ionikonsentraation vaikutuksesta. Fysikaalisesti
ristisilloitetut hydrogeelit ovat edullisia, koska niissa valtetaan kemiallisten
aineiden kayttda ja vahennetaan nain myrkyllisyytta. Ne ovat kuitenkin
mekaanisesti vahemman kestavia kuin kemiallisesti ristisilloitetut hydrogeelit,
jotka muodostavat kovalenttisia sidoksia. Kemiallisesti ristisilloitetut hydrogeelit
ovat mekaanisesti vakaampia, mutta ne ovat alttiita merkittavammille tilavuuden

muutoksille. (Guvendiren ym. 2017.)
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Alginaattihydrogeeleja voidaan ristisilloittaa eri menetelmilla. Yleisin kaytetty
tekniikka on ioninen ristisilloitus, mutta myos kovalenttisella ristisilloittamisella,
faasimuutoksella (lampdgeeliytyminen), soluristisilloituksella ja vapaiden
radikaalien polymerisaatiolla voidaan ristisilloittaa alginaatti hydrogeeleja. (Gaji¢
ym. 2023.)

Alginaattihydrogeelien ioniseen ristisilloittamiseen kaytetaan yleensa
kaksiarvoisia kationeja, kuten Ca?* ja Mg?*, jotka ovat vuorovaikutuksessa
polymeerin G-lohkojen kanssa muodostaen ionisiltoja ja luoden
"munalaatikkorakenteen”. M-lohkoilla on my6s heikko vuorovaikutus naiden
kationien kanssa. Kalsiumkloridi on yleisin ristisilloitusaine, mutta sen kaytto
johtaa nopeaan geeliytymiseen, koska se liukenee hyvin helposti veteen, jolloin
geelin tasaisuutta ja lujuutta on vaikea hallita. Geeliytymisen hidastamiseksi
voidaan kayttaa vahemman liukenevia aineita, kuten kalsiumsulfaattia tai
kalsiumkarbonaattia, jotka pidentavat alginaatin geeliytymisaikaa. Lisaksi
fosfaattipuskurit voivat kilpailla alginaatin karbosylaattiryhmien kanssa
kalsiumioneista, mika vahentaa entisestaan geeliytymisnopeutta. Lampatilalla
on myds ratkaiseva merkitys: sen alentaminen hidastaa kaksiarvoisten
kationien reaktiota, jolloin geeliytyminen hidastuu ja mekaaniset ominaisuudet
paranevat, koska ristisilloitettu verkosto on jarjestaytyneempi. (Abasalizadeh
ym. 2020.)

Kovalenttisessa ristisilloittamisessa kaytetaan silloitusaineita kahden
polymeeriketjun yhdistamiseen funktionaalisten ryhmien (-OH, - COOH ja -NH2)
ja silloitusaineiden valisten reaktioiden avulla. Alginaattigeeleissa kovalenttinen
ristisilloittuminen tapahtuu tyypillisesti, kun eri alginaattihaarojen
karboksyyliryhmat reagoivat primaarisia diamiineja sisaltavan ristisilloittajan
kanssa. Tuloksena syntyvien hydrogeelien mekaanisiin ominaisuuksiin ja
turpoamiskayttaytymiseen vaikuttavat kaytetyn silloitusaineen tyyppi ja
silloitustiheys. Suurempi silloitustiheys parantaa mekaanista lujuutta, kun taas
turpoamisominaisuuksiin vaikuttaa enemman silloittavien molekyylien luonne.

Hydrofiilisten silloitusaineiden kaytto voi auttaa sailyttamaan geelin hydrofiilisen
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luonteen silloitusprosessista huolimatta, jolloin nama hydrogeelit soveltuvat

biolaaketieteellisiin sovelluksiin. (Abasalizadeh ym. 2020.)

Soluristisilloittuminen tarkoittaa solujen kykya osallistua geelinmuodostukseen
sitoutumalla polymeeriketjujen ligandeihin. Vaikka alginaattiketjuissa itsessaan
ei ole solujen kiinnittymiseen tarvittavia bioaktiivisia ligandeja, niita voidaan
muokata soluadheesiopeptideilld, kuten RGD-sekvenssilla, jonka avulla solut
voivat sitoutua polymeeriin. Tama sitoutuminen johtaa palautuvan
polymeeriverkoston muodostumiseen ilman kemiallisia ristisilloitusaineita. Kun
soluja lisatdan RGD-modifioituun alginaattiliuokseen, ne hajaantuvat tasaisesti
liuokseen ja muodostavat reseptori-ligandi-vuorovaikutusten kautta
polymeeriverkoston, mika edistaa geelin muodostumista. (Abasalizadeh ym.
2020.)

Faasimuutos on menetelma, jolla tuotetaan lampda vastustavia hydrogeeleja,
joissa polymeeri kay lapi faasimuutoksen, kun lampédtila nousee tietyn
kynnysarvon ylapuolelle. Tata kynnysarvoa kutsutaan alemmaksi kriittiseksi

liuoslampdtilaksi. (Abasalizadeh ym. 2020.)

Vapaaradikaalinen polymerisaatio on prosessi, jossa lineaarinen polymeeri
muuttuu 3D-verkoksi, mika voi tapahtua fysiologisessa pH:ssa ja lampdétilassa
sopivien kemiallisten kaynnistajien avulla. Tassa menetelmassa alginaattiketjut
muunnetaan funktionaalisilla ryhmilla, kuten metakrylaateilla. Taman jalkeen ne
polymeroidaan kayttamalla fotoinitiaattoria ja UV-valoa. Prosessi mahdollistaa
solujen tai bioaktiivisten molekyylien kapseloinnin ja ristisilloittamisen
fysiologisissa olosuhteissa. loninen ristisilloittaminen tarjoaa korkean solujen
elinkelpoisuuden, mutta vapaaradikaalipolymeerisaatio muodostaa kovalenttisia
sidoksia metakrylaattiryhmien valille, mika tekee hydrogeelista vakaamman ja
injektoitavamman, jolloin geeli soveltuu paremmin kliiniseen kayttoon. Lisaksi
metakryloidut alginaattihydrogeelit tarjoavat mahdollisuuden hallita mekaanisia
ominaisuuksia, turvotusta ja hajoamisnopeutta saatamalla pintakonsentraatioita,
fotoinitiaattoreita ja UV-altistusta. Menetelman yksinkertaisuuden ansiosta
hydrogeeliin on helppo integroida erilaisia kemikaaleja. (Abasalizadeh ym.
2020.)
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4 3D-tulostus

3D-tulostus on nopeasti kehittyva ala, vaikka teknologiana se ei olekaan uusi
keksinto. 1980-luvulla otettiin 3D-tulostuksen alkuaskeleet Charles Hullin
toimesta, kun Hull haki patenttia ensimmaiselle kaupalliselle 3D-
tulostustekniikalle vuonna 1984. Tama on luonut pohjan myos 3D-
biotulostukselle. Biotulostuksen historia puolestaan alkoi vuonna 1988, kun
Robert J. Klebe hyddynsi mustesuihketulostinta ensimmaista kertaa solujen
tulostamiseen. Taman uraauurtavan aloitteen jalkeen ala on kehittynyt
jatkuvasti ja uusia menetelmia seka tekniikoita otetaan kayttéon jatkuvasti.
(UPM Biomedicals n.d.)

3D-tulostus tunnetaan myos lisdavana valmistuksena tai nopeana
prototyyppivalmistuksena. 3D-tulostus on menetelma, jossa tuotteet
valmistetaan kerros kerrokselta poikkileikkausten avulla. 3D-biotulostus on
poikkitieteellinen ala, joka yhdistaa laaketieteen, biologian, konetekniikan ja
materiaalitieteen. Bioprinttausta voidaan karkeasti tarkastella kahdesta
nakokulmasta: laajan maaritelman mukaan 3D-bioprinttaus kattaa kaiken
bioladketieteeseen liittyvan 3D-tulostuksen, kun taas suppean maaritelman
mukaan se tarkoittaa prosessia, jossa soluja sisaltavia bioaineksia kaytetaan
elavien rakenteiden valmistamiseen. Laajaa maaritelmaa voidaan myos avata
enemman ja jakaa se neljaan eri tasoon: ensimmainen taso pitaa sisallaan ei-
bioyhteensopivat rakenteet kuten 3D-tulosteet, joita kaytetaan kirurgisten
toimenpiteiden suunnittelussa. Tasoon kaksi kuuluvat bioyhteensopivat, mutta
hajoamattomat rakenteet, kuten titaaniset nivelet tai silikoniproteesit.
Bioyhteensopivat ja hajoavat tuotteet, kuten keraamiset luunkorvikkeet ja
biohajoavat verisuonistentit puolestaan kuuluvat tasoon kolme. Viimeinen taso
pitaa sisallaan suppean maaritelman biotulostuksen, jossa elavia soluja
kaytetaan biomimeettisten 3D-kudosten, kuten ihon ja verisuonten

valmistukseen. (Gu ym. 2020.)
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4.1 3D-biotulostusprosessi

Kuvassa 5 on esitelty 3D-biotulostusprosessin keskeiset vaiheet lyhyesti. 3D-
biotulostusprosessin ensimmaisessa vaiheessa kerataan tarvittavat tiedot
tulostettavasta rakenteesta. Tama voi tapahtua hyodyntamalla esimerkiksi
skannaustekniikoita, kuten rontgenkuvausta tai magneettikuvausta, tai
kayttamalla tietokoneavusteisen suunnittelun (CAD) ohjelmistoja. Saatu 3D-
malli tulee jakaa 2D-viipaleiksi, joiden suuntaus voidaan mukauttaa
ohjelmistojen avulla. Naita tietoja jalostetaan edelleen bioprinttausmenetelman
edellyttamiksi hiukkasiksi tai filamenteiksi. Naista filamenteista tulostetaan

haluttuja kudosmalleja. (Gu ym. 2020.)

Toisessa vaiheessa valitaan sopivat materiaalit, jotka voivat olla soluja,
kasvutekijoita ja/tai hydrogeeleja. Usein tulostettavat materiaalit ovat
yhdistelmia eri aineista. Solut ja kasvutekijat vaativat apuaineen ollakseen
tulostettavissa, silla pelkat solut eivat muodosta rakennetta, joka sailyttaisi
muotonsa. Nama apuaineet voivat olla esimerkiksi gelatiinia tai alginaattia.
Nama materiaalit, joita kutsutaan myds biomusteiksi, muodostavat rakenteiden
perustan. Materiaalien valinta on keskeisessa roolissa, silla niiden tulee tayttaa
bioyhteensopivuuden, tulostettavuuden ja mekaanisten ominaisuuksien
vaatimukset. (Gu ym. 2020.)

Kolmannessa vaiheessa siirrytaan itse tulostusprosessiin. Tulostusmenetelman
valinta perustuu kaytettavaan materiaaliin ja haluttuun lopputulokseen. Tassa
vaiheessa tulostusparametrit on maariteltava huolellisesti ja prosessia on
seurattava tarkasti mahdollisten ongelmien korjaamiseksi tulostuksen aikana.
(Gu ym. 2020.)

Viimeisessa vaiheessa pyritddn saamaan hajallaan olevat solut muodostamaan
yhteyksia ja jaljittelemaan luonnollisen kudoksen tai elimen toimintoja. Tama
voidaan saavuttaa fysikaalisen ja kemiallisen simulaation avulla, mika auttaa

soluja organisoitumaan ja aktivoitumaan halutulla tavalla. (Gu ym. 2020.)
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Kuva 5. 3D-tulostusprosessin vaiheet (muokattu Gu ym. 2020).

4 .2 Biotulostusmenetelmat

3D-biotulostus voidaan jakaa kolmeen paaasialliseen menetelmaan, jotka
perustuvat kaytettyihin laitteisiin ja tulostusmenetelmiin: ekstruusiopohjaiseen,
pisarapohjaiseen ja valokovetteiseen biotulostukseen (kuva 6).
Ekstruusiopohjaisessa menetelmassa biomustetta puristetaan ulos jatkuvina
filamentteina, joista rakentuu haluttu rakenne. Pisarapohjaisessa
biotulostuksessa bioaineksia vapautetaan pienina pisaroina, jotka kerrostuvat ja
muodostavat rakenteen. Valokovetteinen biotulostus puolestaan hyodyntaa
valokovetteisia materiaaleja, jotka kovettuvat kerros kerrokselta valon avulla

muodostaen 3D-mallin. (Gu ym. 2020.)
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Kuva 6. 3D-tulostusmenetelmat (muokattu faCellitate 2025.).

