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Katsauksessa tarkastellaan hydrogeelien eli biomusteiden biologisia, mekaanisia seka rakenteelli-
sia vaatimuksia luuvaurioiden hoitoon. Luuvaurioiden nykyisten hoitomenetelmien haasteita ovat
muun muassa luovuttajakudosten rajallisuus, suuret kustannukset ja luusiirteiden hyljintareaktiot.
Kolmiulotteinen (3D) biotulostus on noussut lupaavaksi menetelmaksi luukudoksen korjaukseen.
3D-biotulostuksella on mahdollista valmistaa tukirakenne, joka on yksildllinen ja biologisesti yh-
teensopiva isannan elimistdon kanssa.

Luun biotulostuksessa kaytettyja tekniikoita ovat mustesuihkubiotulostus, ekstruusiopohjainen
biotulostus seka laserpohjainen biotulostus. Ekstruusiopohjainen biotulostus on kaytetyin mene-
telma hydrogeelien tulostuksessa, koska sen kayttdkustannukset ovat alhaiset ja se kykenee ka-
sittelemaan paljon erilaisia nesteita. Ekstruusiovaiheesta aiheutuvan paineen aikaansaama solujen
elinkelpoisuuden heikkeneminen voidaan valttda optimoimalla biotulostuksessa kaytetyt paramet-
rit.

Tukirakenteiden valmistuksessa kaytettyjen biomustemateriaalien mekaanisten ominaisuuksien tu-
lee vastata alkuperaisen luukudoksen ominaisuuksia. Eri biomusteiden soveltuvuus luun korvaa-
jaksi edellyttda kokonaisvaltaista ymmarrysta luun rakenteesta seka luusolujen toiminnasta. Kat-
sauksessa esitellaan ajankohtaisia tutkimusesimerkkeja eri hydrogeelimateriaaleista ja pyritdan
I6ytamaan biomuste, jonka biologiset, mekaaniset ja rakenteelliset ominaisuudet ovat optimaaliset
luuvaurioiden korjaamiseen.

Hydrogeelit soveltuvat hydrofiilisyytensa vuoksi erittdin hyvin luukudoksen korvaajiksi. Hydrogee-
leilld on kuitenkin heikot mekaaniset ominaisuudet. Taman vuoksi on kehitetty useita tekniikoita,
jotka parantavat merkittavasti hydrogeeleistd valmistettujen tukirakenteiden mekaanisia ja raken-
teellisia ominaisuuksia. Hydrogeelien silloitetut verkot muodostuvat fysikaalisista vuorovaikutuk-
sista tai kemiallisista sidoksista. Nama ovat osoittautuneet tehokkaiksi mekaanisiksi vahvistustek-
niikoiksi. Yksittaisina silloitetut verkot ovat osittain puutteellisia tayttadkseen luukudoksen spesifiset
vaatimukset, minka vuoksi eri vahvistustekniikoita kaytetaan yhdessa.

Tulevaisuudessa tarvitaan viela ratkaisuja hydrogeelien toiminnallisuutta ja bioyhteensopivuutta
koskeviin haasteisiin. Toistaiseksi ei ole I0ydetty optimaalista hydrogeelimateriaalia, joka tayttaisi
kaikki hydrogeelirakenteilta vaadittavat biologiset, rakenteelliset, mekaaniset seka 3D-prosessoi-
tavuuden ominaisuudet seka in vitro etta in vivo -olosuhteissa.

Avainsanat: 3D-biotulostus, ekstruusiopohjainen biotulostus, hydrogeeli, kudosteknologia,
luukudos
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LYHENTEET JA MERKINNAT

3D
BMP
BMSC
CAD
CBD
CNT
CPC
DN
ECM
EDC
GelMA
HA
HEA
ICE
IPN
MSC
MWCNT
NAGA
NCP
NTP
PCL
PEG
PIC
PLA
PMMA
PVA
gPCR
uv
VEGF

Kolmiulotteinen

Luun morfogeneettinen proteiini
Luuytimen mesenkymaalinen kantasolu
Tietokoneavusteinen suunnittelu
Kollageenia sitova domeeni
Hiilinanoputket

Oljypohjainen kalsiumfosfaattisementti
Kovalenttiset palautumattomat sidokset
Soluvaliaine
1-etyyli-3-(3-dimetyyliaminopropyyli) karbodi-imidi
Gelatiinimetakrylaatti
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loni- ja kovalenttiset palautuvat sidokset
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Polylaktidi

Polymetyylimetakrylaatti
Polyvinyylialkoholi

Kvantitatiivinen tosiaika polymeraasiketjureaktio
Ultravioletti

Verisuonen endoteelin kasvutekija



1. JOHDANTO

Tapaturmasta, infektiosta, luunmurtumasta tai kasvaimen poistoleikkauksesta johtuvat suuret luu-
vauriot eivat ole yleensa itsestaan paranevia, silla niiden kriittinen koko ylittda luun luontaisen re-
generaatiokyvyn. TAman vuoksi tarvitaan autogeenisia eli omasta elimistdsta otettuja, syngeenisia
eli identtiseltéd kaksoselta otettuja tai allogeenisia eli toisesta ihmisesta otettuja luusiirteitd suurten
luuvaurioiden hoitamiseen, mutta n&illa hoidoilla on omat haittapuolensa. (Cui ym., 2019) Suhteel-
lisen uudessa hoitomenetelmassa potilasta itseddn on kaytetty bioreaktorina, jolloin valmistettu
luusiirrdnnainen on implantoitu potilaan kudokseen useiden viikkojen ajaksi ennen sen siirtdmista
itse luuvaurioon. Tallaiset bioreaktorit hyddyntavat kehon luontaista regeneratiivista kykya muo-
dostaa kudosta, jolloin minimoidaan siirteen hyljintd. Mydskaan potilaan omaa luukudosta ei tar-
vitse silloin kayttaa. Tama menetelma ei kuitenkaan sovellu hatatapauksiin ja vaatii vahintaan kaksi
leikkaushaavaa. (Vidal ym., 2020)

Masquelet'n seka llizarovin tekniikat ovat nykyisin kaytdssa olevia hoitomenetelmia luuvaurioihin.
Masquelet-tekniikassa komplikaatioiden riski on suuri, silla se koostuu kaksivaiheisesta leikkaus-
toimenpiteesta. Ensimmaiseen vaiheeseen sisaltyy vauriokohdan puhdistus, trabekulaarisen luun
paikkaus seka polymetyylimetakrylaatista (PMMA) koostuvan rakenteen lisays. 6—8 viikkoa myo6-
hemmin PMMA rakenne poistetaan ja onkalo taytetaan trabekulaarisella luusiirteella. Ilizarovin tek-
niikan periaate on stimuloida luun kasvua lisdamalla angiogeneesia eli verisuonten uudismuodos-
tusta ja stimuloimalla uuden luun muodostumista, mutta tdma vaatii pitkén sairaalahoidon. (Vidal
ym., 2020)

Nykyisten luuvaurioiden hoitomenetelmiin liittyy monia muitakin haasteita, kuten rajallinen luovut-
tajakudosten saatavuus, siirteen hyljinta, uudelleenmurtuminen, kipu seka& biokontaminaatio. Li-
saksi monet naista tavanomaisista kliinisistd hoitomenetelmista epaonnistuvat vahaisen verisuoni-
tuksen vuoksi. (Vidal ym., 2020) Viime vuosina luun korjauksen ladketieteelliset hoidot seka kus-
tannukset ovat lisdantyneet nopeasti; noin 2,2 miljoonaa potilasta ympari maailmaa tarvitsee luu-

siirteitd vuosittain, jolloin kustannuksia tulee yli 2 miljardia euroa vuodessa (Cui ym., 2019).

Pienten luuvaurioiden rekonstruktiossa lupaavin siirteiden valmistusmenetelma on kolmiulotteinen
(3D) biotulostus, joka mahdollistaa yksiléllisen ja geometrisesti monimutkaisen huokoisen raken-
teen valmistamisen erittain tarkasti. Teknisten vaatimusten, kuten toivottujen mekaanisten ominai-

suuksien ja bioyhteensopivuuden, tayttamisessa on kuitenkin edelleen haasteita. (Li ym., 2021)

Taman tyon tavoitteena on perehtya ekstruusiopohjaisessa biotulostustekniikassa kaytettyihin bio-
materiaaleihin ja I0ytaa hydrogeeleista koostuvat biomuste, joka toimii pitkakestoisessa soluvilje-

lyssa seka kliinisissa sovelluksissa. Tekstissa kasitellaan luukudoksen korvaamiseen kehitettyjen



biomusteiden vaatimuksia seka esitelladn ajankohtaisia tutkimusesimerkkeja. Tyd on kirjallisuus-
katsaus, jossa kerrotaan ensin hieman luukudoksesta ja sen mekaanisista ominaisuuksista, joiden
ymmartaminen antaa hyvan perustan biomusteiden vaatimuksille. Tavoitteena on selvittaa, kuinka
hyvin eri hydrogeelimateriaalit soveltuvat luuvaurioiden korjaukseen bioyhteensopivuuden, mekaa-

nisten ja rakenteellisten vaatimusten seka kolmiulotteisen prosessoitavuuden kannalta.

2. TAUSTAA BIOTULOSTUKSELLE

Jo 2000-luvun alussa suunniteltiin ensimmaisen kerran biotulostimia ja kehiteltiin prosesseja, joilla
pystyttiin luomaan paikallisesti levidvien solujen ja proteiinien rakenteita. Siita Iahtien biotulostuk-
sen tutkimusala kudostekniikassa seka regeneratiivisessa |daketieteessa on edistynyt voimak-
kaasti. Monet tutkimusryhmat kehittavat materiaaleja, jotka soveltuvat joko biologisten molekyylien,
kuten kasvutekijdiden, tai elavien solujen alustaksi, ja joita voidaan kasitella tulostusprosesseissa.

