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SiO, -SOOLIN KAYTTOOMINAISUUDET JA
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Kolmiulotteisen (3D)  solukasvatuksen kaytt6  on yleistymassd ja  erilaisten
solukasvatusmenetelmien sekd materiaalien kysynta tdhan tarkoitukseen on kasvussa. Taman
opinnaytetydn tarkoituksena oli kehittdd eteenpdin 3D-solukasvatukseen sopivaa SiO; -
kantajamateriaalia. Tarkeimpia tutkittavia asioita olivat geelin muodostuksen parempi hallinta,
geelin  muodostumiseen  vaikuttavien tekijdiden havaitseminen sekd materiaalin
injektointiominaisuuksien selvittdminen. Taman lisdksi tutkittiin, miten materiaaliin kapseloidut
solut kayttaytyvat.

Geelin  muodostumiseen vaikuttavista tekijoistd tutkittin soolin  kuiva-ainepitoisuutta,
maturaatiota, lampdtilaa sekd@ solususpension lisddmistd sooliin. Injektointiominaisuuksia
tutkittiin neljalla erikokoisella neulalla. NCI-H1975 -sferoideja kapseloitiin erilaisiin SiO, -
geeleihin seka kollageeniin. Kapseloituja sferoideja seurattiin kuvaamalla
faasikontrastimikroskoopilla eri aikapisteissa. Ty6ssa kaytettadva SiO, -materiaali oli valmistettu
sooli-geelimenetelmalld kayttaen tetraetyyliortosilikaattia (TEOS) lahtéaineena.

Soolin kuiva-ainepitoisuuden, maturaatioasteen, soluviljelymediumin lampétilan muuttamisen
seka solususpension lisddmisen havaittiin vaikuttavan geelin muodostumisessa kuluvaan
aikaan. Kuiva-ainepitoisuuden nosto, maturaation eteneminen seka mediumin lammittdminen
37 °C:seen nopeuttivat geelin muodostumista. Solususpension lisddminen hidasti geelin
muodostumista jonkin verran verrattuna pelkkdan mediumiin. Opinndytety6ssa kaytetyn SiO, -
soolin injektointi onnistui 18G, 21G ja 22G-neuloilla. SiO, -pohjaisten materiaalien havaittiin
tukevan solujen kasvua vain hieman tai ei ollenkaan. Solujen kasvu SiO; -geelissa oli erilaista
vertailtuun kollageenimateriaalin ndhden. Tutkimuksissa havaittin materiaalin  SiO, -
pitoisuudella olevan vaikutusta solujen kasvuun materiaalissa.

ASIASANAT:

biomateriaalit, hydrogeelit, piidioksidi, injektiot, solunulkoiset matriisiproteiinit,
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OPERATIONAL CHARACTERISTICS OF SOL-GEL
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The use of three-dimensional (3D) cell culturing is becoming more common and there is an
increasing need for new methods and materials for this purpose. The purpose of this thesis was
to develop a SiO, material suitable for 3D cell encapsulation. The main parameters studied
were controlled gelation of the material, factors affecting the gelation, and the injection
properties of the gel. In addition also the behavior of encapsulated cells was studied.

Of the factors that affect the gelation, sol dry matter concentration, maturation, temperature and
the addition of cell suspension into the sol were studied. Injection characteristics were studied
with four different sizes of needles. NCI-H1975 spheroids were encapsulated in different SiO,
gels and collagen. The spheroids were studied by phase contrast microscopy at different time
points. The SiO, material used in this study was produced by a sol-gel method using
tetraethylorthosilicate (TEOS) as the precursor.

Sol dry matter concentration, maturation, cell culture medium temperature and the addition of
cell suspension were found to have an effect on the gelation time. Increasing the concentration
of dry matter, the progress of the maturation and warming the media to +37 °C accelerated the
gelation. Comparing to media only, the addition of cell suspension decreased the gel formation
rate to some extent. The injection of the SiO, sol used in this thesis project was successful with
18G, 21G and 22G needles. The SiO, based materials were shown to support cell growth either
little or not at all. Cell growth in SiO, was different from that found in collagen. It was also
noticed that the SiO, concentration of the material had an effect on the cell growth in the
material.
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biomaterials, hydrogels, silicon dioxide, injections, extracellular matrix proteins, cell growth
processes
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1 JOHDANTO

Pii on maankuoren toiseksi yleisin alkuaine ja sita 10ytyy veden seka hiekan li-
saksi myos ihmisesta. Piilla on merkittava rooli kaikissa elavissa organismeissa.
Yksi piin tavallisimmista esiintymismuodoista luonnossa on piidioksidi (SiO2)
toiselta nimeltaan silika, joka on piin ja hapen yhdiste. (Meunier, et al., 2010)

Sooli-geelimenetelmalla tuotettuja silikapohjaisia materiaaleja kaytetaan laajalti
eri tarkoituksissa kuten solukantajamateriaaleina, bioaktiivisessa lasissa, bio-
sensoreissa tai ohutfilmipaallysteina elektroniikassa seka kalvoina ja suodatin-
materiaaleina. (Kortesuo, 2001; Jokinen, et al., 2010) Erilaisia solukapselointiin
tarkoitettuja kantajamateriaaleja tutkitaan ja kehitetaan laajalti. On myos arvioi-
tu, etta kolmiulotteinen (3D) solukasvatus korvaa perinteisen kaksiulotteisen
(2D) solukasvatuksen lahitulevaisuudessa. 3D-solukasvatuksen kaytto on talla
hetkella kasvussa etenkin kudosteknologiassa, laakekehityksessa seka solubio-
logian perustutkimuksessa. (Turun ammattikorkeakoulu, 2011)

Tassa opinnaytetyossa keskityttiin sooli-geeliprosessilla tuotetun bioyhteenso-
pivan silikageelin kayttdbominaisuuksien tutkimiseen ajatellen 3D-solukasvatusta
seka injektointisovelluksia. Tyon tavoitteina oli kehittaa silikasoolin kaytettavyyt-
ta Ioytamalla ratkaisuja geelin muodostumisen hallintaan, injektoitavuuteen se-
ka solukapselointiin. Tydssa tutkittiin eri tekijoiden, kuten kuiva-ainepitoisuuden,
pH:n ja maturaation vaikutusta silikasoolin geelin muodostumiseen seka elain-
solujen kasvua ja kayttaytymista kyseisessa materiaalissa. Naiden lisaksi tyos-
sa tarkasteltiin soolin injektoitavuutta erikokoisilla neuloilla. Materiaalin ominai-
suuksien paremmalla hallinnalla voidaan parantaa kaytettavyytta ja kehittaa
uusia kayttosovelluksia.

Opinnaytety0 toteutettin osana Turun ammattikorkeakoulun Cell-in-Gel
-projektia. Projekti on Turun ammattikorkeakoulun ja Abo Akademin yhteistyo-
projekti, jonka paapaino on injektoitavien, geelimaisten materiaalin kehittaminen

ja toimivuuden testaaminen ajatellen solukapselointisovelluksia, solukasvatusta
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seka -kuvantamista. Projektissa on mukana myos kaksi ulkomaalaista yhteis-
tyokorkeakoulua: IMC FH Krems Itavallasta seka Plantijn Hogeschool Belgiasta.

Tutkimus- ja kehitystyon lisaksi projektiin kuuluu kaupallistamispolun ja markki-
nointistrategian selvittaminen kahdelle sovellusalueelle: kudosteknologian ja
solujen 3D-kasvatuksen. Kaupallistamispolkua ja markkinointistrategiaa varten
Turun ammattikorkeakoulu on teettanyt markkina-analyysin "K2See. "Injectable
Silica and Silica Hybrid Gels for Cell Encapsulation.” Marketing Analysis. Turku:
Turun Ammattikorkeakoulu, 2012.” (Turun ammattikorkeakoulu, 2011)

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Minna Tuovinen
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2 SOLUKANTAJAMATERIAALIT JA NIIDEN KAYTTO

2.1 Solukantajamateriaalit

Solukantajamateriaalit tai toisin sanoen solukapselointimateriaalit ovat bioyh-
teensopivia materiaaleja, jotka tukevat solujen kasvua ja erilaistumista eivatka
ole haitallisia soluille (Kretlow, et al., 2007; Kortesuo, 2001). Kolmiulotteinen
(3D) solukasvatus voidaan jakaa kahteen paaluokkaan: kantajamateriaaliin
perustuvaan "Scaffold’- ja solukasvatukseen, jossa ei kaytetd kantajamateriaa-
lia, "Scaffold-free”. Yksi yleisesti tunnettu scaffold-free -menetelma on niin sa-
nottu hanging drop -sovellus, jossa painovoiman avulla muodostetaan kolmi-

ulotteisia pallomaisia soluryppaita, sferoideja. (Rimann & Graf-Hausner, 2012)

Kantajamateriaalia hyodyntavat menetelmat voidaan myos jakaa kahteen kate-
goriaan: Solujen istuttaminen suoraan soluja sisaltamattomaan 3D-materiaaliin
seka solususpension sekoitus sooliin, joka muodostaa geelin. Synteettinen sili-
kapohjainen materiaali kuuluu jalkimmaiseen kategoriaan. Metodi, jossa solut
kasvatetaan esimerkiksi polystyreenikantajamateriaalin sisalla, voidaan lukea
kuuluvaksi ensin mainittuun ryhmaan. (Rimann & Graf-Hausner, 2012) Tassa
opinnaytetyossa keskitytaan kasittelemaan lahinna hydrogeeleja ja niiden solu-
kapselointisovelluksia.

Yleisesti 3D-solukasvatusmateriaalit perustuvat pyrkimykseen matkia soluille
luonnollisia olosuhteita, jotta solut toimisivat fysiologisesti mahdollisimman sa-
mankaltaisesti kuin aidossa ymparistossa. Kaytettavat materiaalit ovat joko
luonnollisia materiaaleja, kuten elainperaiset, puhdistetut soluvaliaineet tai syn-
teettisia materiaaleja, kuten silikapohjaiset materiaalit. (Rimann & Graf-
Hausner, 2012)

Solunulkoinen valiaine (ECM) on sokerien ja proteiinien monimutkainen sekoi-
tus, joka sijaitsee solukalvon ulkopuolella. Se tarjoaa vuorovaikutteisen perus-
tan solujen kayttaytymiseen, erilaistumiseen ja toimintaan. ECM:ta on vaikea

tuottaa solun ulkopuolella kokonaisuudessaan sen monimutkaisesta
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rakenteesta ja koostumuksesta johtuen. Markkinoilla on kuitenkin tuotteita, jos-
sa osaa ECM:n komponenteista on joko tuotettu uudelleen tai matkittu. Ominai-
suuksiltaan ndma tuotteet ovat hyvin lahella alkuperaista solunukoista valiainet-
ta. (Justice, et al., 2009)

Yksi lahestymistapa ei-synteettisen materiaalin valmistukseen on matkia
ECM:ta, kuten aiemmin on mainittu (Rimann & Graf-Hausner, 2012). Tama ta-
pahtuu esimerkiksi eristamalla ja puhdistamalla hiiren syopasolujen (Engel-
breth-Holm-Swarm -kasvain, EHS) tuottamaa ECM:t3, joka sisaltda runsaasti
proteiineja, kuten kollageenia seka kasvutekijoita. Yksi tallainen tunnettu kau-
pallistettu tuote on Matrigel. (Sodunke, et al., 2007) Taman lisaksi yksittaisista-
kin aineista, kuten Kkollageenista, voidaan valmistaa kantajamateriaaleja.
(Chandrasekaran, et al., 1999) Eraissa teksteissa on kuitenkin osoitettu, etta
ECM:ta sisaltavalla materiaalilla on suurempi biologinen aktiivisuus kuin pelkas-
taan kollageenista valmistetulla hydrogeelilla (Pullan, et al., 1996).

Luonnollisten materiaalien ongelmana ovat tasalaatuisuuden puute ja elainpe-
raisyydesta aiheutuvat eettiset ongelmat. Synteettisten kantajamateriaalien hait-
tapuolia ovat puolestaan, miten solut reagoivat materiaaliin ja kykenevatko solut
kasvamaan seka erilaistumaan materiaalissa. (Rimann & Graf-Hausner, 2012)
Solukapselointimateriaalin jaykkyydella on suuri vaikutus solujen viestintaan
seka kayttaytymiseen. Esimerkiksi kollageenista voidaan valmistaa jaykkaa tai
I0yhempaa kudosta mallintavaa materiaalia saatamalla kollageenin konsentraa-
tiota. (Yamada & Cukierman, 2007)

Yksi ongelma solukantajamateriaaleissa on diffuusio, eli aineiden, kuten hapen,
hiilidioksidin seka metaboliajatteiden, kulkeutuminen materiaalissa. Hydrogee-
leissa diffuusio ei ole tehokasta. Ongelmia ilmenee varsinkin kaytettdessa suu-
ria solutineyksia. Huonon diffuusion seurauksena voi muodostua nekroottinen
keskus, jossa solut kuolevat. Diffuusiota voidaan parantaa suurentamalla huo-
koskokoa kyseessa oleville soluille sopivaksi. Huokosten jakautumiseen ja ylei-
sesti materiaalin huokoisuuteen tulee myos kiinnittdéd huomiota. Huokosten ta-
saista jakautumista materiaalissa on kuitenkin hankala hallita. Diffuusion paran-

tamiseksi solukantajamateriaaleissa on kehitetty erilaisia mikroputkirakenteita,
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joissa putket toimivat ikaan kuin luonnollisina mikroverisuonina ja edistavat nain

aineen siirtoa. (Huang, et al., 2011)

2.1.1 SiO; -hydrogeeli

SiO, -hydrogeeli on synteettinen eika sisalla elainperaisia ainesosia. Se on
epaorgaaninen, silikapohjainen, bioyhteensopiva ja biohajoava materiaali, jota
tuotetaan sooli-geeliprosessilla. Prosessissa kolloidaalisesta soolista muodos-
tuu kostea geeli, joka 30-95-prosenttisesti koostuu vedesta. Huolimatta veden
suuresta osuudesta kiintea faasi on fysikaalisesti hallitseva elementti. Geeli
koostuu nanohuokoskokoisesta, kolmiulotteisesta polymeeriverkosta. (Jokinen,
et al., 2010)