Opinnaytety0ssa kaytettava tulostusmenetelma toimii ekstruusioperiaatteella.
Ekstruusiopohjaisessa bioprinttauksessa pneumaattinen paine tai mekaaninen
voima puristaa materiaaleja ulos tulostuspaan kautta. Samoin kuin FDM-
tekniikassa, materiaalit kerrostetaan jatkuvasti kerros kerrokselta, kunnes
haluttu muoto on valmis. Koska ekstruusioprosessissa ei kayteta kovaa
lammitysta, sita sovelletaan erityisesti kudosteknisiin rakenteisiin, jotka
sisaltavat soluja ja kasvutekijoita. Biomusteet eli soluilla ja biologisilla
materiaaleilla rikastetut biomateriaalit ovat keskeisessa osassa
ekstruusiopohjaisessa biotulostuksessa, silla tama tekniikka mahdollistaa

solujen elinkyvyn sailymisen. (Tappa & Jammalammadka 2018.)

Ekstruusiopohjainen bioprinttaus minimoi tulostamisesta mahdollisesti
aiheutuvat soluvauriot. Sen etuja ovat solujen tarkan asettelun lisdksi myos
solujen jakautumisnopeuden hallinta ja nopea valmistusprosessi, jotka ovat
merkittavasti laajentaneet tekniikan kayttda elavien kudosten valmistuksessa.
Lisaksi ekstruusiopohjainen 3D-tulostus mahdollistaa tulostuksen monenlaisilla
materiaaleilla, joiden viskositeetti vaihtelee ja joissa voi olla suuri solutiheys.
Kaytetyn biomusteen polymeerityypista riippuen voidaan valmistaa
monimutkaisia biologisia kudoksia ja tukirakenteita. Taman tekniikan avulla
voidaan hyodyntaa useita tulostuspaita, joihin voidaan ladata eri solulinjoja,
mika mahdollistaa monimutkaisten monisoluisien rakenteiden tulostamisen.
Ekstruusiobioprinttausta on kaytetty laajasti erilaiset kudosten ja tukirakenteiden

valmistuksessa. (Tappa & Jammalammadka 2018.)
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4 .3 Biotulostuksen sovellukset

Biotulostuksen sovelluksia on useita ja ne voidaan jakaa neljaan paaluokkaan:
kasvainmallinnus, solubiologia, laaketutkimus ja regeneratiivinen laaketiede.
Kasvainmallinnus keskittyy kasvainten patologisten mallien luomiseen,
kasvainten syntymekanismien tutkimukseen ja kohdennettujen hoitojen
kehittamiseen. Solubiologia puolestaan pitaa sisallaan yksittaisten solujen ja
monisoluisten rakenteiden valmistuksen, seka muun muassa solujen kasvun,
vuorovaikutuksen ja siirtogeenisyyden tutkimuksen. Laaketutkimus kattaa
farmakokinetiikan, ladkeaineiden seulonnan ja uusien ladkkeiden kehittamisen.
Regeneratiivinen ladketiede on erityisen laheisessa yhteydessa
bioprinttaukseen. Regeneratiivinen laaketiede sisaltaa keinotekoisten kudosten
ja elinten valmistuksen, seka kudosten verisuonituksen ja soluhoidot. (Guy ym.
2020.)

3D-tulostus tarjoaa ratkaisun moniin kudos- ja elinsiirtojen haasteisiin, silla 3D-
biotulostuksella pystytdan mahdollistamaan yksil6llisesti raatalityjen elinten ja
kudosten valmistus. Tama lisdd muun muassa elinsiirtojen
onnistumismahdollisuuksia ja vahentaa hylkimisreaktioita kehossa. Tahan
mennessa 3D-biotulostuksella on pystytty luomaan muun muassa rustoja ja
luita, seka verisuonia, ihoa, hermokudosta ja jopa keinotekoisia korvia. Kun
verrataan 3D-biotulostuksella valmistettuja kudoksia ja elimia perinteisiin
kudostekniikkamenetelmiin, voidaan todeta biotulostuksen mahdollistavan
tarkemman ja kehittyneemman anatomisen rakenteen. Kaiken kaikkiaan 3D-
biotulostuksen hyddyntaminen kudos ja elinsiirroissa parantaa kudosten ja
elinten morfologiaa. (Qin ym. 2024.) Lisaksi yksi kudostekniikan keskeisista
tavoitteista on kehittaa in vitro -malli, laakeaineiden seulontaa ja toksikologista
tutkimusta varten. Tallaisen mallin avulla voidaan tarkasti ja luotettavasti
ennustaa, miten ihmiskeho reagoi laakkeisiin ja millaisia mahdollisia riskeja
niihin liittyy. (Guy ym. 2020.)

Laakeainetutkimuksessa ja -kehityksessa 3D-biotulostuksella on erityinen

merkitys, silla sen avulla voidaan luoda malleja, jotka matkivat ihmisten
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elimiston mikroymparistoja tarkemmin kuin kaksiulotteiset in vitro- viljelmat.
Tama parantaa laakeaineiden annostelun, vaikutusten ja turvallisuuden

ennustettavuutta. (Yang ym. 2024.)

4.4 Biotulostuksen tulevaisuus ja haasteet

Vaikka biotulostus on saavuttanut merkittavia edistysaskelia, materiaalien
valinta ja rakenteiden mekaaninen lujuus pysyvat edelleen merkittavina
haasteina. Muun muassa monimutkaisten kudosten verisuonituksen luominen
on yha ratkaisematon ongelma. Yhdeksi taman ongelman ratkaisuksi on
kehitetty menetelmia, joissa kaytetaan uhrimateriaaleja, jotka integroidaan
rakenteeseen tulostuksen aikana. Jalkikasittelyssa nama materiaalit poistetaan,
jolloin rakenteeseen jaa tyhjidita, jotka toimivat verisuonikanavina. (Tappa &

Jammalammadka 2018.)

Luonnonpolymeereihin perustuvat biomusteet, kuten kollageeni, alginaatti ja
gelatiini, ovat biologisesti yhteensopivia, mutta niiden alkuperasta ja
valmistuserien vaihtelusta aiheutuu epayhtenaisyytta. Yksi keskeisimmista
haasteista biotulostuksessa liittyykin biomusteisiin. Tama vaikeuttaa
standardointia ja kliinista hyvaksyntaa. Lisaksi jokainen kudostyyppi vaatii usein
oman spesifin biomusteensa, eika viela ole olemassa yleiskayttdista ratkaisua.
Kliinisessa kaytdssa myds solujen alkupera on yksi suurimmista kysymyksista.
Potilaasta peraisin olevat solut vahentavat hyljinnan riskia, mutta niiden
keraaminen, kasvatus ja tulostukseen valmistaminen vie paljon aikaa.

(Vijayavenkataraman 2023.)

Biotulostimien teknologia myds kehittyy jatkuvasti, mutta erityisesti
laajamittaisessa kudosten tulostamisessa solujen sailyminen pitkien
tulostusprosessien aikana on kriittinen haaste. Samalla kaivataan parempia
reaaliaikaisia valvontamenetelmia solujen elinkyvyn seuraamiseen.
Tulevaisuudessa biotulostimien kayton pitaisi olla mahdollista myds kliinisessa
ymparistossa, mutta nykyiset jarjestelmat vaativat viela teknista osaamista ja

monialaista tiimia. (Vijayavenkataraman 2023.)
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Vaikka 3D-biotulostuksella voidaan saastaa merkittavasti resursseja, suuri
teollinen tuotanto on edelleen haasteellista, silla henkilokohtainen 3D-
biotulostus vaatii runsaasti resursseja seka aikaa. Tulevaisuudessa tekoalyn
hyddyntaminen reaaliaikaiseen parametrien automaattiseen saatoon voi
kuitenkin mahdollistaa tehokkaamman ja laajemman tuotannon. (Qin ym. 2024.)
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5 Dissoluutio

Liukenemis- eli dissoluutioprosessissa aine sekoittuu liuottimeen muodostaen
liuoksen. Dissoluutiotestauksen avulla voidaan arvioida kuinka nopeasti ja
laajasti aine vapautuu kappaleesta. Laakkeen liukenemisella on keskeinen
merkitys sen saatavuudelle ja hoitoteholle. Termeja "dissoluutio” ja
"laékeaineen vapautuminen” kaytetaan usein toistensa synonyymeina. (USP
2025.)

Laakeaineen liukenemisen ymmartaminen on tarkeaa, kun suunnitellaan ja
optimoidaan kontrolloidusti vapautuvia laakeainesysteemeja. Erityisesti kun
kaytetaan kiinteita laakeaineita, silla niiden on ensin liuettava, jotta ne voivat
kulkeutua elimistdssa. Laakeaineen siirtyminen kiinteasta olomuodosta
liuokseen on siis keskeinen tekija laakeimplanttien suunnittelussa. Yha
useammat uudet yhdisteet ovat erittdin huonosti liukenevia ja esimerkiksi
kiintean laakeaineen kapselointi huokoiseen implanttiin tuo haasteita kiintean
aineen liukoisuuden vuoksi. Tallaisessa jarjestelmassa liukeneminen ja diffuusio
vaikuttavat yhdessa ladkkeen vapautumisen. Naiden kahden toisiaan
saatelevan prosessin vuorovaikutusta ei kuitenkaan tunneta yhta hyvin kuin

muita aineensiirtoon liittyvia ilmiéita. (Jain ym. 2023.)

Monimutkaisia laakeaineiden liukenemista kuvaavia malleja on kehitetty paljon
viime vuosikymmenten aikana. Nama mallit voidaan yleisesti luokitella kahteen
paaryhmaan: liikkuvan rajapinnan malleihin ja jatkuvan alueen malleihin.
Liikkuvan rajapinnan mallissa liukenemisprosessi kuvataan rajapintana, joka
erottaa liuenneen ladkeaineen viela liukenemattomasta aineesta. Tata
menetelmaa on sovellettu kiinteisiin [adkevalmisteisiin, mutta myds tilanteisiin,
joissa laakeaine on kapseloitu matriisiin. Liikkuvan rajapinnan malli perustuu
massatasapainoon liukenemisrajapinnassa, mika tarkoittaa, etta ladkeaineen
diffuusion liukenemisrintamasta ymparoivaan nesteeseen on oltava yhta
nopeaa kuin kiintean aineen liukeneminen. Taman mallin avulla voidaan
maarittdd matemaattisesti liukenemisrintaman etenemisnopeus. (Jain ym.
2023.)
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Jatkuvan alueen mallia puolestaan kaytetaan yleensa, kun kyse on inerttiin
matriisiin ladatuista laakkeista, silla silloin liikkuvaa rajapintaa ei tarvita. Talloin
oletetaan, etta neste imeytyy nopeasti, nain mahdollistaen laakeaineen
liukenemisen matriisin lapi heti. Liukenemisnopeuden oletetaan siis olevan

suoraan verrannollinen paikalliseen pitoisuusylijgamaan. (Jain ym. 2023.)

Useissa aiemmissa tutkimuksissa on keskitytty yhtenaisiin jarjestelmiin, joissa
laakeaine on jakautunut tasaisesti koko materiaaliin. Joissain tapauksissa
laakeaine on kuitenkin kapseloituna kappaleen sisalla ja sita ymparoi
passiivinen ulkokerros, joka on suunniteltu saatelemaan laakeaineen
vapautumista. Tama lahestymistapa on kaytossa esimerkiksi laakeaineella
taytetyissa implanteissa, jotka ovat useimmiten hyvin pienikokoisia. Naissa
laakeimplanteissa lIadkeaine asetetaan onttoon ytimeen, jolloin ei tarvita
polymeerikantajia, sen sijaan ladkeaineen vapautumista ohjataan diffuusiolla
huokoisen ulkoseinaman lapi. Implanteissa huokoisella rakenteella ja seinaman

paksuudella on ratkaiseva merkitys. (Jain ym. 2023.)

Dissoluutiokontrolloiduissa laakeaineen annostelusysteemeissa
polymeerikantajan faasieroosio tapahtuu makromolekyyliketjujen liukenemisen
myota, joko nopeasti tai hitaasti. Jotkin [adkeaineen annostelujarjestelmat
perustuvat turpoamisohjattuun vapautumiseen, jossa polymeerikantaja imee
vahitellen nestetta, laajenee ja joko liukenee tai hajoaa, mika johtaa
laakeaineen vapautumiseen. Nailla jarjestelmilla, jotka saatelevat ladkeaineen
vapautumista polymeerin liukenemisen avulla, on yhtalaisyyksia biohajoavien
laakekantojen kanssa. Faasieroosioon perustuvat jarjestelmat toimivat
hajottamalla polymeerin joko kemiallisen hajoamisen tai liukenemisen kautta,

jolloin l1aake vapautuu ymparistéonsa. (Narasimhan & Peppas 1996.)