Naitd materiaaleja kutsutaan biomusteiksi. (Ahlfeld ym., 2019)

2.1 Luun rakenne

Luu on uusiutuvaa aktiivista kudosta, jota tuotetaan ja muokataan jatkuvasti. Se sisaltdd myos
vetta, polysakkarideja, verisuonia, proteiineja seka luusoluja, joista kerrotaan tarkemmin kappa-
leessa 2.1.1. Luu on komposiittimateriaali, joka koostuu kollageeniproteiinista, jota vahvistavat kal-
siumfosfaattikiteet (J. D. Currey, 2006). Luun orgaanisen materiaalin massasta noin 90 % on tyypin
| kollageenia (J. Currey, 2008). Kollageeni koostuu kolmoiskierteisesta kollageeniheliksista, jota
pitaa kiinni kollageenin ristisidokset. Kolmoiskierteinen heliksirakenne antaa kollageenille sen luon-
teenomaisen lujuuden. Kollageeni toimii organisoituneena ja dynaamisena rakenteena, joka tar-
joaa ankkurointikohtia ja rakenteellisia ohjeita solujen kiinnittymiselle, migraatiolle seka erilaistumi-
selle. (Du ym., 2015) Luukudoksessa kollageenisaikeet ovat hierarkkisesti linjassa hydroksiapatiitin

(HAp), luun tarkeimman mineraalikomponentin, kanssa (Bendtsen ym., 2017).

Luun muodostuksessa tarkeita proteiineja ovat ei-kollageeniset proteiinit (NCP) ja luun morfoge-
neettiset proteiinit (BMP). NCP:n, kuten alkaalisen fosfataasin ja fibronektiinin, tehtavana on sitoa
kollageeni- ja kalsiumfosfaattikiteet yhteen. Ne toimivat myos signaalimolekyyleind luun biologi-
sissa prosesseissa, kuten luun muodostumisessa. Niiden on myds tutkittu vaikuttavan luun morfo-
logiaan ja luun mekaanisiin ominaisuuksiin. (Morgan ym., 2015) Luun morfogeneettinen proteiini
on monitoiminen sytokiini, jolla on tarkea rooli luun muodostuksessa ja angiogeneesissa ja siksi

sitd on kaytetty runsaasti luukudostekniikassa (Park ym., 2018). Osalla potilaista suuret BMP-



annokset ovat kuitenkin aiheuttaneet vakavia haittavaikutuksia, kuten selkdydinkompression ja me-
kaanisesti epavakaan luukudoksen muodostuksen, mika rajoittaa talla hetkella BMP:n Kliinista

kayttéa (Genova ym., 2020).

Luun rakenne on esitetty kuvassa 1. Luu koostuu kahdesta eri rakenteesta; trabekulaarisesta ja
kortikaalisesta luusta. Trabekulaarisen luun eli luun sisdosan rakenne on huokoinen, ja sen huo-
koisuus on 50-90 til-%. Kortikaalinen luu on tihea ulkokerros, jonka huokoisuus on alle 10 til-%.
Molemmat luutyypit kdyvat 1api dynaamista uusiutumista, kypsymista, erilaistumista ja resorptiota
eli hajoamista, joita ohjataan osteoblastien, osteosyyttien ja osteoklastisolujen valisilld vuorovaiku-
tuksilla. (Bose ym., 2013)

Trabekulaarinen

luu Luuydin

Kortikaalinen luu

Verisuonet

Kuva 1. Luun rakenne. Luu koostuu useista eri kerroksista, kuten trabekulaarisesta, kortikaalisesta
luusta seké luuytimestd. Muokattu léhteesté (https://www.teachpe.com/anatomy-physiology/struc-
ture-of-bones viitattu 19.4.2022).

2.1.1 Luusolut

Osteoblastit ovat peraisin luuta peittavista soluista, ja ne ovat vastuussa luun muodostumisesta.
Ne erittdvat kollageenisia ja ei-kollageenisia proteiineja muodostaakseen ja mineralisoidakseen
luumatriisia. (J. D. Currey, 2006) Usein osteoblastit vaativat stimulaatiota luun morfogeneettiselta
proteiinilta osteogeenista erilaistumista varten (Genova ym., 2020).

Osteosyytit ovat soluja luun rungossa ja ovat peraisin osteoblasteista. Osteosyytit yhdistyvat vie-
reisiin osteosyytteihin ja luun pintasoluihin aukkoliitosten avulla. Aukkoliitokset yhdistavat solujen


https://www.teachpe.com/anatomy-physiology/structure-of-bones
https://www.teachpe.com/anatomy-physiology/structure-of-bones

sytoplasmat toisiinsa ja nain mahdollistavat pienten molekyylien kulkemisen helposti liitosten lapi.
(J. D. Currey, 2006)

Osteoklastit ovat luuta hajottavia suuria monitumaisia soluja, makrofageja, jotka ovat peraisin ve-
renkierron esiastesoluista. Seka orgaaniset etta mineraalijatteet pakataan pieniin rakkuloihin, jotka
kulkeutuvat osteoklastin lapi ja lopuksi eritetdan ulos soluvaliaineeseen. (J. D. Currey, 2006) Kun
osteoklastit ovat tehneet tydnsa, ne kuolevat apoptoosin seurauksena ja fagosyytit havittavat ne

nopeasti (Manolagas, 2000).

Talla hetkelld 3D-biotulostuksessa kaytettavat solut ovat primaarisoluja tai kantasoluja (Genova
ym., 2020). Luuytimen mesenkymaaliset kantasolut (BMSC) ovat lupaavia ehdokkaita 3D-biotulos-
tamisessa, koska ne ovat helposti saatavilla, pluripotentteja ja lisdantyvat nopeasti. Niiden erilais-
tuminen riippuu viljelyolosuhteista, hormoneista seka kasvutekijoista. Myos riittava esiastesolujen
lisdantyminen ja erilaistuminen ovat kriittisia luun uusiutumiselle, jota saatelevat osteoinduktiiviset

kasvutekijat transformoiva kasvutekija beeta seka BMP. (Du ym., 2015)

2.1.2 Luun mekaaniset vaatimukset biomusteille

Luukudos kestda mekaanista rasitusta ja paranee murtumasta luusolujen, soluvaliaineen ja bioak-
tiivisten molekyylien yhteisvaikutuksen ansiosta. Lisaksi luuta muodostavien solujen ja tulehdus-
solujen valinen kommunikointi ohjaa onnistunutta regeneraatiota. (Genova ym., 2020) Valmistetun
tukirakenteen mekaanisten ominaisuuksien tulee vastata alkuperaisen erittain jarjestaytyneen luu-
kudoksen ominaisuuksia (Li ym., 2021). Keinotekoisilla luurakenteilla on oltava valiaikaista mekaa-
nista stabiilisuutta seka elastisuutta ja niiden on kestettdva kehon biomekaanisia voimia, kuten

haavan paranemisesta aiheutuneita voimia seka kehon kuormitusta (Bahraminasab, 2020).

Luun tarkeimmat mekaaniset ominaisuudet ovat lujuus ja jaykkyys (Bahraminasab, 2020). Luun
puristuslujuus, joka tarkoittaa kappaleen kykya vastustaa pystysuuntaista puristusta, on ihmisella
keskimaarin 250 MPa, mutta se voi vaihdella 50 MPa:n ja 280 MPa:n valilla. Ihmisluun kimmoker-
toimen arvo, joka kuvaa materiaalin jaykkyytta, vaihtelee 5 GPa:n ja 45 GPa:n valilla, mutta on
keskimaarin 15 GPa. (J. Currey, 2008, https://www.doitpoms.ac.uk/tlplib/bones/bone_mechani-
cal.php viitattu 16.4.2022) Trabekulaarisen luun puristuslujuus ja kimmokerroin ovat pienempia
kuin kortikaalisen luun, koska trabekulaarisella luulla on pienempi mineraalipitoisuus ja huokoi-
sempi rakenne, jotka ovat suoraan verrannollisia luun lujuuteen ja jaykkyyteen. (J. Currey, 2008)
Vetolujuudella tarkoitetaan kappaleen kykya vastustaa vastakkaisiin suuntiin vetavaa voimaa. |h-
misen luulla se on keskimaarin 150 MPa ja sen arvo vaihtelee valilla 15-300 MPa. (J. Currey, 2008,
https://www.doitpoms.ac.uk/tlplib/bones/bone_mechanical.php viitattu 16.4.2022) Muut mekaani-

set ominaisuudet, kuten virumis- ja vasymislujuus eli materiaalin kyky vastustaa korkean



kuormituksen aiheuttamaa muodonmuutosta sekd rakenneominaisuuksien heikkenemista, ovat

merkittavia pitkalla aikavalilla (Bahraminasab, 2020).

Tukirakenteen mekaaninen epavakaus ja pieni liike luun ja tukirakenteen rajapinnassa voivat ai-
heuttaa haitallisia biologisia reaktioita seka vaikeuttaa luuston integroitumista tukirakenteeseen
(Bahraminasab, 2020). Kuitenkin viimeaikaisten tutkimusten mukaan kiinnittymisen epaonnistumi-
sen riskia voidaan vahentaa kayttamalla ihmiskirurgiassa yleisesti kaytettyja poraholkkeja, lukitus-

ruuveja seka fibriinilimaa (Ahlfeld ym., 2019).

