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Sydan- ja verisuonisairaudet ovat merkittdva maailmanlaajuinen terveysongelma ja aiheutta-
vat vuosittain lukuisia kuolemia, mika liittyy osittain sydanlihassolujen rajalliseen uusiutumisky-
kyyn. Sydanlihassolujen vaurioituminen, esimerkiksi iskemian seurauksena, johtaa arpikudoksen
muodostumiseen, joka ei kykene supistumaan tai johtamaan sahkoisia signaaleja terveen kudok-
sen tavoin. Taman vuoksi on tarkeaa l0ytaa ratkaisuja vaurioituneen sydankudoksen korjaami-
seen seka tutkia tekijoita, jotka vaikuttavat sydansairauksien syntymiseen. Koska sydan on ra-
keenteellisesti ja toiminallisesti suunnasta riippuvainen, on kudosten valmistuksessa keskityttava
saavuttamaan solujen samansuuntainen orientaatio. llman yhtenaista suuntautumista, sydanku-
dos ei kykene toimimaan normaalisti. Kaksiulotteisissa malleissa solujen suuntauttaminen on
osoittautunut haastavaksi, minka vuoksi on siirrytty kolmiulotteisten mallien luomiseen muun mu-
assa biotulostamisen avulla.

Taman kirjallisuuskatsauksen tavoitteena on tutkia erilaisia biotulostusmenetelmia, joilla on
saavutettu sydanlihassolujen jarjestelmallinen orientaatio valmistetussa kudoksessa. Liséksi tar-
kastellaan, onko menetelmien valilla merkittavia eroja orientaation saavuttamisen kannalta. Me-
netelmat on jaettu kahteen kategoriaan: telinepohjaisiin ja solupitoisiin. Telinepohjaisissa mene-
telmissa biomateriaaleista tulostetaan ensin tukirakenne tai teline, johon solut siirrostetaan. Teline
toimii soluvaliaineena ja tarjoaa fyysista tukea, minka liséksi solut voivat kiinnittyessaan seurata
rakenteen kuituja. Solupitoisissa menetelmissa solut kapseloidaan biomusteen sisadan ja tuloste-
taan suoraa osaksi rakennetta. Menetelman avulla solut voidaan sijoittaa jo tulostusvaiheessa
haluttuihin kohtiin, ja niiden suuntautumiseen voidaan vaikuttaa esimerkiksi tulostussuunnan tai
biomusteeseen lisattyjen ohjaavien komponenttien avulla.

TyOssa tarkasteltujen tutkimusten perusteella biotulostaminen on lupaava menetelma suun-
tautuneen sydanlihaskudoksen valmistukseen. Kaikissa tarkastelluissa menetelmissa onnistuttiin
tuottamaan suuntautunutta kudosta, mika viittaa siihen, ettei ole olemassa yhta tiettyad tapaa
saada solut suuntautumaan. Paatelmaan vaikuttaa kuitenkin myds se, ettei kaikissa tutkimuk-
sissa lopullinen tavoite ollut sama. Menetelman valita riippuu siten padosin halutusta lopputulok-
sesta ja suunnitellusta sovelluksesta, johon tulostettua kudosta aiotaan kayttaa.

Avainsanat: sydanlihassolujen suuntautuminen, 3D biotulostus, sydanlihassolu,
kudostekniikka
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Cardiovascular diseases are a major global health problem and cause numerous deaths each
year, partly due to the limited regenerative capacity of cardiac muscle cells. Damage to heart
muscle cells, for example, as a result of ischemia, leads to the formation of scar tissue that is
unable to contract or conduct electrical signals in the same way as healthy tissue. It is therefore
important to find solutions for repairing damaged heart tissue and to investigate the factors that
contribute to the development of heart disease. Because the heart is structurally and functionally
directional, tissue engineering must focus on achieving parallel orientation of cells. Without uni-
form orientation, heart tissue cannot function normally. In two-dimensional models, cell orientation
has proven challenging, which is why researchers have moved on to creating three-dimensional
models using methods such as bioprinting.

This literature review aims to examine various bioprinting methods that have achieved sys-
tematic orientation of cardiac muscle cells in manufactured tissue. Additionally, we investigate
whether there are significant differences between the methods in terms of attaining orientation.
The methods are divided into two categories: scaffold-based and cell-based. In scaffold-based
methods, a support structure or scaffold is first printed from biomaterials, onto which the cells are
transferred. The scaffold acts as a cell matrix and provides physical support, allowing the cells to
follow the fibers of the structure as they attach. In cell-based methods, the cells are encapsulated
in a biomaterial and printed directly into the structure. This method allows the cells to be placed
in the desired locations during the printing stage, and their orientation can be influenced, for ex-
ample, by the printing direction or by adding guiding components to the biomaterial.

Based on the studies reviewed in this thesis, bioprinting is a promising method for producing
oriented heart muscle tissue. All of the methods reviewed were successful in producing oriented
tissue, which suggests that there is no single specific way to orient cells. However, this conclusion
is also influenced by the fact that not all studies had the same goal. The choice of method, there-
fore, depends mainly on the desired result and the planned application for which the printed tissue
will be used.

Keywords: cardiac cell alignment, 3D bioprinting, cardiomyocyte, tissue engineering
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1. JOHDANTO

Sydan- ja verisuonisairaudet ovat olleet johtava kuolinsyy maailmalla jo kolmen vuosi-
kymmenen ajan. Vuonna 2022 kuolemia oli arviolta 19,8 miljoonaa, eli noin kolmasosa
kaikista maailman kuolemista.(“Cardiovascular diseases (CVDs),” 2025) Sydanlihasso-
lut ovat alttiita useille tekijoille, kuten iskemian aiheuttamalle nekroosille, jotka voivat joh-
taa sydansairauksiin (Wu et al., 2023). Sydankohtauksen aikana sydan voi menettaa
satojatuhansia soluja, jonka seurauksena syntyy arpikudosta sydanlihassolujen rajalli-
sen uusiutumiskykynsa vuoksi. Arpikudoksessa ei ole supistumiskykyisia soluja, eika se
kykene johtamaan sahkdisia signaaleja terveen sydankudoksen tavoin, mika kasvattaa

riskia sydamen vajaatoiminnalle.(Beans, 2018)

Sydansairauksia tutkitaan jatkuvasti, mutta kokeellisten mallien kehittdminen on edel-
leen haastavaa sydamen monimutkaisen rakenteen ja toiminnan vuoksi. Perinteisesti
tautimallinnukseen kaytetyissa kaksiulotteisissa (2D) soluviljelmissd sydanlihassolut
kasvavat tasaisella, jaykalla pinnalla. Soluvaliaineen (ECM) puuttuessa, solujen ja so-
lunulkoisen ympariston valiset vuorovaikutukset eivat vastaa luonnollisia olosuhteita,
mika vaikuttaa solujen kasvuun, erilaistumiseen ja signalointiin. Muuttunut morfologia
vaikeuttaa sairauksien etenemisen ja hoitovasteiden ennustamista.(Foglietta et al.,
2020; Jin et al., 2025)

Monet fysiologiset toiminnot, kuten supistusvoiman tuottaminen, ovat riippuvaisia sydan-
lihassolujen sijainnista ja suuntautumisesta soluvaliaineessa. Lisdksi sydamen sahkovir-
ran johtuminen on suunnasta riippuvaista signaalien levitessa nopeammin sydanlihas-
kuitujen pitkittaisakselia pitkin.(Navaee et al., 2023) Siksi kudoksia valmistaessa on tar-
keda suunnitella myds solujen suuntautuminen, jotta ne vastaisivat rakenteellisesti ja
toiminnalliseesti natiivia sydankudosta. 2D-viljelmissa solujen suuntautuminen on satun-
naista, koska ECM:n puuttuminen ja tasainen kasvuymparistd eivat tarjoa suuntautu-
mista ohjaavia signaaleja. Rajoitteet ovat johtaneet kolmiulotteisten (3D) kudostekniikoi-
den yleistymiseen, silld ne mahdollistavat solujen kasvun ja vuorovaikutuksen kaikissa

suunnissa (Foglietta et al., 2020).