Turpoamisohjatuissa laakeainesysteemeissa ladkeaine on joko liuotettuna tai
sekoitettuna polymeerimatriisiin. Kun vesi paasee polymeeriin, se aiheuttaa
turpoamista ja muodostaa kumimaisen polymeerikerroksen. Tama kerros
mahdollistaa ladkkeen nopeamman vapautumisen. Geelikerroksen paksuus
vaikuttaa siihen, miten laake vapautuu. Vapautumisen aikana turpoaminen ja

liukeneminen toimivat toisiaan vastaan: ensin geelikerros paksuuntuu

Turun AMK:n opinnaytety6 | Noora Jalo



31

tuvotuksen vuoksi, sitten se kuitenkin vakaantuu, kun turvotus, laakeaineen
diffuusio ja liukeneminen tasapainottuvat. Lopuksi geelin paksuus pienenee

liukenemisen myota. (Narasimhan & Peppas 1996.)

5.1 Geometrian vaikutus ladkeaineen vapautumiseen

Fickin ensimmaisen diffuusiolain mukaan aineen diffuusionopeus on
verrannollinen pinta-alaan, kun pitoisuus pysyy vakiona. Toisin sanoen, kun
verrataan naytteiden liukenemista samalla konsentraatiolla, suurempi pinta-ala
johtaa suurempaan diffuusionopeuteen, mika voidaan havaita jyrkempana

kaltevuutena konsentraatio—aika kaaviossa. (Afkhami ym. 2025.)

Kun neste virtaa huokoisen matriisin lapi, se liuottaa kiintean rakenteen osia ja
luo kanavia, niin sanottuja "madonreikia”. Kun materiaali liukenee, lapaisevyys
kasvaa nailla alueilla, mika mahdollistaa nopeamman aineensiirron ja nopeuttaa
liukenemisprosessia. Tama johtaa haarautuvien kanavien kehittymiseen.
Naiden liuenneiden rakenteiden muodostuminen on monimutkainen
epalineaarinen prosessi, jota ohjaa nestevirtauksen ja liukenemisdynamiikan
vuorovaikutus. (Qin & Yan 2024.)

Kiintean laakeaineen liukenemisnopeus riippuu seka ymparoivan nesteen
ominaisuuksista ja sen liikkeista, seka itse laakeaineen kemiallisista
ominaisuuksista. Kappaleen muoto ja geometria vaikuttavat ymparoivan
nesteen virtaukseen ja siten tabletin liukenemisnopeuteen. Kappale voi myos
hairita tasaista virtausta aiheuttaen turbulenssia ja sekoittumista nesteess3,
mika vaikuttaa myos liukenemisnopeuteen. Liukenemisnopeuteen vaikuttavat
siis huokosten muoto, sijainti ja koko seka ympardivan nesteen nopeus ja
ominaisuudet. Liukenemisnopeus kasvaa virtausnopeuden kasvaessa.
(Chakrabarti & Southard 1996.)

Vaikka tableteilla olisi samanlainen massa tai tilavuus, niiden geometriaa
voidaan muokata nain saavuttaen hyvin erilaisia vapautumisprofiileja. Sama
laakeainepitoisuus voidaan siis annostella joko valittdmasti vapautuvana tai

kontrolloidusti vapautuvana kiintean annosmuodon geometriasta riippuen.
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Pinta-ala ja pinta-ala tilavuussuhde ovat kriittisia tekijoita tablettien
liukenemiskayttaytymisessa. Pinta-alan lisaaminen johtaa tehostuneeseen

vapautumiseen. (Afkhami ym. 2025.)

Suurempi pinta-alan ja tilavuuden suhde tarkoittaa, etta suurempi osa
naytteesta on kosketuksissa liuottimen kanssa, mika lisaa vapautumisnopeutta.
Tama aiheuttaa kuitenkin myds muutoksia naytteen muodossa ja pinta-alassa

nopeammin, mika hidastaa diffuusiota ajan myéta. (Afkhami ym. 2025.)

Vaikka pinta-alan ja tilavuuden suhteella on keskeinen rooli yksinkertaisten
muotojen liukenemisessa, ne eivat riita selittamaan taysin monimutkaisempien
muotojen kayttaytymista. Naissa tapauksissa esimerkiksi naytteen sisainen
rakenne ja se kuinka helposti liuotin paasee naytteen eri alueille vaikuttavat
merkittavasti liukenemiseen. Pelkkaan pinta-alan ja tilavuuden suhteeseen
vetoaminen ei siis valttamatta riita ja tama korostaa tarvetta ottaa huomioon
muita tekijoita, kun suunnitellaan kehittyneita ladkeainesysteemeja. (Afkhami
ym. 2025.)
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6 Kokeellinen osuus

Kokeellisessa osuudessa valmistettiin kolmea eri muotoa hydrogeeli-implantteja
nisiinista ja alginaatista. Tyo aloitettiin optimoimalla tulostettavan geelin
koostumus, jonka jalkeen tulostettiin hydrogeelikappaleet dissoluutiotesteja
varten. Dissoluutiotestien avulla pyrittiin selvittamaan geometrian vaikutusta

nisiinin vapautumisprofiiliin.

6.1 Esiristisilloitus kalsiumkoridilla

Geelin koostumuksen optimoinnissa hyddynnettiin esiristisilloitusta
kalsiumkloridilla jo geelin valmistusvaiheessa. Tavoitteena oli esiristisilloittaa
osa geelin karboksyyliryhmista jo geelin valmistusvaiheessa. Tarkoituksena ol
esiristisilloittaa 25 % geelin karboksyylihapporyhmista, joka vastaa noin 0,277

mmol.

Alla esimerkkilasku ensimmaisen alginaatti-nisiinigeelin valmistuksesta. Geelin
haluttu koostumus: 5 m-% nisiini + 3 m-% alginaatti + 25 % CaClz. Muut geelit

ovat valmistettu saman kaavan mukaan:

Valmistetaan geelia 10 g. Nisiinia on geelissa 5 m-%, joten nisiini jauhetta tulee

punnita:
10g*5% =0,50¢g

Alginaattipitoisuuden geelissa halutaan olevan 3 m-%, joten alginaattijauhetta

tulee punnita:
10g*3,00%=0,30g

Natriumalginaatin moolimassa vaihtelee 12 000—40 000 Da valilla (Sigma
Aldrich n.d.). Koska varmaa tietoa moolimassasta ei ole, kaytetaan keskiarvoa
26 000 Da. Alginaatin yhden monomeerin moolimassa on 194,14 g/mol
(PubChem 2025.). Yksi alginaatin monomeeri sisaltda aina yhden

karboksyyliryhman, joten alginaatin sisaltamien karboksyyliryhmien maara:
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26 000 Da
194,14 g/mol

= 133,924 monomeeria eli karboksyyliryhmaa

Alginaatin ainemaara:

_m lg
"= M~ 26000 g/mol

= 0,000038 mol

Karboksyyliryhmien moolimaara:

0,000038 mol * 194,14—— = 0,00738 mol

mol

Tama tarkoittaa etta 1 g alginaattia sisaltaa 7,38 mmol karboksyyliryhmia.

Punnitussa maarassa alginaattia (0,30 g) on siis karboksyylihapporyhmia:
7,38 mmol/g * 0,30 g = 2,214 mmol

Kalsiumioni pystyy sitomaan kaksi COO-ryhmaa eli todellisuudessa kalsiumia

tarvitaan puolet:

2,214 mmol

5 = 1,107 mmol

1,107 mmol kalsiumia vastaa 100 % ristisilloitettua geelia. Esiristisilloitus
vaiheessa halutaan kuitenkin geelin olevan vain 25 % ristisilloitettu, jolloin 0,1 M

kalsiumkloridia tarvitaan:
1,107 mmol * 0,25 = 0,277 mmol

0,277mmol

0,1 mmol/ml = 2,77mi

Geelin karboksyyliryhmien esiristisilloitus 25 %:n tasolle, vastaa 0,277 mmol
CaCl;,:n kayttéa. Tama ainemaara saadaan lisaamalla 2,77 ml 0,1 M CaCl,-
liuosta 10 g geelierian joukkoon. Geelieran kokonaismassaan suhteutettuna
tama vastaa 27,7 m-% 0,1 M CacCls,.

Natriumfosfaattipuskuria 10 gramman geelin valmistuksessa tarvitaan (kun

oletetaan 1 ml CaClz painavan 1 g):
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m(puskuri) = geelin kokonaismaara — alginaattijauhe — nisiinijauhe — CaCl,

m(H,0) =10g—-030g—050g—2,77ml=6,43 g

6.2 Hydrogeelin valmistus ja koostumuksen optimointi

Geelia paadyttiin valmistamaan 10 gramman eria, jolloin geelia oli tarpeeksi,
jotta se pystyttiin sekoittamaan helposti kayttaen seka magneettisekoittajaa etta
ULTRA-TURRAX®-homogenisaattoria. Geelin koostumuksen optimointi
aloitettiin testaamalla 5 m-% nisiini + 3 m-% alginaatti + 27,7 m-% CaClz seosta.
Talloin geelissa olisi laskennallisesti 0,277 mmol kalsiumioneja (mika vastaa
27,7 m-% 0,1 M kalsiumkloridia), jolloin 25 prosenttia alginaatin
hydroksyyliryhmista on esiristisilloitettu jo geelin valmistusvaiheessa (lasku
kohdassa 6.1 Esiristisilloitus kalsiumkloridilla). Nisiini luotettiin ensin
natriumfosfaattipuskuriin (pH 6), mutta sen liukoisuus osoittautui erittain
heikoksi. Lisaksi liuoksen tumma vari (kuva 7) vaikeutti visuaalista arviointia
mahdollisista liukenemattomista partikkeleista. Liuotusta yritettiin nopeuttaa
kayttamalla avuksi seka magneettisekoittajaa etta ultadaanihaudetta. Alginaatti
lisattiin nisiinin ja puskurin joukkoon samalla sekoittaen magneettisekoittajalla ja
lopuksi ultra turraxilla, jotta seos homogenisoitui kunnolla. Taman jalkeen
seoksen joukkoon lisattiin CaClz 500 ul erissa samalla sekoittaen ultra turraxilla.
Valmis geeli kasiteltiin tyhjiduunissa 30 minuutin ajan ilmakuplien poistamiseksi.
Lopputuloksena geeli oli liilan 10ysaa tulostettavaksi ja muodostuneet rakenteet

levisivat eivatka sailyttdneet muotoaan (kuva 7).
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Kuva 7. 5 m-% nisiini + 3 m-% alginaatti + 27,7 m-% CacClz geelin valmistus.

Koska ensimmaisessa kokeessa nisiini ei liuennut kunnolla, paadyttiin
selvittdmaan nisiinin maksimiliukoisuutta eri pH:ssa (ks. luku 2 Nisiini). Nisiinin
maaraa vahennettiin 3,5 m-%:iin ja puskurin pH saadettiin 2,2:een kayttamalla
1M suolahappoa. Alempi pH parantaa nisiinin liukoisuutta. Nisiinin liuottamiseen
kaytettiin edelleen ultraaanihaudetta ja magneettisekoittajaa mutta huomattiin,
etta pelkkd magneettisekoittaja toimi paremmin nisiinin liuottamiseen. Nisiinia
liuotettiin tunnin ajan, jotta kaikki nisiini saatiin varmasti liukenemaan. Taman
jalkeen joukkoon lisattiin alginaatti ja CaCl2. Kalsiumkloridilisayksen jalkeen
geeli muuttui vetiseksi eika ollut tulostettavissa. Geelin vetisyys saattoi aiheutua
pH:n muutoksesta ja sen vaikutuksesta alginaatin kayttaytymiseen ja

karboksyyliryhmien varaukseen.

Valmistettiin kontrolligeeli ilman nisiinia (3 m-% alginaatti + 27,7 m-% CacCly).
Valmistettiin geeli pH 2,2 puskurilla. Alginaatin lisays ja CaClz lisays suoritettiin
samalla tavalla kuin aiemmin. Havaittiin, etta geeli muodostui normaalisti ja
viskositeetin laskua ei havaittu, mika viittaa siihen, etta nisiini vaikuttaa geelin
rakenteeseen. Liukenemattomat nisiini partikkelit saattavat estaa kalsiumin
sitoutumista alginaatin hydroksyyliryhmien kanssa, jolloin sen sijaan etta

geelista tulisi paksumpaa aiheuttaakin nestemaaran lisays geelin I0ystymista.