Amorfisen silikan on todettu olevan turvallinen kayttaa. Se ei ole myrkyllinen,
karsinogeeninen, eika tulehdusta tai immuunivastetta aiheuttava. (Jokinen, et
al., 2010; Nieto, et al., 2009; Kortesuo, 2001) Sen tiedetdan myos liukenevan
elavaan kudokseen (Jokinen, et al., 2010). Silika voi kuitenkin olla haitallinen
suurissa pitoisuuksissa esimerkiksi elainsoluille. Noin 138 ppm ylittaa haitalli-
suuden rajan (Nieto, et al., 2009; Meunier, et al., 2010). Myos jotkut silikan ki-
demuodot voivat aiheuttaa silikoosia (Kortesuo, 2001; Jokinen, et al., 2010).
Synteettisen, amorfisen silikan on todettu liukenevan elimistossa, eika sen ole
todettu kertyvan elimistossa. Synteettisen amorfisen silikan voidaan ajatella
olevan turvallinen ihnmiselle seka ymparistolle. (Fruijtier-Polloth, 2012) Silikapoh-
jaisten materiaalien kaytto on kasvussa etenkin diagnostiikan ja biolaaketieteen
saralla. (Nieto, et al., 2009)

Silika on bioyhteensopivaa elavan kudoksen kanssa ja sita voidaan kayttaa im-
planttien valmistamiseen tai kudosteknologian scaffold -sovelluksiin. Materiaa-
lin voidaan kapseloida esimerkiksi soluja, |aakeaineita tai viruksia. Mikro-
organismien ei ole todettu kayttavan silikaa ravintona. (Nieto, et al., 2009;
Kortesuo, 2001)

Silikakantajamateriaalin etuna verrattuna luonnollisiin kantajamateriaaleihin,

voidaan pitaa synteettisyytta, jonka kautta kemiallisia ja mekaanisia ominai-
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suuksia voidaan saadella laajasti. Naiden lisaksi materiaalin muotoa ja huokos-
kokoa pystytdan muokkaamaan. Huokoskokoa voidaan muokata esimerkiksi
lisdamalla apuaineena ja ravinteena glukoosia. Huokoskokoon muutoksen avul-
la pystytdan saatelemaan materiaalissa tapahtuvaa diffuusiota. (Nieto, et al.,
2009)

Vaikka silikageelin valmistuksessa on paljon muokkausvaraa, on silla myos
haittapuolensa. Esimerkiksi kaytettaessa tetra-alkoksisilaania |ahtoaineena
(esimerkiksi TEOS tai TMOS) hapon katalysoimassa reaktiossa muodostuu ha-
panta silikasoolia. Taman lisaksi sen valmistuksessa muodostuu alkoholia.
Useimmat solut eivat selvia neutraalista pH:sta poikkeavassa ymparistossa ja
my0os alkoholi on haitallista varsinkin elainsoluille. (Nieto, et al., 2009) Solut voi-
vat myOs jaada puristuksiin muodostuvan polymeerirakenteen sisalle etenkin,
jos muodostuneen geelin annetaan kuivua paljon ja rakenne kutistuu (Jokinen,
et al., 2010).

Kyseisia ongelmia voidaan ratkaista kaksivaiheisella prosessilla, jota kaytetaan-
kin yleisesti kapseloitaessa soluja silikakantajamateriaaleihin. Ensimmaisessa
vaiheessa hydrolyysi suoritetaan alhaisessa pH:ssa (pH=2) ja taman jalkeen
kondensaatio ja aggregaatio neutraalissa pH:ssa. Solut lisataan puskuroidussa
mediumissa soolin sekaan, jolloin tapahtuu nopea geelin muodostuminen ja
solut jaavat materiaalin sisalle sattumanvaraiseen jarjestykseen. Hydrolyysissa
muodostunutta etanolia poistetaan prosessista usein ennen kapselointia, jottei
se haittaisi soluja. (Nieto, et al., 2009)

2.1.2 Kaupalliset materiaalit

Kaupallisesti on saatavilla monia erilaisia 3D-solukapselointiin tarkoitettuja ma-
teriaaleja. Materiaaleja voidaan valmistaa esimerkiksi puhdistetusta kollageeni
I:stq, synteettisista biomateriaaleista tai aidosta puhdistetusta solunulkoisesta
soluvaliaineesta. Tarjolla on siis seka synteettisia etta luonnollisia materiaaleja.
(Yamada & Cukierman, 2007) Taulukossa 1 on esitetty esimerkkeja erilaisista

kaupallisesti saatavilla olevista materiaaleista ja niiden ominaisuuksista.
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Taulukko 1. Esimerkkeja kaupallisista hydrogeeleista. (Rimann & Graf-Hausner,
2012)

Tuote Valmistaja | Koostumus | Eldinperainen | Biohajoava
Algimatrix Invitrogen Alginaatti Ei Kylla
BD Matrigel BD EHS- Kylla Kylla
Basement | Biosciences | kasvaimen
Membrane puhdistettu
Mix ECM
Extracel Glycosan Hyaluroni, Kylla Kylla
Biosystems Gelatiini,
PEG
PuraMatrix 3DM, Inc. | Synteettinen Ei Kylla
oligopeptidi
PureCol Advanced Collagen | Kylla Kylla
BioMatrix
QGel QGel PEG Ei Kylla/Ei*
3D Life PVA | Cellendes | Polyvinyyli- Ei Kylla
Hydrogel alkoholi

*Saatavilla eri vaihtoehtoina.

Elainperaiset kantajamateriaalit on tuotettu elainperaisista komponenteista, ku-
ten ECM:sta tai kollageenista (Rimann & Graf-Hausner, 2012). Solunulkoisessa
valiaineessa esiintyy 25 eri kollageenia ja se onkin eniten esiintyva proteiini
ECM:ssa. Taman lisaksi lamiinia esiintyy runsaasti. Naita molempia myydaan
puhdistetussa muodossa kaupallisina tuotteina. (Justice, et al., 2009) Naiden
lisaksi alginaattia seka kitosaania kaytetaan yleisesti lahtéaineina (Chan &
Mooney, 2008). Alginaattia tai kitosaania ei voida kayttaa sovelluksiin, jossa
materiaalilta vaaditaan hyvid mekaanisia ominaisuuksia (Chan & Mooney,
2008).

Matrigel, joka on erityisesti suunnattu epiteelisolujen kasvatukseen, koostuu
paaasiallisesti kollageeni 1V:sta, lamiinista ja hepariinisulfaatista. Matrigelin
heikkoutena voidaan pitad materiaalin laadun vaihtelua ja eldinperaisyytta
(Rimann & Graf-Hausner, 2012) Alginaatista valmistettu Algimatrix taas ei
sisalla elainperaisia ainesosia. Alginaatti on polymeerinen sokeri, jota saadaan
ruskeasta merilevasta. AlgiMatrix on suurihuokoista, pesusienimaista rakennet-

ta. Materiaali perustuu siihen, etta huokosten sisdlle menneet solut tuottavat
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sisasyntyisia solunulkoisenvaliaineen komponentteja, jotka tukevat solujen toi-
mintaa. AlgiMatrix sopii hyvin muun muassa kantasolusferoidien kasvatukseen.
(Justice, et al., 2009)

2.2 Kantajamateriaalien kayttokohteet

Kantajamateriaaleja voidaan kayttaa eri tarkoituksiin. Tassa opinnaytetydssa on
keskitytty solujen kapseloimiseen silikakantajamateriaaliin. Kantajamateriaalei-
hin voidaan kuitenkin kapseloida my6s muutakin kuin soluja. (Kortesuo, 2001)
Taman lisaksi solukantajamateriaaleja voidaan kayttaa implantteina (Jokinen, et
al., 2010).

2.2.1 Solujen injektointi kudokseen kantajamateriaalissa

Soluja voidaan kapseloida kantajamateriaaliin ja kantajamateriaali injektoida
suoraan haluttuun kohteeseen in vivo. Materiaali toimii soluille ankkuroitu-
misalustana vahentaen apoptoosia sekd suojaamalla soluja kehon im-
muunihyokkayksilta. Se my0s tarjoaa tarvittaessa mekaanista tukea vaurioitu-
neelle kudokselle. (Wang, et al., 2010).

Injektoinnissa kaytettavaa kantajamateriaalia mietittdessa tulee ottaa huomioon
materiaalin geelin muodostusaika, biohajoavuus ja sopivuus elavaan ymparis-
toon, kuten ihmiskehoon. Geelin muodostumisen tulee olla riittdvan nopeaa,
ettei jahmettymaton sooli seka siihen sekoitetut solut paase leviamaan muualle
elimistoon. Perinteisemmassa injektoinnissa, jossa pelkat solut injektoidaan
ilman kantajamateriaalia, ongelmana on ollut juuri solujen vuotaminen myds
muualle kuin haluttuun kudokseen. Materiaalin liian nopea hajoaminen ei taas

tue halutusti solujen kasvua. (Wang, et al., 2010)
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2.2.2 3D-solukasvatus

Kolmiulotteisessa kasvatuksessa solut kapseloidaan kantajamateriaaliin, kun
taas 2D-kasvatuksessa soluja viljellaan esimerkiksi muovipinnalla. Kolmiulottei-
sen solukasvatuksen kysynta on kasvussa, koska 3D-solukasvatuksen on huo-
mattu vastaavan paremmin luonnollisia kasvuolosuhteita kuin 2D-kasvatus.
(Rimann & Graf-Hausner, 2012)

3D-kasvatusta pidetaan parempana, koska 2D-kasvatus ei kykene tarjoamaan
solu-solu- eika solu-materiaali-vuorovaikutukselle vaadittavaa rakennetta. Tasta
johtuen 2D-kasvatuksessa ei pystyta mallintamaan in vivo -fenotyyppia. Pien-
elainkokeet ovat laajalti kaytdssa, mutta nekdan eivat vastaa taysin ihmista.
Taman liséksi elaimissa on tekijoita, kuten immuunivaste seka endogeeniset
kasvutekijat, joita ei pystyta kontrolloimaan taysin. 3D -kasvatusta tarvitaan
my0s parantamaan syopasolututkimuksen laatua. (Szot, et al.,2011)

Talla hetkellda laakkeita testataan 2D-tehoseulonnalla. Lupaavimmat laakkeet
valitaan eldinkokeisiin ja Kliinisiin vaiheisiin. Naissa vaiheissa kuitenkin usein
huomataan laakkeen toimimattomuus. Toimimattomuuteen voi olla useita syita,
joista yksi voi olla 2D-kasvatuksen aikana tapahtuva normaalista poikkeava so-
lukayttaytyminen. 3D-kasvatus on lupaava vaihtoehto, kun toimivampia laakkei-
ta kehitetaan. Kun monen vuoden tutkimuksen kohteena olleet l1adkkeet toimivat
myOs kaytannossa, laskevat laakekehityksen kustannukset pitkalla aikavalilla.
(Rimann & Graf-Hausner, 2012)

Kuvassa 1 on esitetty erilaisia tapoja lisata soluja kantajamateriaaliin. Yleisin
tapa kapseloida soluja on sekoittaa solususpensio materiaalin kanssa ja antaa
sen muodostaa geelia. Tama aiheuttaa solujen sattumanvaraisen jarjestaytymi-
sen materiaalissa. (Nieto, et al., 2009) Toinen tapa kapseloida soluja on niin
sanottu kerrostus eli "sandwich-rakenne”. Siina ensin valetaan yksi kerros kan-
tajamateriaalia, jonka annetaan muodostaa geelia. Ensimmaisen kerroksen
paalle lisataan solut ja valetaan viela toinen kerros kantajamateriaalia. Solut
voidaan myos lisatd materiaalin paalle, jolloin ne eivat kuitenkaan kayttaydy
samalla tavalla kuin materiaaliin upotetut solut. (Saton, et al., 2009)
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Kapselointi-

Solu-

materiaali

suspensio

=
\JOQQQOL

\'—O—O—O—O—O—b

Kuva 1. Erilaisia tapoja lisata solut kantajamateriaaliin.

Kuvassa 2 nahdaan esimerkki, miten Matrigeelin sisdan kapseloidut HUVEC -
solut seka Matrigeelin pinnalla kasvavat solut eroavat toisistaan. Pinnalle
viljellyt solut kasvavat yhtena kerroksena pinnalla ja muodostavat putkimaisia
rakenteita (b ja d). Kuvissa a ja ¢ havaitaan solujen sattumanvarainen jarjestay-

tyminen materiaalin sisalla eika putkimaisia rakenteita ole havaittavissa.
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Kuva 2. Endoteelisoluja (HUVEC) mikroskoopilla kuvattuna. (Kirkaskent-
ta,BF/faasikontrasti,PC)

a) solut kapseloituna Matrigeeliin 1. paiva (BF).

b) Solut Matrigeelin pinnalla 1. paiva (BF).

c) Solut kapseloituna Matrigeeliin 3. paiva (PC).

d) Solut Matrigeelin pinnalla 3. paiva (PC).

Solukantajamateriaaleihin voidaan kapseloida myos sferoideja. Sferoidit ovat
kolmiulotteisia pallomaisia soluryppaita ja niita muodostetaan aggregoimalla
solut yhteen. (Eger & Jacobi, 2012; Hamilton, 1998; Youssef, et al., 2010).
Etenkin sydpasolut muodostavat hyvin aggregaatteja (Bates, et al., 2000). Ag-
gregoituakseen adheesiovoimien tulee olla suuremmat solujen valilla kuin esi-
merkiksi muovin pinnan ja solujen valilla. Tata voidaan edistaa esimerkiksi pin-
noittamalla kuoppalevyn muovipohja polyHEMA:lla (poly(2-
hydroksyetyylimetakrylaatti)), johon solut eivat kykene tarttumaan. (Bates, et al.,
2000) Syopasoluista muodostettuja sferoideja voidaan muun muassa kayttaa
tutkittaessa uusia syopalaakkeita. Monisoluiset sferoidit matkivat hyvin in vivo -
kasvainta (Santini, et al., 2000). Talla tavalla saadaan lisaa tietoa kasvaimien

kehityksesta  sekd  syOpakasvainten  kantasolujen  kayttaytymisesta.
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(Andreas & Jacobi, 2012; Youssef, et al., 2010) Sferoideja voidaan muodostaa
monista eri soluista kuten hepatosyyteista, fibroblasteista seka epiteeli- ja endo-
teelisoluista (Youssef, et al., 2010; Hirschhaeuse, et al., 2010). Sferoidien ko-
koa voidaan hallita muuttamalla solukonsentraatiota (Youssef, et al., 2010).