3. 3D-BIOTULOSTUSRATKAISU VAURIOIDEN
HOITOON

Potilaiden rekonstruoitavien vikojen rakenteet tunnistetaan tietokonetomografialla tai magneettiku-
vauksella saatujen kuvien perusteella. Taman jalkeen 3D-tulostamista varten kehitetaan kolmiulot-
teinen malli tietokoneavusteisen suunnittelun (CAD) avulla. Suunnitellut CAD-mallit k&dannetaan
numeeriseksi G-koodiksi 3D-tulostusohjelmistojen avulla. (Du ym., 2015) Taman jalkeen suunni-
teltu malli tulostetaan joko mustesuihkubiotulostuksen, ekstruusiopohjaisen biotulostuksen tai la-
serpohjaisen biotulostuksen avulla (Vidal ym., 2020). 3D-tulostuksen jalkeen biomusteen koostu-
mus muuttuu soolista geeliksi ja muodostaa nain vakaan tukirakenteen. Solujen eloonjaamisasteen
tutkimiseksi tulostettua biosiirretta kypsytetaan bioreaktiossa ja sille suoritetaan in vitro ja in vivo -

testeja ennen implantointia elimistéon. (Li ym., 2021)

3D-biotulostus on monimutkaisempi prosessi kuin pelkka 3D-tulostus, silla siihen liittyy monia tek-
nisia haasteita biomateriaalin valmistuksessa, kasvutekijan kuljetuksessa seka solujen valinnassa
(Du ym., 2015). 3D-biotulostuksessa kaytettava kaksifaasinen tukirakenne mahdollistaa biomus-
teen ja biologisten komponenttien, kuten solujen, yhtaaikaisen tulostuksen ja siten integroinnin tu-
kirakenteisiin valmistuksen aikana. Taman etuna on parempi kontrolli solujen vapautumiselle seka
paikantamiselle, jolloin estetdan solujen epatasainen levittaytyminen biosiirteisiin. (Bendtsen ym.,
2017; Ahlfeld ym., 2019)

3D-tulostettujen biosiirteiden kayttdé vahentaa leikkausaikaa, infektioita sekd muita komplikaatioita.
3D-tulostuksen merkittavin etu on seka mikroarkkitehtuurin ettd monimutkaisen anatomisen raken-
teen suora hallinta, mik& mahdollistaa yksilollisen potilaskohtaisen suunnittelun. TAhan mennessa
on tehty useita elainkokeita in vivo 3D-tulostetuilla luun uudistumiseen tarkoitetuilla rakenteilla. 3D-
biotulostustekniikka luuvaurioiden hoitoon on viela kehitysvaiheessa kliinista kayttoa varten ja viela

ei ole pystytty valmistamaan suurikokoisia luun tukirakenteita onnistuneesti. (Vidal ym., 2020)
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3.1 Vaatimukset biomusteille

Tulostetut tukirakenteet, jotka mahdollistavat solujen kiinnittymisen, lisdantymisen seka erilaistu-
miseen, ovat peruspilareita vaurioituneiden luiden korjaukseen (Dong ym., 2021). Vaikka 3D-biotu-
lostus on kehittynyt huimaa vauhtia viime vuosina, nykyisilla tulostimilla on suuri riski altistaa tulos-
tettavia elavia aineita mekaaniselle ja termiselle rasitukselle, riippuen siitd onko tulostustekniikka
suutinpohjainen vai ei. Hydrogeelien reologisten eli virtausteknisten, fysikaalisten ja mekaanisten
ominaisuuksien hienosaatd on lupaava ratkaisu naihin ongelmiin. Reologiaa on kaytetty arvioi-
maan hydrogeelin palautumista tulostuksen jalkeen. Hydrogeelien mekaanisten ominaisuuksien ja
tulostettavuuden valinen tasapaino on tarkea, jotta voidaan kontrolloida tulostuksen laatua ja tark-
kuutta. (Abdollahiyan ym., 2020; Lee ym., 2020) Kuvassa 2 on lueteltu biologisia, rakenteellisia ja

3D-prosessoitavuuden asettamia vaatimuksia biomusteille.
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Biologiset vaatimukset

Myrkytdn
Ei aiheuta immuunivastetta
Angiogeneesi
Arsykkeisiin reagointi
Osteokonduktiivisuus
Osteoinduktiivisyys

Materiaalin

Rakenteelliset Huokoinen . 3D-prosessoitavuuden
vaatimukset Bioyhteen- sopiva paksuus vaatimukset
sopiva
Biohajoava Sopiva viskoelastisuus
Verkon muodostuminen . Sopiva viskositeetti
Vakaa Silloitus Pseudoplastisuus
Sivuketjujen modifiointi Nopea silloitus
Hydrofiilinen Tulostettava

Kuva 2. Rakenteelliset, biologiset ja 3D-prosessoitavuuden asettamat vaatimukset biomusteille.
Optimaalisen toiminnan saavuttamiseksi biomustemateriaalien tulee olla biologisesti yhteensopi-
via, 3D-prosessoitavia seké niiden muodostama tukirakenne oikeanlainen. Néiden ominaisuuksien
liséksi tukirakenteilla tulee olla optimaaliset mekaaniset ominaisuudet, joista on kerrottu lisdé kap-
paleessa 2.1.2. Muokattu lahteesta (Li ym., 2021).

Hydrogeelien hyva tulostettavuus vaatii riittdvan viskoelastisuuden ja nopean siirtymisen soolista
geelitilaan, jotta se voidaan tulostaa pienen suuttimen Iapi ja sen jalkeen se voi palautua haluttuun
muotoon. Viskoelastisuus on materiaalin ominaisuus, jossa otetaan huomioon seka elastiset etta
viskoottiset ominaisuudet muodonmuutoksen aikana ja se mahdollistaa 3D-tulostettujen kerrosten
pysymisen erillisind seka tukirakenteen korkean muototarkkuuden. (Bendtsen ym., 2017) Myos
pelkka viskositeetti on keskeinen tekija biomusteen tulostettavuudessa ja tulostettujen tukiraken-
teiden muotojen ja yksityiskohtien sailymisessa. Biomusteen viskositeettiin vaikuttavat useat eri
tekijat, kuten 1ampdtila, aika seka liuotin. Ekstruusiobiotulostuksessa biomusteiden viskositeetit
vaihtelevat yleens& 30 mPa-s ja 6 x 10" mPa-s valilla. Esimerkiksi liian alhaisen viskositeetin omaa-
vista biomusteista ei voida valmistaa huokoista 3D-rakennetta, joka sisaltaisi yksityiskohtaisia muo-
toja. Toisaalta liian korkea viskositeetti vaatii korkean tulostuspaineen ekstruusion aikana, mika
johtaa epasaanndllisten saikeiden muodostumiseen tulostuksessa. (Park ym., 2018; Lee ym.,

2020; Li ym., 2021). Lisaksi solujen lisdaminen suoraan rakenteeseen vaatii sen, etta materiaalin
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tulee olla riittdvan nestemaista, jotta solut sekoittuvat tukirakenteeseen homogeenisesti, mutta yhta

aikaa riittavan viskoottista solujen jakautumisen yllapitdmiseksi (Lee ym., 2020).

Ekstruusiobiotulostuksessa biomusteet ovat yleensa pseudoplastisia nesteita, joita voidaan pur-
sottaa laminaarisessa virtauksessa sailyttden samalla riittdvan mekaanisen lujuuden, jolloin tulos-
tetut filamentit ovat yhtenaisia ja vakaita (Dong ym., 2021; Li ym., 2021). On tarkea3, etta rakenteet
pysyvat vakaina tulostuksen jalkeen, silla tukirakenteen voimakas turpoaminen solujen lasna ol-

lessa voi vaikeuttaa solujen vuorovaikutusta toistensa kanssa (Bendtsen ym., 2017).

Hydrogeeleiltd vaaditaan biologista yhteensopivuutta, mika tarkoittaa sit, ettd ne yhdistyvat isan-
tansa kanssa aiheuttamatta sille haitallisia reaktioita ja samalla edistden osteosyyttien kKiinnitty-
mista ja lisaantymistd kohde-elimistossd. Tama helpottaa soluvaliaineen (ECM) muodostumista
tukirakenteen pinnalle seka huokosiin, mikd indusoi vahitellen uuden luukudoksen kehittymista
seka angiogeneesia. Tulostetun tukirakenteen tulisi hajota in vivo ajan my6ta siten, etta rakenteen
hajoamisnopeus vastaisi ECM:n tuotantonopeutta ja tukirakenteen hajoamistuotteet eivat aiheut-
taisi sivuvaikutuksia isdnnan elimistéssa. Tulostetun ECM:n tulisi tarjota tarttuvia, proliferatiivisia ja
migraatiota sallivia mikroymparistoja soluille, jonka rakenteet ja toiminnot olisivat samankaltaisia
kuin luonnollisella ECM:lIa. Hydrogeelien on myos tarkoitus reagoida siihen kohdistuviin ulkoisiin
ja sisaisiin arsykkeisiin muuttamalla niiden fysiokemiallisia ominaisuuksia. (Du ym., 2015; Li ym.,
2021)

Murtumakohdan verisuonitus mahdollistaa kaasun, ravinteiden ja kuona-aineiden vaihdon kudok-
sen ja verisuonten valilla seka solujen kulkeutumisen vauriokohtaan. Verisuonet mahdollistavat siis
luun elinvoimaisuuden seka estavat siirteen resorption ja kudosnekroosin. (Vidal ym., 2020) An-
giogeneesi on erityisen tarkeaa suurille rakenteille, jotka on tarkoitettu kaytettavaksi luuvaurioiden
hoitoon. Suurempien luuta jaljittelevien rakenteiden tulisikin sisaltda verisuonia, jotka vastaavat
kooltaan isdntansa verisuonia helpottaakseen verenkierron palautumista uuteen kudokseen. Myds
biologisten tekijoiden luontaisen gradientin luominen valmistettuihin tukirakenteisiin voi edistada

mikrokapillaarien muodostumista. (Byambaa ym., 2017)

Verisuonittuneen kudoksen luomiseen on kaytetty kahta eri strategiaa: 1) endoteelisoluilla paallys-
tettyjen kapillaarien valmistusta ja 2) verisuonten muodostumista luontaisten itsekokoamisproses-
sien kautta. Ensimmaistd menetelmaa on kaytetty suurten suonien muodostukseen, kun taas jal-
kimmaista tarvitaan vasta mikrokapillaarien muodostukseen suurten suonien muodostuksen jal-
keen. (Byambaa ym., 2017) Verisuonten muodostumista voidaan myos edistaa lisdamalla an-

giogeenisia kasvutekijoita ja endoteelisoluja biomusteisiin (Vidal ym., 2020).