Koska aiemmissa geeleissa nisiinin liukeneminen oli haasteellista ja geeli jai

vetiseksi, paatettiin nisiinin pitoisuutta vahentaa edelleen 2,5 m-%:iin. Nisiini
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liuotettiin pH 2,2 puskuriin, minka jalkeen puskurin pH nostettiin 4,5:een 1 M
natriumhydroksidilla. Tama pH:n saato tehtiin, jotta geelin rakenteellisia
ominaisuuksia saataisiin parannettua, silla alhainen pH saattaa vaikuttaa
alginaatin kayttaytymiseen. Alginaatti lisattiin pH 4,5 seokseen, minka jalkeen
joukkoon lisattiin kalsiumkloridi. Tuloksena syntynyt geeli oli aiempia kokeita
paksumpaa (kuva 8), mutta edelleen liian [0ysaa sailyttddkseen muotonsa
tulostettaessa. Geelia valui 0,25 um metallikarjesta liikaa kerralla ja muodot

levisivat ja romahtivat itsestaan (kuva 8).

.\ W

‘e

Kuva 8. 2,5 m-% nisiini + 3 m-% alginaatti + 27,7 m-% CacClz geelin

valmistus.

Geelin koostumuksen parantamiseksi kokeiltiin esiristisilloituksen lisaamista
nostamalla CaClz-pitoisuutta 30 %:iin ja 35 %:iin. Valmistus suoritettiin samalla
tavalla kuin aiemmassa geelissa. Kalsiumkloridimaaran lisddminen auttoi
geeliytymista hieman ja geeleissa oli puuromainen koostumus. Geelit eivat
valuneet tulostusputkissa, mika oli myds parannus aiempiin kokeisiin verrattuna.
Geelien koostumus ei silti ollut optimi, vaan geelit jaivat edelleen liian 16ysiksi,

eivatka olleet tulostettavissa.

Koska kalsiumkloridin lisdys ei parantanut geelin tulostettavuutta riittavasti,
seuraavaksi kokeiltiin alginaattipitoisuuden nostamista ilman esiristisilloitusta.
Valmistettiin ensin kontrolligeelit ilman nisiinia. Valmistettiin 8 m-% ja 10 m-%
alginaattigeelit. Geelit olivat liian paksuja sekoitettavaksi pelkastaan
magneettisekoittajalla, joten sekoitus taytyi tehda loppuun kayttaen ultra
turraxia. Geeleista poistettiin ilmakuplat tyhjibuunissa. Tulostettaessa havaittiin

etta 8 m-% geeli oli edelleen liian I0ysaa mutta 10 m-% alginaattigeeli sailytti
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rakenteensa paremmin ja tulostetut muodot vastasivat paremmin haluttua
lopputulosta. Paadyttiin siis valmistamaan geeli, joka sisalsi 10 m-% alginaattia

ja 2,5 m-% nisiinia.
Lopullisen geelin valmistus:

Punnittiin 0,25 g nisiinia ja 8,72 g natriumfosfaattipuskuria (pH 2,2). Lisattiin
nisiini pienissa erissa puskurin joukkoon samalla sekoittaen
magneettisekoittajalla. Nisiinia liuotettiin yksi tunti ennen alginaatin lisaysta. Kun
nisiini oli liuennut, nostettiin seoksen pH 4,5 kayttaen 1 M natriumhydroksidia.
pH lisayksen jalkeen liuos punnittiin uudelleen, jotta pystyttiin selvittamaan pH
lisdyksesta aiheutunut kokonaismassan kasvu. pH saadosta tuli
kokonaismassaan lisaa painoa 0,38 g. Punnittiin 1,00 g alginaattia ja lisattiin se
liuoksen joukkoon pienissa erissa samalla sekoittaen magneettisekoittajalla.
Magneettisekoittajan leikkausvoima ei riittanyt sekoittamaan koko 1 g
alginaattieraa, joten loppusekoitus suoritettiin kayttaen ultra turraxia. Seosta
sekoitettiin 15 minuutin ajan ultra turraxilla. Taman jalkeen seos siirrettiin
tulostusputkeen ja vietiin tyhjiduuniin ilmakuplien poistoon 30 minuutin ajaksi.

Geelia sailytettiin jaakaapissa korkilla tiiviisti suljettuna tulostukseen asti.

Koska pH saaddssa kaytetty natriumhydroksidi kasvattaa geelin
kokonaismassaa 0,38 grammaa, vaikuttaa tama geelin lopulliseen nisiini- ja

alginaattipitoisuuteen. Geelin todellinen nisiini ja alginaatti pitoisuus onkin siis

seuraava.:
Nisiini ” Punnittu nisiini maara (g) 100 % 0,25¢g 100 %
— — ES = E 3
LSt m = Geelin kokonaismassa (g) ° 10,38 g °
=241%
Alginaatti o Punnittu alginaatti maara (g) 100 % lg 100 %
— — k = *
gmagittm == Geelin kokonaismassa (g) 0 10,38 g 0
=9,63 %
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6.3 Geelin 3D-tulostusparametrit

Implantit/kappaleet tulostettiin Brinter® -monimateriaalitulostimella. Optimoidulla
geelilld (9,63 m-% alginaattia ja 2,41 m-% nisiinid) tulostettiin kolme eri muotoa:
puolipallo (D= 7,26 mm & h=3,63 mm), kartio (D=7,39 mm & h=7 mm) ja tabletti
(D= 6,5 mm & h=3 mm). Tulostusparametrit eri muodoille I16ytyvat taulukosta 1.
Tulostamiseen kaytettiin 0,41 mm muovisia kartiokarkia (Nordson EFD
Precicion Tips 7018298), silla geeli oli liian paksua tulostettavaksi
metallikarjesta. Karjen kokoa huijattiin isommaksi, jotta geeli tulisi karjesta ulos
ohuempana filamenttina. Tama huijaus kasvattaa kerroskorkeutta, mika vastaa
paremmin tulostettavan geelinauhan halkaisijaa. Nain valtettiin karjen

uppoaminen muodon sisaan tulostuksen edetessa.

Taulukko 1. Tulostusparametrit.

Karjen | Karjen First First
koko koko layer Layer | Nopeus | layer
oikea | "huijattu"| Paine | Shell hight hight | (output) | print Shell
Muoto (mm) (mm) (mbar) | count | (mm) | (mm) | (mm/s) | speed | coasting
Kartio
Puolipallo | 0,41 0,51 850 10 0,31 0,41 6 5 0,5
Kartio
Kartio 0,41 0,51 850 10 0,31 0,46 5 5 0,5
Kartio
Tabletti 0,41 0,51 850 10 0,31 0,46 5 5 0,5

Tulostetuissa muodoissa erottuu selvasti eri kerrokset. Muotojen vari on
vaaleanruskea ja niiden ulkonakd muistuttaa mehilaispesaa. Ennen
ristisilloitusta rinnakkaisten muotojen valilla ei ole silminnahtavia eroja, mika

viittaa naytteiden yhdenmukaisuuteen. Muodot nahtavissa kuvassa 9.

Kuva 9. Tulostetut muodot.
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Muodot ristisilloitettiin 0,1 M kalsiumkloridilla 30 minuutin ajan. Tulostettujen
muotojen paalle kaadettiin kalsiumkloridia, kunnes muodot peittyivat kokonaan.
30 minuutin jalkeen kalsiumkloridi kaadettiin pois ja muodot huuhdeltiin
ultrapuhtaalla vedella. Taman jalkeen kappaleet kuivattiin varovasti paperilla ja
punnittiin uudelleen. Kappaleiden mitat, painot ja kappaleiden sisaltama nisiinin
maara on esitelty taulukossa 2. Kappaleiden mitoista huomataan, etta
kappaleet tulostuivat hieman isompina kuin, mita mitat malleissa olivat.
Rinnakkaisten muotojen koot olivat kuitenkin lahella toisiaan. Kartioissa
suurempi korkeus selittyy todennakoisesti silla, kun neula nousee tulostuksen
lopuksi ylos, vetaa se geelimassaa mukanaan, nain tehden kartioista hieman
korkeampia ja teravakarkisempia. Tabletit olivat myds hieman pyoreita paalta,
joka viittaa siihen, etta geelia on tullut neulasta lilkaa kerralla ja nain

kappaleesta on tullut hieman isompi kuin mallin mitoissa.

Taulukko 2. Kappaleiden mitat, painot ja nisiinin maara kappaleissa.

Paino Nisiinin maara Korkeus Halkaisija
Paino ristisilloituksen  kappaleessa (mm) (mm)

Muoto (mg) jalkeen (mg) (mg)

Puolipallo 1 123 154 2,96 4,7 7,9
Puolipallo 2 118 150 2,84 4,6 7,8
Puolipallo 3 120 152 2,89 4,7 7,9
Kartio 1 118 133 2,85 7,7 8,5
Kartio 2 122 157 2,95 8,1 8,4
Kartio 3 118 150 2,84 8,1 8,4
Tabletti 1 99,4 133 2,40 3,4 7,2
Tabletti 2 96,1 136 2,32 3,3 7,2
Tabletti 3 100 138 2,42 3,5 7,4

Kappaleiden sisaltama nisiinin maara laskettu seuraavasti:
Paino (mg) * painosta nisiinia (%)

=123 mg * 2,41 % = 2,96 mg
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Ristisilloituksen aikana implanttien pohjat pyoristyivat hieman. Tama
todennakaoisesti johtuu siita, etta implantit ovat kiinni astiassa, eika
kalsiumkloridiliuos paase heti muotojen alle. Implanttien pyoristymista voisi
hillita varmistamalla, etta implantit irtoavat alustastaan ristisilloituksen alkaessa.
Implantit asetettiin ristisilloituksen jalkeen 50 ml falcon-putkiin kostean pumpulin
kanssa, jotta valtettiin muotojen kuivuminen. Falcon putket asetettiin

jaakaappiin odottamaan dissoluutiokokeita.

6.4 Dissoluutiokokeet

Dissoluutiokokeiden tarkoituksena oli selvittaa tulostetuista implanteista
vapautuvan nisiinin maara. Dissoluutiokokeiden kesto oli 104 tuntia ja naytteet
analysoitiin kayttden micro-BCA menetelmaa. Dissoluutiokokeet aloitettiin
puolipalloilla testaten vain yhta muotoa kerralla. Tama lahestymistapa valittiin,
jotta saataisiin ensin suuntaa antava kasitys nisiinin vapautumismaarista eri
muodoissa. Lisaksi ensimmaisistd muodoista tehty BCA-analyysi auttoi

maarittdmaan, mille tarkkuudelle standardisuora tulisi laatia.

6.4.1 Puolipallot

Kolme rinnakkaista tulostettua puolipalloa asetettiin 50 ml falcon putkiin 20 ml
natriumfosfaattipuskurin (20 mM) kanssa (pH 6). Naytteet asetettiin
ldmpdoravistelijaan 37 °C ja 60 rpm. Naiden olosuhteiden oli tarkoitus simuloida
ihmiskehoa. Naytteita otettiin aina 5 ml ja puskuria lisattiin takaisin saman

verran. Naytteidenottoaikataulu taulukossa 3.
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Kuvassa 10 on esitelty puolipallojen dissoluutiokokeen etenemista.

1. vuorokausi | 2. Vuorokausi | 3. Vuorokausi | 4. Vuorokausi | 5. Vuorokausi
(tuntia) (tuntia) (tuntia) (tuntia) (tuntia)
0 24 48 72 96
2 28 56 80 104
4 32
6
8

Dissoluutiokokeissa puolipallot turposivat ja muuttuivat hattaramaiseksi jo heti

kokeen alussa. Puolipallon muotoisissa implanteissa oli havaittavissa selkeaa

halkeamista jo neljan tunnin kohdalla. Kuuden tunnin kohdalla implantit olivat

hajonneet osiin. Tama implanttien hajoaminen vaikuttaa implantin pinta-alaan ja

nain implanteista vapautuvan nisiinin maaraan. Tama viittaa siihen, etta jos

kaikki implantit hajoavat, niin vertailua geometrisen rakenteen perusteella

nisiinin vapautumisnopeuteen, ei voida suorittaa. Mikali kaikki implantit hajoavat

dissoluutiokokeissa, taytyy vertailu eri implanttien valilla tehda koon tai painon

perusteella. Kun implantit alkoivat hajota hiutaleiksi puskurin joukkoon,

sentrifugoitiin naytteet 5000 g kolmen minuutin ajan ennen naytteenottoa, jotta

Kuva 10. Puolipallojen dissoluutiotesti.
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geelipalat painuvat falcon putken seinamiin, josta ne irrotettiin puskuria
pipetoimalla. Sentrifugointi saattoi myos hajottaa kappaleita lisaa, mutta ilman

sentrifugointia puskurissa on liikaa geelipaloja pipetoitavaksi.

Nisiinipitoisuus maaritettiin naytteista micro BCA analyysilla. Valmistettiin ensin
2 ug/ml nisiini A ultra pure kantaliuos. Punnittiin 10,03 mg ultrapuhdasta nisiinia
dekantterilasiin ja pipetoitiin joukkoon 5 millilitraa 20 mM
natriumfosfaattipuskuria (pH 2,2). Sekoitettiin magneettisekoittajalla 30 minuutin
ajan, jotta nisiini saatiin liukenemaan kunnolla. Taman jalkeen valmistettiin

standardit kantaliuoksesta micro BCA kitin ohjeiden mukaan (taulukko 4).