Huonona puolena 3D-kasvatuksella on, etta se on tydlaampaa, mutta toisaalta
kasvatusmetodien muuttaminen ja optimointi omaan kayttotarkoitukseen on
helpompaa ja nopeampaa kuin 2D-kasvatuksessa (Rimann & Graf-Hausner,
2012; Yamada & Cukierman, 2007). Lisaksi 3D-solukasvatus mahdollistaa pa-
remmat kuvantamismahdollisuudet mikroskoopilla kuin eldinkoemallit (Yamada
& Cukierman, 2007).

Talla hetkelld 3D-solukasvatusmateriaaleja kaytetaan eniten akateemisissa tut-
kimuslaitoksissa, kuten yliopistoissa. Materiaaleilla olisi kayttokohteita myds
teollisuudessa. Teollisuuteen leviamisen estaa kuitenkin talla hetkella korkeat
materiaalikustannukset sekd automaation ja sovellusten puute laajempaa kayt-
toa ajatellen. Talla hetkella 3D-menetelmat sopivat vain pienelle maaralla erityi-
sia sovelluksia. Jotta ladketeollisuus todella saisi kaiken hyodyn irti uusista ma-
teriaaleista, tulisi kehittaa laajaulotteisempi, useammalle sovellusalueelle sopiva
menetelma. Suurin yksittainen kayttosovellus, jolle on kysyntaa, on laakeainei-
den testauksessa kaytettava korkeatehoinen seulontamenetelma (high-
throughput screening, HTS). (Rimann & Graf-Hausner, 2012) Muita heikkouksia
ovat vaihtelevuus materiaalin kyvyssa matkia kudoksen olosuhteita seka puut-
teet verisuonten jarjestaytymisessa, pienten molekyylien kuljetuksessa seka
solujen keskinaisessa vuorovaikutuksessa (Yamada & Cukierman, 2007). Kun
edelld mainittuihin  ongelmakohtiin |0ydetaan ratkaisuja voidaan 3D-
solukasvatusta hyodyntda myoOs teollisuudessa. (Rimann & Graf-Hausner,
2012; Justice, et al., 2009) Teollisuudessa nykyaikaisia 3D-materiaaleja voitai-
siin kayttaa muun muassa laakekehityksessa kalliiden elainkokeiden sijasta
(Rimann & Graf-Hausner, 2012; Huh, et al., 2011).
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2.2.3 Muut kayttokohteet

Hydrogeeleihin voidaan kapseloida myos muutakin kuin soluja. Yksi ensimmai-
sista kapselointisovelluksista sooli-geeliprosessoidulla silikalla oli entsyymien
kapselointi. (Avnir, et al., 2006) Entsyymeja ja proteiineja voidaan kapseloida
silikaan ja niita voidaan kayttaa katalyysissa tai sensoreina diagnostisissa so-
velluksissa silikan toimiessa kantajamateriaalina. (Jokinen, et al., 2010)

Tuotettaessa esimerkiksi terapeuttisia proteiineja, bakteereja, hiivoja ja levia
voidaan kapseloida, jolloin silikamateriaali toimii bioreaktorina (Jokinen, et al.,
2010). Esimerkiksi Saccharomyces cerevisiae -hiivaa, joka on tarkea teollinen
hiiva, on onnistuneesti kapseloitu (Avnir, et al., 2006). Naiden lisaksi viruksia
viraalisina vektoreina, DNA:ta, RNA:ta on mahdollista kapseloida geeniterapia-
sovelluksia varten. Biologisesti aktiivisten molekyylien, kuten solujen, proteiinien
ja entsyymien kapseloinnissa ongelmana on aktiivisuuden sailyminen. Hel-
pommin aktiivisuutensa ja funktionaalisuutensa sailyttavia kapseloitavia mole-
kyyleja ovat muun muassa ruuan lisdaineet, antioksidantit seka vitamiinit.
(Jokinen, et al., 2010)

Laakeaineita voidaan myos kapseloida materiaaleihin. Kapselointi suojaa 1aa-
keaineita muun muassa elimiston entsyymeilta. Kapseloidut Iadkeaineet yleen-
sa injektoidaan tai implantoidaan kehoon. Kapselointi mahdollistaa sellaisten
ladkkeiden tuomisen ihmisen elimistoon, jotka yleisimmassa annostelutavassa,
oraalisessa reagoisivat esimerkiksi mahahappojen kanssa. Taman lisaksi koko
ladkeannos voidaan annostella kerralla elimistoon ja laaketta vapautuu kontrol-
loidusti pitkalla ajan jaksolla. Laakeaine voi vapautua esimerkiksi materiaalin
biohajoamisen tai diffuusion kautta. Vapautuminen riippuu kyseessa olevan ma-

teriaalin ominaisuuksista. (Kortesuo, 2001)
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3 SOOLI-GEELIPROSESSOITU SiO;

Sooli-geelimenetelmalla voidaan valmistaa erilaisia materiaaleja lahtien liikkeel-
le nestefaasista (Jokinen, et al., 1998). Menetelma on laajalti kaytetty ja silla
tuotetaan paljon erilaisia materiaaleja esimerkiksi jauheita, kuituja, paallysteita,
monoliitteja, geeleja tai huokoisia rakenteita. Sooli-geeliprosessin hyvina puoli-
na voidaan pitaa alhaista reaktiolampdtilaa, tuotetun materiaalin tasalaatuisuut-
ta seka lopputuotteen puhtautta. (Kortesuo, 2001)

Sooli-geeliprosesissa lahtéaineina kaytetaan yleisesti alkoksideja, alkyylialkok-
sideja, aminoalkoksideja tai epaorgaanisia silikaatteja, jotka hydrolyysissa muo-
dostavat piihappoa. Piihapon kondensoituessa muodostuu partikkeleita, jotka
muodostavat nesteen kanssa soolin. (Jokinen, et al., 2010)

Sooli on kiinteita partikkeleita sisaltava kolloidaalinen suspensio nesteessa, toi-
sin sanoen kolloidaalinen silikadispersio. Sita tuotetaan useimmiten hydrolysoi-
malla tetra-alkoksisilaani lahtéaine hapon tai emaksen katalysoimassa reaktios-
sa. Kaytetyimmat lahtdaineet ovat alhaisen molekyylipainon tetraetyyliortosili-
kaatti (TEOS) seka tetrametyyliortosilikaatti (TMOS). Kuvassa 3 on esitetty alk-
oksidin yleisrakenne ja —R on tassa tapauksessa joko etyyli tai metyyli. TEOSin
sivutuotteena muodostuu etanolia ja TMOSin sivutuotteena vastaavasti me-
tanolia. (Jokinen, et al., 2010; Brinker & Scherer, 1990) Geeli taas on vahintaan
yhden kiintean ja yhden nestemaisen faasin seos (Jokinen, et al., 2010).

Kuva 3. Alkoksidi yleisesti esitettyna.

Soolin muodostuminen voidaan jakaa kolmeen eri reaktioon: hydrolyysi, alkoho-
lin kondensoituminen ja veden kondensoituminen. Hydrolyysissa lahtdaine
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reagoi veden kanssa siten, etta alkoksidiryhma (—OR) korvaantuu hydroksyyli-
ryhmalla (—OH). Metalliset alkoksidit ovat suosittuja, silla ne reagoivat hyvin ve-
den kanssa. Reaktiossa muodostuu myds alkoholia (—ROH). Reaktioyhtald on
esitetty yhtalossa 1. (Brinker & Scherer, 1990)

Reaktiota nopeutetaan usein lisaamalla happo- tai emaskatalyytti esimerkiksi
HCI tai ammoniakki, jolloin seoksen pH muuttuu. Katalyytin 1asna ollessa reaktio
on myds taydellisempi. Hapon toimiessa katalyyttina piihin liittynyt —OH tai —OR
-ryhma protonoituu nopeasti. Emaksen katalysoimassa reaktiossa hydroksyyli-
tai silanolaattianionit kohtaavat suoraan piiatomin. Reaktiossa muodostuu si-
lanolia. (Brinker & Scherer, 1990)

=Si—0OR+ H,0 &=Si—0H+ ROH
— «—

Hydrolyysi Esterointi (1)

Yhtalossa 2 on esitetty alkoholin kondensoitumisreaktio. Reaktiossa muodostuu
alkoholia, kun hydroksyyliryhma hapettuu ja ylimaarainen happimolekyyli muo-
dostaa siloksaanisidoksen, Si-O-Si. (Brinker & Scherer, 1990)

=Si—0OR+HO—-Si=<=S5i—0—-Si=+ROH
- «—

(2)

Alkoholin kondensoituminen Alkoholyysi

Veden kondensoitumisreaktiossa hydroksyyliryhmat reagoivat ja muodostavat
kovalenttisen  siloksaanisidoksen, jolloin  sivutuotteena syntyy vetta.
Reaktioyhtald on esitetty yhtalossa 3. Useimmiten kondensoitumisreaktioita ta-
pahtuu jo ennen kuin hydrolyysireaktio on taysin valmis. Alkoholi toimii reaktios-
sa liuottimena. (Brinker & Scherer, 1990)

=Si—-OH+HO-Si=e=S8i—0-Si=+H,0
- “«—

Veden kondensoituminen Hydrolyysi

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Minna Tuovinen



24

Sidosten liittyessa toisiinsa monomeerista muodostuu polymeeri, jonka synty on
esitetty kuvassa 4. Kondensoitumisreaktion jatkuessa polymeerit muodostavat
partikkeleita, joiden kokoluokka on noin 1 nm. Partikkelit aggregoituvat ja muo-
dostavat polymeeriverkon van der Waals -vuorovaikutuksen ja kovalenttisten
sidosten vaikutuksesta. Tama on esitetty kuvassa 5. (Brinker & Scherer, 1990;
Fruijtier-Polloth, 2012)

HO oy
|
OH HO HO.. ‘sfi—o OH
HO\S/ 0 - ‘ ~_
CiH ; ]-'OH HO\S!i Of OH CIJ SII-OH
0 £ H HO —g;
HO —Si-OH Ol o o 57 O~si 0
[ HO’S\I \S,OH HO ™ ‘O HO 0—?|~
OH ~Si OH
OH 3\ H
HO ™y O“Sfi\ HO
Monomeeri Dimeeri Syklinen

Kuva 4. Silikapolymeerin muodostuminen.

Piialkoksidi muodostaa haarautuvaa polymeeriverkkoa, koska monomeerit voi-
vat muodostaa yhdesta neljaan eetterisidosta. Sooli-geelimenetelmalla valmis-
tettujen silikamateriaalien huokoskoko on yleensa joko mikro- tai mesohuokois-
ta (<2 nm tai 2-50 nm) (Kortesuo, 2001; Jokinen, et al., 1998; Brinker &
Scherer, 1990; Nieto, et al., 2009).
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Kuva 5. Silika-aggregaattien muodostuminen. Kuva llerin mukaan (ller, 1979).

Riippuen haluttavan lopputuotteen ominaisuuksista veden ja TEOSin moolisuh-
detta (niin sanottu R-arvo) voidaan muuttaa (Brinker & Scherer, 1990). Kirjalli-
suudessa on ehdotettu, ettd R-arvo voi suurimmillaan olla 200 (Nieto, et al.,
2009). Suurta R-arvoa kaytettaessa reaktiossa on ylimaarin vetta ja hydrolyysi
on lahes taydellista. Jotta hydrolyysi olisi edes teoreettisesti taydellista, tulee R-
arvon olla vahintaan 2. Pienimmillaan R-arvo voi olla <1. (Brinker & Scherer,
1990)

Synteesiolosuhteilla, kuten R-arvolla, kaytetylla katalyytilla ja sen konsentraati-
olla, lampdtilalla ja paineella on tutkitusti vaikutusta muodostuvan geelin raken-

teeseen ja ominaisuuksiin. Naitd ominaisuuksia muuttamalla voidaankin muoka-
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ta prosessia omalle lopputuotteelle optimaaliseksi ja aikaansaada ominaisuuk-
siltaan toisistaan poikkeavia materiaaleja. Suuri R-arvo kiihdyttda hydrolyysia.
R-arvolla voidaan vaikuttaa vahvasti myds geelin muodostukseen. Mitd suu-
rempi R-arvo on, sitd enemman reaktioseoksessa on vettd suhteessa silikan
maaran ja taten geelin muodostumisaika pitenee. (Brinker & Scherer, 1990)
Kaytettaessa suurta R-arvoa geeliverkostosta tulee harvempi ja huokosten koko
kasvaa (Rubio, et al., 1997; Veith, et al., 2005).