Yksi lupaava 3D-kudosteknologinen innovaatio sydankudoksen valmistamiseen on

biotulostaminen. Sen avulla voidaan tarkasti maarittaa solujen ja biomateriaalien sijainti



rakenteessa, mika mahdollistaa monimutkaisia rakenteita sisaltavien 3D-kudoksien val-
mistuksen. Tulostusolosuhteita, kuten biomusteen koostumusta, tulostusnopeutta ja ker-
rosten paksuutta muuttamalla, voidaan vaikuttaa merkittavasti rakenteen tarkkuuteen ja
solujen elinkelpoisuuteen.(Wu et al., 2023) Koska biotulostamisella voidaan valmistaa
laajasti eri muotoisia ja rakenteellisia kudoksia seka ohjata tarkasti solujen sijoittumista,

menetelma tarjoaa useita vaihtoehtoja orientaation saavuttamiseen.

Taman kandidaatintutkielman tarkoituksena on esitella erilaisia biotulostusmenetelmia,
joiden avulla voidaan saavuttaa sydanlihassolujen jarjestelmallinen orientaatio valmiste-
tussa kudoksessa. Menetelmat on jaettu kahteen kategoriaan: telinepohjaisiin ja solupi-
toisiin. Lisaksi arvioidaan, onko menetelmien valilla merkittavia eroja orientaation saa-
vuttamisen kannalta. Tutkielman toisessa luvussa perehdytdan sydanlihassolujen raken-
teeseen, seka solujen orientaation vaikutukseen sydankudoksen toiminnassa. Kolman-
nessa luvussa esitelldan lyhyesti biotulostaminen ja biotulostus menetelmien tutkimuk-
set. Neljannessa luvussa tarkastellaan, miten eri menetelmat vaikuttavat solujen orien-
taatioon. Viimeinen luku sisaltda lyhyen yhteenvedon johtopaatoksista, seka katsauksen

tulevaisuuden tutkimusmahdollisuuksiin.



2. SYDANLIHASSOLUJEN ORIENTAATIO

2.1 Sydanlihassolujen rakenne

Sydan tekee taukoamatta tyéta pumpatessaan verta elimistddn koko elinian ajan. Se
kehittyy raskauden alkuviikkoina ja alkaa sykkimaan kuudennella raskausviikolla (Man-
ner, 2022). Sydan koostuu kolmesta kerroksesta: sydanpussista, sydanlihaksesta ja si-
sakalvosta, joista sydanlihas vastaa supistumisesta ja pumppaustoiminnasta (Ripa et
al., 2023). Sydanlihas koostuu sydanlihassoluista, joilla on erityisia rakenteellisia ja fy-
siologisia ominaisuuksia. Naiden ansiosta se pystyy tuottamaan tarvittavan voiman ve-
renkierron yllapitdmiseksi.(Tran et al., 2024) Koska sydanlihassolut ovat jatkuvasti rasi-

tuksen alaisina, niiden taytyy olla rakenteellisesti kestavia ja tuottaa runsaasti energiaa.

Sydanlihassolut ovat yksi- tai kaksitumaisia, haarautuneita ja poikkijuovaisia lihassoluja
(ks. kuva 1). Ne koostuvat myofibrilleista eli lihassaiekimpuista, useista mitokondrioista,
sekd solua ymparoivastd sarkolemmasta eli solukalvosta. Sarkolemma sisaltaa
ionikanavia, reseptoreja, seka putkimaisia T-tubuluksia, joissa janniteherkat kalsiumka-
navat sijaitsevat.(Ripa et al., 2023) Vierekkaiset solut kiinnittyvat toisiinsa liitoslevyjen
avulla. Levyjen desmosomit kiinnittavat sydanlihassaikeiden paat toisiinsa, jolloin solut
eivat irtoa toisistaan rasituksen aikana. Aukkoliitokset nimensa mukaisesti ovat aukkoja,

jotka liittavat solut sahkdisesti toisiinsa.(Betts et al., 2022a)
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Kuva 1. Sydénlihassolun rakenne. Sydénlihassoluissa on jérjestéytyneitd myofib-
rilleja, runsaasti mitokondrioita seka T-tubuluksia, jotka vélittdvéat impulssin sar-
kolemmasta solun sisélle. Sydénlihassolut ovat yhteydessé toisiinsa liitoslevy-
Jen kautta, jotka siséltédvét desmosomeja ja aukkoliitoksia. Mukailtu lahteestéa

(Betts et al., 2022a).

Myofibrillit ovat solun supistuva osa ja sisaltavat toistuvia rakenneyksikgita, sarkomee-
reja, jotka erottuvat toisistaan Z-levyjen avulla (Morano, 2016). Sen rakennetta ja supis-
tumista on havainnollistettu kuvassa 2. Sarkomeeri koostuu ohuista aktiini-, paksuista
myosiini- seka elastisista titiinisaikeista. Aktiini on kiinnittyneena Z-levyihin ja myosiini
sarkomeerin keskella olevaan M-linjaan, jonka avulla saikeet ovat yhteyksissa toisiinsa.
Titiini yhdistda Z-levyn ja M-linjan seka pitdd myosiinin paikoillaan.(Morano, 2016) Su-
pistumisessa aktiini ja myosiini muodostavat ristisillan keskenaan. Sarkomeeri lyhenee,
kun kiinnittynyt myosiini vetaa aktiinia M-linjaa kohti. Titiinin puristuminen tuottaa palau-
tusvoiman, jonka avulla sarkomeeri palaa lepopituuteen supistuksen loputtua.(Morano,
2016; Ripa et al., 2023)
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Kuva 2. Sarkomeerin rakenne. Lepotilassa Z-levyt ovat etdélla toisistaan, eivéatka
aktiini ja myosiini ole vuorovaikutuksessa keskené&én. Supistumisen aikana sar-
komeeri lyhenee, kun myosiini vetéé aktiinia M-linjaa kohti. Mukailtu ldhteestéa
(Betts et al., 2013).

Sydamen supistuminen on autonomista ja sen aktivoituminen alkaa sinussolmussa si-
jaitsevien tahdistinsolujen aiheuttamana. Supistuminen saa energiansa ATP:sta, joka
syntetisoidaan aerobisen aineenvaihdunnan kautta. Kolmasosa sydanlihassolun tilavuu-
desta on mitokondrioita, jotka tuottavat 95 % sydanlihaksen tarvitsemasta ATP:sta (Ngu-
yen et al., 2019). Sinussolmussa natrium/kalsium- pumppujen avautuminen depolarisoi
lepopotentiaalin kynnyspotentiaaliin, mika aiheuttaa spontaanin aktiopotentiaalin, joka
levida koko sydameen sydanlihassolujen valissa olevien aukkoliitosten avulla.(Morano,
2016) Aukkoliitokset toimivat selektiivisesti 1apaisevina kalvoina yhdistaen vierekkaiset
solut sahkdisesti (Kotadia et al., 2020). Aktiopotentiaali kulkee sarkolemman T-tubuluk-
siin, joissa se aktivoi kalsiumkanavat, jolloin kalsiumionit paasevat virtaamaan soluun
(ks. kuva 3). Lisdantynyt kalsiumpitoisuus sytoplasmassa laukaisee sarkoplasmakalvos-
ton vapauttamaan lisda kalsiumia. Vapautunut kalsium kiinnittyy myosiinia sitovaan tro-
poiini C:hen siirtden tropomyaosiinin sivuun, jolloin aktiini ja myosiini pystyvat muodosta-
maan ristisillan.(Ripa et al., 2023; Tran et al., 2024) Supistuminen tapahtuu kuvan 4 mu-
kaisesti siten, etta ATP sitoutuu myosiiniin, jolloin se irtoaa aktiinista. Kiinnittynyt ATP