Taulukko 4. Nisiini standardien valmistus.

Pullo Puskurin maara Nisiinin maara ja Lopullinen nisiinin
(ml) lahde konsentraatio
(ng/mli)

A 4.5 0,5 ml kantaliuosta 200

B 8,0 2,0 ml pullon A 40
laimennosta

C 4.0 4,0 ml pullon B 20
laimennosta

D 4.0 4,0 ml pullon C 10
laimennosta

E 4,0 4,0 ml pullon D 5
laimennosta

Naytteita ja standardeja pipetoitiin kuoppalevylle 150 pl ja aina kolme
rinnakkaista. Puskuria, johon standardit oli valmistettu, kaytettiin nollanaytteena.
Taman jalkeen jokaiseen kaivoon pipetoitiin 150 pl tyOliuosta ja levy sekoitettiin
kuoppalevyravistelijassa 30 sekunnin ajan. Kuoppalevy peitettiin
kuoppalevykalvolla haihtumisen estamiseksi ja naytteita inkuboitiin 37 °C:ssa
kahden tunnin ajan. Inkuboinnin jalkeen kuoppalevyn annettiin jaahtya
huoneenlampdon ja absorbanssi mitattiin kayttden Hidex Sense -

monikuoppalevylukijaa aallonpituudella 562 nm. Standardisuora on nakyvissa
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kuviossa 1. Standardisuoraa varten on mitattu vain standardit valilla 5-40 pg/ml,
silla oletuksena nisiinia ei vapaudu yli 40 pg/ml. Nain my6s varmistettiin suoran

parempi korrelaatiokerroin.

Standardisuora 5-40 (ug/ml)

0.25
< y =0,0061x - 0,0153 -8
8 02 R2=0,9927 .
8 ...-'
= 015
S 0.1 !
L o
%)
2 0.05 = 3
—
0 J
0 10 20 30 40 50

Standardit (pg/ml)

Kuvio 1. Standardisuora.

Taulukosta 5 I6ytyy puolipallo 1-naytteista lasketut mittaustulokset esimerkkina.
Tulosten laskeminen on esitelty liitteessa 1. Kuviossa 2 on nisiinin
kumulatiivinen vapautumisprosentti kaikkien puolipallojen osalta. Kuviosta
huomataan, ettd vapautuminen on aluksi (0—8 h) nopeampaa ja hidastuu ajan
myota. Tallainen vapautumismalli on tyypillista diffuusioperusteisessa
vapautumisessa, jossa ensin havaitaan niin sanottu "burst release” eli naytetta
vapautuu ensin suuri maara liuokseen ennen vapautumisnopeuden
tasoittumista. Puolipallojen valilla on havaittavissa pienia eroja, mutta ne
kuitenkin noudattavat kaikki samanlaista trendia. Tuloksista huomattiin myos
toistuva trendi, jossa yon jalkeiset mittauspisteet eivat kasvaneet oikeastaan
juuri ollenkaan edellisen paivan viimeiseen mittaukseen verrattuna (ks. taulukko
5 tunti 8 vs. tunti 24). Tama havaittiin jokaisen puolipallon kohdalla, jolloin
voidaan olettaa kyseessa olevan nayteaineen ominaisuus, eika kyseessa ole
mittausvirhe. Todennakoisesti tama aiheutuu siita, etta yon yli kestaneiden
taukojen takia pidempi puskurinvaihtovali hidastaa nisiinin diffuusiota.

Pidemman puskurinvaihtovalin takia liuos alkaa kyllastya nisiinista, mika johtaa
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vapautumisen hidastumiseen. Konsentraatioero puskuriliuoksen ja implantin

valilla ei ole tarpeeksi iso, jotta nisiinia paasisi vapautumaan implantista

liuokseen. Tata ongelmaa voidaan yrittaa korjata suuremmalla

puskuritilavuudella tai puskurinvaihtotilavuutta kasvattamalla naytteenotossa.

Keskiarvokayrasta (kuvio 2) nahdaan, etta nisiinin vapautuminen hidastuu ajan

myota, eika nisiinin vapautuminen siis ole taysin lineaarista.

Taulukko 5. Puolipallo 1 alustavat tulokset.

Ndyte Proteiini Pitoisuus kun  Vapautunut Vapautuneen Kumulatiivinen  Kumulatiivinen
(tuntia) konsentraatio huomioidaan nisiinin nisiinin massa  vapautuminen  vapautuminen
(ng/mL) puskurilisdys maara (ng) (ng) (%)
(ng/mL)
0 6,01 4,50 6,01 120,11 120,11 4,05
2 16,55 12,41 12,05 240,96 361,07 12,18
4 18,96 14,22 6,54 130,85 491,91 16,59
6 21,96 16,47 7,74 154,89 646,80 21,82
8 22,89 17,17 6,42 128,39 775,19 26,15
24 22,45 16,84 5,29 105,71 880,90 29,72
28 22,34 16,76 5,50 110,08 990,98 33,43
32 20,81 15,61 4,06 81,12 1072,10 36,17
48 23,87 17,91 8,26 165,27 1237,38 41,74
Kumulatiivinen vapautuminen (%)
50.00
9 45.00
< 40.00
g
£ 35.00 ,
5 ® Puolipallo 1
S 30.00
@®
§ 25 00 Puolipallo 2
C
8 2000 Puolipallo 3
2 15.00
3 10.00 ——Poly. (Kumulatiivinen
g ’ keskiarvo (%))
X 5.00
0.00

0 10 20 30 40 50
Nayte (tuntia)

Kuvio 2. Alustava puolipallojen kumulatiivinen vapautumiskayra.
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Alustavan analyysin perusteella paadyttiin lisaamaan puskurinvaihtotilavuutta
muille implanteille. Puskurinvaihtotilavuudeksi muille implanteille valittiin 10 ml.

Nain pyrittiin saamaan kaikki nisiini vapautumaan muista implanteista.

6.4.2 Kartiot

Kartioiden dissoluutiokokeet ja BCA-analyysi suoritettiin samalla kaavalla kuin
puolipallojen. Poikkeuksena puskurinvaihto naytteenotossa oli 10 ml. Kun
naytteet alkoivat hajota palasiksi 24 tunnin jalkeen, naytteet sentrifugoitiin 5000
g kolmen minuutin ajan aina ennen naytteenottoa. Nain pyrittiin valttamaan

geelipalojen paasya naytteeseen.

Kuvassa 11 on esitelty kartioiden kayttaytymista dissoluutiokokeiden aikana.
Neljan tunnin kohdalla implantit alkoivat haljeta muodon pohjasta, mika viittaa
rakenteen heikkenemiseen. Kahdeksan tunnin kohdalla halkeamat olivat
selkeasti suurempia ja implantit alkoivat menettaa alkuperaistd muotoaan. 24
tunnin jalkeen kaikki rinnakkaiset implantit olivat hajonneet useiksi palasiksi,
jotka leijuivat puskuriliuoksessa. 28 tunnin kohdalla kappaleet olivat hajonneet
edelleen hiutaleiksi puskuriliuokseen. Nama hiutaleet jatkoivat pienenemistaan
testien aikana ja katosivat ja liukenivat lopulta melkein kokonaan
puskuriliuokseen. Viimeisessa naytteenotossa 104 tunnin aikana liuoksessa oli
kuitenkin havaittavissa viela hiutaleita. Naiden havaintojen perusteella, voidaan
todeta, ettd implantit eivat pysy ehjind, vaan hajoaminen tapahtuu vaiheittain
pinnan rikkoutumisesta aina hiutalemaiseen liukenemiseen saakka. Tama
implanttien hajoaminen vaikuttaa myds nisiinin vapautumismekanismiin. Nisiinia
todennakoisesti vapautuu implanteista myds rakenteen fysikaalisen hajoamisen

seurauksena, eika pelkastaan diffuusiolla.
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Kuva 11. Kartioiden dissoluutiokoe.

6.4.3 Tabletit

Tablettien dissoluutiokokeet ja analyysi suoritettiin kartioiden tapaan, kayttaen
puskurinvaihdossa 10 ml ja sentrifugoiden naytteet 24 tunnin jalkeen aina

ennen naytteenottoa.

Kuvassa 12 on esitelty dissoluutiokokeen havaintoja tablettien osalta. Kartioiden
ja puolipallojen tapaan my0s tableteissa oli havaittavissa halkeamista jo neljan
tunnin kohdalla. Kahdeksan tunnin kohdalla halkeamat olivat jo isot ja |ahes
koko muoto oli hajonnut osiin. Vuorokauden kuluttua implantti oli hajonnut
kappaleiksi ja 28 tunnin kodalla puskuriliuoksessa leijailleet kappaleet olivat
liuenneet huomattavasti. Nama hiutaleet jatkoivat liukenemistaan
dissoluutiokokeiden aikana ja viimeisessa naytteenotossa 104 tunnin kohdalla
puskuriliuoksessa ei ollut enaa silmin havaittavia hiutaleita. Voidaan siis olettaa,
etta tabletit liukenivat kokonaan liuokseen. Kartioiden tapaan myds tableteissa
voidaan todeta, etta implantit eivat pysy ehjina dissoluutiokokeiden aikana,
jolloin geometrian vaikututusta nisiinin vapautumiseen ei pystyta
tarkastelemaan. Myos tableteissa hajoaminen tapahtuu vaiheittain pinnan

halkeamisesta muotojen sirpaloitumiseen saakka. Nisiinia vapautuu myos
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diffuusiolla.
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Kuva 12. Tablettien dissoluutiokoe.
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7 Tulokset

Tassa luvussa on esitelty dissoluutiokokeiden tulokset ja tulosten analysointi

kaikkien implanttien osalta.

7.1 Puolipallot

Puolipallojen lopulliset mittaustulokset on esitelty liitteissa 2—4. Mittaustulokset
on laskettu liitteen 1 mukaan. Kuviossa 3 on esitelty kaikkien puolipallojen
tulokset erikseen, seka kumulatiivisen keskiarvon polynominen kuvaaja.
Kaikkien puolipallojen vapautumisprofiilit olivat samankaltaisia. Nisiinin
vapautuminen oli nopeinta ensimmaisen kahdeksan tunnin aikana ja taman
jalkeen vapautuminen hidastui. Puolipallo 1 ja puolipallo 2 vapauttivat eniten
nisiinia, noin 83 %. Puolipalloilla 1 ja 2 on lahes identtiset vapautumisprofiilit.
Puolipallo 3 vapautti hieman vahemman nisiinia muihin verrattuna (80 %).
Kaikkien puolipallojen osalta vapautuminen jai alle 85 %. Tasta voidaan
paatelld, etta kaikki nisiini ei paassyt vapautumaan implanteista. Tama
todennakoisesti johtuu siita, ettd konsentraatioero liuoksen ja implantin valilla ei
ollut tarpeeksi suuri, jolloin nisiinia ei paassyt vapautumaan liuokseen ja
vapautumisprosentti jai alle 85 %. Dissoluutiokokeiden lopuksi jaljelle jaaneissa
hiukkasissa oli myds havaittavissa haalea ruskea vari. Tama viittaa myos

siihen, etta kaikki nisiini ei paassyt vapautumaan.
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Nisiinin kumulatiivinen vapautuminen (%)
90.00

—~ 80.00

(%

c 70.00

® Puolipallo 1

Puolipallo 2

Puolipallo 3

Poly. (Kumulatiivinen
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Nayte (tuntia)

Kuvio 3. Nisiinin kumulatiivinen vapautumisprosentti puolipalloista.

7.2 Kartiot

Kartioiden mittaustulokset 10ytyvat liitteistd 5—7 ja mittaustulosten laskemiseen
kaytetyt kaavat on esitelty liitteessa 1. Kartioiden BCA-mittauksen tuloksia on
esitelty kuviossa 4, josta nakyy jokaisen kartion havainnot erikseen, seka
kumulatiivisen keskiarvon polynominen kayra. BCA-mittaus rinnakkaisista
kartion muotoisista implanteista osoitti yhtenevaa, mutta kuitenkin hieman
vaihtelevaa vapautumiskayttaytymista. Kaikki kolme kartiota vapauttivat
ensimmaisen kahdeksan tunnin aikana nisiinia liuokseen nopeasti, mika on
tyypillista diffuusioperusteisessa vapautumisessa. Taman jalkeen vapautuminen
hidastui (kuvio 4).
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Nisiinin kumulatiivinen vapautuminen (%)
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Kuvio 4. Nisiinin kumulatiivinen vapautumisprosentti kartioista.

