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Aivohalvaus on tila, jossa aivoihin ei virtaa riittavasti verta, mika johtaa hypoksiaan eli hapen
puutteeseen aivojen kudoksessa. Aivohalvaus on toiseksi yleisin kuoleman ja vammaisuuden
aiheuttaja, minka takia on tdrkeda, ettd sitd pystytddn tutkimaan luotettavasti ja tarkasti.
Eldinmallien epatarkkuus on kuitenkin ollut haasteena aivohalvauksen hoitomuotojen
kehittamisessa. Taman eldinmallien epatarkkuuden vuoksi tarvitaan muita menetelmia, joilla
ndita  matalan  happipitoisuuden  ympadristdja = voidaan  mallintaa  ihmissoluilla
laboratorioymparistossa.

Organ-on-a-chip on in vitro- malli, jolla pystytddn mallintamaan kudoksen toimintaa
ihmiskehon ulkopuolella. Tama laite yhdistdd tavalliseen soluviljelmdan mikrofluidistisen
kanavarakenteen, joka mahdollistaa erittdin pienten kaasumadrien hallinnan. Viemalla
soluviljelmaan vahahappista kaasua mikrolitrojen tarkkuudella, solujen mikroymparistoa
voidaan muokata vastaamaan aivohalvauksen hypoksisia olosuhteita. Organ-on-a-chip -laitteella
viljellyt ihmisen solut siis jaljittelevat elimen soluvasteita hypoksisessa ympadristossd, joka on
luotu mikrofluidistiikan avulla.

Koska organ-on-a-chipin avulla halutaan tutkia soluvasteita, on tarkeda voida seurata,
miten solut reagoivat ymparistéon muutoksiin. Osittain tdstd syystd organ-on-a-chip -laite on
valmistettu |dpindkyvastda PDMS-materiaalista, jonka |dpi soluja voidaan tarkastella
valomikroskopian avulla. PDMS-materiaalin taittumiskerroin on kuitenkin suuri verrattuna ilman
taittumiskertoimeen, minka takia kaasukanavarakenne vaikeuttaa laitteella viljeltyjen solujen
mikroskopointia. Levedmmat kaasukanavat siis mahdollistavat laajemman alueen tarkastelun
ilman eroavista taittumiskertoimista johtuvia vaaristymia.

Taman tutkimuksen tavoitteena on selvittda vaikuttaako mikrofluidistisen kanavarakenteen
kaasukanavien leveys happipitoisuuden saatelyn tarkkuuteen. Tutkimus on tarpeellinen koska
tiedetdan, ettd mikroskopointi on vaikeampaa kapean kanavarakenteen lapi, mutta ei tiedeta
vaikuttaako kanavarakenteen leveyden muuttaminen happipitoisuuden saatelyyn. Tahan
kysymykseen pyrittiin vastaamaan suorittamalla ratiometrinen happikuvantaminen kolmelle eri
laiteelle, joista kahden laiteen kanavan leveys on 20 um ja yhden 200 um. Tuloksista nahtiin, etta
happipitoisuuden tarkkuuden sdatelyssa on eroa eri kanavaleveyden omaavien laitteiden valilla.
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1. JOHDANTO

Hypoksialla tarkoitetaan tilaa, jossa kudokseen ei kuljeteta happea normaalisti.
Happipitoisuus soluissa maaraytyy hapen saannin ja kulutuksen perusteella. Jos hapen
kuljetus verisuonistossa hairiintyy esimerkiksi veritulpan, aivohalvauksen, turvotuksen tai
vamman seurauksena, kudos saa vahemman happea kuin kuluttaa ja joutuu hypoksiaan
[1]. Téama kudoksen hypoksinen tila liittyy etenkin sydpaan, sydaninfarktiin ja
aivohalvaukseen. Aivot ovat erityisen herkat hypoksian aiheuttamille vaurioille, koska ne
kuluttavat eniten happea kaikista elimista. [1] Tassa tydssa kaytetty organ-on-a-chip -
laite eli kudossiru on kehitetty mallintamaan erityisesti aivohalvauksen aiheuttamaa

aivojen hypoksiaa. [2]