hydrolysoituu ADP:ksi ja epaorgaaniseksi fosfaatiksi P;, jolloin myosiini kiinnittyy uuteen



kohtaan aktiinia. P;:n irtoaminen laukaisee voimaiskun (power stroke), jonka seurauk-
sena myosiini vetaa aktiinia kohti M-linjaa. Voimaiskun jalkeen ADP:n irtoaminen muo-
dostaa valiaikaisen jaykkyystilan ja titiini palauttaa sarkomeerin lepopituuteen.(Morano,
2016) Supistumisen jalkeen sarkoplasmakalvostossa oleva SERCA-pumppu pumppaa
vapaana olevat kalsiumionit takaisin sarkoplasmakalvostoon, sarkolemman kalvopum-
put palauttavat sydanlihassolujen kalvopotentiaalin, ja sydanlihas palaa rentoutunee-
seen tilaan odottamaan uutta syklia (Tran et al., 2024).
A) Sydanlihas
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Kuva 3. A) Sydénlihassolun aktiopotentiaalin ja supistumisen kuvaajat ajan suh-
teen. Absoluuttisen refraktaariajan aikana uutta aktiopotentiaalia ei voi syntyé.
Suhteellisen refraktaaliajan aikana tarvitaan voimakas érsyke uuden aktiopoten-
tiaalin syntymiseen. Mukailtu ldhteesté (Betts et al., 2022b) B) Kalsiumin vapau-
tuminen supistuksen aikana. Depolarisaatio avaa T-tubulusten kalsiumkanavat,
Jolloin kalsiumionit virtaavat soluun ja vapauttavat lisda kalsiumia sarkoplasma-
kalvostosta. Kohonnut kalsiumpitoisuus laukaisee supistuksen, jonka jéalkeen
SERCA-pumput siirtdvét kalsiumionit takaisin sarkoplasmakalvostoon. Kuva
tehty BioRenderilld (J&nesniemi, 2025).
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Kuva 4. Yksinkertaistettu kaavio sydéanlihassolun supistumisesta. A) ATP sitoutuu
myosiiniin, jolloin myosiini irtoaa aktiinista. B) ATP hydrolysoituu ADP:ksi ja Pi:ksi.
C) Aktiini ja myosiini muodostavat ristisillan myosiinin kiinnittyesséa. D) P; irtoami-
nen johtaa voimaiskuun eli kiinnittynyt myosiini vetaé aktiinia kohti M-linjaa. Voi-
maiskun jalkeen my6s ADP irtoaa ja muodostuu véliaikainen jaykkyystila, kunnes
uusi ATP sitoutuu. Mukailtu lahteestéa (Betts et al., 2013).

Sydanlihassolujen rakenne mahdollistaa sydamen jatkuvan supistumisen. Sahkoisten
signaalien levidminen solusta toiseen on elintarkeda sydamen toiminnan kannalta, silla
signaalin katketessa osa sydamesta ei supistu oikeaan aikaan, mika voi johtaa esimer-
kiksi rytmihairioon. Signaalit etenevat nopeasti sydanlihassolujen jarjestaytyneen orien-

taation ansiosta (Kotadia et al., 2020).

2.2 Orientaation vaikutus kudoksen toimintaan

Sydan on anatomisesti ja toiminnallisesti anisotrooppinen eli suunnasta riippuvainen.
Solujen orientaatio eli suuntautuminen tarkoittaa niiden tilallista ja suuntautunutta jarjes-
taytymista (Li et al., 2014). Kaytanndssa tama tarkoittaa, etta solut asettuvat kudoksessa
saanndllisiin rakenteisiin ja suuntautuvat samaan suuntaan. Orientoituminen liittyy solu-
jen proliferaatioon ja erilaistumiseen, joiden aikana solujen muoto ja kiinnittyminen ym-
paristdéon tapahtuu (Li et al., 2014). Sydanlihaksessa solut ovat jarjestaytyneet rinnak-
kaisina nippuina pitkittdissuunnassa muodostaen ohuita levymaisia kerroksia (Kotadia
et al., 2020). Jarjestys tukee synkronoitua supistumista ja lisda kudoksen mekaanista
kestavyytta (Dileep et al., 2023). Sydamen liséksi orientaatiota on havaittu myés hermo-

ja epiteelikudoksessa seka ECM:ssa (Li et al., 2014).



Orientaatiota on havainnollistettu myds kokeellisesti, jotta sen vaikutusta sydamen toi-
mintaan voidaan ymmartaa paremmin. Dileepin (2023) tutkimuksessa hiiren sydanlihas-
solujen orientaatiota tutkittiin mikroskopian ja konenadén yhdistelmalla. Saatu malli on
esitetty kuvassa 3. Menetelman avulla sydan saatiin kuvattua mikrometrin tarkkuudella
aiemman millimetrin tarkkuuden sijaan, mika paljasti sydanlihassolujen jarjestyksen pit-
kittaisakselilla. Vaikka hiiren sydan ei ole taysin samanlainen ihmisen sydamen kanssa,

kuva auttaa havainnollistamaan sydanlihassolujen orientaatiota.

Supistuksessa sydanlihas kiertyy myoétapaivaan pitkittaisakselinsa ympari tehostaen
vaantoliikettd. Taman vuoksi sydanlihassolut ovat orientoituneet kierteisesti ja niiden
suuntauskulma muuttuu asteittain sydanlihaksen seinaman lapi. (Dileep et al., 2023; Na-
vaee et al., 2023) Kierteisyyden uskotaan syntyneen korkean verenpaineen tarpeesta ja
ilman sita, sydan ei kykene tyhjentamaan kammioita kunnolla ja pumppaamaan tar-

peeksi verta elimistédn (Aumentado-Armstrong et al., 2018; Navaee et al., 2023).

Ulkoseina

Sisaseina
Ulkoseina

Kuva 5. Sydénlihasséikeiden arvioitu orientaatio virtausviivoilla esitettyné hiiren
vasemmasta kammiosta. Vérit iimaisevat orientaatiota pitkittaisakselin poikki-
leikkaustasoon nédhden siten, etta keltainen véri on tason suuntainen ja sininen
véri tasosta poikkeava. Mukailtu lédhteesta (Dileep et al., 2023).