Painvastoin kuin hydrolyysi, kondensaatioreaktio tapahtuu hitaammin happa-
missa olosuhteissa. Tata voidaan hyddyntaa geelin muodostusajan pidentami-
sessa. Hydrolyysin jalkeen soolin voi jattda alhaiseen pH-arvoon (pH=2), joka
on silikan isoelektrinen piste ja taten pidentaa geelipisteen, eli hetken, jolloin
juokseva sooli muuttuu geeliksi, saavuttamiseen vaadittavaa aikaa. (Jokinen, et
al., 2010) Sooli-geeliprosessissa valmistettua silikaa voidaan jatkokasittella va-
lamalla se monoliitiksi esimerkiksi sauvoiksi, kehraamalla kuiduksi tai kuivatta-
malla pinnoitteeksi. Taman lisaksi esimerkiksi sumukuivaimella voidaan valmis-

taa erikokoisia, noin 1-50 ym partikkeleita. (Jokinen, et al., 2010)

Happamat soolit muodostavat spontaanisti ajan kuluessa geelia, kun taas alka-
liset soolit vaativat pH:n muutoksen tai suolan lisdamisen. Geelin rakenne muut-
tuu myos geelinmuodostumisen jalkeen, sidoksia syntyy lisda ja kondensoitu-
misreaktio jatkuu. Partikkelit jatkavat liittymistadn muodostuneeseen geeliraken-
teeseen, jolloin geelin ominaisuudet ja rakenne voivat muuttua oleellisesti ajan
kuluessa. (Jokinen, et al., 2010; Jokinen, et al., 1998; Brinker & Scherer, 1990)

Kondensoitumisreaktion jatkuminen voi aiheuttaa geelin polymeeriverkon raken-
teen uudelleenjarjestaytymista esimerkiksi geelin muuttumista jaykemmaksi
johtuen uusista muodostuneista sidoksista. Sailytyksen aikana geeli voi myds
liueta tai saostua. Geeliverkko voi myos kutistua ja nestefaasi voi osittain erot-
tua kiinteasta faasista geelin vanhenemisen eli maturaation aikana. Geelin ma-
turaation kulkuun vaikuttaa muun muassa pH, lampotila seka konsentraatio.
(Brinker & Scherer, 1990) Sooli-geeliprosessituotteiden reologisia ominaisuuk-
sia seka huokos- ja partikkelikokoa voidaan analysoida esimerkiksi reometrilla
tai erilaisilla sirontamenetelmilla (Jokinen, et al., 1998).
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4 SiO2 -SOOLIN REOLOGIA

4.1 Soolin reologiset ominaisuudet

Soolin reologian tunteminen on tarkeaa maaritettdessa soolin kaytettavyytta eri
sovelluksiin. Geelin muodostumishetkelld reologiset ominaisuudet muuttuvat
selkeasti. Soolin voidaan katsoa muuttuneen geeliksi silloin, kun se ei enaa liiku
painovoiman vaikutuksesta. Tassa vaiheessa juokseva sooli on muuttunut vis-
koelastiseksi geeliksi, jossa elastiset ominaisuudet ovat hallitsevassa asemas-
sa. (Brinker & Scherer, 1990; Jokinen, et al., 2010)

Soolin viskositeettia mitataan usein ajan funktiona, jolloin saadaan tietoa siita,
miten maturaatio vaikuttaa soolin reologisiin ominaisuuksiin. Naissa mittauksis-
sa geelin muodostumisen maaritelmana pidetaan viskositeetin akillista kasvua.
Viskositeettia voidaan mitata viskosimetreilla, esimerkiksi mittaamalla leikkaus-
voiman tai viskositeetin muutosta leikkausnopeuden funktiona. (Brinker &
Scherer, 1990)

Sooli on aluksi newtoninen. Talldin sen viskositeetti ei muutu leikkausnopeuden
vaikutuksesta. Muodostuneet polymeeripartikkelit ovat viela niin pienia, ettei
niilld ole vaikutusta viskositeettiin. Partikkelien aggregoituessa suuremmiksi
myo0s soolin viskositeetti kasvaa. Tama tarkoittaa, ettd joudutaan tekemaan
enemman tyota, jotta saadaan neste virtaamaan. (Brinker & Scherer, 1990)

Suurempien partikkelien muodostuessa soolista tulee leikkausohenteinen eli
viskositeetti laskee leikkausvoiman kasvaessa. Tama on hyva asia injektoinnin
kannalta. Talléin muodostuneet suuremmat aggregaatit rikkoutuvat tai orientoi-
tuvat virran suuntaiseksi sekoitettaessa ja injektoitaessa vaaditaan vahemman
voimaa. (Jokinen, et al., 2010; Brinker & Scherer, 1990) Polymeeriverkon muo-
dostuessa sooli saa elastisia ominaisuuksia ja kykenee varaamaan staattista
kuormaa virtaamatta tiettyyn pisteeseen asti (Brinker & Scherer, 1990). Kuvios-
sa 1 on esitetty soolin maturaation vaikutus elastiseen moduuliin tai viskositeet-

tiin.
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—s Geeli

Elastinen moduuli tai viskositeetti reometrilla

mitattuna

»>
Aika

Kuvio 1. Elastinen moduuli tai viskositeetin muutos ajan funktiona reometrilla

mitattuna. Kuvion alkuperaislahde (Jokinen, et al., 2010)

4.2 Soolin reologia injektoitaessa

Injektointia voidaan pitda onnistuneena, kun hydrogeeli saadaan injektoitua
neulan lapi yhdella painalluksella ilman liiallista voimaa eika faasien erottumista
tai neulan tukkeutumista ilmene. (Jokinen, et al., 2010)

Nesteen korkea viskositeetti voi haitata aineen injektoitavuutta. Korkeaviskootti-
nen neste ei valttamatta ole injektoitavissa esimerkiksi 26-29G-neuloilla, joita
kaytetaan elainkoesovelluksissa. (Jezek, et al., 2011; Wang, et al., 2010) Suosi-
teltavaa olisi, ettd suurin kaytettava neulakoko injektoinneissa olisi
22G. (Jokinen, et al., 2010)

Tarkein yksittainen tekija injektoinnin onnistumisessa on neulakoko ja siksi se
on syyta miettia etukateen. Mita suurempia partikkeleita nesteessa on, sita suu-
rempi on sen viskositeetti ja sitd enemman aine vastustaa leikkautumista. Vis-
kositeetin noustessa injektointiin vaaditaan enemman voimaa neulakoon
pysyessa samana. Tarvittavan voiman maaraa voidaan kuitenkin pienentaa

suurentamalla neulakokoa. My0s virtausnopeuden kasvaessa injektointiin vaa-
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dittavan voiman maara kasvaa. (Jezek, et al., 2011; Burckbuchler, et al., 2010)
Edella mainituilla parametreilla kuten virtausnopeudella, neulakoolla seka ai-
neen viskositeetilla voidaan optimoida injektointia.

Soolin tulisi muuttua geeliksi lahes heti, kun se on injektoitu. Siksi onkin tarkeaa
maarittada optimaalinen injektointihetki (Wang, et al., 2010). Injektointia newtoni-
laisilla nesteilla voidaan mallintaa Poisseuillen yhtalolla, jossa virtauksen olete-
taan olevan laminaarista. Yhtalossa 6 on esitetty paineenmuutoksen yhtalo.
(Rungseevijitprapa & Bodmeier, 2009)

8QnL
AP:Pl_PZ:W (4)

Yhtaléssa P, — P, on alun ja lopun paine-ero (Pa), Q on virtausnopeus (mm?®/s),
n on nesteen viskositeetti (Pa s), L on neulan pituus (mm) ja R on neulan sade

(mm).

Tarvittavan voimanmaara F voidaan laskea yhtalosta 7. F on se voima, joka
tarvitaan ruiskun mannan liikuttamiseen niin, ettd neste saadaan virtaamaan
ruiskusta seka neulasta ulos (Rungseevijitprapa & Bodmeier, 2009). Liiallinen
voimankaytto haittaa kaytettavyytta ja voi aiheuttaa nesteiden erottumista injek-
toitaessa (Jezek, et al., 2011).

F=A-P=nr?-P (5)

Yhtalossa 8 on esitetty yhtalosta 1 johdettu tilavuusvirran laskemiseen vaaditta-
va yhtalo.

B TRA*AP
~ 8L (6)

Tilavuusvirta on suuresti riippuvainen neulan halkaisijasta (R*). Jos halkaisija
kaksinkertaistetaan tilavuusvirta tulee 16-kertaiseksi aiempaan verrattuna. Ta-
ma riippuvuus on erityisen tarkeaa valittaessa kaytettavan neulan kokoa. Neu-
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lan halkaisijan kaksinkertaistamisella on sama vaikutus kuin, etta kayttaisi injek-
toitaessa 16 kertaa enemman voimaa (Fowler, 2006).
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5 S10, -GEELIN MUODOSTUMINEN JA SIIHEN
VAIKUTTAVAT TEKIJAT

5.1 SiO; -geelin muodostuminen

Kuten edella on mainittu, geelin muodostuksella tarkoitetaan sita, etta partikke-
liaggregaatit muodostavat keskenaan sidoksia ja naiden muodostuneiden par-
tikkeleiden verkosto peittdaa kauttaaltaan kaytdssa olevan tilan. Kuvassa 6 on
esitetty verkoston muodostuminen. Kun verkosto on muodostunut, ei sooli enaa
valu pois astiasta ja geelin muodostuminen on tapahtunut. Tasta huolimatta
reaktioseoksessa on viela vapaita, linkittaytymattomia aggregaatteja, jotka gee-
lin maturaation aikana liittyvat muodostuneeseen primaariverkostoon. (Jokinen,
et al., 1998)

Kuva 6. Sooli-geeliprosessoidun silikageelin polymeeriverkon muodostuminen.
Kuvan alkuperaislahde (Jokinen, et al., 2010).

Geelin muodostuksessa voidaan kayttaa apuna puskuroitua mediumia. Puskuri,
joka nostaa pH:n lahelle arvoa 7, nopeuttaa geelautumisprosessia ja vahentaa
emaksen lisayksen tarvetta. (Nieto, et al., 2009)

Kaytettavyyden kannalta on tarkeaa, etta puskuroidun solususpension lisaami-
sen jalkeen happamaan sooliin jaa riittavan pitka aikaikkuna ennen geelin muo-
dostumista, jotta kapseloitavat solut ehditaan sekoittamaan homogeeniseksi
seokseksi soolissa. Taman lisaksi tulee olla aikaa siirtaa suspensio esimerkiksi
haluttuun muottiin tai injektoida kudokseen. Toisaalta geelin muodostumisen
tulee olla kuitenkin riittavan nopea, jotteivat solut karsi. (Nieto, et al., 2009) Gee-
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lin muodostumisaikaa voidaan hallita muun muassa seuraavilla tekijéilla: lampo-
tila, pH, soolin kuiva-ainepitoisuus ja soolin maturaatioaste (Jokinen, et al.,
2010).

5.2 Geelin muodostumiseen vaikuttavat tekijat

5.2.1 pH

pH on tarkea tekija soolin muodostaessa geelid. pH:n ollessa alhainen
(pH 1-3), lahella silikan isoelektrista pistetta (pH 2), geelin muodostuminen hi-
dastuu. Kondensaation tapahtuessa alhaisessa pH:ssa muodostuu lineaarisesti
tai sattumanvaraisesti jarjestaytynytta haaroittuvaa polymeeriverkkoa, jonka
huokoskoko on alle 2 nm. (Kortesuo, 2001) Happamilla silikasooleilla sattuman-
varaista geelin muodostumista voidaan kiihdyttdaa nostamalla pH lahemmas
neutraalia (pH 5-7) lisdamalla emasta. (Jokinen, et al., 2010)

Alhaisessa pH:ssa muodostuu spontaanisti 3D-rakenteinen geeli, alkaliset soolit
pysyvat parhaiten stabiileina, koska niissa partikkelit kasvavat ja aggregoituvat
vain jonkin verran ajan kuluessa. Alkalinen sooli voidaan pakottaa muodosta-
maan geelia lisaamalla esimerkiksi suolaa, jolloin partikkelit koaguloituvat. Tal-
laisen geelin rakenne on kuitenkin erilainen kuin happamasta silikageelista val-
mistetun. Emaksisessa soolissa partikkelit 1ahinna kasvavat suuremmiksi ja
muodostavat partikkeleista koostuvan soolin. Partikkelit koaguloituvat ja geeli
muodostuu. Kuten aiemmin on mainittu, happamat soolit muodostavat ensin
primaaripartikkeleita, jotka muodostavat haaroittuvaa rakennetta
aggregoitumalla. (Jokinen, et al., 2010; Jokinen, et al., 1998)

5.2.2 Soolin kuiva-ainepitoisuus

Yksi geelin muodostumiseen ja materiaalin mikrorakenteeseen suuresti vaikut-
tavista tekijoista on kuiva-aineen maara soolissa. Kaytannossa mita suurempi

R-arvo on alussa, sitd vahemman seoksessa on silikaa ja tata kautta vahem-
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man Kkuiva-ainetta. Kuiva-ainepitoisuutta voidaan pienentaa lisaamalla vetta.
Veden lisdaminen eli kuiva-ainepitoisuuden pieneneminen hidastaa geelin

muodostumista. (Jokinen, et al., 2010)

R-arvon ollessa <4 geelin muodostuminen on hitaampaa muun muassa, koska
seoksessa on paljon liuottimena toimivaa etanolia. R-arvon ollessa >4 on mik-
rorakenteen huomattu olevan harvempaa kuin pienemmissa R-arvoissa. Suu-
remman R-arvon ollessa kyseessd muodostuu haarautuvampia polymeereja

kuin matalammilla arvoilla. (Kortesuo, 2001)

5.2.3 Soolin etanolipitoisuus

Etanoli toimii soolin valmistusreaktiossa liuottimena ja etanolia saatetaan jopa
lisata reaktioon hidastamaan geelin muodostumista. (Jokinen, et al., 2010)
Elainsolukapseloinnissa pyritdan kuitenkin paasemaan mahdollisimman pie-

neen etanolikonsentraatioon, jottei soluille aiheutuisi haittaa. (Nieto, et al., 2009)

Etanolia voidaan poistaa prosessista haihduttamalla. Etanolin poistumista pro-
sessista voidaan tehostaa lisaamalla vetta, jolloin etanolipitoisuus laimenee.
Haihdutus suoritetaan hydrolyysireaktion jalkeen. Artikkelissa "Cell viability in a
wet silica gel” haihdutus on toteutettu kuumentamalla sooli 80 °C:seen 10 mi-
nuutin ajaksi. Ennen haihdutuksen aloitusta on laskettu haihtuvan etanolin maa-
ra ja lisatty tilalle sama maara korvausvetta, jottei ennenaikaista geelin muodo-

tumista paase tapahtumaan. (Nieto, et al., 2009)

Toinen mahdollinen tapa toteuttaa haihdutus, on kuumentaa sooli noin
60 °C:seen 1-2 tunniksi riippuen soolin sisaltamasta etanolikonsentraatiosta.
Tassa tapauksessa haihdutuksen aikana lisataan korvausvetta haihtuvan eta-
nolin tilalle. (Villa, 2012)
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5.2.4 Soolin maturaatio

Soolin maturaatiolla tarkoitetaan tassa tapauksessa sellaisen soolin maturaatio-
ta, jota on sailytetty alhaisessa pH-arvossa (pH 2). Kuten aiemmin on mainittu,
on kondensaatioreaktio nopeampaa neutraalissa pH:ssa. Kondensaatioreaktio-
ta tapahtuu kuitenkin myos alhaisessa pH:ssa, joten ajan funktiona soolin vis-
kositeetti nousee, kun partikkelit aggregoituvat ja jossakin vaiheessa sooli saa-
vuttaa geelipisteensa. Mita enemman soolissa on valmiiksi muodostuneita po-
lymeerisidoksia, sitd nopeammin se saavuttaa geelipisteensa pH:ta nostettaes-
sa. Alhaisessa lampotilassa sailyttaminen hidastaa myos kondensaatioreaktio-
ta. (Jokinen, et al., 2010)
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6 MATERIAALIT JA MENETELMAT

Kaytannon osuudessa tutkittiin SiO; -soolin geelin muodostukseen vaikuttavista
tekijoista kuiva-ainepitoisuutta, maturaatiota ja lampdtilan seka solujen lisaami-
sen vaikutusta. Geelin muodostumista pidettiin onnistuneena, jos se tapahtui 3-
30 minuutissa. On katsottu, etta talla aikavalilla geelin muodostuksen tulisi ta-
pahtua, jotta sovellus olisi kayttokelpoinen. Alle kolmessa minuutissa tapahtuva
geelin muodostuminen ei mahdollista rauhallista tyoskentelya ja geelin muodos-
tuminen tapahtuu useasti jo ruiskussa. Yli 30 minuutissa tapahtuva geelin muo-
dostuminen taas on kayttajanakokulmasta liian pitka aika. MyoOs solut saattavat
keraantya yhteen kohtaan, jos viskositeetti ei nouse riittavan nopeasti ruiskus-
sa. Injektointikokeita suoritettiin neljalla erikokoisella neulalla: 18G (¢ =1,2 mm),
21G (¢ =0,8 mm), 22G (@ =0,7 mm) ja 30G (@ =0,3 mm). Naiden liséksi sili-
kasoolin kapseloitin NCI-H1975-sferoideja ja niiden kayttaytymista seurattiin
ottamalla kuvia faasikontrastimikroskoopilla.