Aivohalvaus on tila, jossa aivoihin ei virtaa riittavasti verta, mika johtaa hypoksiaan [1].
Aivohalvaus voi olla iskeeminen tai hemorraginen. Hemorraginen aivohalvaus johtuu
aivojen verisuonen repeamisesta, jonka seurauksena paine aivoissa kasvaa ja kudos ei
saa riittdvasti happea. Iskeeminen aivohalvaus puolestaan johtuu verisuonen
tukkeutumisesta, mika estda aivojen riittdvan hapen saannin. Kun iskeemisessa
aivohalvauksessa aivovaltimo tukkeutuu, happipitoisuus kyseisen kudosalueen
ytimessa laskee nopeasti lahes nollaan. Taman lisdksi tukoksen ymparilla oleva alue saa

puutteellisesti verta, mika aiheuttaa hypoksiaa. [3]

Aivot ovat erityisen herkat hapenpuutteelle, silla hermokudos tuhoutuu nopeasti ja
palautumattomasti verenkierron hairion jatkuessa. On arvioitu, ettd akuutissa
aivohalvauksessa iskeemisen aivoverisuonihairion vuoksi kuolee 1,9 miljoonaa
hermosolua ja 14 miljardia synapsia minuutissa. Aivohalvaus onkin toiseksi yleisin
kuoleman ja vammaisuuden aiheuttaja maailmanlaajuisesti. Vuonna 2016 todettiin 13,7
miljoonaa uutta aivohalvaustapausta, joista noin 87 % oli iskeemisia aivohalvauksia. [4]
Aivohalvaus on siis yleinen kuolinsyy, minka takia on tarkeaa pystya tutkimaan sita

ihmiskehon ulkopuolella.

Tarpeeseen tutkia aivohalvausta on pyritty vastaamaan eldainmalleilla, mutta mallien
epatarkkuus on ollut haasteena aivohalvauksen ja sydaninfarktin hoitomuotojen

kehittamisessa [5]. Yksi eldinmallien ongelmista on elaimen ja ihmisen sydamen



fysiologiset erot. Esimerkiksi jyrsijoiden sykenopeus on paljon korkeampi kuin ihmisella
[5]. Toinen ongelma on ero terapeuttisen aikaikkunan kestossa, eli aikajakson kestossa,
jonka aikana pysyvia vaurioita voidaan estaa tai minimoida. Felix Flurin artikkelin [6]
mukaan ihmiselld paikallisen aivohalvauksen terapeuttinen vaste heikkenee
huomattavasti kolmessa tunnissa, kun taas elainmalleissa terapeuttinen aikaikkuna voi
olla jopa 12 tuntia [6]. Eldinmallien epatarkkuuden vuoksi tarvitaan siis muita
menetelmia, joilla naitd matalan happipitoisuuden ymparistéja voidaan mallintaa
ihmissoluilla  laboratorioymparistdssa. Ihmissolujen  kasvatus  hypoksisessa
ymparistdssa edellyttda solujen kasvualustaa, jossa solujen kaasumikroymparistdja eli

solusta mikrometrien etdisyydelld olevaa aluetta voidaan hallita nopeasti ja tarkasti [2].

Solun mikroymparistostd tulevat arsykkeet vaikuttavat soluihin ja saavat aikaan
soluvasteen, jolla tarkoitetaan solun tapaa reagoida ympariston arsykkeisiin.
Ymparistostd tulevat arsykkeet voivat olla mekaanisia tai fysiologisia. Esimerkki
mekaanisesta arsykkeesta on vetojannite, joka voi johtaa valiaikaisiin muutoksiin solun
sytoskeletonin eli tukirangan jarjestymisessa ja edelleen pitkdaikaisiin vaikutuksiin sen
geenien ilmentamisessa. Fysiologinen arsyke puolestaan voi olla esimerkiksi nesteen
virtaus solun kasvualustalla, joka aiheuttaa soluun leikkausjannitysta. Solu aistii tdman
leikkausjannityksen, eli sen kasvualustan kanssa yhdensuuntaisen voiman, mika voi

saada aikaan soluvasteen. [7]