Sahkoiset signaalit leviavat sydamessa nopeasti sahkdisen johtumisen anisotropian el
suuntariippuvuuden ansiosta. Hyva johtumisanisotropia muussa sydanlihaskudoksessa
mahdollistaa sen, ettd kammiokudoksen sydanlihassolujen orientaatio on optimoitu en-

sisijaisesti mekaanisen voiman tuottamiseen johtumisnopeuden sijaan (Kotadia et al.,



2020). Nain kammiot kykenevat tuottamaan riittdvan supistusvoiman, samalla kun ym-
paroiva kudos varmistaa sahkdisten signaalien nopean levidmisen. Sydanlihaskuitujen
orientaatio vaikuttaa suuresti sahkovirran kulkuun, koska signaalit leviavat nopeammin
pitkittaisakselia pitkin kuin poikittaissuunnassa (Kotadia et al., 2020). Pitkittaissuunnassa
johtumista auttaa sytoplasman pieni vastus, seka solujen liitoslevyjen useat natriumka-
navat ja aukkoliitokset. Poikittaissuunnassa signaali kohtaa enemman solurajoja, joiden
ylitys on hitaampaa. Lisaksi solujen koko, muoto ja kudoksen lamellikerrokset vaikuttavat
johtumisen nopeuteen eri ulottuvuuksissa. Tatad on havainnollistettu mittaamalla syda-
men eri osista johtumisnopeuksia, joiden erot osoittavat, ettd kudoksen sahkdinen joh-

tavuus riippuu solujen orientaatiosta.(Kotadia et al., 2020; Li et al., 2014)

Natiivin sydankudoksen mikroymparistdssa elavat sydanlihassolut kokevat jatkuvasti
mekaanisia arsykkeitad (kuten leikkaus- ja vetojannitys), joilla on tarkea rooli kudoksen
rakenteen ja toiminnan kannalta (Li et al., 2014). Aikuisen sydamessa nama arsykkeet
voivat aiheuttaa fysiologisia muutoksia ECM:ssa, mika johtaa solujen uudelleenjarjes-
taytymiseen. Muutokset voivat kuitenkin olla patologisia ja altistaa kardiomyopatialle ja
sahkadisen johtumisen hairidille (Dileep et al., 2023; Li et al., 2014). Tutkimusten mukaan
etenkin solujen pituuden ja leveyden suhteeseen vaikuttavat muodonmuutokset vaikut-
tavat johtumisen anisotropiaan (Kotadia et al., 2020). liman mekaanisia arsykkeita solut
eivat kuitenkaan kykene kehittymaan ja toimimaan kunnolla. Pitkaan 2D-ymparistdssa
ilma mekaanisia arsykkeita viljellyt sydanlihassolut menettavat vahitellen fenotyyppinsa
ja toiminnallisuutensa.(Navaee et al., 2023) Siksi on tarkeaa, ettad sydanlihassolujen tut-
kimuksissa keskitytaan myos saavuttamaan oikeanlainen orientaatio, joka mahdollistaa

rakenteellisesti ja toiminnallisesti oikeanlaisen kudoksen valmistuksen.
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3.BIOTULOSTUSMENETELMAT

3.1 Tausta

Biotulostaminen on yleistynyt kovaa vauhtia biolaaketieteen tutkimuksessa sen potenti-
aalin ansiosta valmistaa natiivin kudoksen kaltaisia rakenteita. Tavoitteena on kehittaa
menetelmia, joilla voitaisiin esimerkiksi tulostaa toimivia elimia elinsiirtoa tarvitseville po-

tilaille ja tautimalleja sairauksien tutkimuksiin.

Biotulostus on 3D-tulostustekniikka, jossa perinteisten filamenttien ja resiinin sijaan kay-
tetdan biomusteita. Musteet koostuvat luonnollisista tai synteettisistd biomateriaaleista
ja elavista soluista (Tripathi et al., 2022). Naiden lisdksi musteeseen voidaan lisata kas-
vutekijoitd ja muita lisdaineita, jotka parantavat haluttuja ominaisuuksia, kuten johta-
vuutta (Wu et al., 2023). Tarkeinta on kuitenkin se, etta kaytetty biomuste on biologisesti
yhteensopiva, ja pysyy stabiilina haluttuun valmistusvaiheeseen asti (Tripathi et al.,
2022).

Sydankudoksen valmistuksessa kaytettavien biomusteiden tulisi tukea sydanlihassoluja
paineenvaihteluilta ja auttaa tukirakenteiden muodostumisessa. Lisaksi tukirakenteiden
biomateriaalien tulisi tukea solujen adheesiota ja erilaistumista, jotta kudos kehittyisi ja
toimisi halutun mukaisesti. Yleisimpia biomateriaaleja, joita kaytetdaan sydankudoksen
valmistamiseen ovat polysakkaridit, proteiinit, polyakryylin johdannaiset, polykaprolak-
toni (PCL) seka naiden hybridit. Hybridibiomateriaaleissa yhdistyvat luonnollisten ja syn-
teettisten materiaalien parhaat ominaisuudet, minka ansiosta voidaan tulostaa monimut-
kaisempia rakenteita. Haluttuja ominaisuuksia tulostetussa sydanlihaskudoksessa on

muun muassa suuri venyma ja vetolujuus, seka alhainen kimmokerroin.(Wu et al., 2023)

Nykyaan saatavilla on monenlaisia biotulostimia, jotka eroavat toisistaan hyddynta-
miensa tulostustekniikoiden perusteella. Taman Kkirjallisuuskatsauksen menetelmissa
kaytetdan ekstruusio-, sdhkodkenttdohjattua- ja digitaalista valotulostusta. Naiden lisaksi
voidaan hyddyntdd mustesuihkutulostinta, jota on perinteisesti kaytetty paperitulosti-
mena. Jokaisen menetelman tulostuskyky eroaa muista, minka vuoksi biomuste pitaa
kehittda tulostusmenetelmaan sopivaksi (Tripathi et al., 2022). Menetelmasta riippu-
matta tulosteet taytyy ristisilloittaa tulostuksen aikana tai sen jalkeen, jotta ne kestavat
mekaanista rasitusta ja sailyttavat 3D-rakenteensa. Ristisilloituksessa biomusteen ma-
teriaalit muodostavat kemiallisia sidoksia, jotka vaikuttavat valmiin tulosteen ominaisuuk-
siin. Erilaisia ristisilloitusmenetelmia ovat esimerkiksi UV-valo ja 1ampd (Tripathi et al.,
2022).
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Valmistetun sydankudoksen rakennetta ja toimintaa arvioidaan yleensa biomarkkerei-

den, supistusvoiman seka kalsiumkuvantamisen avulla.(Wu et al., 2023)

3.2 Telinepohjainen tulostus

Telinepohjaisessa tulostuksessa tulostetaan valiaikainen tukirakenne, johon solut siir-
rostetaan. Telineen tarkoitus on jaljitella luonnollista mikroymparistdéa tarjoten soluille
fyysisen tuen, ja edistaa niiden kypsymista (Chandika et al., 2020). Lisaksi sen rakenteet
ohjaavat soluja suuntautumaan niiden suuntaisesti. Telineet voidaan tulostaa biomus-
teista, jotka hajoavat vahitellen solujen kypsyessa kudokseksi (Chandika et al., 2020).
Toisaalta teline voidaan poistaa viljelyn jalkeen tai jattaa paikoilleen osaksi lopullista ku-

dosrakennetta.