Ideaalinen tukirakenne pystyy jakamaan siihen kohdistetun jannityksen tasaisesti ilman heikkoja
kohtia. Tulostetun tukirakenteen komponenttien valille tulisi muodostua verkko, jotta voidaan estaa

materiaalivauriot sekd valttad murtumista. Myds Korjattavan kudoksen sekd tulostetun
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tukirakenteen rajapinta on merkittava tukirakenteen siirron onnistumiselle, silld rakenteen pinnalla
tapahtuu lukuisia reaktioita ja vuorovaikutuksia korjattavan kudoksen kanssa. (Li ym., 2021) Siir-
teen onnistuneeseen integraatioon muuhun kudokseen vaaditaan myos osteokonduktiivisuutta el
kykya edistaa solujen adheesiota murtumakohdassa, osteogeenisten solujen lasnaoloa seka os-
teoinduktiivinen arsyke osteogeneesin aikaansaamiseksi (Genova ym., 2020). Taman vuoksi tuki-
rakenteen pintaominaisuudet, kuten huokoisuus, vettyvyys ja morfologia ovat tarkeita vaatimuksia
rakenteelle (Li ym., 2021).

Ideaalisen tukirakenteen huokoisuus tulisi olla yli 90 til-% (Zhang ym., 2019). Luun muodostumi-
seen vaaditaan vahintadan 100—-150 ym huokoskoko. Luun ja verisuonten muodostuminen on kui-
tenkin tehostunut tukirakenteissa, joiden huokoskoko on suurempi kuin 300 um. (Bose ym., 2013)
Hydrogeelien tulee sisaltda seka makro- ettd mikrohuokosia. Makrohuokoiset rakenteet ovat edel-
Iytys solujen lisdantymiselle ja kiinnittymiselle, kun taas mikroskooppiset huokoset edistavat ravin-
teiden diffuusiota (Dong ym., 2021). Ravinteiden, kuten glukoosin ja hapen, on kyettava diffundoi-
tumaan materiaalin 1api, jotta solut ovat elinkykyisid myos rakenteen sisimmissa osissa (Lee ym.,
2020). Huokosten koolla, muodolla seka yhteenliitettavyydelld on myds kriittinen rooli solujen vali-
sessa signaloinnissa, angiogeneesissa seka tukirakenteen lujuudessa (Abdollahiyan ym., 2020;
Bahraminasab, 2020; Genova ym., 2020).

Hydrogeelien biomateriaaliominaisuuksiin kuuluvat myds polymeerien muunneltavissa olevat sivu-
ketjujen ryhmat (Noh ym., 2019). Hydrogeelien polymeeriketjujen aktiivisia ryhmia voidaan funktio-
nalisoida ECM:n komponenteilla, jotta voidaan jaljitellda spesifisid kantasolulokeroita (Du ym.,
2015). Hydrogeelien vesipitoisuuden maarittda polymeerien hydrofiilisten ryhmien maara. Veden
absorptiokyky vaihtelee laajalla skaalalla, vaihtelu voi olla murto-osa tai tuhatkertainen hydrogeeli-

rakenteen kokonaispainosta. (Abdollahiyan ym., 2020)

4. EKSTRUUSIOBIOTULOSTUKSEEN SOPIVAT
BIOMUSTEET

4.1 Ekstruusiobiotulostus

Kehitetyista 3D-biotulostustekniikoista ekstruusiobiotulostus on eniten kaytetty, koska sen kaytto-
kustannukset ovat alhaiset ja silld on poikkeuksellinen kyky kasitella laaja kirjo nesteitd (Dong ym.,
2021). Ekstruusiobiotulostuksessa paineenaiheuttajana kaytetdan pneumaattista paineilmaa, me-
kaanista ruuvipuristinta tai mantaa. Erityisesti ruuvipohjaiset systeemit soveltuvat paremmin visko-

siteetiltaan korkeampien hydrogeelien tulostamiseen. Ekstruusiosuutin liikkuu x-, y- ja z-akseleita
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pitkin tulostaen materiaalia aina kerros kerrokselta. (Du ym., 2015) Verrattuna muihin biotulostus-
tekniikoihin, ekstruusiobiotulostus mahdollistaa solujen sisaltdmien materiaalien nopean kerrostu-
misen sekd mahdollistaa kasvutekijoiden lisddmisen biomusteisiin tulostuksen aikana (Byambaa
ym., 2017).

Ekstruusiobiotulostuksessa solujen viabiliteetti, joka on yleensa ekstruusiobiotulostuksessa
40-80 %, karsii suuren paineen vuoksi. Paine on suurin Iahelld suuttimen seindmaa. Tata pyritaan
estdmaan vahentamalla painetta, kasvattamalla suutinkarjen kokoa, kayttamalla erimuotoisia neu-
loja/karkia ja pienentdmatta tulostusnopeutta seka resoluutiota. Paineen vaikutus soluvaurioihin on
kuitenkin ymmarretty huonosti, silla jotkut tutkimukset eivat ole havainneet eroa solujen viabilitee-
tissa erilaisilla tulostuspaineilla. Lisaksi kaytetyt solutyypit ja biomustemateriaalit voivat vaikuttaa

solujen kykyyn sietda painetta. (Genova ym., 2020; Lee ym., 2020; Li ym., 2021)

Uusien hydrogeelien tulostamisessa, kuten myds muiden materiaalien tulostamisessa, optimaalis-
ten parametrien |6ytaminen on tarkeda hyvan tulosteen aikaansaamiseksi. Tarkeimpia parametreja
ekstruusiopohjaisessa 3D-biotulostamisessa ovat solujen lukumaara, hydrogeelin konsentraatio,
kaytetty paine, tulostuslampdtila, pursotusnopeus, pursotuksen tayttdaste, pursotuskorkeus seka

suuttimen halkaisija. (Du ym., 2015)

4.2 Hydrogeelit

Hydrogeeli on 3D-verkko, joka koostuu silloitetuista polymeeriketjuista, ja jolla on korkea veden
absorboimiskyky. Hydrofiilisyyden vuoksi hydrogeelit ovat ideaalisia synteettisia alustoja soluille,
silla ne estavat epatasaisen solujakautumisen ja samalla mahdollistavat solujen kapseloinnin ja
vahvemman adsorption. (Abdollahiyan ym., 2020) Ne tarjoavat 3D-ympariston, jossa solut voivat
likkua vapaasti ja olla vuorovaikutuksessa toistensa kanssa (Genova ym., 2020). Hydrogeelit so-
veltuvat erittain hyvin biolaaketieteellisiin sovelluksiin myds biohajoavuuden, saadeltavan permea-
biliteetin seka yksinkertaisten valmistusmenetelmien vuoksi (Fuchs ym., 2020). Tavallisilla hydro-
geeleilla on kuitenkin heikot mekaaniset ominaisuudet heterogeenisessa verkkorakenteessa niiden
turpoamisen vuoksi. Tama rajoittaa hydrogeelien kayttdéa pysyvissa ja kuormaa kantavissa sovel-
luksissa, joita usein vaaditaan |adketieteellisissad olosuhteissa kaytettaviltd materiaaleilta. Taman
vuoksi luukudostekniikassa on tarkeaa loytaa hydrogeelirakenne, joka tayttda sekd mekaaniset
ettd bioyhteensopivuusvaatimukset. (Cui ym., 2019) Taulukossa 1 on lueteltu esimerkkitutkimuk-
sissa kaytettyjen hydrogeelien silloitusmenetelmia, applikaatioita seka in vitro -tutkimuksissa kay-
tettyja soluja. Taulukossa 2 on listattu tarkasteltujen hydrogeelimateriaalien hyvia ja huonoja puo-

lia.

Pursotuksen aikana tai valittdmasti ekstruusion jalkeen hydrogeelien on tarkoitus muodostaa si-

doksia biomusterakenteiden sisalle jahmettydkseen, jotta rakenne sailyttdda geometrisen
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eheytensa ja stabiilisuutensa (Lee ym., 2020). Hydrogeelien ominaisuuksiin vaikuttavaa merkitta-
vasti se, miten hydrogeelit ovat silloitettu, silla monimutkaiset silloitustavat tekevat hydrogeelien
tulostamisesta entistakin haastavampaa (Dong ym., 2021). Hydrogeelien silloitetut verkot muodos-
tuvat joko fysikaalisista vuorovaikutuksista tai kemiallisista sidoksista. Fysikaalisesti silloitetuilla
hydrogeeleilla tukirakenne pidetdaan yhdessa heikoilla ei-kovalenttisilla vuorovaikutuksilla, kuten
vetysidoksilla, hydrofobisilla vuorovaikutuksilla ja ionisidoksilla. Nama palautuvat vuorovaikutukset
mahdollistavat fysikaalisten hydrogeelien hyvan tulostettavuuden dynaamisten reologisten ominai-
suuksien ansiosta. Fysikaalisesti silloitetulla hydrogeelilla on kuitenkin ominaista heikko mekaani-
nen stabiilisuus ja siksi nama tukirakenteet vaativat usein jalkikasittelya. Kovalenttisilla sidoksilla
silloitetut hydrogeelit ovat taas mekaanisesti vahvempia, mutta sidokset ovat palautumattomia,
mika rajoittaa kovalenttisilla sidoksilla silloitettujen hydrogeelien kaytettavyyttd biomusteina. (Lee
ym., 2020) Eri silloitustapoja on yhdistelty hydrogeelien mekaanisissa vahvistustekniikoissa, joista

esimerkkeja on kuvassa 3.