Koska implantit myds turpoavat ja hajoavat dissoluutiotestien aikana vapautuu
nisiinia todennakodisesti seka liukenemalla etta diffuusioperusteisesti. Tama
voidaan havaita, kun otetaan kasittelyyn vain ensimmaisen kahdeksan tunnin
aikana saadut tulokset (Kuvio 5). Tall6in voidaan huomata vapautumisen olevan
melko lineaarista. Tama viittaa nisiinin vapautumiseen materiaalin liukenemisen
vaikutuksesta.
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Kuvio 5. Nisiinin kumulatiivinen vapautumisprosentti 0—8 h valilla kartioista.

Rinnakkaisten naytteiden valilla on havaittavissa eroja lopullisessa nisiinin
vapautumismaarassa. Kartio 3 vapautti hieman enemman nisiinia verrattuna
muihin kartion muotoisiin implantteihin. Tama viittaa mahdollisiin eroihin
yksittaisten geelikartioiden rakenteessa, kuten esimerkiksi koossa tai
mahdollisesti nisiinin jakautumisessa geelin sisalla. Mikali geelin
valmistusvaiheessa nisiini ei ole liuennut kunnolla tai se on sekoittunut
epatasaisesti geelin joukkoon, voi se aiheuttaa eron muihin implantteihin

verrattuna.

Yleisestiottaen kaikki kolme kartiota kuitenkin noudattivat samanlaista
vapautumiskayttaytymista. Kartio 1:n vapautumisprofiili eteni tasaisesti ja
saavutti 99 %:n kumulatiivisen vapautumisen 104 tunnin kohdalla. Kartio 2:n
vapautuminen oli aluksi hieman nopeampaa, ja se saavutti 100 %
vapautumisen noin 104 tunnissa. Kartio 3 vapautti muodoista kaikkein eniten
nisiinia ja sen vapautumisprosentti oli jo alussa suurempi muihin verrattuna.
Kartio 3 saavutti yli 100 % kumulatiivisen vapautumisen dissoluutiokokeiden
aikana. Tama viittaa siihen, etta kartiossa 3 on joko ollut suurempi maara

nisiinia tai vapautuminen on ollut nopeampaa esimerkiksi geelin rakenteellisten
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erojen takia. Yli 100 % vapautuminen voi viitata joko pitoisuuden paikalliseen

saturoitumiseen tai pieneen mittausepatarkkuuteen.

Dissoluutiokokeet aloitettiin vain puolipalloilla, jolloin muut muodot jaivat
jaakaappiin odottamaan testeja. Muodot sailottiin falcon putkissa kostutetun
pumpulin kanssa, jotta valtettaisiin muotojen kuivuminen. Jos kuitenkin pumpuli
on ollut liilan kosteaa tai falcon putkeen on paassyt tiivistymaan vetta
jaakaappisailytyksen aikana, on mahdollista, etta geelipaloista on paassyt jo
vapautumaan nisiinia tiivistyneen veden joukkoon. Dissoluutiotesteja
aloitettaessa falcon putkissa ei kuitenkaan ollut havaittavissa suurta maaraa

kosteutta, vain muutamia pisaroita tiivistyneena putken seinamiin.

7.3 Tabletit

Tablettien mittaustulokset |0ytyvat liitteista 8—10. Mittaustulosten laskut on
esitelty liitteessa 1. Kuviossa 6 on esitetty tablettien dissoluutiokokeiden BCA
analyysin tuloksia. Kuviossa 6 nakyy jokaisen tabletin tulokset erikseen, seka
kumulatiivisen vapautumisen keskiarvon polynominen kayra. Kaikissa
tableteissa on myos havaittavissa diffuusioperusteista vapautumista. Kaikissa
tableteissa havaittiin alussa nopeaa vapautumista ja ensimmaisen kahdeksan
tunnin aikana nisiinia vapautui noin 32 % kokonaismassasta. Taman jalkeen
vapautuminen hidastui asteittain (ks. kuvio 6). Koska tabletti-implantit hajosivat

puskuriliuokseen, tapahtuu nisiinin vapautumista myos liukenemalla.
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Kuvio 6. Nisiinin kumulatiivinen vapautumisprosentti tableteista.

Kuviosta 6 nahdaan, etta tablettien vapautumisprofiilit olivat keskenaan hyvin
samankaltaisia koko testien ajan. Havaittavissa on vain hyvin pienia eroja
myohemmissa aikapisteissa. Tabletilla 3 oli suurin kumulatiivinen
vapautumisprosentti (106 %). Tabletin 2 vapautumisprosentti oli hyvin lahella
tablettia 3 ja tabletin 1 vapautumisprosentti oli hieman alhaisempi. Kaikki tabletit
kuitenkin saavuttivat yli 95 % vapautumisen jo 96 tunnin kohdalla, mika

osoittaa, etta kaikki nisiini vapautui testien aikana.

7.4 Tulosten yhteenveto

Kuviossa 7 on esitelty kaikkien implanttien kumulatiivisen vapautumisen
keskiarvot. Koska kaikki implantit hajosivat kappaleiksi jo ensimmaisen
vuorokauden aikana, ei implanttien geometrian vaikutusta nisiinin
vapautumisprofiiliin pystyta tarkastelemaan. Vapautuminen tapahtui

kappaleiden hajoamisen jalkeen seka diffuusioperusteisesti, etta liukenemalla.

Vaikka kuviossa 7 nakyy eroja vapautumiskayrissa, nama erot eivat selity

geometrian kautta, vaan erot voivat liittya esimerkiksi implanttien alkuperaiseen
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massaan tai implanteissa olleeseen nisiinin maaraan. Alginaatin
ristisilloittumisen erot voivat myos vaikuttaa vapautuneen nisiinin maaran.
Kuviosta voidaan my0s todeta, ettd naytteenottotilavuudella oli merkitysta
nisiinin vapautumiseen. Kun naytteenottotilavuutta kasvatettiin, nisiini ei enaa
saturoitunut liuokseen, vaan nisiini paasi vapautumaan paremmin kartioista ja
tableteista. Kartioissa ja tableteissa saavutettiin 100 % vapautuminen, kun
naytteenottotilavuutta kasvatettiin. Tama siis vahensi nisiinin saturoitumista

liuoksessa.

Nisiinin kumulatiivinen vapautuminen (%)

~ 105.00
B
c
£ 90.00
= [ J
£ 7500
> .
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Z 60.00 Kartiot
2 Tabletit
=
£ 45.00 Poly. (Puolipallot)
=
Poly. (Kartiot

€ 3000 ! )
2 Poly. (Tabletit)
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Kuvio 7. Keskiarvot implanttien nisiinin kumulatiivisista vapautumisprosenteista.
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8 Loppupohdinta

TyOssa tarkasteltiin nisiinin vapautumisprofiilia erimuotoisista implanteista.
Nisiini osoittautuikin monilta osin haasteelliseksi. Yksi suurimpia haasteita
nisiinin kanssa oli sen liukoisuus. Nisiini liukenee parhaiten happamissa
olosuhteissa (ks. luku 2 Nisiini) mutta opinnaytetydssa tarkoituksena oli
suorittaa testit ihmiskehoa simuloivissa olosuhteissa, joissa pH on neutraalin
puolella. Tama aiheutti vaikeuksia hydrogeelin valmistuksessa ja geelin
koostumuksen optimointi tulostettavaksi osoittautuikin odotettua
haastavammaksi. Nisiinin lisdys alginaattihydrogeelin joukkoon muutti geelin
kayttaytymista tavoilla, joita ei osattu ennustaa. Nisiini teki geelista hyvin 10ysaa,
tama todennakoisesti johtuu siita, etta nisiini vaikuttaa alginaatin
ristisilloittumiseen kalsiumkloridin kanssa. Kun alginaatti pitoisuutta kasvatettiin
ja esiristisilloitus jatettiin pois, saatiin geelista tulostettavaa. Nisiinin vaikutusta
alginaatin hydroksyyliryhmien kayttaytymiseen esiristisilloituksessa tulisi tutkia

enemman.

Opinnaytetyon tavoitteena oli selvittda eri muotoisten implanttien geometrian
vaikutusta nisiinin vapautumiseen. Geometrian vaikutuksen tarkastelu
vapautumisprofiiliin ei kuitenkaan kaytanndssa onnistunut, silla
dissoluutiotesteissa muodot hajosivat osiin melko nopeasti. Tasta syysta
muodon vaikutus vapautumisprofiiliin jai epaselvaksi, ja vapautuminen tapahtui
todennakoisesti seka diffuusion ettd materiaalin hajoamisen seurauksena
liukenemisena. Geelin koostumusta pitaa siis optimoida, jotta implanttien
kestavyytta voidaan parantaa. Nain paastaisiin myos tutkimaan geometrian

vaikutusta vapautumiseen.

Havaintojen perusteella nisiinin vapautuminen vaikutti olevan osittain
yhteydessa geelin liukenemiseen. Vapautumiskokeiden aikana alginaattigeelin
rakenne heikkeni asteittain. Tama viittaa siihen, etta nisiini ei vapautunut
pelkastaan diffuusion kautta, vaan osittain myds geelin rakenteen hajoamisen ja
liukenemisen seurauksena. Nopeaa vapautumista nahtiin kokeiden alussa

samanaikaisesti geelin hajotessa, mika tukee hypoteesia, etta nisiinin
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vapautuminen on ainakin osin liukenemiseen perustuvaa. Tulokset viittaavat

siihen, etta geelin liukeneminen on merkittava vapautumiseen vaikuttava tekija.

TyOssa kaytettiin myds hyddyksi sentrifugia naytteenotossa, mika saattoi
osaltaan vaikuttaa kappaleiden eheyteen ja nain nisiinin vapautumiseen. On
mahdollista, ettd fuugaus hajotti rakenteita entisestaan ja aiheutti nain
implanttien hajoamista osiin. Sentrifugoinnin jalkeen kappaleet ovat myos
lievasti kiinni dissoluutioputkien seinamissa, jolloin ne taytyy sielta irrottaa.
Tama voi myos osittain vaikuttaa implanttien kasassa pysymiseen, seka nisiinin
vapautumiseen. Naytteiden sentrifugointi ennen naytteenottoa oli kuitenkin
tarkeaa, silla nain valtyttiin pipetoimasta geelipaloja naytteeseen. Mikali
implantit olisivat pysyneet kasassa ja liuenneet "kerros kerrokselta” olisi
sentrifugointi voitu jattaa pois. Nain olisi voitu valttaa sentrifugoinnin vaikutus
kappaleiden hajoamiseen. Jatkossa tulisi joko geelin koostumusta optimoida
niin, ettda implantit eivat hajoa tai 10ytaa naytteenottoon keino, jolla valtetaan
geelipalojen paatyminen naytteeseen ilman, etta implantit hajoavat lisaa

kasittelyssa.

Tulosten perusteella voidaan kuitenkin todeta, etta kaikista muodoista vapautui
merkittavasti nisiinia. Naytteenottotilavuuden vaihdolla oli huomattava vaikutus
nisiinin vapautumismaaraan. Puolipallojen kohdalla vapautuminen jai alle 85 %
mika viittaa liuoksen saturoitumiseen. Mikali nisiini pitoisuus puskurissa on
noussut liilan nopeasti lahelle liukoisuusrajaa, diffuusiovoimat eivat enaa riita
vapauttamaan nisiinia geelista, mika rajoittaa vapautumista.
Naytteenottotilavuutta kasvattamalla tasta ongelmasta paastiin kuitenkin eroon
ja kartioiden, seka tablettien vapautumisprosentti oli [ahellda 100 %. Materiaali
soveltuu siis osittain nisiinin kontrolloituun annosteluun. Implanttien hajoaminen
heikensi kontrolloidun vapautumisen ennustettavuutta ja saattoi johtaa
nopeampaan vapautumiseen. Jatkokehityksessa olisi tarkeaa parantaa
materiaalin rakennetta ja muodon pysyvyytta dissoluutiokokeiden aikana, jotta

saataisiin aikaan paremmin hallittu ja toistettava vapautumisprofiili.
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Dissoluutiokokeiden laskut

Esimerkkilaskut laskettu kayttden puolipallo 1-naytteen lopullisen analyysin

tuloksia.
Konsentraatio

Konsentraatio on laskettu standardisuoran yhtaloa ja blank-corrected

absorbanssiarvoja kayttaen seuraavasti:

Standardisuora 5-40 pg/ml

)
o
T o
© N

y =0,0046x-0,0136
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Proteiinikonsentraatio (ug/ml)

Suoran yhtalo y=kx+b, jossa y= absorbanssi ja x= konsentraatio.

_ 0022 (-00136) _ l
= 0,00416 =774 pg/m

Keskiarvot
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Kolmesta rinnakkaisesta mittaustuloksesta on maaritetty keskiarvot ja seuraavat

laskut on laskettu keskiarvoja kayttaen.