Nama mikroympariston muutosten aikaansaamat soluvasteet ovat valttdmattdomia
ihmiskehon toiminnalle. Esimerkiksi luukudos alkaa haurastua, jos sen solut eivat koe
rittdvasti mekaanista kuormitusta [8]. Soluvasteiden ansiosta ei siis tarvitse tutkia
kokonaista kudosta, silla viljeltyjen solujen soluvasteiden perusteella voidaan tehda

johtopaatoksia kokonaisen kudoksen toiminnasta

In vitro -malleilla halutaan tutkia solujen toimintaa laboratorio-olosuhteissa sovelluksissa,
kuten ladketestauksessa, yksilollisessa ladketieteessa ja tautimallinnuksessa. In vitro -
mallit ovat laboratoriossa valmistettuja systeemeja, joiden avulla halutaan tutkia
biologisia prosesseja ihmiskehon ulkopuolella. In vitro -mallit perustuvat usein viljeltyihin
soluihin, joita kasvatetaan kaksiulotteisina kerroksina. Naiden lisaksi on kehitetty 3D-
malleja, jotka mallintavat in vivo -ymparistda eli kehon ymparistda paremmin kuin
tavallinen 2D-soluvilielma. In vitro -mallit ovat siis edellytys biologisten prosessien

tutkimiseen laboratoriossa viljeltyjen ihmisten solujen avulla. [9]



1.1 Organ-on-a-chip -rakenteet ja soluviljelyn olosuhteiden
saately

Organ-on-a-chip laitteistot ovat edistyksellisia in vitro -malleja, joiden avulla pyritaan
mallintamaan kudoksen toimintaa paremmin kuin perinteisellda 2D-viljelymaljalla. Toisin
sanoen Organ-on-a-chip -laitteen viljellyt solut siis jaljittelevat elinten soluvasteita
olosuhteissa, jotka voidaan luoda vastaamaan ihmiskehoa. [10] Organ-on-chip laitteilla
voidaan esimerkiksi muokata solujen kasvuymparistdon happipitoisuutta, mutta niilla on
myds monia muita kdyttokohteita. Organ-on-a-chip -laitteiden avulla voidaan myds tutkia
esimerkiksi mekaanisen voiman ja sahkdisen tai kemiallisen arsykkeen vaikutusta

soluihin.

Havainnollistetaan organ-on-a-chip -laitteiden muita kayttokohteita happipitoisuuden
saatelyn lisdksi muutamalla esimerkilld. Ensimmaisena esimerkkind  Yun Liun
tutkimuksessa [11] on tutkittu mekaanisen voiman vaikutusta soluihin. Taman
tutkimuksen organ-on-a-chipilla viljeltiin indusoiduista pluripotenteista kantasoluista
peraisin olevia sydanlihassoluja, fibroblasteja ja verisuonien endoteelisoluja. Artikkelissa
raportoitiin, miten vilielman solut reagoivat arsykkeeseen eli viljelyliuoksen virtaukseen,
jolla pyrittiin  jaljittelemdan veren virtausta elimistossa. Artikkelin  mukaan
mikrofluidistisissa kanavissa kasvatetut verisuonien endoteelisolut reagoivat virtaukseen
suuntautumalla virtauksen suunnan mukaisesti. Lisaksi viljelyliuoksen virtaus edisti
verisuonten endoteelisolujen eheytta. Kun tdman organ-on-a-chip -laitteen soluille vietiin
noradrenaliinia, solujen vaste oli samankaltainen kuin in vivo -sydamen, eli syketiheys
kasvoi. Tallda organ-on-a-chipilld voidaan siis mallintaa ihmisen sydamen

kayttaytymista.[11]

Toisena esimerkkina JaeHee Shinin artikkelissa [12] on tutkittu sahkoisen arsykkeen
vaikutusta soluihin. Artikkelissa esiteltiin in vitro -malli, jossa viljeltiin ihmisen valilevyn
fibroottisen ulko-osan tulehtuneita soluja. Artikkelin mukaan solujen sahkdinen
stimulaatio (150mV/mm ja 200Hz) esti tulehduksellisten sytokiinien eritysta seka alensi
soluvaliaineen muokkaamiseen liittyvien entsyymien ja matriksin metalloproteinaasi-1:n
aktiivisuutta. Nailla tuloksilla osoitettiin, etta micro-El-stimulaatiolla voi olla vaikutusta
tulehduksellisissa rappeumasairauksissa. Talla micro-El-chip laitteella voidaan siis

jaljitellda ihmisen kudosten vastetta sahkdiseen stimulaatioon. [12]