6.1 TyOssa kaytetyt reagenssit

Soolin valmistukseen kaytettiin tetraetyyliortosilikaattia (Si(OC2Hs)4) lahtoainee-
na. Veden ja tetraetyyliortosilikaatin (TEOS) reaktio oli hapon (HCI) kata-

lysoima.

Geelin muodostumista tutkittaessa on kaytetty kahta eri kasvatusmediumia. Itse
valmistettua YPD -mediumia (Yeast peptone dextrose) seka kaupallisesti han-
kittua RPMI-1640 -mediumia.

YPD -mediumia kaytettiin sellaisenaan Saccharomyces cerevisiae solujen kas-
vatuksessa. Geelin muodostumisen testauksessa YPD -medium valmistettiin
0,25 mM natriumfosfaattipuskuriin, jotta happaman soolin pH saadaan nostet-

tua.
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TyOssa kaytetty RPMI-1640 (ref. Nro. 52400-025, Invitrogen) sisaltaa valmiiksi
L-glutamaania seka 25 mM HEPES -puskuria. Kasvatusmediumiin lisattiin 10 %
RPMI-1640 tilavuudesta naudan sikioseerumia (Fetal bovine serum, ref. Nro.
10500-056, Invitrogen) ja 1 % RPMI-1640:n tilavuudesta Penisiliini-
Strepomysiinia (ref. Nro. 15140-148, Invitrogen).

NCI-H1975 -solujen viljelyyn kaytettin DMEM -mediumia, jossa on korkea glu-
koosipitoisuus (High glucose Dulbecco’s Modified Eagle Medium), johon lisattiin
10 % FBS, 1 % L-glutaminia seka 1 % Penisiliini-Strepomysiinia. Solujen pese-
miseen kaytettiin 1xPBS, fosfaattipuskuroitua suolaliuosta (Phosphate buffered
saline). Solujen trypsinoitiin kaytettiin 0,25 % Trypsin-EDTA:ta.

Yksi 96-kuoppalevy, jota kaytettiin opinnaytetydssa sferoidien muodostukseen,
pinnoitettin 0,5 % polyHEMA:lla. 0,5 % polyHEMA -liuos valmistettiin
etanoliin, jonka jalkeen sitd pipetoitin 50 pl jokaiseen U-pohjaisen 96-
kuoppalevyn kaivoon. Etanoli haihdutettiin pois laittamalla kuoppalevy inkubaat-
toriin 37 °C:seen 20 tunnin ajaksi.

Sferoidejen muodostusta varten valmistettin my6és DMEM -mediumiin viskoosi-
nen, autoklavoitu 1,2 % metyyliselluloosaliuos, joka sentrifugoitiin falcon -
putkessa 5000 G:n voimalla kahden tunnin ajan huoneenlammdssa. Tasta liu-
oksesta oli mahdollista kayttda supernatantti sferoidejen muodostukseen, joka
vastaa noin 90 % Falcon -putken tilavuudesta.

Kapselointimateriaaleina kaytettiin paaasiassa silikageelia, mutta myos kolla-
geeni |:stad (BD Bioscience). Kollageeni |:sta kaytettiin suoraan valmistajan oh-
jeen mukaisesti. Lisaksi geeleissa kaytettin FBS:8a seka saturoitunutta glu-
koosia (91 g/100 ml).
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6.2 TyOssa kaytetyt menetelmat

6.2.1 Opinnaytetyossa kaytetyn SiO, -biomateriaalin valmistaminen

Silikahydrogeeli, jota on kaytetty tdssa opinnaytetydssa, on valmistettu kaksi-
vaiheisella sooli-geeliprosessilla. Valmistuksessa on kaytetty tetraetyyliortosili-
kaattia (TEOS) lahtbaineena ja hydrolyysirektio on hapon (HCI) katalysoima.
Reaktioyhtalo esitetty yhtaldssa 4. (Villa, 2012)

=Si—0—-Et+H,0 &= Si—0H + EtOH (7)

Prosessin ensimmaisessa vaiheessa, hydrolyysissa, veden ja TEOS:n anne-
taan reagoida yhden tunnin ajan alhaisessa pH-arvossa (pH=2). Hydrolyysin
jalkeen etanolia (EtOH) haihdutetaan pois 1,5 tuntia kuumentamalla seos 60
°C:seen. Etanolin konsentraatiota alennetaan myos lisaamalla vetta. Etanolin
haihdutuksen jalkeen sooli jadhdytetaan ja jatetaan alhaiseen pH-arvoon. (Villa,
2012)

Yhtalosta 5 voidaan havaita, etta jokaista TEOS moolia kohden muodostuu 4
moolia etanolia (Brinker & Scherer, 1990). Mitd suurempi R-arvo on kyseessa,
sita alhaisempi on etanolin konsentraatio. (Nieto, et al., 2009).

Kayttdvaiheessa soolin pH nostetaan neutraaliin arvoon, jolloin geelin muodos-
tuminen tapahtuu nopeasti. Kyseisen soolin R-arvo on suuri (R 50) ja vetta on
kaytetty ylimaarin reaktiossa, jolloin hydrolyysi on lahes taydellista. (Villa, 2012)

6.2.2 Solujen kuvantamiseen kaytetyt menetelmat
Opinnaytety0ssa kapseloituja soluja kuvannettiin faasikontrastimikroskooppilla,

toiselta nimeltaan vaihevastakohtamikroskooppi. Faasikontrastimikroskooppi
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luo kontrastieron kuvien osien valille. Naytteen Iapi kulkeneeseen valoon aiheu-
tetaan "2- aallon vaihe-ero. Lapikulkenut valo yhdistetdan sironneeseen valoon
ja solukomponenttien eri taitekertoimien erot muuttuvat amplitudieroiksi. Nain
syntyy kontrasti kuvien osien valille. (Saarela, 2011; College of Natural Resour-
ces, 2008)

Faasikontrastimikroskoopin kehittaja Frits Zernike sai keksinndstaan fysiikan
nobelin palkinnon 1953. Zernike kehitti niin kutsutun pimeafaasikontrastimikro-
skoopin. Myohemmin on kehitetty my0s kirkasfaasimikroskooppi, jossa kohde
nakyy kirkkaampana kuin tausta. Pimeafaasikontrastissa, jota on kaytetty tassa
opinnaytetyossa, solukomponentit nakyvat taustaa tummempina. (College of
Natural Resources, 2008)

6.2.3 Saccharomyces cerevisiae -hiivan kasvatuksessa kaytetyt menetelmat

Saccharomyces cerevisiae -hiivaa kasvatettiin puhdasviljelmamaljoilla. Maljoilta
siirrostettiin yksi silmukallinen (silmukan koko 1 ul) hiivaa 10 ml:aan YPD -
mediumia. YPD -mediumin pH oli saadetty noin pH 5:een, joka on optimaalinen
pH hiivasoluille. Esikasvatuskoeputkea inkuboitiin 17 tuntia 30 °C:ssa. Paakas-
vatuksessa kaytettiin myos YPD -mediumia, joka lammitettiin valmiiksi inkuboi-
malla 17 tuntia 30 °C:ssa. Seuraavana aamuna esikasvatuksen aloittamisesta
esikasvatussuspensio kaadettiin 250 ml:aan paakasvatusmediumia. Soluja kas-
vatettiin lammittavassa ravistelijassa ja solujen kasvua seurattiin spektofotomet-
risesti. Soluja kasvatettiin eksponentiaalisen kasvuvaiheen loppuun (ODsggo
~1,1). Eksponentiaalinen kasvuvaihe riippuu kaytettavasta kannasta, mutta
yleisesti sen voidaan olettaa olevan 600 nm:n mitattusalueella 0,5-1 A (Kalhor &
Clarke, 2003). S. cerevisiae -hiivan jakautumisaika on lyhyt ja kahdentuminen
on lahes yhtd nopeaa kuin bakteereilla (Bruce, et al., 2008; Becker, et al.,
1996). Eksponentiaalisessa kasvuvaiheessa solujakautuminen on nopeimmil-
laan. Solujen maara ja solumassa kasvavat paljon. (Torronen, 2006)

Solukasvatuksen paatyttya solut sentrifugoitiin (5000G, 10 minuuttia), jonka jal-
keen supernatantti poistettiin. Solut uudelleensuspensoitiin joko puskuroituun
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YPD -mediumiin tai RPMI-1640 -mediumiin. Solumaara laskettiin kayttaen Bur-
ker-solulaskentakammiota. Tarvittaessa solususpensiota laimennettiin pep-

toniveteen laskennan helpottamiseksi.

6.2.4 Geelin muodostumisen tutkimisessa kaytetyt menetelmat

Soolin muutosta geeliksi tutkittin 3 ml:n koeputkissa. Koeputkiin lisattiin 1 ml
soolia seka 1 ml kasvatusmediumia tai solususpensiota suhteessa 1:1. Homo-
geeninen sekoittuminen varmistettiin pipetoimalla seosta ja kaantelemalla koe-
putkea ylosalaisin. Geelin katsottiin muodostuneen, kun koeputkea kaantaessa
sooli ei enaa poistunut koeputkesta. Ajanottoon kaytettiin digitaalista sekuntikel-
loa ja koeputkien tarkkailuvalina oli 30 sekuntia. Geelin muodostumiskokeissa
oli viisi eri lampdtilayhdistelmaa, jotka on esitetty taulukossa 2.

Taulukko 2. Lampdtilaa kuvaavien tunnisteiden selitykset (Sooli-medium).

Tunnus Sooli (°C) Medium (°C)
JK-RT +5 +23
RT-RT +23 +23
37-RT +37 +23
RT-37 +23 +37
37-37 +37 +37

Eri lampdotilayhdistelmista eniten kiinnostavimmat olivat JK-RT seka RT-37.
Soolin sailyttaminen mahdollisimman pitkdan 5 °C jadkaappilampotilassa ennal-
taehkaisee ennenaikaista geelin muodostumista, koska kondensaatio on hi-
taampaa alhaisessa lampotilassa. (Jokinen, et al., 2010) RT-37 oli taas kiinnos-
tava yhdistelma, koska tama mahdollistaa lampiman solumediumin tai solume-
diumin seka solujen lisdamisen ja taten voidaan yllapitaa herkille elainsoluille
suotuisaa 37 °C:n lampotilaa. Medium ja sooli l[ammitettiin  tarvittaessa 37
°C:seen lampoOhauteessa, jonka jalkeen jaljelle jaanytta osaa ei kaytetty enda
uudelleen. Etenkin soolin kohdalla kertaalleen lammitetty tuote voi antaa vaaris-
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tetyn tuloksen, koska kondensaatioreaktion eteneminen seka sidosten syntymi-
nen voi olla erilaista (Jokinen, et al., 2010; Brinker & Scherer, 1990). Lampdtila
mitattiin digitaalisella lampomittarilla.

6.2.5 Injektointitutkimuksissa kaytetyt menetelmat

Injektointitutkimuksissa kaytettiin neljaa eri kokoista neulaa: 18G, 21G, 22G se-
ka 30G. Neuloihin kiinnitettiin 10 ml:n ruisku, johon oli imetty valmiiksi 2 ml soo-
lia. Taman jalkeen sooli-mediumseosta injektointiin yhden minuutin valein pet-
rimaljalle. Ajanotto tapahtui digitaalisella sekuntikellolla. Tavoitteena oli havaita
aikaikkuna, jolloin injektoitu sooli muodostaa homogeenisen 3D-rakenteen. Ha-

vainnointi tapahtui silmamaaraisesti.

6.2.6 Sferoidien muodostuksessa kaytetyt menetelmat

NCI-H1975 -sferoideja muodostettiin kaksi kertaa. Ensimmaisella kerralla kay-
tettiin seka polyHEMA -pinnoitetta ettd metyyliselluloosaa. Toisella kerralla kay-
tettin vain metyyliselluloosaa. NCI-H1975 -soluja kasvatettin T-75 -
soluviljelypulloissa inkubaattorissa 37 °C:ssa 5 prosenttisessa COg-
pitoisuudessa. Sferoidien muodostamista varten DMEM -medium aspiroitiin,
solut pestiin 1xPBS:I14, trypsinoitiin Trypsin-EDTA:lla ja lisattin medium. Solu-
maara solususpensiosta laskettiin Burker-solulaskentakammiolla. Solususpen-
sio sentrifugoitiin ja pelletti suspensoitiin uudelleen haluttuun maaraan DMEM -

mediumia.

Lopullinen solususpensio valmistettin DMEM -mediumiin siten, etta jokaiseen
kuoppalevyn kuoppaan tulisi 2000 solua pipetoitaessa 150 pl solususpensio-
metyyliselluloosaseosta kuoppiin. Solususpensio-metyyliselluloosaseos valmis-
tetaan siten, etta se sisalsi 80 % solususpensiota ja 20 % metyyliselluloosaa.

Kaikkiin kuoppiin lisattin 150 pl solususpensio-metyyliselluloosaseosta seka
reunakuoppiin 150 pl 1xPBS:83. Ensimmaisella sferoidien muodostuskerralla
polyHEMA:lla paallystetty kuoppalevy sentrifugoitin 10 minuutin ajan 415G ja
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toisella kerralla ilman polyHEMA:a oleva kuoppalevy sentrifugoitiin kaksi mi-
nuuttia 836G. Sentrifugoinnin jalkeen levy tarkistettiin solujen kasautumisen
osalta. Kuoppalevya inkuboitiin (37 °C, 5 % CO3) noin 36 tunnin ajan, jotta sfe-

roidit muodostuvat.