77489 L g39H9 | ¢ g5 M9

Keskiarvo = mi 3ml mi _ 7,59 ug/ml
Pitoisuus, kun huomioidaan puskurinlisayksen vaikutus
keski D 5089, 5 570 ug/mi
X — = —_— % — =
eskiarvo * oo =759 2% 55 =5, ng/m

Vapautuneen nisiinin maara

ensimmaiselle naytteelle (0 h) tdma arvo on sama kuin keskiarvo 7,59 ug/ml.

Naytteelle 2 h kohdalla ja sen jalkeen lasketaan seuraavasti:

keskiarvo — edellinen arvo pitoisuudesta, jossa huomioitu puskurinlisdys

ug ug
=2158—— —=16,1
'58ml 5'70ml 6,18 ug/ml

Vapautuneen nisiinin massa
Vapautuneen nisiinin maara * dissoluutiotilavuus

= 7,59%* 20ml = 151,88 ug

Kumulatiivinen vapautuminen

Ensimmaiselle naytteelle (0 h) tdma arvo on yhta suuri kuin vapautuneen
nisiinin massa 151,88 ug. Naytteelle 2 tunnin kohdalla ja muille naytteille

kumulatiivinen vapautuminen lasketaan seuraavasti:

Vapautuneen nisiinin massa naytteenottohetkella

+ edellinen kumulatiivinen vapautuminen

317,68 ug + 1515,88 ug = 469,57 ug
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Kumulatiivinen vapautuminen (%)

Kumulatiivinen vapautuminen (ug)naytteenottohetkella
Implantin massa (ug)
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Liite 2 65
Puolipallo 1 dissoluutiokokeen tulokset

.. Blank- Proteiini . Pitoisuus kun Vap.agtt.mut Vapautuneen Kumulatiivinen Kumulatiivinen
Nayte . Keskiarvot . . nisiinin . .. . .
(tuntia) corrected konsentraatio (ng/ml) huomioidaan mEarE nisiinin vapautuminen vapautuminen

0D(562) (ng/mL) He puskurilisdys massa (pg) (ng) (%)
(ng/mL)

0,022 7,74

0 0,025 8,39 7,59 5,70 7,59 151,88 151,88 5,12
0,017 6,65
0,084 21,22

2 0,085 21,43 21,58 16,18 15,88 317,68 469,57 15,84
0,088 22,09
0,105 25,78

4 0,1 24,70 24,77 18,58 8,58 171,67 641,23 21,63
0,096 23,83
0,12 29,04

6 0,116 28,17 28,75 21,57 10,18 203,55 844,78 28,50
0,12 29,04
0,119 28,83

8 0,13 31,22 29,99 22,49 8,42 168,41 1013,19 34,18
0,124 29,91
0,125 30,13

24 0,121 29,26 29,41 22,05 6,92 138,33 1151,52 38,85
0,119 28,83
0,123 29,70

28 29,26 21,95 7,21 144,13 1295,65 43,71
0,115 27,96
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.. Blank- Proteiini . Pitoisuus kun Vap'agtt.mut Vapautuneen Kumulatiivinen Kumulatiivinen
Nayte . Keskiarvot . . nisiinin . .. . .
(tuntia) corrected konsentraatio (ng/ml) huomlo.l.da_\.an i nisiinin vapautuminen vapautuminen

0D(562) (ng/mL) puskurilisays massa (pug) (ng) (%)
(ng/mL)

0,125 30,13
0,117 28,39

32 0,105 25,78 27,23 20,42 5,29 105,72 1401,38 47,28
0,113 27,52
0,128 30,78

48 0,131 31,43 31,29 23,47 10,87 217,32 1618,70 54,61
0,132 31,65
0,137 32,74

56 0,136 32,52 31,36 23,52 7,89 157,90 1776,59 59,93
0,119 28,83
0,119 28,83

72 0,115 27,96 28,46 21,35 4,94 98,84 1875,43 63,27
0,118 28,61
0,114 27,74

80 0,108 26,43 26,36 19,77 5,01 100,29 1975,72 66,65
0,101 24,91
0,122 29,48

96 0,117 28,39 29,12 21,84 9,34 186,88 2162,61 72,96
0,122 29,48
0,159 37,52

104 0,161 37,96 37,88 28,41 16,05 320,94 2483,55 83,78
0,162 38,17
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Puolipallo 2 dissoluutiokokeen tulokset

. Blank- Proteiini . Pitoisuus kun Vap-afx'tl.mut Vapautuneen Kumulatiivinen Kumulatiivinen
Nayte . Keskiarvot . . nisiinin . .. . .
(tuntia) corrected konsentraatio (ng/mL) huomioidaan maErE nisiinin vapautuminen vapautuminen

0OD(562) (ng/mL) He puskurilisdys massa (ug) (ug) (%)

(ng/mL)

0,02 7,30

0 0,018 6,87 6,72 5,04 6,72 134,49 134,49 4,73
0,014 6,00
0,097 24,04

2 0,129 31,00 26,29 19,72 21,25 424,93 559,42 19,67
0,096 23,83
0,093 23,17

4 0,107 26,22 25,42 19,07 5,70 114,06 673,48 23,68
0,11 26,87
0,133 31,87

6 0,126 30,35 30,64 22,98 11,57 231,45 904,93 31,82

0,123 29,70
0,117 28,39
8 0,119 28,83 28,68 21,51 5,70 114,06 1018,99 35,83
0,119 28,83
0,124 29,91
24 0,121 29,26 29,62 22,22 8,11 162,25 1181,23 41,54
0,123 29,70
0,132 31,65

28 30,93 23,20 8,71 174,20 1355,43 47,66
0,127 30,57
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V
.. Blank- Proteiini . Pitoisuus kun ap-agtl.mut Vapautuneen Kumulatiivinen Kumulatiivinen
Nayte . Keskiarvot . . nisiinin . .. . .
(tuntia) corrected konsentraatio (ng/mL) huomioidaan maEErE nisiinin vapautuminen vapautuminen
0D(562) (ng/mL) HE puskurilisdys - massa (pug) (ng) (%)

0,127 30,57
0,118 28,61
32 0,116 28,17 27,59 20,70 4,40 87,97 1443,41 50,76
0,106 26,00
0,144 34,26
48 0,124 29,91 31,87 23,90 11,17 223,48 1666,88 58,61
0,131 31,43
0,135 32,30

56 0,126 30,35 31,14 23,36 7,24 144,86 1811,74 63,71
0,128 30,78
0,12 29,04

72 0,117 28,39 28,03 21,02 4,67 93,41 1905,14 66,99
0,109 26,65
0,1 24,70

80 0,098 24,26 24,77 18,58 3,75 74,93 1980,07 69,63

0,103 25,35
0,119 28,83
96 0,114 27,74 27,96 20,97 9,38 187,61 2167,68 76,22
0,112 27,30
0,131 31,43
104 0,122 29,48 30,86 23,14 9,89 197,75 2365,43 83,18
0,132 31,65
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Puolipallo 3 dissoluutiokokeen tulokset

.. Blank- Proteiini . Pitoisuus kun Vap.agtt.mut Vapautuneen Kumulatiivinen Kumulatiivinen
Nayte . Keskiarvot . . nisiinin . .. . .
(tuntia) corrected konsentraatio (ng/ml) huomioidaan mEarE nisiinin vapautuminen vapautuminen

0D(562) (ng/mL) He puskurilisdys massa (pg) (ng) (%)
(ng/mL)
0,027 8,83
0 0,022 7,74 7,74 5,80 7,74 154,78 154,78 5,35
0,017 6,65
0,092 22,96
2 0,095 23,61 23,54 17,65 17,73 354,64 509,42 17,61

0,097 24,04
0,102 25,13
4 0,096 23,83 24,91 18,68 7,26 145,22 654,64 22,64
0,105 25,78
0,116 28,17
6 0,118 28,61 29,04 21,78 10,36 207,17 861,81 29,80
0,126 30,35
0,122 29,48
8 0,119 28,83 29,70 22,27 7,91 158,26 1020,07 35,27
0,128 30,78
0,127 30,57

24 0,132 31,65 30,71 23,03 8,44 168,77 1188,84 41,11
0,124 29,91
0,12 29,04

28 29,62 22,22 6,59 131,81 1320,65 45,67

0,123 29,70
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" Blank- Proteiini . Pitoisuus kun Vap'agtt.mut Vapautuneen Kumulatiivinen Kumulatiivinen
Nayte . Keskiarvot . . nisiinin . .. . .
(tuntia) corrected konsentraatio (ng/ml) huomioidaan i nisiinin vapautuminen vapautuminen
0D(562) (ng/mL) puskurilisays (ng/mL) massa (pug) (ng) (%)

0,125 30,13
0,127 30,57
32 0,121 29,26 29,48 22,11 7,26 145,22 1465,87 50,69
0,118 28,61
0,109 26,65
a8 0,117 28,39 28,25 21,18 6,14 122,75 1588,62 54,93
0,123 29,70
0,137 32,74
56 0,127 30,57 31,07 23,30 9,89 197,75 1786,38 61,77
0,124 29,91
0,109 26,65
72 0,108 26,43 26,94 20,21 3,64 72,75 1859,13 64,29
0,114 27,74
0,108 26,43
80 0,098 24,26 24,99 18,74 4,78 95,58 1954,71 67,59
0,098 24,26
0,107 26,22
9% 0,106 26,00 26,07 19,55 7,33 146,67 2101,38 72,66
0,106 26,00
0,128 30,78
104 0,127 30,57 30,57 22,92 11,01 220,22 2321,59 80,28
0,126 30,35
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Kartio 1 dissoluutiokokeen tulokset

" Blank- Proteiini . Pitoisuus kun Vapautunut Vapautuneen Kumulatiivinen Kumulatiivinen
Nayte . Keskiarvot . . e e aa s e . . -
(tuntia) corrected konsentraatio T huomlcflf:lian nisiinin maara nisiinin massa vapautuminen  vapautuminen

0D(562) (ng/mL) puskurilisdys (ng/mL) (ng) (ng) (%)
0,028 9,04

0 0,027 8,83 9,04 4,52 9,04 180,87 180,87 6,36
0,029 9,26
0,07 18,17

2 0,067 17,52 18,03 9,01 13,51 270,14 451,01 15,86
0,071 18,39
0,063 16,65

4 0,077 19,70 17,74 8,87 8,72 174,49 625,51 22,00
0,064 16,87
0,042 12,09

6 0,035 10,57 11,22 5,61 2,35 46,96 672,46 23,65
0,037 11,00
0,05 13,83

8 0,048 13,39 13,68 6,84 8,07 161,45 833,91 29,32
0,05 13,83
0,107 26,22

24 0,103 25,35 26,07 13,04 19,23 384,64 1218,55 42,85
0,109 26,65
0,086 21,65

28 0,079 20,13 21,00 10,50 7,96 159,28 1377,83 48,45
0,084 21,22
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v Blank- Proteiini . Pitoisuus kun Vapautunut Vapautuneen Kumulatiivinen Kumulatiivinen
Nayte . Keskiarvot . . e e e . . -
(tuntia) corrected konsentraatio (ng/mL) huomlcflf:lian nisiinin maara nisiinin massa vapautuminen vapautuminen

0D(562) (ng/mL) puskurilisdys (ng/mL) (ng) (ng) (%)
0,093 23,17

32 0,091 22,74 22,96 11,48 12,46 249,13 1626,96 57,21
0,092 22,96
0,1 24,70

48 0,097 24,04 24,91 12,46 13,43 268,70 1895,65 66,66
0,106 26,00
0,103 25,35

56 0,099 24,48 24,77 12,38 12,31 246,23 2141,88 75,32
0,099 24,48
0,114 27,74

72 0,116 28,17 27,52 13,76 15,14 302,75 2444,64 85,96
0,109 26,65
0,081 20,57

80 0,084 21,22 21,14 10,57 7,38 147,68 2592,32 91,16
0,086 21,65
0,074 19,04

96 0,063 16,65 17,52 8,76 6,95 138,99 2731,30 96,04
0,064 16,87
0,05 13,83

104 0,045 12,74 12,88 6,44 4,12 82,46 2813,77 98,94
0,042 12,09
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Kartio 2 dissoluutiokeen tulokset
- o Vapautunut . . . .
Niyte Blank- Proteiini . Keskiarvot Pltom-xu.s kun nisiinin Vapa.ufupeen Kumulatuv.men Kumulatuv-men
(tuntia) corrected  konsentraatio (ng/mL) huomlo.l.da_\_an maarE nisiinin vapautuminen  vapautuminen
0OD(562) (ng/mL) puskurilisdys massa (pg) (ng) (%)
(ng/mL)