Mikrofluidistikan avulla voidaan hallita soluviljelman mikroympéaristda eli solusta

mikrometrien etaisyydella olevaa aluetta tarkasti [2]. Toisin sanoen mikrofluidistiikan



avulla voidaan viedad soluvilielmaan erittdin pienia maaria kaasua tai nestetta samalla
tietden sen maaran ja sijainnin. Organ-on-a-chip laitteella voidaan siis esimerkiksi tehda
solujen kaasumikroymparistd hypoksisesksi viemalla viljelmaan vahahappista kaasua.
[2] Mikrofluidistiset organ-on-a-chip -laitteet edellyttavat kuitenkin valmistusmateriaalilta
tiettyja ominaisuuksia, kuten bioyhteensopivuutta ja kaasujen lapaisevyytta, jotta laitteen

toiminta vastaisi haluttuja biologisia olosuhteita.

Polydimetyylisiloksaani eli PDMS on yleisin materiaali mikrofluidistisissa sovelluksissa
sen erinomaisen kaasujen lapaisevyyden, bioyhteensopivuuden, lAmmdnkeston ja
optisen lapindkyvyyden ansiosta [13]. NAama ominaisuudet mahdollistavat, ettd kaasut
paasevat mikrokanaviststa kammioihin, ja ettd soluja pystytdan tarkkailemaan
materiaalin 1api. Yksi PDMS:n haasteista on kuitenkin sen hydrofobisuus ja huono
kastuvuus, jonka takia soluilla on vaikeuksia kiinnittyd PDMS pinnalle [6]. PDMS-pinta
voidaan kuitenkin tehda hydrofiiliseksi kasittelemalla se happiplasmalla, joka muodostaa
hydrofiilisia silnanoli (Si-OH) ryhmia PDMS:an pinnalle. Tama tekee pinnasta
hydrofiilisen, jonka seurauksena solut KkKiinnittyvat pintaan paremmin. Lisaksi
plasmakasittelyn avulla PDMS-pintoja voidaan kiinnittda toisiinsa, silla plasmakasitellyt
PDMS-pinnat voivat sitoutua toisiinsa kovalenttisesti ja pysyvasti. [13] Taman
sitoutumisprosessin aikana PDMS pintojen silanoliryhmien hydroksyyliryhmat
muodostavat keskenaan vetysidoksia. Silanoli ryhmat voivat lisdksi osallistua
kondensaatioreaktioon muodostaen siloksaani Si-O-Si sidoksia. Tama kovalenttinen
sidos mahdollistaa pintojen pysyvan Kkiinnittymisen. [13] Organ-on-chip -laitteessa
vilieltyjen solujen mikroymparistd voidaan siis tehda hypoksiseksi ohjaamalla viljelmaan
hapetonta kaasua diffuusiolla PDMS-materiaalista valmistetun mikrofluidistisen kanavan

kautta.

Mikrofluidistiikan lisaksi muita yleisia metodeja hypoksisen ymparistén luomiseen soluille
ovat esimerkiksi hypoksiakaappi ja happipitoisuutta muokkkaavat materiaalit.
Ensimmaisena esimerkkind Zachary R. Sitten [14] artikkelissa on esitetty
happiympariston hallitsemiseen kolme-lohkoinen hypoksia kaappi, jossa voidaan viljella
soluja. Kaappi on valmistettu akryylista, koska se on kaasutiivis, kevyt ja lapinakyva
materiaali. Artikkelin hypoksia kaappi koostuu kolmesta tilavuudeltaan yhtd suuresta

ilmatiiviista osiosta, joiden happipitoisuutta voidaan saadella erikseen.[14]

Toisena esimerkkind Drago Stickerin [15] tutkimuksessa on esitelty biosirujen
valmistukseen soveltuva materiaali, johon on integroitu happea sitova tioli-ene-
epoksipolymeeri. Tama polymeeri pystyy artikkelin mukaan poistamaan liuennutta

happea alle 1 hPa tasolle. Taman materiaalin hapenpoistonopeutta voidaan saataa



muuttamalla mikrofluidistisen kanavan pinta-ala tilavuussuhdetta, kovettumisaikaa ja
valmistusprosessin lAmpdtilaa. Korkeassa lampotilassa kovetettu materiaali poistaa
happea vahemman kuin matalammassa lampdtilassa kovetettu.[15] Naiden
menetelmien avulla voidaan muokata solujen kaasuymparistdd, mutta lisdksi on tarkeaa

pystyd mittaamaan siina vallitseva happipitoisuus.