6.2.7 Sferoidien kapseloinnissa kaytetyt menetelmat

Ensimmaisessa kokeessa jokaisessa kaivossa oli vain yksi sferoidi. Tassa ko-
keessa  sferoidit  kapseloitin, joko  suspensiona tai  "sandwich”
-kapselointina geelikerrosten valiin. Sandwich -kapseloinnissa tasapohjaisen
kuoppalevyn kaivoon pipetoitiin ensin puolet kaytettavasta geelimaarasta, jonka
annettiin muodostaa geelida. Muodostuneen geelikerroksen paalle lisattiin sfe-
roidi seka loput geelistd. Suspensiomenetelmassa sferoidi siirrettin  U-
pohjaisesta kuoppalevysta tasapohjaiselle kuoppalevylle, jonka paalle lisattiin
haluttu geeliseos. Naita sekoitettiin kaivossa pipetoimalla, kunnes seoksen vis-
kositeetti nousi.

Kaytossa oli nelja erilaista geelikoostumusta: pelkka silikageeli, silikageeli sisal-
taen 15 % FBS -seerumia, silikageeli sisaltaen 15 % kollageenia seka pelkka
kollageenigeeli. Silikageelin kuiva-ainepitoisuus oli 4,16 % ja kollageenigeelin
konsentraatio oli 1,2 mg/ml. Pipetointikaavio on esitetty kuvassa 7. Geelien an-
nettiin jahmettya 30 minuuttia, jonka jalkeen paalle lisattin DMEM -mediumia ja
tyhjiin kaivoihin lisattiin 1xPBS.
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Suspensio Sandwich
X X X X X X X X X X X X
X X X X X X X X X X X X
X Silikageeli X X Silikageeli X
X Silikageeli + 15% FBS X X Silikageeli + 15% FBS X
X Silikageeli + 15% X X Silikageeli + 15% X
kollageeni kollageeni
X Kollageeni X X Kollageeni X
X X X X X X X X X X X X
X X X X X X X X X X X X

Kuva 7. Pipetointikaavio ensimmaisesta kapselointikokeesta.

Toisessa kokeessa tavoitteena oli saada jokaiseen kaivoon kolme sferoidia.

Kapselointi suoritettiin kaikissa tapauksissa suspensiona. Toisessa kokeessa oli

viisi erilaista [ahtomateriaalia; pelkka silikageeli, silikageeli sisaltaen 11 % FBS

-seerumia, silikageeli sisaltden 11 % glukoosia ja silikageeli sisaltaen 11 % kol-

lageenia seka pelkka kollageenigeeli. Taman lisaksi kokeiltin kahta eri geelin

kuiva-ainepitoisuutta. Silikageelia sisaltavat geelit olivat joko 3- tai 4-prosenttisia

silikageeleja. Pelkan kollageenigeelin kollageenikonsentraatiot olivat 0,9 mg/ml

ja 1,2 mg/ml. Kolme sferoidia U-kuoppalevyilta siirrettiin pipetoimalla yhteen

tasapohjaisen kuoppalevyn kaivoon. Naiden paalle pipetoitiin haluttu geeliseos.

Naita sekoitettiin kaivossa pipetoimalla, kunnes seoksen viskositeetti nousi.

Geelien annettiin jahmettya 30 minuuttia, jonka jalkeen paalle lisattin DMEM -

mediumia ja tyhjiin kaivoihin lisattiin 1xPBS. Pipetointikaavio on esitetty kuvassa

8.
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Vahvempi geeli Laimeampi geeli
X X X X X X X X X X X X
X X X X X X X X X X X X
X Silikageeli X X Silikageeli X
X Silikageeli + 11% FBS X X Silikageeli + 11% FBS X
Silikageeli + 11% glukoosi Silikageeli + 11% glukoosi
X Silikageeli + 11% X X Silikageeli + 11% X
kollageeni kollageeni
X Kollageeni X X Kollageeni X
X X X X X X X X X X X X
X X X X X X X X X X X X

Kuva 8. Toisen sferoidien kapselointikokeen pipetointikaavio

Molemmissa kokeissa pipetointien jalkeen kuoppalevy laitettiin inkubaattoriin
(37 °C, 5 % COz). DMEM -medium vaihdettiin tuoreeseen kahden tunnin kulut-
tua levyjen inkuboinnin aloittamisesta. Sferoideja seurattiin kuvaamalla kuoppa-
levyja faasikontrastimikroskoopilla. Mediumia ei vaihdettu enaa missaan vai-
heessa tuoreeseen. Kuoppalevya sailytettiin inkubaattorissa 37 °C, 5 % CO..
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7 TULOKSET JA TULOSTEN TARKASTELU

7.1 Geelin muodostumiseen vaikuttavat tekijat

Geelin muodostumiseen vaikuttavista tekijdistd opinnaytetydssa tutkittiin kuiva-
ainepitoisuutta, maturaatiota ja lampdtilan seka solujen lisaamisen vaikutusta.
Kaikkien edella mainittujen tekijoiden lisaksi tutkimuksissa huomattiin myos, etta

geelin muodostumisnopeus vaihteli eri mediumeja kaytettaessa.

7.1.1 Kuiva-ainepitoisuuden vaikutus

Kuviossa 2 on esitetty silikasoolin kuiva-aine pitoisuuden vaikutus geelin muo-
dostumiseen. Kyseinen testi suoritettiin sekoittamalla soolia RPMI-mediumiin
ilman soluja. Sama vaikutus havaittiin riippumatta mediumista (RPMI tai YPD)
tai solujen lisaamisesta. Puskuroitu RPMI-medium nostaa pH:n noin arvoon 7.
Talloin ymparistd muuttuu alkalisemmaksi, jolloin kondensaatioreaktio nopeu-

tuu.

—_
o

Aika (min)
O =~ N W P OO N 0 ©

3,8 55 5,6
Silikasoolin kuiva-ainepitoisuus (m-%)

Kuvio 2. Silikasoolin kuiva-ainepitoisuuden vaikutus geelin muodostumisaikaan.
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Kuiva-ainepitoisuuden huomattiin vaikuttavan geelin muodostumiseen siten,
ettd mita suurempi on kuiva-aineen maara soolissa, sitd nopeampaa geelin
muodostuminen on. Kuiva-ainepitoisuuden muutoksella voidaan siis vaikuttaa
geelin muodostumiseen oletetulla tavalla (Jokinen, et al., 2010). Kuiva-aineen
maaran havaittiin vaikuttavan myos geelin rakenteeseen ennalta oletetulla ta-
valla. (Rubio, et al., 1997), (Veith, et al., 2005). Kuiva-ainepitoisuuden ollessa
pieni on seoksessa paljon vetta, jolloin geeliverkko on harvempaa. Tama aihe-
uttaa sen, etta sooli ei muodosta kiinteaa, hyvin esimerkiksi implanttina siirrelta-
vaa geelia. Suurien R-arvojen ollessa kyseessa muodostuva geelirakenne de-
stabiloituu helposti ja neste- ja kiinteafaasi erottuvat. Erot geelin rakenteissa
havaittiin injektoitaessa materiaaleja. Lahes nestemainen, 10ysa "geeli” ei valt-
tamatta sovellu kaikkiin solukapselointi- tai injektointi-sovelluksiin.

7.1.2 Solujen lisaamisen vaikutus

Kuvioissa 3 ja 4 on esitetty solususpension lisdamisen vaikutus geelin muodos-
tumisaikaan. Kuviossa 5 on esitetty YPD- ja RPMI -mediumien vaikutus geelin

muodostumisaikoihin.
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YPD + solut

Suspension koostumus

Kuvio 3. Solujen lisddmisen vaikutus geelin muodostumisessa kuluvaan aikaan

kaytettdessa YPD-mediumia.

B B

RPMI RPMI + solut
Suspension koostumus

RN
o

Aika (min)
N W A OO N 0o ©

Kuvio 4. Solujen lisddmisen vaikutus geelin muodostumisessa kuluvaan aikaan

kaytettaessa RPMI-mediumia.
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Kuvio 5. Mediumin valinnan vaikutus silikageelin muodostumisnopeuteen.

Solujen lisdamisella on myo6s vaikutusta geelin muodostumiseen. Solujen li-
saaminen pidentaa geelin muodostukseen kuluvaa aikaa jonkin verran. Kaytet-
taessa YPD -mediumia solujen lisaaminen pidensi geelin muodostukseen kulu-
vaa aikaa huomattavasti enemman kuin kaytettaessa RPMI-1640 -mediumia.
Tassa kohtaa tulee huomata mediumien erilainen koostumus. RPMI-1640 on
HEPES-puskuroitu, kun taas itse valmistettu YPD-mediumi on fosfaattipuskuroi-
tu. Itse tehdyn YPD -mediumin pH jai arvoon 6,5. Solujen lisaamisen jalkeen pH
laski alemmas, eika YPD -mediumin puskurikapasiteetti riittanyt nostamaan sita
optimaaliseen arvoon pH 7, jolloin geelin muodostuminen olisi ollut nopeaa
(Jokinen, et al., 2010). Toisaalta pH5 on hiivasoluille optimaalinen kasvuolo-
suhde. Taten pH-arvoa ei tarvitse nostaa, jos geelin muodostuminen tapahtuu
halutussa ajassa my0s alemmassa pH:ssa. Geeli muodostui noin 18 minuutissa

solususpension lisaamisen jalkeen pH:ssa 5.5.

RPMI-1640 -medium oli kaupallisesti ostettua eika suuria laadunvaihteluita ole.
Kaupallisen tuotteen yksityiskohtaiset tiedot on saatavilla ja puskurin vahvuus
on tarkasti tiedossa. Taten RPMI-1640 -mediumilla tehdyt testitulokset ovat luo-
tettavampia. Tuloksista kay ilmi, etta kaytettdaessa RPMI-1640 -mediumia myos
geelin muodostuminen ilman soluja on paljon nopeampaa. HEPES puskuroitu
RPMI-1640 -medium nostaa pH:n arvoon 7 ja sen puskurointikapasiteetti on
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suurempi. Nain ollen pH pysyy arvossa 7 ja geelin muodostuminen tapahtuu
nopeammin.

7.1.3 Lampadtilan vaikutus

Lampdotilan vaikutusta geelin muodostukseen kuluvaan aikaan tutkittin seka

YPD- ettda RPMI -mediumilla. Tulokset ovat esitetty kuviossa 7.

N
© O
4

NI
¢
*

N
.

*YPD
l | ERPMI

Aika (min)
=

onN MO @

JK-RT RT-RT RT-37 37-RT 37-37
Lampétila sooli-mediumi (°C )

Kuvio 6. Lampdtilan vaikutus geelin muodostumisaikaan.

Lampdotilan vaikutusta geelin  muodostumiseen tutkittiin viidella eri sooli-
medium-lampotilayhdistelmalla. Tuloksista voidaan todeta, ettd soolin ollessa
5 °C, oli geelin muodostuminen huomattavasti hitaampaa kuin muilla lamp0oti-
layhdistelmilla. Kirjallisuudessa onkin todettu kondensaation etenemisen olevan
hitaampaa alhaisemmassa lampdtilassa (Jokinen, et al., 2010). YPD- ja RPMI-
1640 -mediumien lampotilakayttaytymisprofiilit noudattavat samantapaista kaa-
vaa. Poikkeavin tulos on lammitettaessa seka sooli ettda medium 37 °C:seen.
Poikkeava tulos voi johtua siita, ettd soolit ovat olleet poikkeuksellisesti eri ajat
lampohauteessa johtuen paallekkaisista kokeista. Tama on saattanut johtaa
soolien erilaisiin rakenteisiin jo ennen kuin ne ovat sekoitettu mediumeihin.

Kuviosta 6 paatellen YPD -mediumia kaytettaessa on 37-37 -sooli ollut kauem-
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min lampohauteessa kuin muissa tapauksissa. Muissa tapauksissa soolin tai
mediumin lammitykselld 37 °C:seen ei ole ollut merkittdvaa eroa verrattuna 23
°C:n lampédtilaan. Tulosten luotettavuudessa tulee huomioida silmamaarainen
geelin muodostumisen tarkastelu. Tuloksia voidaan pitda luotettavina +/- 30 se-
kuntia, koska koeputken kaantelyvali oli 30 sekuntia.

7.1.4 Maturaation vaikutus

Maturaation vaikutus geelin muodostumiseen on esitetty kuviossa 7. Samaa
soolia sekoitettin RPMI -mediumiin seitseman paivan valein ja geelin muodos-
tumiseen kuluva aika kirjattiin yl6s. Ensimmaisen vuorokauden mittapiste on

noin 24 tuntia soolin valmistuksesta.

12

10

Aika (min)

1. 8.
Vuorokausien lukumaara

Kuvio 7. Soolin maturaation vaikutus geelin muodostumisaikaan.

Kuviosta 7 voidaan havaita, ettd soolin maturaatio vaikuttaa geelin muodostu-
misessa kuluvaan aikaan. 5,64-massaprosenttisella silikasoolilla ensimmaisen
kahdeksan vuorokauden aikana ei ilmennyt huomattavaa eroa geelin

muodostumiseen kuluvassa ajassa. 16 vuorokauden jalkeen geelin muodostu-
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miseen kuluva aika oli kuitenkin jo lahes puoliintunut yhden tai kahdeksan vuo-
rokauden vanhaan sooliin verrattuna. Sooli oli silmamaaraisesti kuitenkin sel-
vasti juoksevaa, mutta geelin muodostusominaisuudet olivat muuttuneet huo-
mattavasti. Kondensoitumisreaktio etenee itsellaan myos happamissa olosuh-
teissa. Koska kondensaatio oli itselladn edennyt, oli partikkeliaggregaatteja

muodostunut lisda ja taman takia geelin muodostuminen tapahtui nopeammin.

7.2 Geelin injektointiominaisuudet

Soolin injektoitavuuteen vaikuttaa eniten valitun neulan koko (Burckbuchler, et
al.,, 2010) (Jezek, et al., 2011). Injektointiominaisuuksia tutkittiin neljalla eriko-
koisella neulalla 18G, 21G, 22G seka 30G. Tutkimuksessa keskityttiin siihen,
miten injektointi onnistuu eri aikapisteissa. Ajan hetki 0 minuuttia on se hetki,
kun sooli ja mediumi sekoitetaan. Tulokset on esitetty taulukoissa 3 ja 4.
+ -merkki tarkoittaa, ettd geeli tulee ulos helposti injektoitaessa seka jaa kolmi-
ulotteiseksi rakenteeksi eika levia. — -merkki tarkoittaa alkupuolella (ennen op-
timaalista injektointinetkea) joko, etta injektoitaessa ruiskusta tulee soolia tai
I0ysaa geelimaista ainetta joka leviaa. Loppupuolella (optimaalisen injektointi-
hetken jalkeen) — tarkoittaa, etta injektoitaessa tulee seka nestetta ettd geelia
tai injektoitaessa tulee pelkastaan nestetta. Tuloksista havaitaan, ettd 18—22G-
neuloja kaytettdessa neulakoko ei vaikuttanut injektointiin.