Solujen kayttaytyminen ja morfologia ovat vahvasti riippuvaisia pinnan ominaisuuksista.
Erilaisia uria ja harjanteita on kaytetty solujen suuntaamiseen, mitkd on valmistettu jay-
kistd synteettisistd polymeereista. Luonnolliset hydrogeelipohjaiset materiaalit ovat kui-
tenkin bioyhteensopivampia ja tarjoavat paremman kasvualustan soluille. Tijore et al.
tutkimuksessa valmistettiin eri kokoisia hydrogeelisida mikrokanavarakenteita solujen
suuntaamiseksi. Tarkoituksena oli tutkia, miten kanavat ja niiden leveys vaikuttavat kan-
tasolujen erilaistumiseen sydanlihassoluiksi, seka solujen suuntautumiseen tasaiseen

hydrogeelipintaan nahden.(Tijore et al., 2018)

Kanavat tulostettiin ekstruusiotulostimella gelatiini hydrogeelista, joka ristisilloitettiin
mTgase-entsyymin avulla. Tutkittavina soluina kaytettiin luuytimen mesenkymaalisia
kantasoluja (hMSC) ja vastasyntyneiden rottien sydanlihassoluja (CM). Molempia soluja
viljeltiin ja tutkittiin erikseen. hMSC-soluille kanavien leveydet olivat 200-250um. Heti en-
simmaisena paivana solut suuntautuivat mikrokanavan suuntaisesti. Seitsemantena pai-
vana havaittiin sydanspesifisen markkerin tropoiini T:n ilmentymisen lisdantymista seka
kanavan suuntaisesti jarjestaytyneita F-aktiini-stressikuituja eli aktiinifilamentti kimppuja.
Havainnot viittaisivat siihen, ettd hMSC-solut olivat alkaneet erilaistumaan sydanlihaso-
luiksi. Solujen katsottiin olevan suuntautuneita, jos niiden tuman suuntautuminen oli alle
20° kanavan suuntaan katsottuna. Taman perusteella suurin osa kanavan soluista oli
suuntautunut. Kuvioimattomassa hydrogeelissa ei havaittu koko viljelyn aikana jarjestay-
tynyttd suuntutumista eika tropoiini T:n ilmentymista, mika viittaa siihen. etteivat kanta-
solut olleet erilaistuneet. Pienempia CM-soluja viljeltin 100um leveissa kanavissa. Mik-
rokanavien solut levisivat kanavien suuntaisesti jo ensimmaisena paivana. Viljelyn toi-
sena paivana molemmissa naytteissa oli havaittavissa sykkimista, mutta mikrokanavissa

syke oli nakyvdmpaa ja nopeampaa. Neljantena paivana mikrokanavien solut sykkivat
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voimakkaammin ja synkronisesti, kun taas kuvioimattomassa rakenteessa solut osoitti-
vat heikkoa, epasaanndllista sykkimista erillisissa klustereissa. Lydontien maara kasvoi
joka paiva mikrourissa ja yhdeksantena paivana syke oli korkeimmillaan 62 lyéntia mi-
nuutissa (bpm). Toisaalta kuvioimattomassa rakenteessa sykkiminen hidastui 7. ja 9.

paivan valilla 30 bpm:sta 26 bpm:aan.(Tijore et al., 2018)

Kokeen tulokset osoittivat, ettd mikrokanavat saavat solut suuntautumaan niiden mukai-
sesti, ja ohjaavat kantasolujen erilaistumista sydanlihassoluiksi. Yli 500um leveissa
urissa solujen suuntautuminen vaheni tai suuntautumista ei tapahtunut laisinkaan.(Tijore
et al., 2018)

Solujen suuntautumisen auttamiseksi voidaan tulostaa monikerroksinen teline, jonka kui-
dut jaljittelevat sydanlihassaikeiden jarjestystd. Sahkokenttdohjattua suihkutulostusta
(EFD) hyddyntaen Wu et al. valmisti PLC-telineen, jonka kerrosten valinen kulma vaikutti
solujen kasvuun. Sydanlihassaikeiden jarjestys maaritettiin sian sydankudoksesta ja
huomattiin syiden jarjestaytyneen eri kulmiin 30°- 55° valilla. Havaintojen perusteella
paadyttiin valmistamaan ristikkotukirakenne, jossa kulmien suuruus oli 45°.(Wu et al.,
2025)

Telineet valmistettiin PCL:sta EFD:n avulla. Kuidut tulostettiin 45° (PCL-45) ja 90° (PCL-
90) ristikkorakenteiksi, joihin viljeltiin hiPSC-CM-soluja. Solujen kypsymista ja suuntau-
tumista tutkittin immunofluorenssivarjayksella sekd RNA-sekvensoinnilla. PCL-45 ra-
kenteeseen viljellyt solut jarjestyivat tukirakenteen suuntaisesti ja ilmensivat kalsiumin
kasittelykykya paremmin kuin PCL-90 rakenteessa. RNA-sekvensoinnin tuloksena to-
dettiin PCL-45 rakenteen edistava solujen kypsymista paaasiassa saatelemalla ECM:n

toimintaa.

Kokeen tulokset osoittivat, ettd 45° kulmia sisaltava ristikkorakenne toimii luonnollisen
ECM ymparistdn tavoin tukien hiPSC-CM-solujen kasvua. Rakenteen kuidut auttoivat

soluja suuntautumaan niiden mukaisesti.(Wu et al., 2025)

3.3 Solupitoinen tulostus

Telineisiin viljelemisen sijaan, voidaan rakenne valmistaa suoraan soluja sisaltavista bio-
musteista. Nain solut saadaan aseteltua jo tulostusvaiheessa haluttuihin kohtiin ja suun-
tautumista voidaan edistdd esimerkiksi tulostuksessa tapahtuvan leikkausjannityksen
avulla. Menetelmassa on kuitenkin tarkeda huomioida, ettd esimerkiksi liian korkea tu-
lostuslampatila tai -nopeus seka liiallinen UV-valo ristisilloituksen aikana voivat vaurioit-
taa soluja (Wu et al., 2023).
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Prendergast et al. tutkimuksessa valmistettiin kudosrakenteita, joiden sisaltamat kuidut
ohjasivat soluja suuntautumaan kuitujen suuntaisesti. Ekstruusiotulostuksessa tulostuk-
sen aikana syntyvat leikkausjannitykset suuntauttavat kuidut ja solut tulostussuunnan
mukaan. Tutkimuksen ensimmaisessa vaiheessa vertailtiin biomustekoostumuksia ja tu-
lostusparametreja parhaimman lopputuloksen saamiseksi. Soluina kaytettiin Meniskin
fibrokondrosyytteja (MFC) eli rustosoluja. Toisessa vaiheessa testattiin, toimiiko mene-
telmd myods mesenkymaalisilla kantasoluilla (MSC) sekd sydamen fibroblasteilla
(CF).(Prendergast et al., 2021)

Mikrokuidut valmistettiin elektrospinnauksella kemiallisesti muokatusta hyaluronihaposta
(NorHA), joiden ominaisuuksia pystyttiin muokkaamaan. Kuidut sekoitettiin biomustee-
seen ennen tulostamista. Elinkelpoisuuskokeiden perusteella biomusteina kaytettiin 3 %
ja 5 % gelatiini-metakrylaatti (GelMA) -pitoisia hydrogeeleja. Molemmista pitoisuuksista
tulostettiin kuituja sisaltavat ja kuiduttomat mallit. Taman liséksi tehtiin tulostamattomat
vertailumallit. Ensimmaisen paivan jalkeen jokaisessa naytteessa elinkelpoisuus pysyi
korkeana ja MFC-solut osoittivat satunnaista aktiinin suuntautumista. Tulostetuissa kui-
turakenteissa kuidut olivat suuntautuneet tulostussuuntaan, mutta tulostamattomissa ra-
kenteissa kuidut olivat suuntautuneet satunnaisesti. Viikon jalkeen elinkelpoisuus pysyi
edelleen korkeana kaikissa naytteissa, mutta 5 % kuitutuloste osoitti merkittavaa aktiinin
suunnan kasvua ja kuitujen suunnan sailymista, verrattuna 3 % kuitutulosteeseen. Kui-
duttomissa rakenteissa suuntautumista ei havaittu, mika viittaa siihen, etta leikkausjan-
nitys ei yksinaan riitd ohjaamaan solujen suuntautumista. Tulokset osoittivat 5 % kuitu-
biomusteen tukevan parhaiten MFC-solujen kasvua ja suuntautumista.(Prendergast et
al., 2021)