Ratiometriselld happikuvantamismenetelmallda voidaan mitata organ-on-a-chipin
kammioiden happipitoisuutta. Ratiometriset mittaukset mahdollistavat happipitoisuuden
muutoksen seuraamisen kammion tietyssd kohdassa reaaliajassa [16]. Birgit
Ungerbdckin tutkimuksessa [16] on esitetty korkean resoluution
happikuvantamismenetelma, joka on osoitettu sopivaksi mikrofluidististen ymparistdjen
2D-happikuvantamiseen [16]. Tama tutkimuksessa esitelty happikuvantaminen on
mahdollista CCD-kameralla, jossa on oma kanava vihredn- ja punaisen varin
aallonpituuksille. Talla kameralla kuvataan anturifilmia, joka sisaltda happipitoisuuteen
reagoivaa punaista variainetta (platina(ll)-5,10,15,20-tetrakis-(2,3,4,5,6-
pentafluorifenyyli)-porfyriinia (PtTFPP) (Livchem Logistics GmbH, Frankfurt, Saksa)) ja
referenssivariainetta, joka emittoi samaa vihredn valon aallonpituutta riippumatta
happipitoisuudesta [16]. Talldin punaisen varin intensiteettia mittaava kanava tuottaa
happiherkan intensiteettikuvan, kun taas vihrean valon intensiteettia mittaava kanava

tuottaa referenssikuvan.

Taman happimittaus menetelman haittana on kuitenkin sen herkkyys optisen
jarjestelman virheille, jotka aiheuttavat signaalinvaihteluita. Naita virheitd ovat
esimerkiksi valonlahteen epahomogeenisuus, havainnointijariestelman epatasainen
herkkyys tai fluorisoivien koettimien epatasainen jakautuminen tunnistusmatriisissa.
Laskemalla ndiden punaisen ja vihredn kuvan suhde saadaan suhdelukuun perustuva

kuva, joka on riippumaton aiemmin mainituista virhelahteista. [14]

Jotta kammion pohjalla olevan punaisen variaineen intensiteettimuutoksesta voidaan
maarittaa happipitoisuuden arvoja, tulee punaisen variaineen intensiteetit kalibroimalla
yhdistaa reaaliseen arvoon. Tama filmien kalibrointi tehdaan viemalla kammioon
kaasuseoksia, joiden happipitoisuudet ovat etukateen tiedossa. Paras kalibrointitulos
saadaan aikaan, jos punaisen ja vihredn kanavan suhde maaritetddn hapettomissa ja
taysin hapen kyllastamissa olosuhteissa [16]. Kalibroinnin jalkeen havaittuja punaisen
varin intensiteettiarvoja voidaan verrata kalibrointidataan. Kun variaineita sisaltava filmi
integroidaan organ-on-a-chipin kammion pohjalle, voidaan siis seurata reaaliajassa,

miten happipitoisuus soluviljelykammion pohjalla muuttuu.



Tassa tyossa kaytetty organ-on-a-chip -laite yhdistaa tavalliseen in vitro -soluviljelmaan
mikrofluidistisen kanavarakenteen, joka mahdollistaa erittain pienten fluidimaarien el
nesteiden tai kaasujen maaran hallinnan. Laite on suunniteltu kaasujen virtaukselle, ja
sen kanavarakenne on sijoitettu soluviljelykammion alapuolelle PDMS-kalvolla
erotettuna. Kalvon tarkoitus on lapaista kaasuja ja nain ohjata ne kulkemaan diffuusion
avulla soluviljelmaan. Laitteen happipitoisuutta saadelldaadn siis sydttamalla laitteen
alimman kerroksen mikrofluidistiseen kanavarakenteeseen haluttua kaasuseosta, joka
kulkee diffuusiolla laitteen ylimman kerroksen soluviljelykammioihin. Tassa tydssa
kaytetty organ-on-a-chip -laite ja sen mikrofluidistinen kanavarakenne on esitetty
kuvassa 1. Taman laitteen alimman kerroksen mikrofluidistinen kanavarakenne koostuu
kolmesta erillisestd mikrokanavien sarjasta, joiden kautta kaasuseokset siirtyvat

soluviljelmaan [2].