Taulukko 3. Neulakoon vaikutus injektointiin 5,64 %:lla soolilla. Maturaatio 8 vrk.

Aika (min) 18G 21G 22G
6 = = =
7 + + +
8 + + +
9 + + +
10 = = =
11 = = =
12 = = =
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Taulukko 4. Neulakoon vaikutus injektointiin 4,23 % soolilla. Maturaatio 8 vrk.

Aika (min) 18G 21G 22G
9 — — =
10 =
11 +
12 +
13 +
14 =
15 = = =
16 = = =

+ |+ |+
+ |+ |+

Taulukoista 3 ja 4 voidaan havaita, ettd 18-22G-neuloilla kaytettadessa samaa
soolia optimaalisen injektoinnin aikaikkuna on sama. Kaikissa tapauksissa I0y-
dettiin kolmen minuutin pituinen optimiaikaikkuna, jolloin injektoinnin lopputulos
oli halutunlainen kolmiulotteinen rakenne, jossa geeli pysyi yhtena kappaleena
likuteltaessa, eika faasien erottumista juurikaan tapahtunut. Kaikilla neuloilla
5,64-massaprosenttisen silikasoolin, joka oli maturoitunut kahdeksan vuorokaut-
ta, optimi-injektointiaika oli 7-9 minuutin kohdalla, kun taas 4,23-
massaprosenttisen silikasoolin optimi oli 11-13 minuutin kohdalla.

Soolin injektointiominaisuudet vaihtelevat soolin maturaation ja kuiva-
ainepitoisuuden vaikutuksesta. Maturaation vaikutus on esitetty taulukoissa 5 ja
7. Kuiva-ainepitoisuuden vaikutus geelin muodostumisaikaan on esitetty taulu-

koissa 5,6 ja 7.
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Taulukko 5. Injektointi 18G-neulalla kayttaen kahta eri kuiva-ainepitoisuuden
soolia. Maturaatioaika 1 tai 8 vrk.

5,64 % sooli 4,23 % sooli
Aika (min) 1vrk 8 vrk 1vrk 8 vrk
5 = = = =

+ |+ |+
|
|

+ |+ |+

Taulukko 6. Injektointi 21G-neulalle kayttaen kahta eri
kuiva-ainepitoisuuden soolia. Soolien maturaatio 8 vrk.

Aika (min) 5,64 % sooli 4,23 % sooli
5 — —
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Taulukko 7. Injektointi 22G-neulalla kayttaen kahta eri kuiva-ainepitoisuuden
soolia. Maturaatioaika 1 tai 8 vrk.

5,64 % sooli 4,23 % sooli
Aika (min) 1vrk 8 vrk 1vrk 8 vrk
5 = = — —

+
+ [+ |+
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|
|
|
|
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|

|

I
+ |+ |+

-

S

|

|
+ |+ |+

I

Kuten aikaisemmissa kappaleissa on mainittu, soolin maturaatio nopeuttaa gee-
lin muodostumista ja injektoinnissa tama nakyy siina, etta yhden vuorokauden
vanhan soolin injektoinnin optimiaikaikkuna on 1-2 minuuttia myéhemmin kuin
kahdeksan vuorokautta maturoituneella. Maturoituneemman geelin injektointi
tulee siis suorittaa aikaisemmin kuin tuoreemman. Optimiaikaikkunan sijoittumi-
seen vaikuttaa samat asiat kuin geelin muodostumiseen yleisestikin. Kuiva-
ainepitoisuuden vahentaminen 5,64:sta 4,23:een siirsi optimiaikaikkunaa 3-4
minuutilla eteenpain. 18G-neulalla injektoitaessa kahdeksan vuorokautta matu-
roitunutta soolia tama tarkoittaa aikaikkunan muutosta 7-9 minuutista 11-13 mi-

nuuttiin.

Taulukossa 7 esitetyssa 22G-neulalla tehdyssa testissa, jossa kaytettiin 5,64-
massaprosenttista soolia, joka oli maturoitunut yhden vuorokauden, on havait-
tavissa selva poikkeama muihin tuloksiin. Optimaalinen aikaikkuna on vain yh-
den minuutin pituinen ja se sijaitsee 8 minuutin aikapisteessa. Tama aikapiste
sijaitsee kuitenkin 18G-neulan optimiaikaikkunassa 8-11 minuuttia kaytettaessa
muuten samoja parametreja. Mahdollisia syitéd poikkeamaan ovat soolin ja me-
diumin vaara suhde, soolin altistuminen pitkdan huoneenlammoalle tai neulassa

on ollut poikkeava maara soolia injektoitaessa.
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Taulukossa 8 on esitetty 30G-neulalla tehty injektointitesti. Kaytetty sooli on eri
eraa kuin aiemmissa taulukoissa esitettyjen tutkimusten sooli. Soolin kuiva-

ainepitoisuus on 5,6 % ja maturaatioaste 13 vuorokautta.

Taulukko 8. Injektointi 30G-neulalla kayttaen kahta eri kuiva-ainepitoisuuden
soolia. Maturaatio 13 vrk.

Aika (min) 5,6% sooli 4,2% sooli
2 = =
4 + -
6 = +
8 = =
10 - -

30G-neulalla tehtiin myos yksi injektointitesti, jonka tuloksena voidaan todeta,
ettd neula on liilan pieni kaytettavaksi silikasoolin, jonka viskositeetti on korkea,
injektointiin. 30G-neulalle I0ydettiin optimiaikaikkuna, joka tosin oli vain noin
minuutin mittainen, kun taas kaikissa muissa tapauksissa optimaalinen injek-
tointihetki on kolmen minuutin aikajaksolla. Muissa aikapisteissa injektoitu sooli
oli joko liian I0ysaa tai faasit erottuivat. 30G-neulassa ongelmana oli myos, etta
voimaa injektoitiin vaadittiin paljon. Jos injektointiin vaaditaan paljon voimaa,

haittaa se kaytettavyytta (Jokinen, et al., 2010).

Injektoinnin onnistumisen arviointi oli siimamaaraista seka sen lisaksi kaytetta-
van voiman maaraa ei mitattu mitenkaan, koska injektointi tapahtui kasin. Taten
ei voida sanoa, onko injektointi todella samanlaista 18-22G-neuloilla vai kas-
vaako injektointiin tarvittavan voiman maara siirryttdessa pienempaan neulako-
koon. Myds ruiskun koolla on vaikutusta injektoinnin lopputulokseen (Jokinen, et
al., 2010). Tassa tutkimuksessa kaytettiin kuitenkin vain yhdenkokoista ruiskua.
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7.3 Sferoidien kapselointikokeet

Molemmat kokeet suoritettiin samoilla sferoideilla, mutta solukantajamateriaali-
en ominaisuudet vaihtelivat. Ensimmaisessa kokeessa kokeiltiin my6s sandwich
-kapselointia. Osassa ensimmaisen kokeen kuvista on havaittavissa mahdolli-
nen sienikontaminaatio, joka nakyy pienina soluaggregaatteina kuvissa. Toisen
kokeen sferoideissa kyseistd ongelmaa ei kuitenkaan havaittu.

Osassa kuvista on havaittavissa kuituja, jotka ovat peraisin NUNC
-kuoppalevyista. Kuidut eivat ole tydskentelyn aikana muodostunut kontaminaa-
tio, vaan ne ovat peraisin valmistajalta. Kuidut tulevat ilmi kun levyja sentrifugoi
ja sferoidien keskelle joutuneet kuidut estavat pallomaisen sferoidin muodostus-
ta. Levyt ovat kuitenkin UV-sterilisoituja.

7.3.1 Ensimmainen sferoidien kapselointikoe

Ensimmaisessa sferoidien kapselointikokeessa vertailtiin suspensiokapselointia
niin sanottuun sandwich -kapselointiin. Kuvissa 9, 11, 13 seka 15 on esitetty
suspensiokapseloinnista otetut kuvat 24, 260 ja 480 tunnin jalkeen kapseloin-
nista. Kuvissa 10, 12, 14 seka 16 on esitetty sandwich -kapseloidut solut 24,
260 ja 480 tunnin jalkeen kapseloinnista.

Kuva 9. Sferoidit silikageelissa suspensiokapseloinnin jalkeen.
a) 24 tuntia, b) 260 tuntia c) 480 tuntia.
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Kuva 10. Sferoidit silikageelissa sandwich-rakenteena.
a) 24 tuntia, b) 260 tuntia c) 480 tuntia.

Pelkkaan silikageeliin suspensiossa (kuva 9) kapseloidut sferoidit eivat lahte-
neet leviamaan samalla tavalla kuin sferoidit kollageenissa, jotka toimivat ko-
keessa vertailukaivoina. Silikassa (kuvat 9 ja 10) sferoidit levisivat vain yhdesta
suunnasta. Leviaminen on myos kuvien perusteella erilaista kuin muissa mate-
riaaleissa. Pelkassa silikassa solut nayttavat tunkeutuvan ulos yhdesta kohdas-
ta, kun taas muissa materiaaleissa leviaminen tapahtuu joka suuntaan. SiO, -
materiaalissa tapahtuva kasvu ei ole 3D-kasvua, vaan 2D-kasvua muovin pin-
nalla. Vaikkakin kasvu on kaksiulotteista, ei se ole tyypillistd yksitasoista 2D-
kasvua. 260 tunnin (Kuva 9b) kohdalla ulos tulleessa kohdassa voidaan havaita
solujen kerrostumista. Solut eivat kasva enaa yhdessa tasossa, vaan ikdan kuin
toistensa paalla kasvavina tasoina. Kuvassa 9 nahtavissa kaivoissa ei ole kon-
taminaation merkkeja, mutta rinnakkaisesta kaivosta 10ytyi samannakoista
mahdollista kontaminaatiota kuin muista kontaminoituneista kaivoista. Sand-
wichina kapseloitu sferoidi lahtee leviamaan SiO, -geelien rajapintaa pitkin yksi-
tasoisena 2D-kasvuna. Tama voi johtua siita, etta tiheys voi olla pienempi geeli-
en rajapinnalla ja nain ollen solujen on helpompi paasta kasvamaan naiden va-
lissa. Myoskaan kuvassa 10 esitetyssd sandwichissa ei ndy kontaminaation
merkkeja.
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Kuva 11. Sferoidit silikageelissa + 15 % FBS suspensiokapseloinnin jalkeen.
a) 24 tuntia, b) 260 tuntia c) 480 tuntia.

Kuva 12. Sferoidit silikageelissa + 15 % FBS sandwich-rakenteena.
a) 24 tuntia, b) 260 tuntia c) 480 tuntia.

Kokeessa lisattiin 15 prosenttista FBS:aa silikageeliin (kuvat 11 ja 12). Tassa
materiaalissa molemmilla kapselointitavoilla saatiin samanlainen tulos. 24 tun-
nin jalkeen sferoidi on kokonaisena kuvassa, eika yksittaisia soluja nay. Kuiten-
kin 261 tunnin kohdalla sferoidi on menettanyt pallomaisen rakenteensa ja ma-
teriaaliin on levinnyt mustia aggregaatteja. Aggregaatit eivat nayta samanlaisel-
ta kuin solukasvu kollageenissa. Kuvasta 11 voidaan my0s havaita yhtakkia
iimestyneiden aggregaattien sijaitsevan eri tasossa kuin itse sferoidi. Tama voi-
daan havaita tarkastelemalla kuvan 11 reunan tarkennusta verrattuna kuvan

keskiosan tarkennukseen. Tassa kaivossa on syyta epailla kontaminaatiota.
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Kuva 13. Sferoidit silikageelissa + 15 % kollageeni suspensiokapseloinnin jal-
keen.
a) 24 tuntia, b) 260 tuntia c) 480 tuntia.

— =

Kuva 14. Sferoidit silikageelissa + 15 % kollageeni sandwich-rakenteena.
a) 24 tuntia, b) 260 tuntia c) 480 tuntia.

Silika+kollageenimateriaaleissa seka suspensio- ettd sandwich -sferoidit menet-
tivat pallomaisen rakenteensa. Suspensiossa sferoidi hajosi ja 260 tunnin koh-
dalla aggregaatteja ilmestyi alueelle, jossa sferoidi oli sijainnut. Kyseessa on
sama ilmi6 kuin silika+FBS-materiaalin kapseloinnissa. Naissakin kaivoissa on

siis mahdollinen kontaminaatio.

Sandwich -kapseloinnissa kasvua huomataan taas rajapinnalla, kuten aikai-
semmin havaittiin kaytettdessa sandwich -kapselointia pelkassa silikamateriaa-
lissa. Tassa tapauksessa kasvua tapahtuu kaikkiin suuntiin kasvun ollessa 2D
-kasvua. Kuvassa 15 havainnollistetaan, miten 2D-kasvu lahtee muodostumaan
sferoidin ymparille. Sferoidi on kapseloituna ensimmaisen kerroksen paalle, toi-
sen kerroksen sisélle. Solut Iahtevat kasvamaan kerrosten valiseen tilaan, kuten
aiemmin on mainittu. Ylhaaltd pain kuvattuna tama nakyy sferoidin ymparilla

olevalta kasvulta (Kuva 14), joka tosiasiassa tapahtuu yhdessa tasossa.
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Sferoidi

~ 7

2. Kerros

1. Kerros

Kuva 15. Sferoidista lahteva 2D-kasvu.

Kuva 16. Sferoidit kollageenissa suspensiokapseloinnin jalkeen.
a) 24 tuntia, b) 260 tuntia c) 480 tuntia.

Kuva 17. Sferoidit kollageenissa sandwich-rakenteessa.
a) 24 tuntia, b) 260 tuntia c) 480 tuntia.