Homogeeninen Supramolekulaari Lipédiseva
verkko nen vahvistus polymeeriverkko Nanosilloittaja Termoplastinen vahvistus
Eniten

kuormitusta
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Kovalenttiset sidokset Kovalenttiset ionisidokset Palautuvat Termoplastit
lisddvat elastisuutta ja { ; s g o
i J . _ sidokset yllapitavat nanosilloitukset ylldpitavat
lujuutta Sidokset katkeavat ja rakenteen cakERHEHS
muodostuvat
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Kuva 3. Hydrogeelien mekaaniset vahvistustekniikat. Hydrogeelipohjaisille biomusteille on vakiin-
tunut useampia eri mekaanisia vahvistustekniikoita, kuten homogeeninen verkko, supramolekulaa-
rinen vahvistus, lapéisevéa polymeeriverkko (IPN), nanosilloittajat ja termoplastinen vahvistus. Eri
vahvistustekniikoita on mahdollista kdyttda myds yhdessé, jolloin poistetaan yksittdiseen silloitus-

menetelmé&én liittyvét rajoitukset. Muokattu léhteesté (Li ym., 2021).

Osa luonnollisesti johdetuista biomusteista voi muodostaa silloitetun verkon palautuvien konfor-
maatiomuutosten kautta. Muodostuneella homogeenisella verkostolla on kuitenkin alhainen sitou-
tumisenergia, jolloin ympariston muutokset voivat helposti muokata polymeeriketjun konformaa-
tiota, mika johtaa heikkoihin mekaanisiin ominaisuuksiin. Silloituskykya voidaan parantaa lisaa-
malla uusia funktionaalisia osia tai muuttamalla polymeeriketjujen sivuryhmia ja terminaalisia ryh-
mia, jotka voisivat lisata silloituskohtia ja siten edistaa polymeeriverkoston muodostumista. Yksi
yleisimmista tavoista muuttaa luonnollisten polymeerien, kuten gelatiinin, alginaatin ja kollageenin,

sivuryhmia on metakrylaatio. Muokatut polymeerit sisaltavat hiilten valisid kaksoissidoksia, joita
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voidaan helposti silloittaa fotoinitiaattorien kanssa eri aallonpitoisilla valonlahteilld. Toinen mahdol-
lisuus kehittaa silloituskykya on yhdistaa polyetyleeniglykoleja (PEG), joiden paatyryhmat voivat
reagoida keskenaan. PEG-rakenteessa on mahdollista muuttaa helposti molekyylikonformaatiota,
sivuketjujen lukumaaraa, paatyryhmia ja paaketjua. Rakenteellinen monipuolisuus tarjoaa erin-

omaisen alustan hydrogeeliverkon vahvistamiseen ja rakentamiseen. (Li ym., 2021)

Yleisesti kaytetyt dynaamisen supramolekulaariset hydrogeelit voivat muodostaa itsestaan palau-
tuvia kemiallisia sidoksia ja fysikaalisia vuorovaikutuksia. Yleisimpia itsesilloitusreaktioita ovat
muun muassa Diels-Alder-reaktio ja disulfidin vaihto, jolloin haluttu dynaaminen sidos aiheutuu
termodynaamisesti stabiilien mutta kineettisesti epastabiilien vuorovaikutusten yhdistelmasta. (Li
ym., 2021)

Yleinen silloitusmenetelma on lapaiseva polymeeriverkko, joka muodostuu kahdesta tai useam-
masta polymeeriverkosta. Lapaisevat polymeeriverkot voidaan jakaa vuorovaikutusten perusteella
kovalenttisilla palautumattomilla sidoksilla (DN) seka ioni- ja kovalenttisilla palautuvilla sidoksilla
(ICE) yhdistettyihin verkkoihin. DN:t ovat elastisia, mutta kovalenttisten sidosten pitka sitoutumis-

aika heikentda hydrogeelien rakenteellista pysyvyytta biotulostuksen jalkeen. (Li ym., 2021)

Nanosilloittajien littaminen biomusteisiin on toimiva menetelma hydrogeelirungon vahvistamiseksi.
Tassa menetelmassa yksi nanosilloittaja kykenee samanaikaiseen vuorovaikutukseen useiden po-
lymeeriketjujen kanssa. Nanosilloittajat, kuten hiilinanoputket (CNT) ja nanosavi, parantavat hyd-
rogeelin mekaanista lujuutta, luukudoksen regeneraatiokykya, reologisia ominaisuuksia, bioyh-
teensopivuutta sekd muokattavuutta. Nanosilloittajilla on kuitenkin taipumus muodostaa aggre-
gaatteja, jolloin ne muodostavat sidoksia toistensa kanssa polymeeriketjujen sijaan. Tama saattaa

heikentaa hydrogeelin stabiilisuutta ja mekaanisia ominaisuuksia. (Li ym., 2021)

Hydrogeelien rakennetta on mahdollista vahvistaa myos termoplasteilla, kuten polylaktidilla (PLA)
tai polykaprolaktonilla (PCL), jolloin termoplastit toimivat hydrogeelien perustana. Termoplastien
valinnassa tulee kuitenkin huomioida niiden riittdvan alhainen sulamislampdtila, jotta voidaan mini-

moida soluille aiheutuvat vauriot. (Li ym., 2021)

4.2.1 Luonnollisesti johdetut hydrogeelit

Luonnollisesti johdetut hydrogeelimateriaalit, kuten kollageeni, hyaluronihappo, gelatiini, alginaatti,
fibriini ja gellaanikumi, ovat ensimmainen valinta kudosteknisten tukirakenteiden valmistamiseen
niiden bioyhteensopivuuden, bioaktiivisuuden, biohajoavuuden, korkean vesipitoisuuden ja ECM:n
kanssa samankaltaisten molekyylirakenteiden vuoksi. Nama& ominaisuudet tekevat luonnollisista
hydrogeeleistd suotuisia alustoja solujen kasvulle ja migraatiolle. Luonnollisilla hydrogeeleilla on

usein korkea hajoamisnopeus ja huonot mekaaniset ominaisuudet, joten tutkimusten
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painopisteena on kehittda modifioitu luonnonmateriaali paremmilla ominaisuuksilla. (Bendtsen ym.,
2017; Dong ym., 2021)

On kehitetty useita eri strategioita kasvutekijoiden paikalliseen kuljettamiseen luuvauriokohtaan,
esimerkiksi kuljetusmolekyyleja, kuten mikropalloja tai nanohuokosia. Ahlfeld kollegoineen tutki
kaksifaasista tukirakennetta, joka on valmistettu synteettisesti valmistetusta éljypohjaisesta kal-
siumfosfaattisementista (CPC) ja luonnollisesta alginaatti/gellaanikumi (AlgGG) hydrogeelista, jo-
hon on lisatty verisuonen endoteelin kasvutekijaa (VEGF). Hydrogeelitahnaan lisatty kasvutekija
helpottaa sen kuljetusta, vapautumista ja sisallyttdmista koko tukirakenteeseen. CPC hyytyy ja ko-
vettuu kosketuksissa veden kanssa muodostaen luun mineraalikomponenttia, nanokiteista hydrok-
siapatiittia, jolloin osteoklastien on mahdollista helposti resorboida se. Korkea konsentraation
omaavan alginaatin yhdistelma gellaanikumin kanssa johti parantuneeseen muodon tarkkuuteen
seka mekaanisiin ominaisuuksiin. /n vivo -tutkimuksissa havaittiin kuitenkin hydrogeelimateriaalyh-
distelman hajoamista, siirteen heikkoa kiinnittymistd sekd huonoa osteokonduktiivisuutta, joiden
vuoksi alginaattipohjaisten biomateriaalimusteiden kaytté luun uudistamisessa on rajoitettua. Toi-
saalta alginaattipohjaiset hydrogeelit mahdollistavat hyvan bioyhteensopivuuden hydrofiilisyytensa
vuoksi ja ne voidaan helposti biotulostaa yhdessa bioaktiivisten kasvutekijoiden ja solujen kanssa.
(Ahlfeld ym., 2019)

4.2.2 Puolisynteettiset hydrogeelit

Usein hydrogeelien biotulostuksessa yhdistetdan seka luonnollisesti etta synteettisesti johdetut
hydrogeelit, jolloin yhdistetdan molempien hydrogeelien edut. Puolisynteettiset hydrogeelit mah-
dollistavat esimerkiksi korkean tarkkuuden omaavien hydrogeelien tulostamisen NTP-olosuh-
teissa. Dong yhdessa tutkimusryhmansa kanssa kehitti hydrogeelimateriaalin, jota voi ekstrutoida
huoneenldamma®ssa ja tulostaa suurella tarkkuudella ilman ylimaaraista silloittamista tulostuksen
aikana. Tutkimuksessa kaytettiin nanokomposiittihydrogeelind synteettista laponiittia eli nanosavi
suspensiota ja luonnollisesti johdettua gelatiinimekrylaattia. Korkean konsentraation omaavan la-
poniitin lisdaminen paransi hydrogeelien reologisia ominaisuuksia, hajoamisen stabiilisuutta seka
mekaanista lujuutta. Laponiitin lisdyksen seurauksena vetolujuuden arvo nousi kahdeksanker-
taiseksi ja puristuslujuus nousi kuusinkertaiseksi. Lisdksi laponiitin osteinduktiivinen kyky mahdol-
listi luun uudistamisen ilman kasvutekijoitd, jolloin minimoitiin kasvutekijdistd aiheutuneet kustan-

nukset seka toimituksesta aiheutuneet ongelmat. (Dong ym., 2021)

gelatiinimetakrylaatti (GelMA) ja modifoitu kollageeni on kehitetty biomusteiksi kayttamalla valoke-
miallisia silloitusaineita, kuten glutaraldehydia, 1-etyyli-3-(3-dimetyyliaminopropyyli) karbodi-imidia
(EDC) ja eosiini-Y:ta. Vaikka morfologinen stabiilisuus on erinomaista kayttamalla naitd menetel-
mia, silti ongelmat silloitusaineiden hajoamisesta ja sytotoksisuudesta tulisi ratkaista, ennen kuin