Menetelman sovellettavuuden osoittamiseksi koe toistettiin kahdella biomusteella, joista
toinen sisalsi MSC-soluja ja toinen CF-soluja 5 % GelMA:ssa. Viikon jalkeen kuituja si-
saltavissa tulosteissa solujen suuntautuminen kuitujen suuntaan oli lisdantynyt aiemman
kokeen tavoin. Kuiduttomissa naytteissa solujen suuntautuminen oli satunnaista. Tulok-
set viittaisivat siihen, ettd menetelmaa voitaisiin hyddyntaa useilla solutyypeilld. Mene-
telman vahventamiseksi 5 %:n biomusteella tulostettiin vield ympyra-risti rakenne, jossa
tulostussuunta vaihteli sateittaisesti seka pysty- ja vaakasuuntaisesti. Viikon jalkeen so-
lut olivat suuntautuneet kuitujen ja tulostussuunnan mukaisesti todentaen konseptin toi-

mivaksi.(Prendergast et al., 2021)

Wang et al. tutkimuksessa keskityttiin valmistamaan toimivia sydankudoksia ilman mus-
teessa olevia ohjaavia kuituja vastasyntyneiden rottien kammio sydanlihassoluista
(NRVCM). Tulostamiseen kaytettiin integroitua kudos-elin-tulostinta (ITOP), joka mah-

dollistaa useamman biomusteen tulostamisen samaan aikaan verrattuna tavalliseen
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ekstruusiotulostimeen. Musteina kaytettiin solupitoista hydrogeelia, tukihydrogeelia ja
PCL:aa. PCL:sta tulostettiin kehys, johon hydrogeelit pystyivat kiinnittymaan pituussuun-
nassa. Solupitoista- ja tukihydrogeelia tulostettiin vuorotellen haluttujen rakenteiden val-

mistamiseksi.(Wang et al., 2018)

Kolmen paivan jalkeen solut osittivat heikkoa, paikallista supistumista. Viikon kuluttua
pidentyneet a-aktiini positiiviset solut olivat lisdantyneet. Lisdksi spontaania ja synkro-
nista supistelua oli havaittavissa. Ensimmaisen neljan viikon aikana kudosrakenteet ku-
tistuivat PCL-kehyksen kiinnittymattomilla sivuilla, jonka jalkeen mitat pysyivat vakaina 9
viikon ajan. Kiinnittyminen PCL-kehykseen oli merkittava sydankudoksen kehitykselle ja
kypsymiselle, koska ilman kiinnittymista sydansolut eivat kehittyneet. Viljelyn jatkuessa
sydanlihassoluista kehittyi tihea ja tasaisesti suuntautunut kudos, jolla oli vahva synkro-

ninen supistuvuus.(Wang et al., 2018)

Kudoksia voidaan tuottaa myos jatkuvalla optisella tulostuksella (COP), missa peilien
avulla projisoidaan UV-valo-kuvio polymeeriliuokseen, joka ristisilloituksen avulla jah-
mettyy heijastuneen kuvion muotoon. Liu et al. tutkimuksessa hyédynnettiin uCOP tu-
lostusta suuntautuneen kammion sydanlihaskudoksen valmistukseen. Soluina kaytettiin
vastasyntyneiden hiirten kammion sydanlihassoluja (NMVCM). Solupitoinen 5 % GelMA
tulostettiin aluksi yksinkertaiseksi laattakuvioksi ja nauhoiksi. Jo ensimmaisen paivan jal-
keen yksittaisia soluja havaittiin sykkivan, ja kolmen paivan jalkeen sykkiminen oli synk-
ronoitua. Soluissa havaittiin myds a-aktiinia ja sarkomeerien kasvua. Monimutkaisem-
massa rakenteessa tulostettin HAGM/PEGDA-pohja ja sen ymparille15 % GelMA ke-
hikko. Solupitoisella 5 % GelMA:lla tulostettiin pohjien paalle nelja kuviota: yhtendinen
laatta, ruudukko, viuhkamainen viivakuvio (dispersion) ja satunnainen viivakuvio (ran-
dom). Kaikissa tulosteissa solut olivat suuntautuneet GelMA-viivojen mukaan, mutta
laatta ja ruudukko hairitsivat solujen suuntautumista paaakselin suunnassa. Alkuperai-
nen viivakuvio oli ainoa, joka paransi merkittavasti solujen voimantuottoa.(Liu et al.,
2020)
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4. MENETELMIEN VAIKUTUS ORIENTAATIOON

Edellisessa kappaleessa esitellyt tutkimukset osoittivat, etta telinepohjaisilla ja solupitoi-

silla biotulostusmenetelmilla voidaan saavuttaa sydanlihassolujen yhtendinen ja suun-

tautunut rakenne. Solujen suuntautumisen arviointiin kaytetdan yleensa mikroskooppi-

kuvia (Li et al., 2014). Arviointiin kuuluu fyysisten seurausten tunnistaminen, kuten solu-

jen venyminen ja aktiinin suuntautuminen (Li et al., 2014). Tassa kirjallisuuskatsauk-

sessa esitellyissa tutkimuksissa sydanlihassolujen kypsymista ja suuntautumista arvioi-

tiin muun muassa immunofluorenssi varjayksella, kalsiumkuvantamisella seka visuaali-

sella havainnoinnilla. Taulukkoon 1 on koottu viela tiivistettyna tutkimusten tavoitteet,

solut, tulostustekniikat ja tavat, joilla orientaation saavutettiin.

Taulukko 1. Yhteenveto tutkimuksissa kéytetyista biotulostusmenetelmistéa.
Menetelma Tavoite Kaytetyt Tulostin Orientaation
solut saavuttaminen

Telinepohjaiset

Mikrourat mTgase-silloitetun | hMSC, Ekstruusio-tulostin Solut saivat topografisia

Tijore et al. gelatiinin sovelta- CM vihjeitéd mikrourien reu-
minen mikrourien noista, jolloin solut ve-
valmistuksessa so- nyivat ja suuntautuivat
lujen suuntautumi- urien suuntaisesti.
sen ja hMSC-solu-
jen kypsymisen tu-
kemiseksi.

Ristikkorakenne | Tukirakenteen val- | hiPSC Sahkokentta-ohjattu | Ristikkorakenteen ker-

Wu et al. mistus, joka tukee suihkutulostin rosten valiset kulmat jal-
sydankudoksen jittelevat luonnollisen ku-
muodostumista ja doksen rakennetta. So-
hiPSC-solujen kyp- lut kasvoivat rakennetta
symista. pitkin.

Solupitoiset

Nanokuidut Erilaisten solujen MFC, Ekstruusio-tulostin Mikrokuidut suuntautui-

Prendergast et suuntauttaminen MSC, CF vat leikkausjannityksen

al. biomusteeseen li- avulla. Solut saivat topo-
sattavien nanokui- grafisia vihjeita kuiduista
tujen avulla. ja suuntautuivat niiden

mukaisesti.