Keskitytdan etenkin kammioiden alla olevaan mikrofluidistiseen kanavarakenteeseen,
koska kaasut kulkevat sen kautta solujen kasvualustalle. Tassa rakenteessa on kolme
erillistd mikrokanavien sarjaa. Kaasut tuodaan mikrokanavia pitkin naihin mikrokanavien
sarjoihin, jotka ohjaavat kaasut diffuntoitumaan ohuen kalvon lapi soluviljelykammioihin.
Kaisa Tornbergin tutkimus [2] on osoittanut, ettd hapen pitoisuuksia soluvilielman
pinnalla voidaan saatdd muutamassa minuutissa ja laite pystyy luomaan soluille
hypoksisen ympariston. Yhdistamalla tdma mikrofluidistinen kanavarakenne avoimen
kammion viljelylaitteeseen, voidaan viljellda eri solutyyppeja omissa erillisissa
kammioissaan. Taman monisoluisen vilielman happipitoisuutta voidaan saadella
erikseen kolmessa osastossa viemalld eri kaasuseoksia kuhunkin kammioon

kanavarakenteiden kautta.

On kuitenkin viela epaselvaa, miten ja miten paljon mikrofluidistisen kanavarakenteen
leveyden muuttaminen vaikuttaa laitteen happipitoisuuden saatelyn tarkkuuteen. Taman
tyon tavoitteena on selvittda, onko happimittausten tuloksissa eroja, kun ne suoritetaan
kahdelle laitteelle, joiden mikrokanavarakenteet ovat erilevyiset. Vertailun kohteena on
kaksi laitetta: toinen; jonka kaasukanavat ovat 20 ym leveit3, ja toinen, jossa kanavien

leveys on 200 pm.



Kuva 1.  Organ-on-a-chip -laitteen rakenne ja mikrofluidistinen kanavarakenne



2. MATERIAALIT JA METODIT

Tassa tydssa valmistettin PDMS-materiaalia, josta rakennettiin organ-on-a-chip -laitteita
kahdella eri kanavaleveydelld (20 um ja 200 um). Valmiiseen laitteeseen asetettiin
happianturi, joka toimi indikaattorina happipitoisuuden muutokselle. Valmiiden laitteiden
kaasukanavista valikoitiin parhaat tarkastamalla kanavat mikroskoopilla. Kanavat, joissa
nakyi merkittavia poikkeamia, kuten ilmakuplia tai karvoja jatettiin pois mittauksista.
Mikroskoopissa ehjan nakdisistd kanavista valikoitiin parhaat mittaamalla niiden lapi
tulevan kaasun virtausnopeutta. Lopullinen happimittaus suoritettiin ehjille kanaville,
joiden lapi virtasi kaasua. Taman tyon vaiheet ovat siis PDMS-materiaalin valmistus,

Organ-on-a-chip -laitteen rakennus ja happimittaus.

Tassa tydssa kaytetty organ-on-a-chip -laite koostuu kolmesta paallekkain kiinnitetysta
PDMS kerroksesta: mikrofluidistisesta kanavarakenteesta, lapindkyvastda PDMS
kalvosta ja kammiorakenteesta, jonka kolme kammiota on yhdistetty toisiinsa
mikrotunneleilla [17]. Laitteen alimman kerroksen mikrofluidistinen kanavarakenne
koostuu kolmesta erillisestd mikrokanavien sarjasta, joiden kanavien etaisyys toisiinsa
nahden on aina 20 um [2]. Tassa tydssa kaytettiin kanavia, joiden seindmien paksuus oli
aina 20 pm ja kanavien leveys oli 20 ym tai 200 ym. Taman mikrofluidistisen
kanavarakenteen erillisissd mikrokanavien osastoissa on lisdksi 100 um korkea
ohituskanava, joka estaa kalvon taipumisen vahentamalla kaasukanavien sisdantulon ja
ulostulon valista paine-eroa. Koko mikrofluidistinen kanavarakenne on suljettu paalta 20
pum paksuisella Silpuran-kalvolla (SILPURAN® Film 2030 250/20, Wacker Chemie AG,
Saksa), jonka lapi mikrokanaviston kaasut paasevat diffuntoitumaan

kammiorakenteisiin.