biomuste voidaan ottaa kliiniseen kayttdon. Ongelman ratkaisemiseksi Nohinin tutkimuksessa
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kaytettiin silloitusaineena GelMA:a, joka on valosilloittuva gelatiinipohjainen metakryloyyli-substi-
tuenttiryhmia sisaltava hydrogeeli. (Noh ym., 2019) GelMA on noussut lupaavaksi biomateriaaliksi,
koska silla on saadeltavat fysikaaliset ominaisuudet, joita voidaan muokata vastaamaan koh-
desovellusta. Lisdksi metakryloyyliryhmat muodostavat kovalenttisia sidoksia kahden hydrogeelin
rajapinnassa mahdollistaakseen yhtenaisen rakenteen muodostumisen. (Byambaa ym., 2017) Tut-
kimuksessa tarkasteltiin hydrogeelia nimelta HA-g-pHEA, jossa luonnollisesti johdettu hyaluroni-
happo (HA) on polymeroitu synteettisen hydroksietyyliakrylaatin (HEA) kanssa GelMA:n radikaali-
polymerointimekanismin kautta. HA:a on kasvavassa maarin alettu kayttdmaan bioldaketieteen so-
velluksissa viime vuosikymmenien ajan, koska se on bioyhteensopiva ja tarpeellinen solujen kayt-
taytymisen saatelyssa. Niin kuin useimmilla muilla luonnollisilla hydrogeeleilla, myos HA:lla mekaa-
ninen pysyvyys tulostuksen jalkeen on heikko, joten Noh:n tutkimuksessa siihen lisattiin HEA:ta ja

gelatiinia mekaanisen tuen saamiseksi. (Noh ym., 2019)

Hydrogeeleissa luun morfogeneettisen proteiini 2:n (BMP2) kontrolloitu kuljetus kollageenikuidussa
on haastavaa, silld kollageenin ja BMP2:n valilla ei olla havaittu spesifistad sitoutumisaffiniteettia.
Du kollegoineen yhdistivat kollageenia sitovan domeenin (CBD) ja BMP2:n kontrolloidakseen
BMP2:n kuljetusta, joka indusoi osteoblastien ja mesenkymaalisten kantasolujen osteogeenista
erilaistumista. 3D-bioprinttauksen aikana CBD-BMP2-kollageenimikrokuidut tulostettiin yhdessa
kantasolujen kanssa GelMA-rakenteisiin. In vitro -tutkimuksissa BMP2 pystyi vapautumaan kont-

rolloidusti CBD-BMP2:ta sitovien kollageenimikrokuitujen kautta. (Du ym., 2015)

Kolmiulotteisten luukudosrakenteiden valmistaminen toiminnallisilla verisuonilla on edelleen yksi
suurimmista haasteista kudostekniikassa. Taman haasteen ratkaisemiseksi Byambaa kollegoi-
neen tulosti luonnollisista hydrogeeleistd pyramidinmuotoisia tukirakenteita, jotka koostuivat yksit-
taisista sylintereista, jotka sisalsivat verisuonten luumenin. Byambaan tutkimuksessa syntetisoitiin
ja optimoitiin kaksi erilaista GelMA-pohjaista hydrogeelia, joista toinen edisti verisuonten muodos-
tumista ja toinen osteogeneesia. Nopeasti hajoavan GelMA-hydrogeelin tulostus rakenteen kes-
kelle mahdollisti endoteelisolujen peittdman ontelon muodostumisen. Osa rakenteeseen viljellyista
ihmisen mesenkymaalisista kantasoluista erilaistui sileisiin lihassoluihin, jotka edistivat verisuonten
muodostumista, stabilointia sek& endoteelisolujen lisdantymista. Lisaksi endoteelisolujen ja silei-
den lihassolujen valinen kontakti oli valttdmatonta verisuonten kypsymiselle. Sylinterin kolme
ulointa kerrosta sisalsi mesenkymaalisia kantasoluja, bioaktiivista silikaattia, gelatiinimetakrylaattia
seka verisuonten endoteelista kasvutekijaa, jotka indusoivat osteogeenista erilaistumista. /n vitro -
tutkimukset viittasivat siihen, etta sylinterirakenteet soveltuvat laajojen verisuonitettujen luukudos-

rakenteiden valmistukseen ja sen kliiniseen kayttddn luun regeneraatiossa. (Byambaa ym., 2017)

Luonnossa esiintyva alginaatti on lupaava materiaali 3D-biotulostukseen hallittavan hyytymispro-
sessin ansiosta. Bendtsen kollegoineen on kehittanyt synteettisestd hydrofiilisestéd polymeerista

polyvinyylialkoholista (PVA) seka luonnollisista alginaatista ja hydroksiapatiitista uudenlaisen
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tulostettavan materiaalin, joka tarjoaa sopivan ympariston solujen kasvamiselle. Alginaatti mahdol-
listaa biomusteen hyytymisprosessin tarkan hallinnan kationin konsentraatiota saatelemalla, koska
se lapikay sooli-geeli-muutoksen kahdenarvoisten kationien, kuten kalsiumin, |asna ollessa. Kah-
denarvoiset kationit muodostavat molekyylien valisia sidoksia alginaatin kahden deprotonoidun
karboksylaattiryhman ja kahden hydroksyyliryhman valille mahdollistaen hitaan alginaatin hyyty-
misprosessin huoneenlampdétilassa, mika on hellavaraista ja vaaratonta soluille. In vitro -tutkimuk-
set osoittivat, ettd alginaatti-PVA-HAp-hydrogeeleilld on optimaaliset reologiset ominaisuudet, jol-

loin varastomoduuli on 600 ja 1200 Pascalin valilla. (Bendtsen ym., 2017)

Ekstruusiopohjaisessa biotulostuksessa solut lisdtdan joko samanaikaisesti biomusteen kanssa
kaksifaasisessa tulostuksessa tai ne istutetaan tukirakenteeseen vasta yksifaasisen tulostuksen
jalkeen. Zhain tutkimuksessa valmistettiin kaksifaasisella tulostusmenetelmalla tukirakenne pursot-
tamalla vuorotellen kahta biomustetta, biomuste A:ta ja B:ta ja verrattiin sitd yksifaasiseen tulos-
tukseen. Biomuste A koostui synteettisesta poyetyleeniglykolista ja laponiitti XLG nanosavesta, ja
biomuste B siséalsi HA:a, johon on lisatty primaarisia rotan osteoblasteja (ROB). In vitro -tutkimukset
osoittivat, ettd kaksifaasinen biotulostusmenetelma lisasi solujen elinkelpoisuutta, leviamista, eri-
laistumista ja lisdantymista. Yksifaasisessa menetelmassa tukirakenteeseen istutetut solut tippui-
vat rakenteiden aukkojen lapi, mika johti solujen epatasaiseen jakautumiseen. Solujen sisallytta-
minen hyaluronihappoon mahdollisti solujen tasaisen kerrostumisen ja niiden hitaan vapautumisen,

mika mahdollisti korkean solujen adheesion tukirakenteisiin. (Zhai ym., 2018)

Alginaattipohjaisilla biomusteilla on joitakin puutteita, kuten luun muodostumista stimuloivan biolo-
gisen aktiivisuuden puute, jotka rajoittavat niiden kaytettavyytta. Tdman takia bioaktiivisten algi-
naattipohjaisten biomusteiden kehittaminen, joilla on pitkaaikaisia vuorovaikutuksia kasvutekijoi-
den kanssa seka pitkittynytta osteogeenista aktiivisuutta, on hyodyllista luun regeneraatiossa. Par-
kin tekemassa tutkimuksessa biomusteena kaytettiin luonnollisesti johdettua alginaattia ja synteti-
soitua alginaattisulfaattia, joka sitoutuu voimakkaasti kasvutekijdiden kanssa pidentaakseen niiden
toimintaa sekd muodostaa ionisia ristisidoksia. Kaytetty biomuste paransi BMP2:n pysyvyytta 3D-
tulostetuissa rakenteissa. In vitro -tutkimusten tulokset viittasivat kuitenkin siihen, etta lilan korkeat
alginaattisulfaattipitoisuudet (30 mg/ml) saattavat estda osteoblastien kasvua. Taman vuoksi on

tarkeaa maarittda optimaaliset pitoisuudet alginaattisulfaatille biomusteissa. (Park ym., 2018)

4.2.3 Synteettiset hydrogeelit

Synteettisia hydrogeeleja, kuten GelMA:a ja PEG:a, kaytetaan luukudostekniikassa hyvan tulostet-
tavuuden, mekaanisen kestavyyden seka kontrolloitavien ominaisuuksien vuoksi. Synteettiset hyd-
rogeelit vaativat kuitenkin usein tulostuksessa korkean tulostuslampaétilan, mika vahentaa solujen

viabiliteettia. (Bendtsen ym., 2017; Genova ym., 2020)
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Luukudoksen regeneraation aikana seka osteogeneesin etta angiogeneesin samanaikainen stimu-
lointi on haastavaa, koska naiden kahden kudoksen regeneraatio vaatii erilaiset mikroymparistot.
Taman ongelman ratkaisemiseen keskityttiin Cuin tutkimuksessa, jossa syntetisoidun sitkean po-
lyionikompleksi (PIC) hydrogeelin matriisiin liitettiin moniseindmaisia hiilinanoputkia (MWCNT).
PIC-hydrogeelit ovat sitkeitd ja helposti prosessoitavia kun taas hiilinanoputket edistavat me-
senkymaalisten kantasolujen osteogeneesia seka luun kalkkeutumista houkuttelemalla kalsiumia
jaindusoimalla alkaalisen fosfataasin vapautumista. Rottien kalloon tehdyt in vivo -kokeet osoittivat
hiilinanoputkien lisddvan samanaikaisesti solujen adheesiota sekd angiogeneesia luukudoksessa.
(Cui ym., 2019)