Multitulostin Toiminnallisen sy- NRVCM Ekstruusio-tulostin Sydanlihassolut suun-

Wang et al. dankudoksen ke- kolmella suuttimella | tautuivat kudosraken-
hittdminen laake- teen paissa olevien kiin-
tutkimukseen, mika nikkeiden avulla. Kudos-
jaljittelee luonnolli- rakenteen sisaiset voi-
sen sydanlihaksen mat tiivistivat kudosta ja
rakennetta. ohjasivat suuntautu-

mista.
uCOP Kammion sydanli- NMVCM Jatkuva mikro-opti- Rakenteet valmistettiin
Liu et al. haksen rakennetta nen tulostin (WCOP) | yhdensuuntaisista vii-

ja toimintaa muis-
tuttava kudoksen
tulostaminen tauti-
mallinnukseen.

voista, jolloin solut suun-
tautuivat niiden mukaan.
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Topografian on havaittu vaikuttavan merkittavasti sydanlihassolujen suuntautumiseen,
koska ne aistivat mekaanisia ja rakenteellisia vihjeitd ymparistdstaan (Tijore et al., 2018).
Tijoren ja Wun tutkimuksissa solut saivat topografisia vihjeitd PCL-telineen kuiduista
seka mikrokanavien reunoista, jotka ohjasivat solujen kiinnittymista ja venymista raken-
teen suuntaisesti (Tijore et al., 2018; Wu et al., 2025). Prendergast sen sijaan hyoédynsi
musteen sisaltdmia nanokuituja solujen ohjaamiseen (Prendergast et al., 2021). Topo-
grafisten vihjeiden puuttuessa Liun ja Wangin malleissa solujen suuntautumista ohjattiin
kudosten paissa olevien kiinnikkeiden avulla (Liu et al., 2020; Wang et al., 2018). Kiin-
nikkeet mahdollistivat kudosrakenteen sisdisen voiman aikaansaaman tiivistymisiimion,
joka taas ohjasi lihassaikeiden suuntautumista. Wang havaitsi myos, etta kiinnikkeiden
puuttuminen johti siihen, ettei sydankudos kehittynyt toiminnalliseksi ja sykkivaksi.(Wang
et al., 2018)

Kuten aiemmin todettiin, sydanlihaskuitujen orientaatio vaikuttaa suuresti sahkdvirran
kulkuun, minka vuoksi tutkimuksissa arvioitiin myos sahkdista johtumista muun muassa
kalsiumkuvantamisen avulla. Kuvantamisen avulla havaitaan solunsisaisten kalsiumta-
sojen muutokset, joiden avulla voidaan seurata aktiopotentiaalin etenemista kudoksessa
(Ripa et al., 2023). Wun valmistamassa PCL-rakenteessa havaittiin lisdantynytta auk-
koliitosproteiini konneksiini 43:n ilmentymista, mika viittaa solujen parantuneeseen sah-
kbiseen kytkeytymiseen. Lisaksi kalsiumkasittely, eli kyky saadella kalsiumin sisdan- ja
ulosvirtausta, oli tehokkaampaa verrattuna kontrollinaytteisiin.(Navaee et al., 2023; Wu
et al., 2025) Wang havaitsi kalsiumkuvantamisen avulla, ettd kudoksen kypsyessa so-
lunsisaiset kalsiumtasojen nousut etenivat yhtenaisena aaltona koko kudoksen lapi su-
pistumisen aikana (Wang et al., 2018). Liun tutkimuksessa puolestaan todettiin, etta ku-
dosrakenne kykeni valittamaan saanndéllisia kalsiumsignaaleja (Liu et al., 2020). Havain-
tojen perusteella voidaan paatella, ettd sydanlihassolujen suuntautuminen vaikuttaa suo-

tuisasti solujen valiseen sahkdiseen johtumiseen.

Tutkimusten valilld havaittiin eroja, milloin sydanlihassolujen spontaani sykkiminen alkoi
ja kuinka voimakkaaksi se kehittyi. Wangin mallissa heikkoa sykkimista havaittiin kol-
mantena paivana viljelysta ja synkroninen supistelu alkoi viikon viljelyn jalkeen. Suurim-
millaan sykkiminen oli viikoilla kolme ja nelja, jolloin syke ylsi noin 80 bpm ja supistus-
voima 2,80 mN.(Wang et al., 2018) Liun tutkimuksessa yksittaisten solujen sykkimista
havaittiin jo ensimmaisena paivana, ja kolmantena paivana se oli synkronista. Supistus-
voima oli kuitenkin pienempi kuin Wangin mallissa, vain 0,16 mN.(Liu et al., 2020) Tijoren
mallissa sykkiminen havaittiin toisena paivana ja muuttui synkroniseksi neljantena pai-
vana. Suurin mitattu syke oli 62 bpm yhdeksantena paivana.(Tijore et al., 2018) Wangin

valmistamassa kudoksessa saavutettiin suurin supistusvoima ja korkein syke verrattuna
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muihin. Toisaalta Prendergastin ja Wun tutkimuksissa kudoksen sykkimista ja supistus-
voimaa ei tutkittu (Prendergast et al., 2021; Wu et al., 2025). Synkroninen sykkiminen
tukee my6s havaintoa, etta solujen yhtenainen suuntautuminen edistaa sydankudoksen

kypsymista ja toimintaa.

Kaytetyt biomateriaalit vaikuttivat merkittavasti solujen elinkelpoisuuteen. Lisaksi solupi-
toisissa menetelmissa ristisilloitukseen kaytettavat menetelmat piti ottaa huomioon ra-
kenteen valmistuksessa. GelMA-hydrogeelit ovat yksi yleisimmin kaytetyistd biomus-
teista niiden sopivien biologisten ominaisuuksien ansiosta (Yue et al., 2015). GelMA
muistuttaa luonnollisen ECM ominaisuuksia, koska se sisaltéa soluja kiinnittavia ja ent-
symaattisesti hajoavia aminohappojaksoja, jotka tukevat solujen kasvua ja leviamista.
Se myads ristisilloittuu nopeasti UV-valon avulla.(Yue et al., 2015) Biomusteita valmista-
essa GelMA-pitoisuus on tarkea huomioida, silla se vaikuttaa solujen kasvuun ja elinkel-
poisuuteen. TAman huomasivat myds Prendergast ja Liu omissa tutkimuksissaan. Pren-
dergastin tutkimuksessa osoitettiin, etta lian korkea pitoisuus (10 %) heikensi sydanli-
hassolujen elinkelpoisuutta, kun taas liian alhainen pitoisuus (3 %) ei riittanyt tukemaan
kudoksen rakennetta (Prendergast et al., 2021). Liu puolestaan havaitsi, ettd suurem-
missa GelMA-pitoisuuksissa (7,5-15 %) a-aktiinin ilmentyminen oli vahaista ja sarko-
meerit lyhyempia verrattuna 5 %:n pitoisuuteen (Liu et al., 2020). Myds Tijore paatyi
kayttamaan 5 %:n gelatiinihydrogeelid ryhman aiemman tutkimustuloksen perusteella
(Tijore et al., 2018). Naiden havaintojen pohjalta voidaan paatella, ettd 5 %:n gelatiinipi-
toisuus biomusteessa tukee parhaiten sydanlihassolujen kypsymista, kehitysta ja suun-
tautumista. Se on tarpeeksi matala viskositeettista, jotta solut paasevat leviamaan, mutta
samalla pysyy muodossaan. Lisaksi 5 %:n gelatiinibiomuste hajoaa tarpeeksi hitaasti,
jotta solut ehtivat kiinnittymaan toisiinsa. GelMA ristisilloitetaan UV-valon avulla, mika
mahdollistaa nopean ja tarkan rakenteen muodostumisen. Haittapuolena on kuitenkin
UV-séateilyn toksisuus, joka voi vaikuttaa solujen elinkelpoisuuteen. Entsymaattinen ris-
tisilloitus on huomattavasti turvallisempi vaihtoehto. Tijore kaytti gelatiinihydrogeelin ris-
tisilloittamiseen mTgase entsyymia ja Wang trombiinia (Tijore et al., 2018; Wang et al.,
2018). Ongelmia voi kuitenkin aiheuttaa se, etta silloittuminen on hitaampaa entsyy-
meilla, minka vuoksi paksummissa rakenteissa geeli ei ehdi jahmettymaan riittdvan no-

peasti (Tijore et al., 2018).