Kokeessa kaivoihin ilmestyneiden aggregaattien epaillaan olevan sienia, koska
aggregaattien yksittaiset osat ovat lilan pienia NCI-H1975 -soluiksi. Taman li-
saksi se on huomattavasti poikkeavan nakoista solukasvuksi. Myos solujen le-
viaminen suurelle alueelle on lilan nopeaa, jos vertailukohteena kaytetaan solu-
jen kasvua kollageenissa. Myos aggregaattien akillinen ilmestyminen viittaa
kontaminaatioon. Aggregaatit voisivat olla myos nekroottisia soluja, mutta

aggregaattien huomataan leviavan suuremmalle alueelle ajan kuluessa, jota
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kuolleet solut eivat voi tehda. Sferoidin haviaminen kokonaan ei kuitenkaan tue
sienikontaminatiiota. Normaalisti kontaminaatio ei ainakaan alussa korvaa sfe-
roidia. Naiden perusteella sienikontaminaatio on kuitenkin perustelluin selitys,
koska talla kyettaisiin selittamaan aggregaattien akillinen ilmestyminen ja niiden
nopea kasvu seka leviaminen. Kontaminaation lahteista voidaan lukea pois me-
tyyliselluloosa seka NCI-H1975-solut, koska naita tasmalleen samoja on kaytet-
ty myOs toisessa kokeessa, eika siella ole havaittavissa kontaminaatiota. Myos
medium voidaan osittain ainakin pois sulkea, koska samaa mediumia on kaytet-
ty muissa soluviljelyilla, eika siella vastaavaa ongelmaa ole havaittu. Mahdollisia
kontaminaation lahteita ovat olleet sooli tai huono tyoskentelyaseptiikka. Koska
kontaminaatio-ongelma ei ole kuitenkaan kaikissa kaivoissa, ei kontaminaation
lahde valttamatta ole sooli. Mitd luultavammin kontaminaatio on tapahtunut
kapseloitaessa soluja. Kontaminaatio-ongelman laajuudesta ei voida antaa ar-
viota, koska kuoppalevyn kaikkia kuoppia ei ole kuvattu. Myoskaan viljelyn te-
keminen mahdollisesta kontaminaation aiheuttajasta ei ollut endd mahdollista
kontaminaation havaintohetkella.

7.3.2 Toinen sferoidien kapselointikoe

Toisessa sferoidien kapselointikokeessa vertailtin  kahden eri  kuiva-
ainepitoisuuden silikageeleja. Silikageelit olivat 3- ja 4-prosenttisia. Kuvissa 18,
20, 22, 24 seka 26 on esitetty sferoidien kasvu 4-prosenttisessa silikageelissa
3, 123 seka 291 tunnin jalkeen kapseloinnista. Kuvissa 19, 21, 23, 25 seka 27
on esitetty 3-prosenttiseen silikageeliin kapseloitujen sferoidien kasvu 3, 123
seka 291 tunnin jalkeen kapseloinnista.
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Kuva 18. Sferoidit 4 %-silikageelissa.
a) 3 tuntia, b) 123 tuntia c) 291 tuntia.

Kuva 19. Sferoidit 3 %-silikageelissa.
a) 3 tuntia, b) 123 tuntia c) 291 tuntia.

Tassa kokeessa havaittiin vahaista solujen kulkeutumista 4-prosenttisessa sili-
kageelissa yhdesta kohtaa (Kuva 18), mutta 3-prosenttisessa geelissa mitaan
muutosta ei tapahdu (Kuva 19). 3-prosenttisessa geelissa sferoidit sailyttivat

niille ominaisen pyorean ulkomuotonsa.

Sferoideista, jotka ovat 4%:ssa silikageelissa ja johon on lisatty 11 %:nen FBS

on vain yksi kuva. Sferoidien my6hempia vaiheita ei ole seurattu.

Kuva 20. Sferoidit + 4 % silikageeli + 11 % FBS, 3 tuntia.
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Kuva 21. Sferoidit + 3 % silikageeli + 11 % FBS.
a) 3 tuntia, b) 123 tuntia c) 291 tuntia.

Jalkimmaisessa kapselointikokeessa lisattiin 11 prosenttista FBS:a SiO; -soolin
sekaan (Kuvat 20 ja 21). Mahdollisesta solujen kasvusta 4-prosenttisessa gee-
lissa ei voida sanoa mitaan, koska ainoa kuva kaivosta on ajan hetkelta kolme
tuntia. 3-prosenttisessa geelissa kasvua ei ollut havaittavissa koko seuranta-
aikana. Geelin rakenne on voinut olla liian jaykkaa tai I0ysaa solukasvun tuke-
miseksi (Yamada & Cukierman, 2007). Taman liséksi silikaa on voinut olla liian

vahan, jotta solut pystyisivat kasvamaan.

Kuva 22. Sferoidit + 4 % silikageeli + 11 % glukoosi.
a) 3 tuntia b) 123 tuntia c) 291 tuntia.

Kuva 23. Sferoidit + 3 % silikageeli + 11 % glukoosi.
a) 3 tuntia, b) 123 tuntia c) 291 tuntia.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Minna Tuovinen



63

Vain jalkimmaisessa kokeessa materiaalin sekaan lisattiin glukoosia. 4-
prosenttisessa silikageelissa (Kuva 22) voi havaita vahaista solujen kasvua sfe-
roidin ymparilla, mutta 3-prosenttisessa silikageelissa samaa ei havaita
(Kuva 23). 4-prosenttisessa geelissa tapahtuva kasvu on kuitenkin hitaampaa ja

erilaista kuin kollageenissa.

Kuva 24. Sferoidit + 4 % silikageeli + 11 % 1,2 mg/ml kollageeni.
a) 3 tuntia, b) 123 tuntia c) 291 tuntia.

Kuva 25. Sferoidit + 3 % silikageeli + 11 % 0,9 mg/ml kollageeni.
a) 3 tuntia, b) 123 tuntia c) 291 tuntia.

3-prosenttisessa silikamateriaalissa, joka sisélsi 11% kollageenia, ei havaittu
kasvua. 4-prosenttisessa kaivossa kuitenkin havaittiin solujen kasvua, joka kui-
tenkin eroaa kollageenikasvusta. Kuvasta 26 puuttuu 291 tunnin kuva, jota ei

ole lainkaan kuvattu.
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Kuva 26. Sferoidit 1,2 mg/ml kollageenigeelissa.
a) 3 tuntia, b) 123 tuntia

Kuva 27. Sferoidit 0,9 mg/ml kollageenigeelissa.
a) 3 tuntia, b) 123 tuntia c) 291 tuntia.

Yleisesti toisen kokeen ongelmana olivat liian suuret sferoidit, jotka ovat aiheu-
tuneet liian suuresta solumaarasta sferoideja muodostettaessa. Suurissa sfe-
roideissa keskelle muodostuu nekroottinen keskus, koska diffuusio sferoidin
keskelle on heikkoa. Tama voi johtaa ravinteiden ja hapen puutteeseen keskella
sferoidia. (Hamilton, 1998) Mediumia ei mydskaan vaihdettu kummassakaan
kuoppalevyssa seuranta-aikana. Tama olisi tullut tehda, jotta soluille olisi voitu
tarjota paremmat olosuhteet. Mediumin vaihto tulisi suorittaa siten, etta puolet
vanhasta mediumista korvataan uudella tietyin aikavalein. Medium, jota on kay-
tetty, sisaltdaa 10 % FBS:aa. FBS:n loppupitoisuus geelissa on 1-1,5 % pois lu-
kien ne geelit, joihin on lisatty FBS:4a. Taman pitoisuuden tulisi olla riittava tu-

kemaan solujen selviytymista materiaaleissa.

Kaikissa kollageenikaivojen kuvissa (kuvat 16, 17, 26 ja 27) solujen kasvu on
kaksiulotteista yhdessa tasossa tapahtuvaa. Sandwich -kapseloinnissa kasvu
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tapahtuu kerrosten rajapinnalla, kun taas muissa tapauksissa sferoidi on valu-
nut pohjaan ja kasvaa kuoppalevyn muovilla kuvassa 15 esitetylla tavalla.
Solujen kasvu kollageenimateriaalissa on kuitenkin huomattavasti nopeampaa
kuin yhdessakaan silikapohjaisen materiaalin kaivossa. Kollageenikaivoissa
kuvien perusteella kontaminaatiota ei ole havaittavissa. Kollageeni- ja silikageeli
eroavat toisistaan myos kuiva-ainepitoisuudeltaan, joka selittda solujen erilaista

kasvua materiaaleissa.
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8 JOHTOPAATOKSET

Opinnaytetyossa kaytetyn silikageelin muodostuminen noudatti oletettua kaa-
vaa. Koska tutkimusten painopiste oli kehittda silikasoolia solukapselointisovel-
luksia varten, oli etenkin mediumin lampdtilan vaikutus geelin muodostumiseen
tarkea tieto. Soluja kapseloitaessa sooli voidaan sekoittaa 37 °C:seen solusus-
pensioon ilman suuria muutoksia geelin muodostumiseen kuluvassa ajassa.
Tuloksista ei kuitenkaan ilmene vaikuttaako 37 °C:n solususpension lisdaminen

muodostuvaan geelirakenteeseen eri tavalla kuin 23 °C:n mediumin lisays.

Tuloksista havaittiin, ettd enemman kuiva-ainetta sisaltava sooli tulee injektoida
aikaisemmin kuin vahemman kuiva-ainetta sisaltava. Toisaalta taas vahemman
kuiva-ainetta sisaltava sooli ei muodostanut haluttua kolmiulotteista, kasamaista
rakennetta yhta hyvin kuin enemman kuiva-ainetta sisaltava. 4,23 % geeli oli
lian 10ysaa rakenteeltaan. Se ei muodostanut halutunlaista kolmiulotteista ra-
kennetta riittavan hyvin, eika sita voinut liikutella injektoinnin jalkeen yhta hyvin
kuin 5,64 % geelia ja faasien erottumista tapahtui. Pienempaa ruiskukokoa tulisi
myos kokeilla tulevaisuudessa muuttujana injektointitesteissa. Ruiskukoolla voi
mahdollisesti olla vaikutusta lopputulokseen. Injektointia tulisi testata laitteella,
jossa voiman maaraa voidaan muuttaa tai halutessa pitaa vakiona. Taten saa-
taisiin selville todelliset erot eri neulakokojen valilla. Tosin injektointi on paljolti
riippuvainen materiaalin viskositeetista. Taman takia tulisi ensin 16ytaa soluille
sopiva materiaali ja sen jalkeen yrittda optimoida sita niin injektointisovelluksiin

kuin soluillekin.

Jalkimmaisen sferoidikapselointikokeen tuloksista huomataan, etta 4-
prosenttisessa geelissa solut kasvavat eri tavalla kuin 3-prosenttisessa. Materi-
aalin silikapitoisuudella on siis vaikutusta solujen kayttaytymiseen materiaalissa.
Etenkin kollageenissa olevat sferoidit kasvoivat kaksiulotteisesti yhdessa tasos-
sa. Suspensiokapseloinnissa sferoidit olivat paasseet valumamaan pohjalle,
koska niiden lisaaminen geelin joukkoon oli tapahtunut lilan nopeasti. Viskosi-

teetti ei ollut ehtinyt nousta tarpeeksi, jotta se estaisi sferoidien valumisen poh-
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jalle. Ongelma voidaan osittain ratkaista pinnoittamalla kuoppalevyn pohja po-
lyHEMA:lla tai kayttamalla erikoislevyja, johon solut eivat kykene tarttumaan.
Tama ei kuitenkaan esta solujen painumista pohjalle. Solujen pohjalle valumi-
sen ehkaisemiseksi tulisi seurata tarkkaan kaytettavan soolin geelinmuodostu-
mista ja ajoittaa solujen lisddminen vaiheeseen, jossa soolin viskositeetti on jo
hieman noussut. Kasvaneen viskositeetin johdosta solut eivat paase vajoamaan

pohjalle nopeasti.

Opinnaytety0ssa kaytetyilla silikakoostumuksilla solujen kasvumateriaali ei tu-
kenut haluttujen solujen kasvua ollenkaan tai vain heikosti. Solukasvu silikapoh-
jaisessa materiaalissa oli myOs erilaista verrattuna kollageenissa tapahtuvaan
kasvuun. Sandwich -kapselointi oli useamman tyovaiheen vaativa kuin suspen-
siokapselointi. Sandwich -kapseloinnin ongelmana on myds solujen mahdolli-
nen kasvu vain yksitasoisesti geelipintojen valissa. Loppukayttajaa ajatellen
suspensiokapselointi on helpompaa ja vahemman aikaa vievaa. Tosin esival-

misteluna on suositeltavaa paallystaa kaytettavat levyt tai kayttaa erikoislevyja.

Sferoidissa olevien solujen elavyytta ei tutkittu tassa opinnaytetydssa. Jos nii-
den elavyys sailyy, materiaalia voitaisiin kayttda sferoidien sailontadan ja myo-
hemmin niilla voitaisiin testata |aakeaineita. Yksi ehka tarkeimmista jatkokehi-
tyskohteista on silikasoolin karakterisointi. Materiaalin karakterisoinnilla saatai-
siin esille eri tuottoerien seka esimerkiksi erilampoisten mediumien lisaamisen
vaikutus rakenteeseen. Nailla voitaisiin tarkasti selvittaa, miten muutokset pro-
sessiparametreissa vaikuttavat lopulliseen geelinmuodostukseen. Tata kautta
olisi mahdollista kokeilla eri materiaaleja solukasvatuksessa ja lupaavan mate-
riaalin 10ytyessa karakterisoida materiaali ja hienosaataa ominaisuuksia toimi-

viksi.

Materiaalin reologisia ominaisuuksia voidaan tutkia reometrilla. Huokos- ja par-
tikkelikoko voidaan maarittaa kuivista geeleista kuvantamalla esimerkiksi atomi-
voimamikroskoopilla tai SAXS -menetelmalla (Small-angle X-ray scattering,
pienikulmarontgensironta). Tulevaisuuden tutkimuksissa tulisi myos ottaa huo-
mioon halutaanko materiaalia kehittaa yleiskaytannolliseksi, monelle sovelluk-

selle sopivaksi vai halutaanko materiaalista valmistaa spesifinen sovellus tiet-
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tyyn tarpeeseen. Talla hetkelld erilaisille ei-elainperaisille kantajamateriaaleille
on kysyntaa. Markkinoille mentaessa materiaalit tulisi karakterisoida tarkemmin
ja tama vaatii viela paljon tuotekehitysta ja ominaisuuksien optimointia.
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Liite 1

YPD-kasvatusmediumin valmistusohje

1000 ml YPD-mediumia:

10 g hiivauutetta
20 g glukoosia
20 g peptoni
1000 ml H,O
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