Monomeerien sitoutuminen vetysidoksilla bioaktiivisten epdorgaanisten nanopartikkelien kanssa
tarjoaa uusia mahdollisuuksia kehittda lukuisia biomusteita 3D-biotulostukseen. Esimerkiksi Zhai
kehitti yndessa tutkimusryhmansa kanssa biomusteen, joka koostui synteettisistd N-akryloyyligly-
sinamidista (NAGA) ja nanosavesta. Nanosaven silloitus yhdistettynd monomeerien ja nanopartik-
kelien valisiin vetysidoksiin edistdd hydrogeelien mekaanisia ominaisuuksia, kuten estda delami-
naatiota eli paallekkaisten kerrosten heikkoa sitoutumista. Vetysidosvuorovaikutukset mahdollista-
vat myOs rakenteen erinomaisen turpoamiskestavyyden, silla turvotusta ei havaittu, vaikka rakenne
oli upotettu veteen kolmeksi kuukaudeksi. In vitro -tutkimuksen osoittivat, etta jatkuva magnesiumin
ja piin vapautuminen PNAGA-savi-rakenteesta edisti rotan primaaristen osteoblastisolujen os-
teogeenista erilaistumista. Tutkimuksissa havaittiin myos, etta mita korkeampi NAGA:n pitoisuus
oli, sitd enemman ionien diffuusio estyy, koska PNAGA-savi-hydrogeelien huokoskoko pienenee

suuremman silloitusasteen vuoksi. (Zhai ym., 2017)

Taulukko 1. Esimerkkitutkimuksissa kéytetyt hydrogeelit, niiden silloitusmenetelmét, applikaatiot

seké tutkimuksissa kéytetyt solut.

Kaytetty materi- | Silloitusmenetel- Kaytetyt Applikaatio Lahde-
aali seka kon- mat solut viite
sentraatio
1/0,03, UV (365 nm, 2-okso- | rBMSC? In vitro, in vivo -kokeet (Cui ym.,
PIC/MWCNT' glutaraatti) Sprague-Dawley (SD) ro- 2019)
tissa (kallossa)
8 % Savi/ 15 % | UV (365 nm, fotoini- BMSC* In vitro -kokeet istutta- | (Dong ym.,
GelMA? tiaattori 2959) malla hydrogeeliin BMSC 2021)
soluja
1MCPC/ 14,3 % CaClzja 37 °C kol- rBMSC, In vitro, in vivo -kokeet, (Ahlfeld
AlgGG seka men paivan ajan HUVEC® | implantaatio rottien reisi- | ym., 2019)
VEGF® ja hMSC’ luun diafyysiin
0,25 g Ha-g- 3 ml | GelMA (initiaattori MC3T3" In vitro -kokeet istutta- (Noh ym.,
pHEA?® KPS®, 75 °C) malla hydrogeeliin 2019)
MC3T3 soluja
CBD-BMP2-kolla- | UV (fotoinitiaattori BMSC In vitro -kokeet SD rottien | (Du ym.,
geeni mikrokuidut 12959) BMSC-soluilla ja oste- 2015)
(0,01-0,1 %) ja osyyttien erilaistumista
GelMA™ tutkittiin qPCR:lla
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2,5 % Algi- CaClz MC3T3 In vitro -kokeet istutta- (Bendtsen
naatti’PVA/ 2,5 % malla hydrogeeliin ym., 2017)
HAp'? MC3T3 soluja
20 % PNAGA -7 | UV (30 min, 365 nm, ROB™ In vitro -kokeet istutta- (Zhai ym.,
% Savi'® IRGACURE® 1173) malla solut vasta tulos- 2017)
tuksen jalkeen, oste-
osyyttien erilaistumista
tutkittin gPCR:lla ja in
vivo -kokeet rotan saari-
luun vaurioissa
20 % PEGDA/ 7 UV (10 min, IRGA- ROB In vitro -kokeet istutta- (Zhai ym.,
% Savi/ 20 % CURE ® 1173) malla hydrogeeliin ROB 2018)
HA' soluja ja in vivo -kokeet
saariluun vaurioissa
(5% ja 10 %) UV (IRGACURE ® HUVEC | In vitro -kokeet, joissa vil- | (Byambaa
GelMA/ (100 2959) ja jelldaén HUVEC ja hMSC | ym., 2017)
ug/ml) silikaatti/ hBMSC'" | soluja tukirakenteessa,
(68,5, 34,2 ja osteosyyttien erilaistu-
17,1 ng/ml) mista ja verisuonten
VEGF' muodostumista tutkittiin
gPCR:lla
3 % Alginaatti/ 1 CaClz MC3T3 | In vitro -kokeet, joissa vil- | (Park ym.,
% alginaatti-sul- jellddn MC3T3 soluja tu- 2018)
faatti/ (500 ng/ml) kirakenteessa
BMP'8

" Polyionikompleksi/moniseindmainen hiilinanoputki 2 Rotan luuytimen mesenkymaalinen kantasolu 2 Laponiitti/gelatii-
nimetakrylaatti 4 Luuytimen mesenkymaalinen kantasolu ® Kalsiumfosfaattisementti/alginaatti/gellaanikumi € Inmisen
napalaskimon endoteelisolut 7 Inmisen mesenkymaalinen kantasolu & Hyaluronihappo/gelatiini/hydroksietyyliakrylaatti
9 Kaliumpersulfaatti '° Hiiren kallon 3T3-solut "' Kollageenia sitova domeeni/luun morfogeneettinen proteiini 2/kollagee-
nimikrokuidut/gelatiinimetakrylaatti '2 Alginaatti/polyvinyylialkoholi/hydroksiapatiitti '3 Poly(N-akryloyyliglysi-
namidi)/nanosavi ' Rotan osteoblasti "> Polyetyleeniglykolidiakrylaatti/nanosavi/hyaluronihappo '¢ Gelatiinimetakry-
laatti/silikaatti/verisuonen endoteelin kasvutekija '” lhmisen luuytimen mesenkymaalinen kantasolu '8 Alginaatti/algi-
naattisulvaatti/luun morfogeneettinen proteiini

Taulukko 2. Esimerkkitutkimuksissa kéytettyjen hydrogeelimateriaalien hyvét ja huonot puolet.

Materiaali Hyvat puolet Huonot puolet

PIC/MWCNT BMSC osteogeeninen erilaistu- | Haasteet osteogeneesin ja an-
minen ja proliferaatio, mekaani- | giogeneesin samanaikaisessa
nen lujuus, huokoinen rakenne stimuloinnissa

Savi/GelMA Savi mahdollistaa hyvat reologi- | Haasteet 16ytda optimaalinen
set ominaisuudet, hajoamisen | lampdtila, hajoamisen aikana
stabiilisuuden, mekaanisen lujuu- | hydrogeelimateriaaliyhdistel-
den, solujen osteogeenisen eri- | man pH-arvo voisi aiheuttaa tu-
laistumisen ja proliferaation. | lehdusta, in vivo -kokeiden
Huoneenlammossa, ilman kas- | puute
vutekijoitd, maksimi viskositeetti
4x10°Pas

CPC/AIgGG seka VEGF | CPC ja alginiini kliinisesti vakiin- | In vivo -kokeiden kiinnittymisen
tuneet  luunkorvausmateriaalit, | epdonnistuminen tai siirtymi-
VEGF lisda angiogeneesia, kas- | nen, CPC kosketuksen valtta-
vutekijoiden tehokas paikallinen | minen veden kanssa ennen tu-
kuljettaminen, soluyhteensopiva, | lostamista, CPC:std irtoavat
tukirakenteiden hyvat kasittely | tuotteet, kuten fosfaatti-ionit,
ominaisuudet voivat kerdantya suurena pitoi-

suutena valiaineeseen, huono
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osteokonduktiivisuus, ei kerrota
mekaanisista ominaisuuksista

Ha-g-pHEA

Hyvat  turpoamisominaisuudet
(turpoaminen 80-100 kertaa kui-
vapainon verran), hyvat reologi-
set ominaisuudet, oikeanlainen
geelin morfologia, soluyhteenso-
piva, pienten laakeainemolekyy-
lien (DMOG) kuljetus, vakaat tu-
kirakenteet, hyva tulostettavuus,
maksimi viskositeetti 1100 Pa-s

Osa soluista kuoli, in vivo -ko-
keiden puute

CBD-BMP2-kollageeni
mikrokuidut, GelMA

Solujen hyva viabiliteetti (>90 %)
ja solujen tehokas erilaistuminen
osteosyyteiksi ilman liukoisia
kasvutekijoita, gelatiinin edulli-
suus, yksinkertainen prosessoi-
tavuus ja bioyhteensopivuus,
BMP:n tehokas paikallinen kulje-
tus, sopiva huokoskoko
(282 £ 32 um ja 363 £ 60 um)

Ei kerrota mekaanisista ominai-
suuksista, in vivo -kokeiden
puute

Alginaatti/PVA/HAp Hyvat reologiset ominaisuudet, | Kalsiumhauteessa silloitus ai-
biohajoava ja muodoltaan erittain | heutti rakenteen kutistumisen ja
tarkat rakenteet, solut jakautuivat | siten solukuoleman. Vaaditaan
ja kapseloituivat hyvin, optimaali- | lisdtutkimuksia siitd, onko solu-
nen hyytymisaika ja viskoelasti- | jen kasvualustan natriumionien
suus, viskositeetti 186 Pa-s ja | pitoisuus vaikutuksessa algi-
104 Pa's naatin hyytymisprosessin

kanssa aiheuttaen liiallista tur-
poamista. Mahdollinen kalsium-
ja fosfaatti-ionien saostuminen,
in vivo -kokeiden puute

PNAGA-savi Savi parantaa solujen adhee- | Mekaanisten ominaisuuksien
siota, lisdantymistad ja erilaistu- | parantaminen
mista. Erinomainen turpoamis-
kestavyys, luja rakenne. Alhai-
nen myrkyllisyys, in vivo -ko-
keissa hyva bioyhteensopivuus,
viskositeetti
140 Pa's