Kudosten valmistukseen kaytettava tulostusmenetelma vaikuttaa solujen suuntautumi-
sen lisaksi rakenteen tarkkuuteen ja menetelman soveltamiseen. Prendergast, Tijore ja
Wang kayttivat tutkimuksissaan ekstruusiotulostusta, jossa biomuste puristetaan suutti-
men lapi (Prendergast et al., 2021; Tijore et al., 2018; Wang et al., 2018). Menetelmassa

voidaan kayttaa laajasti erilaisia materiaaleja, mika tekee siitd monipuolisen ja laajasti
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kaytetyn (Tripathi et al., 2022). Sen avulla voidaan tulostaa monimateriaalisia rakenteita,
kuten Wang teki, ja sopii suurten elinten valmistukseen (Wang et al., 2018). Toisaalta
ekstruusiotulostus ei ole tehokas monimutkaisten kudosrakenteiden valmistukseen. Tu-
lostuslampétila ja suuttimen koko vaikuttavat solujen elinkykyyn. Tulostusresoluutio pa-
ranee pienemmilla suuttimilla, mutta heikentaa solujen elinkelposuutta mekaanisen rasi-
tuksen kasvaessa. Suuremmilla suuttimilla taas solut pysyvat hengissa, mutta tulostus-
resoluutio ja -nopeus heikkenevat.(Tripathi et al., 2022) Wun kayttdamassa sahkokentta-
ohjatussa suihkutulostuksessa biomusteen virtausta ohjataan voimakkaan sahkokentan
avulla (Wu et al., 2025). Suuttimen karjessa muste polarisoituu ja venyy Taylor-kartioksi,
josta lahteva ohut suihku kerrostuu halutuksi rakenteeksi. Menetelman avulla saadaan
huomattavasti tarkempi tulostusresoluutio ilman suurta mekaanista rasitusta musteen si-
saltdmille soluille. Sdhkdkenttdohjattu suihkutulostus sopii mikro- ja nanorakenteiden
valmistukseen.(Cao et al., 2021) Liu kaytti jatkuvaa optista tulostusta kudosrakenteen
valmistamiseen. Biomuste ristisilloitetaan jatkuvasti projisoidun valon avulla, jossa ha-
luttu kuvio heijastetaan kerros kerrokselta biomusteeseen. Menetelma on nopea ja silla
saavutetaan todella tarkkoja rakenteita, jotka voivat olla my6és monimutkaisempia. Solut
valttyvat mekaaniselta rasitukselta, mutta heijastettu UV-valo saattaa vaikuttaa elinkel-
poisuuteen.(Liu et al., 2020; Yuan et al., 2019)

Havainnot osoittavat, etta sydanlihassolujen orientaatioon vaikuttavat useat tekijat, kuten
rakenteelliset vihjeet, biomateriaalin koostumus seka itse tulostusmenetelma. Naista sel-
keasti rakenteelliset vihjeet ovat keskeisimpana tekijana orientaation ohjaamisessa,
mika vahvistui kontrollinaytteista, joissa suuntautumista ei tapahtunut ilman ulkoista oh-
jaavaa tekijaa. Solujen yhtenainen suuntautuminen heijastuu suoraa sahkoiseen kytkey-
tymiseen ja kudoksen synkroniseen supistumiseen, mika havaittiin seka visuaalisesti
ettd kalsiumkuvantamisen avulla. Tulosten perusteella Wangin menetelma vaikuttaa te-
hokkaimmalta vahvasti supistuvan sydankudoksen valmistukseen, mutta on huomioi-
tava, ettei kaikissa tutkimuksissa kaytetty samoja solutyyppeja. Olisi ollut mielenkiintoista
selvittdd, miten nanokuidut vaikuttaisivat kudoksen supistumiskykyyn, mutten |6ytanyt
tutkimustietoa aiheesta. Tulostimien osalta ekstruusiotulostin on todennakoisesti edulli-
sin ja helpoimmin kaytettava vaihtoehto, kun taas COP-tulostuksella voidaan saavuttaa
paljon tarkempia rakenteita, jotka jaljittelevat paremmin sydamen monimutkaista raken-

netta.
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5.YHTEENVETO

Tyon tarkoituksena oli tutustua erilaisiin biotulostusmenetelmiin, joiden avulla voidaan
valmistaa suuntautunutta sydanlihaskudosta. Lisaksi tarkoitus oli selvittaa, onko jokin
menetelma selvasti muita parempi. Lopputuloksena kaikissa menetelmissa onnistuttiin
tuottamaan suuntautunutta kudosta, mika viittaisi siihen, ettei ole olemassa yhta ainoaa
tapaa saada solut suuntautumaan. Menetelman valinta riippuu siis pitkalti halutusta lop-
putuloksesta ja mihin sovellukseen tulostetta aiotaan kayttaa. Telinepohjaiset rakenteet
ovat monikayttdisia ja soveltuvat hyvin mekaanista tukea vaativiin sovelluksiin, silla teline
voi tarjota tukea myds sitd ympardivalle kudokselle. Telineitd voidaan myés hyddyntaa
vain orientaation ohjaamiseen, jolloin kudos voidaan irrottaa telineesta kypsymisen jal-
keen. Solupitoiset rakenteet puolestaan valmistetaan usein hydrogeeleista, jolloin ne
ovat pehmeita ja joustavia. Tallainen rakenne sopii hyvin elastisuutta tarvitseviin sovel-

luksiin.

Biomusteiden ja rakenteiden muokkaamisen mahdollisuudet ovat lahes rajattomat, mika
mahdollistaa hyvinkin erilaisten kudosrakenteiden valmistamisen. Menetelmien yhdista-
misella voitaisiin mahdollisesti saavuttaa entistd monimutkaisempia ja toiminnallisempia
rakenteita. Esimerkiksi telineissa voitaisiin sijoittaa solut tarkasti haluttuihin kohtiin tulos-
tamalla biomustetta ohuen neulan avulla suoraa rakenteen sisaan. Lisaksi sydanlihas-
kudoksen sahkaoista johtavuutta voitaisiin parantaa lisdamalla telineisiin, kuituihin tai hyd-
rogeeliin sdhkdnjohtavaa materiaalia. Toisaalta pitdd miettid hairitseeko lisatty sahkon-
johtavuus kudoksen normaalia toimintaa. Biotulostuksen etuna on myds se, etta sen
avulla voidaan valmistaa rakenteita, jotka tarkoituksellisesti hairitsevat solujen orientaa-
tiota, mika tarjoaa uusia lahestymistapoja sairauksien mallintamiseen ja tutkimiseen. Me-
netelmasta rippumatta voidaan kuitenkin todeta, ettei orientaatio synny itsestaan, vaan

solut tarvitsevat ulkoisen vihjeen, oli se sitten valmistettu teline tai mekaaninen voima.

Ty6ssa tarkasteltujen tutkimusten perusteella biotulostaminen on lupaava menetelma
suuntautuneen sydanlihaskudoksen valmistukseen ja sen avulla voidaan kehittda mal-
leja, jotka vastaavat natiivin kudoksen rakenteellisia ja toiminnallisia ominaisuuksia. Li-
saksi osa esitetyistd menetelmista osoitti, ettd menetelmia voidaan soveltaa myoés kan-
tasoluilla, jotka saatiin erilaistettua sykkiviksi sydanlihassoluiksi. Uskon biotulostettujen
mallien yleistyvan sydan- ja muiden sairauksien tutkimuksissa lahitulevaisuudessa. Jotta
naista malleista saataisiin kaikki potentiaali irti, on seuraavaksi keskityttava tulostuksen

jalkeisiin vaiheisiin, kuten kudoksen kypsyttamiseen ja toiminnallisuuden optimointiin.
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