0,035 10,57

0 0,034 10,35 10,28 5,14 10,28 205,51 205,51 6,99
0,032 9,91
0,067 17,52

2 0,071 18,39 17,88 8,94 12,75 254,93 460,43 15,66
0,068 17,74
0,058 15,57

4 0,057 15,35 15,93 7,96 6,99 139,71 600,14 20,41
0,064 16,87
0,045 12,74

6 0,044 12,52 13,25 6,62 5,28 105,65 705,80 24,01
0,053 14,48
0,055 14,91

8 0,055 14,91 14,04 7,02 7,42 148,41 854,20 29,05
0,043 12,30
0,101 24,91

24 0,092 22,96 23,97 11,99 16,95 338,99 1193,19 40,58
0,097 24,04
0,075 19,26

28 18,61 9,30 6,62 132,46 1325,65 45,09
0,072 18,61

Turun AMK:n opinnaytety6 | Noora Jalo



Liite 6 74

v Blank- Proteiini . Pitoisuus kun Vap'agtt.mut Vapautuneen Kumulatiivinen Kumulatiivinen
Nayte . Keskiarvot . . nisiinin . .. . .
. corrected konsentraatio huomioidaan reae o nisiinin vapautuminen  vapautuminen
(tuntia) (ng/mL) e maara
0D(562) (ng/mL) puskurilisays massa (pug) (ng) (%)
(ng/mL)
0,069 17,96
0,095 23,61
32 0,091 22,74 23,90 11,95 14,59 291,88 1617,54 55,01
0,103 25,35
0,127 30,57
48 0,122 29,48 29,55 14,78 17,60 352,03 1969,57 66,99
0,118 28,61
0,106 26,00
56 0,114 27,74 26,87 13,43 12,09 241,88 2211,45 75,21
0,11 26,87
0,117 28,39
72 0,11 26,87 27,88 13,94 14,45 288,99 2500,43 85,04
0,117 28,39
0,08 20,35
80 0,085 21,43 21,51 10,75 7,57 151,30 2651,74 90,19
0,091 22,74
0,084 21,22
96 0,084 21,22 21,14 10,57 10,39 207,83 2859,57 97,26
0,083 21,00
0,05 13,83
104 0,056 15,13 14,41 7,20 3,83 76,67 2936,23 99,87
0,052 14,26
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Kartio 3 dissoluutiokokeen tulokset

.. Blank- Proteiini . Pitoisuus kun Vap.agtt.mut Vapautuneen Kumulatiivinen Kumulatiivinen
Nayte . Keskiarvot . . nisiinin . .. . .
(tuntia) corrected  konsentraatio (ng/mL) huomioidaan maarE nisiinin vapautuminen vapautuminen

0D(562) (ng/mL) He puskurilisays massa (pug) (ng) (%)
(ng/mL)

0,065 17,09

0 0,06 16,00 16,51 8,25 16,51 330,14 330,14 11,61
0,062 16,43
0,087 21,87

2 0,084 21,22 21,29 10,64 13,04 260,72 590,87 20,78
0,082 20,78
0,073 18,83

4 0,065 17,09 17,59 8,80 6,95 138,99 729,86 25,66
0,064 16,87
0,068 17,74

6 0,069 17,96 18,32 9,16 9,52 190,43 920,29 32,36
0,075 19,26
0,063 16,65

8 0,062 16,43 16,72 8,36 7,57 151,30 1071,59 37,68
0,065 17,09
0,123 29,70

24 0,126 30,35 30,49 15,25 22,13 442,61 1514,20 53,25
0,131 31,43
0,096 23,83

28 23,68 11,84 8,43 168,70 1682,90 59,18
0,093 23,17
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v Blank- Proteiini . Pitoisuus kun Vap'agtt.mut Vapautuneen Kumulatiivinen Kumulatiivinen
Nayte . Keskiarvot . . nisiinin . .. . .
. corrected konsentraatio huomioidaan reae o nisiinin vapautuminen vapautuminen
(tuntia) (ng/mL) e maara
0D(562) (ng/mL) puskurilisays massa (pug) (ng) (%)
(ng/mL)
0,097 24,04
0,112 27,30
32 0,108 26,43 27,59 13,80 15,75 315,07 1997,97 70,26
0,12 29,04
0,156 36,87
48 0,143 34,04 35,06 17,53 21,26 425,22 2423,19 85,21
0,144 34,26
0,127 30,57
56 0,127 30,57 31,87 15,93 14,34 286,81 2710,00 95,30
0,145 34,48
0,133 31,87
72 0,13 31,22 31,29 15,64 15,36 307,10 3017,10 106,09
0,128 30,78
0,098 24,26
80 0,096 23,83 24,04 12,02 8,40 167,97 3185,07 112,00
0,097 24,04
0,081 20,57
96 0,078 19,91 21,36 10,68 9,34 186,81 3371,88 118,57
0,095 23,61
0,061 16,22
104 0,061 16,22 15,64 7,82 4,96 99,13 3471,01 122,06
0,053 14,48
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Tabletti 1 dissoluutiokokeen tulokset

.. Blank- Proteiini . Pitoisuus kun Vapautunut Vapautuneen Kumulatiivinen Kumulatiivinen
Nayte . Keskiarvot . . .. . vese s . . . .
(tuntia) corrected  konsentraatio (ug/ml) huomioidaan nisiinin maara nisiinin massa vapautuminen vapautuminen

0D(562) (ng/mL) He puskurilisdys (ng/mL) (ng) (ng) (%)
0,049 10,41

0 0,047 10,04 10,10 5,05 10,10 201,98 201,98 8,43
0,046 9,85
0,081 16,33

2 0,079 15,96 16,15 8,07 11,10 221,98 423,95 17,70
0,08 16,15
0,056 11,70

4 0,054 11,33 11,52 5,76 3,44 68,89 492,84 20,57
0,055 11,52
0,055 11,52

6 0,053 11,15 11,21 5,60 5,45 109,01 601,85 25,12
0,052 10,96
0,056 11,70

8 0,057 11,89 11,83 5,91 6,22 124,44 726,30 30,32
0,057 11,89
0,108 21,33

24 0,108 21,33 21,40 10,70 15,48 309,63 1035,93 43,24
0,109 21,52
0,107 21,15

28 19,54 9,77 8,85 176,91 1212,84 50,63
0,096 19,11

Turun AMK:n opinnaytety6 | Noora Jalo



Liite 8 78

v Blank- Proteiini . Pitoisuus kun Vapautunut Vapautuneen Kumulatiivinen Kumulatiivinen
Nayte . Keskiarvot . . . .. . vese s . . . .
(tuntia) corrected  konsentraatio (ng/mL) huomlql'dz:an nisiinin maara nisiinin massa vapautuminen vapautuminen

0D(562) (ng/mL) puskuriliséys (ng/mL) (ng) (ng) (%)
0,092 18,37
0,104 20,59

32 0,103 20,41 20,41 10,20 10,64 212,72 1425,56 59,51
0,102 20,22
0,114 22,44

48 0,108 21,33 21,64 10,82 11,44 228,77 1654,32 69,06
0,107 21,15
0,101 20,04

56 0,1 19,85 20,10 10,05 9,28 185,56 1839,88 76,80
0,103 20,41
0,11 21,70

72 0,094 18,74 20,10 10,05 10,05 200,99 2040,86 85,19
0,1 19,85
0,079 15,96

80 0,084 16,89 16,83 8,41 6,78 135,56 2176,42 90,85
0,088 17,63
0,072 14,67

96 0,071 14,48 14,42 7,21 6,01 120,12 2296,54 95,87
0,069 14,11
0,047 10,04

104 0,042 9,11 9,36 4,68 2,15 42,96 2339,51 97,66
0,041 8,93
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Tabletti 2 dissoluutiokokeen tulokset

" Blank- Proteiini . Pitoisuus kun  Vapautunut Vapautuneen Kumulatiivinen Kumulatiivinen
Nayte . Keskiarvot . . e e s s . .o . . -
(tuntia) corrected konsentraatio T huomlcflf:la:an nisiinin mdard nisiinin massa vapautuminen  vapautuminen

0D(562) (ng/mL) puskurilisdys (ng/mL) (ng) (ng) (%)
0,051 10,78

0 0,05 10,59 10,84 5,42 10,84 216,79 216,79 9,36
0,053 11,15
0,079 15,96

2 0,076 15,41 16,21 8,10 10,79 215,80 432,59 18,68
0,086 17,26
0,052 10,96

4 0,053 11,15 11,46 5,73 3,35 67,04 499,63 21,57
0,059 12,26
0,059 12,26

6 0,049 10,41 11,33 5,67 5,60 112,10 611,73 26,41
0,054 11,33
0,067 13,74

8 0,06 12,44 12,63 6,31 6,96 139,26 750,99 32,43
0,056 11,70
0,106 20,96

24 0,109 21,52 21,15 10,57 14,83 296,67 1047,65 45,24
0,106 20,96
0,088 17,63

28 0,09 18,00 17,63 8,81 7,06 141,11 1188,77 51,33
0,086 17,26
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w Blank- Proteiini . Pitoisuus kun  Vapautunut Vapautuneen Kumulatiivinen Kumulatiivinen
Nayte . Keskiarvot . . e o s .o . . -
(tuntia) corrected  konsentraatio (ng/mL) huomlqlf:lzian nisiinin maara nisiinin massa vapautuminen vapautuminen

0D(562) (ng/mL) puskurilisdys (ng/mL) (ng) (ng) (%)
0,104 20,59

32 0,098 19,48 20,35 10,17 11,53 230,62 1419,38 61,29
0,106 20,96
0,122 23,93

48 0,111 21,89 22,69 11,35 12,52 250,37 1669,75 72,10
0,113 22,26
0,107 21,15

56 0,11 21,70 21,46 10,73 10,11 202,22 1871,98 80,83
0,109 21,52
0,106 20,96

72 0,106 20,96 20,96 10,48 10,23 204,69 2076,67 89,67
0,106 20,96
0,102 20,22

80 0,09 18,00 19,30 9,65 8,81 176,30 2252,96 97,28
0,099 19,67
0,073 14,85

96 0,074 15,04 14,91 7,46 5,27 105,31 2358,27 101,82
0,073 14,85
0,048 10,22

104 0,047 10,04 10,22 5,11 2,77 55,31 2413,58 104,21
0,049 10,41
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Tabletti 3 dissoluutiokokeen tulokset

Vapautunut

.. Blank- Proteiini . Pitoisuus kun . ... Vapautuneen .. . Kumulatiivinen
Nayte . Keskiarvot . . nisiinin . Kumulatiivinen .
(tuntia) corrected  konsentraatio (ng/ml) huomioidaan - nisiinin ey vapautuminen

0D(562) (ng/mL) He puskurilisays massa (pug) P = (%)

(ng/mL)

0,053 11,15

0 0,056 11,70 11,70 5,85 11,70 234,07 234,07 9,71
0,059 12,26
0,08 16,15

2 0,085 17,07 16,33 8,17 10,48 209,63 443,70 18,41
0,078 15,78
0,06 12,44

4 0,059 12,26 12,20 6,10 4,03 80,62 524,32 21,76
0,057 11,89
0,054 11,33

6 0,049 10,41 10,47 5,23 4,37 87,41 611,73 25,38
0,045 9,67
0,071 14,48

8 0,072 14,67 14,42 7,21 9,19 183,70 795,43 33,01
0,069 14,11
0,105 20,78

24 0,105 20,78 20,90 10,45 13,69 273,83 1069,26 44,37
0,107 21,15
0,104 20,59

28 20,22 10,11 9,77 195,43 1264,69 52,48
0,102 20,22
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v Blank- Proteiini . Pitoisuus kun Vap'agtt.mut Vapautuneen .. Kumulatiivinen
Nayte . Keskiarvot . . nisiinin . Kumulatiivinen .
(tuntia) corrected  konsentraatio (ng/ml) huomioidaan i nisiinin e vapautuminen

0D(562) (ng/mL) HE, puskurilisays massa (pg) P He (%)
(ng/mL)
0,1 19,85
0,112 22,07
32 0,11 21,70 22,38 11,19 12,27 245,43 1510,12 62,66
0,119 23,37
0,124 24,30
48 0,11 21,70 22,88 11,44 11,69 233,70 1743,83 72,36
0,115 22,63
0,105 20,78
56 0,107 21,15 21,46 10,73 10,02 200,37 1944,20 80,67
0,114 22,44
0,107 21,15
72 0,106 20,96 20,96 10,48 10,23 204,69 2148,89 89,17
0,105 20,78
0,081 16,33
80 0,082 16,52 16,58 8,29 6,10 121,98 2270,86 94,23
0,084 16,89
0,098 19,48
96 0,091 18,19 18,68 9,34 10,39 207,78 2478,64 102,85
0,092 18,37
0,061 12,63
104 0,065 13,37 12,94 6,47 3,60 71,98 2550,62 105,83
0,062 12,81
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