PEGDA/savi/HA PEGDA/savi mahdollistaa hapen | Ei mainittu tutkimusartikkelissa

ja ravinteiden tehokkaan kulje-
tuksen kasvaviin soluihin. HA
suojaa soluja UV-valolta silloituk-
sen aikana, mahdollistaa solujen
asteittaisen vapautumisen, tasai-
sen jakautumisen, korkean ker-
rostumistineyden ja korkean via-
biliteetin (>95 %) tulostuksen ai-
kana. Maksimi viskositeetti noin
800 Pa's

GelMA/silikaatti/VEGF

Silikaatti edistdd hMSC:n osteo-
geneesia ja edistdad kollageeni
tyypin | synteesia, rakenteen mo-
nipuolisuus esim. tulostamalla
sylintereitd eri pitoisuuksilla >

Kaytetyt HUVEC-solut ovat
kypsia ja erilaistuneita, mekaa-
nisen stabiilisuuden yllapito ->
johtuu paaasiassa GelMA:n ha-
joamisesta,
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erilainen kemiallinen gradientti, | biotulostusprosessin aiheut-
VEGF edistaa verisuonten muo- | tama solujen kuoleminen, in

dostumista vivo -kokeiden puute
Alginaatti/alginaattisul- Edistda osteoblastien kasvua ja | Solujen viabiliteetti noin 80 %,
faatti erilaistumista, alginaattisulfaatin | kuolleita soluja oli saikeiden

suuri sitoutumisaffiniteetti kasvu- | reunoilla, lisatutkimukset algi-
tekijoihin.  Sopiva viskositeetti, | naattisulfaatin roolin ymmarta-
korkea resoluutio, hyva tulostet- | miseksi tarpeen, in vivo -kokei-
tavuus ja stabiilisuus, maksimi | den puute

viskositeetti noin  7000-8000
Pa's

5. JOHTOPAATOKSET

Useista esimerkkitutkimuksista kay ilmi, etta kasvutekijoiden tehokas kuljetus paikallisesti kudok-
siin on tarkeaa, silla se vahentaa tarvittavien kasvutekijoiden maaraa, rajoittaa mahdollisia sivuvai-
kutuksia seka estaa solujen diffuusiota kasvualustaltaan (Park ym., 2018; Ahlfeld ym., 2019). Ta-
han on kehitetty useampia eri menetelmia, kuten kuljetusmolekyylien kaytto ja eri alginaattikompo-
siittien kaytto. Yksi vaihtoehto on olla kayttamatta kasvutekijoita ollenkaan, esimerkiksi kayttamalla
Dongin tutkimuksessa kaytettya osteokonduktiivistd nanosavea (Dong ym., 2021). Tall6in valtytaan

kasvutekijoiden kustannuksilta seka niiden toimituksesta aiheutuneilta haasteilta.

Esimerkkitutkimuksissa yleisimmat hydrogeelimateriaalit olivat alginaatti, GelMA, nanosavi seka
HA. Alginaattimateriaalia kaytettiin Bendtsenin, Parkin seka Ahlfeldin tutkimuksissa (Bendtsen ym.,
2017; Park ym., 2018; Ahlfeld ym., 2019). Alginaatti mahdollistaa biomusteen bioyhteensopivuu-
den seka hyytymisprosessin tarkan hallinnan. Esimerkkitutkimuksista vain Ahlfeldin tutkimuksessa
kaytettiin pelkastaan luonnollisesti johdettua hydrogeelia (Ahlfeld ym., 2019). Kaikissa muissa tut-
kimuksissa hydrogeelimateriaalit olivat joko puolisynteettisia tai kokonaan synteettisia. Luonnolli-
sesti johdetulla hydrogeelilld on usein korkea hajoamisnopeus seka huonot mekaaniset ominaisuu-

det, joten se vaatii toimiakseen myds synteettisen hydrogeelin.

GelMA:a kaytetdan useissa eri esimerkkitutkimuksissa helposti kontrolloitavien fysikaalisten omi-
naisuuksien vuoksi (Du ym., 2015; Byambaa ym., 2017; Dong ym., 2021). GelMA kuitenkin hajoaa
nopeasti, joka mahdollisti Byambaan tutkimuksessa endoteelisolujen peittaman ontelon muodos-
tumisen, mutta samalla vaaransi tukirakenteen mekaanisen stabiilisuuden yllapidon (Byambaa
ym., 2017). Tahan ratkaisuna Dong kollegoineen kaytti yhndessa GelMA:n kanssa nanosavea, joka
paransi tukirakenteen hajoamisen stabiilisuutta (Dong ym., 2021). Stabiili nanosavi toimi silloin
vastapainona GelMA:n nopealle hajoamiselle, jolloin oli mahdollista saada mekaanisesti vakaampi

tukirakenne. Nanosavea kaytettiin myds Zhain molemmissa tutkimuksissa, silld se paransi muun
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muassa hydrogeelien reologisia ominaisuuksia, mekaanista lujuutta seka luukudoksen regeneraa-
tiokykya (Zhai ym., 2017, 2018).

Tukirakenteiden mekaanisten ominaisuuksien tulisi vastata alkuperaisen luun mekaanisia ominai-
suuksia, mitka ovat lueteltu kappaleessa 2.1.2. Yhdenkaan tutkimuksen mekaanisten ominaisuuk-
sien arvot eivat vastanneet niitd arvoja, mitad luulta normaalisti vaaditaan. Toisaalta biomusteen
solujen on tarkoitus muokata biomustetta niin, etta biosiirteesta kehittyisi lopulta luun kaltainen ku-
dos. Talldin mekaanisten ominaisuuksien ei lahtotilanteessa tarvitse vastata taydellisesti luun me-
kaanisia ominaisuuksia. Joissakin tutkimuksissa kerrotaan liian vahan kaytetyn tukirakenteen me-
kaanisista ominaisuuksista, kuten viskositeetista, puristuslujuudesta ja kimmokertoimesta (Du ym.,
2015; Ahlfeld ym., 2019). Nama olisi kuitenkin hyva mainita osana tutkimusta, silla tukirakenteiden
mekaaniset ominaisuudet ovat yksi tarkeimmista tekijoista optimaalisen luusiirteen aikaansaa-

miseksi.

Monissa tutkimusesimerkeissa biosiirteiden in vivo arviointi on puutteellista, silla 3D-biotulostuk-
seen ei ole viela l6ydetty biomusteita, jotka tukisivat solujen kasvua ja kehitysta seka in vitro etta
in vivo -olosuhteissa. Tama tietysti vaikuttaa siihen, miten paljon kaytetyista hydrogeelimateriaa-
leista [0ytyy huonoja puolia. Esimerkiksi Ahlfeldin tutkimuksen materiaalista on taulukossa 2 lue-
teltu paljon huonoja puolia verrattuna muden tutkimusten materiaaleihin (Ahlfeld ym., 2019). Se ei
kuitenkaan tarkoita sita, etteikd muiden tutkimusten in vivo -kokeissa tulisi esiin kaytetyn materiaa-
lin huonoja puolia, niitd ei vain ole viela testattu in vivo -olosuhteissa. In vivo -tutkimuksissa on
oltava my0s riittava maara koe-eldimia, jotta voidaan saada merkitsevia tuloksia koe-elainten kuo-

lemasta riippumatta.

Tyon tavoitteena oli 16ytaa hydrogeelimateriaaliyhdistelma, joka toimii seka pitkakestoisessa solu-
viljelyssa etta kliinisissa sovelluksissa ja joka tulostuu ihanteellisesti. Kaikki biomusteilta vaadittavat
ominaisuudet tayttyvat Zhain tekemassad tutkimuksessa, jossa kaytettiin synteettistd poly-
etyleenglykolia sekd muissakin tutkimuksissa yleisesti kaytettyja laponiitti XLG nanosavea ja
hyaluronihappoa (Zhai ym., 2018). Toinen lupaava hydrogeeliyhdistelma on Cuin tutkimuksessa
kaytetty polyionikompleksista ja hiilinanoputkista koostuva hydrogeelimateriaali, mika osoitti myos
hyvia tuloksia in vitro ja in vivo -kokeista (Cui ym., 2019). Cuin tutkimuksessa keskityttiin enemman
angiogeneesin aikaansaamiseen, mutta molemmissa mahdollistettiin osteogeneesin stimuloiminti.
Molemmissa tutkimuksissa solujen viabiliteetti oli korkea, jopa yli 95 %. PEGDA/savi/HA:n puris-
tuslujuus on 0,468 MPa ja PIC/MWCNT:n 0,445 MPa, joten molemmilla hydrogeeliyhdistelmilla on
samanlainen kyky vastustaa pystysuuntaista puristusta. Cuin tutkimuksessa painotettiin hieman
enemman kaytetyn hydrogeelimateriaalin mekaanisia ominaisuuksia. PIC/MWCNT:n kimmoker-
roin oli noin 4,37 MPa ja vetolujuus 1,64 MPa. (Zhai ym., 2018; Cui ym., 2019)
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Vaikka 3D-biotulostus on kehittynyt huomattavasti viime vuosikymmenen aikana, tarvitaan viela
ratkaisuja hydrogeelien bioyhteensopivuutta ja toiminnallisuutta koskeviin ongelmiin ennen kuin
toimivan tulostetun luurakenteen implantointi ihmisiin on mahdollista. Suurimmat haasteet bioma-
teriaalien in vivo -tutkimuksissa hiirilla ja rotilla ovat immuunireaktiot seka biotulostettujen tukira-
kenteiden kestavyys implantoinnin jalkeen. Haasteista huolimatta hydrogeelien 3D-biotulostus on

osoittautunut lupaavaksi vaihtoehdoksi luuvaurioiden nykyisille hoitomenetelmille.
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