2.1 PDMS-materiaalin ja kaasukanavien valmistus

PDMS valmistettiin sekoittamalla elastomeeripohjaa ja kovetusainetta suhteessa 10:1.
Aineet sekoitettiin setrifugilla (DAC 150.1 FVZ, Hauschild SpeedMixer, Saksa)
nopeudella 1500rpm yhden minuutin ajan. Sekoituksen aikana syntyneet ilmakuplat
poistettiin vakuumissa. limakuplaton PDMS kaadettiin pyoredn SU-8 piilevyn paalle,
jonka pinnalla oli monikerroksisella  SU-8-pikamallinnusmenetelmalla  tehty
mikrofluidistisen kanavarakenteen muotti. Kiekon pinnalla olevat kohoumat toimivat
muottina kaasukanavistolle. PDMS:n levitykseen kaytettiin spin coating -menetelmaa,

jossa SU-8-muotti asetetiin spinneriin ja muottia pydritettin Taulukon 1. mukaisesti.



Levityksen jalkeen PDMS-kerroksen korkeus oli noin 240-280 ym. Piilevyn paalla olevaa
PDMS:4a kovetettiin uunissa vahintdan 10 tunnin ajan ldmpédtilassa 60°C. Tassa ajassa
voitiin olettaa, ettd elastomeeripohja ja kovetusaine ehtivat reagoida taydellisesti ja
PDMS oli saavuttanut kiintedn olomuotonsa. Uunista saatiin PDMS-levy, johon oli

upotettu kaasukanavat.

Taulukko 1: PDMS pééllysteisen SU-8-muotin spin coattauksen vaiheet

Vaihe kesto (s) pyoérimisnopeus (rpm)
1. 20 100
2. 30 300
3. 10 100

2.2 Organ-on-a-chip -rakenteen valmistus

Uunista tulleesta PDMS-levysta leikattin kanavarakenteet irti kayttamalla stanssia.
Lisdksi stanssattiin auki kanavarakenteen sisaantulot seka ulostulot. Taman jalkeen
nama valmistetut rakenteet sekd 20 um paksu Silpuran-kalvo (SILPURAN® Film 2030
250/20, Wacker Chemie AG, Saksa) kiinnitettiin toisiinsa happiplasmalla (Pico, Diener
Electronic GmbH+Co. KG, Ebhausen, Saksa).

Kalvolla suljettu kanavarakenne kiinnitettiin happiplasmalla yhteen aiemmin julkaistun
avoimen kammion viljelylaitteen kanssa, joka koostuu kolmesta kammiosta, jotka ovat
yhteydessa toisiinsa mikrokanavilla [17]. Kasatun laitteen sisaantulo- ja ulostulokanavat
stanssattiin auki. Tama valmiiksi kasattu rakenne Kkiinnitettiin puhdistetulle lasilevylle
happiplasmalla. Rakenne kiinnitettiin lasilevylle kammiot yl6spain, jolloin sirurakenne oli

valmis.

Valmiin organ-on-a-chip -laitteen kammioiden pohjalle kiinnitettiin happiplasmalla
happianturi, jonka halkaisija oli 1,5 mm. Happianturi leikattiin filmista, joka sisaltaa
happeen reagoivaa punaista variainetta(platina(ll)-5,10,15,20-tetrakis-(2,3,4,5,6-
pentafluorifenyyli)-porfyriinia (PtTFPP) (Livchem Logistics GmbH, Frankfurt, Saksa).
Tama valmiiksi koottu rakenne plasmattiin, jotta sen pinta saatiin aktivoitua. Taman

jalkeen laitteen kolme kammiota pipetoitiin tayteen Milli-Qvetta. Milli-Q veden oli annettu
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ilmoittua vahintédan viikon ajan, jotta sen happipitoisuus saatiin lahelle huoneilman
happipitoisuutta, jossa happimittaus suoritetaan. Reunimmaisiin kammioihin pipetoitiin
noin 30 ul ja keskimmaiseen noin 50 pl Milli-Q vettd. Pipetoinnin jalkeen varmistettiin,
ettei kammion ulkopuolelle ole jaanyt vetta, joka voi haitata teipin kiinnittymista. Lopuksi

kammiot suljettiin paalta akryyliteipilla.

Saman laitteen kolmen kaasukanaviston kanavaleveydet ovat samat, joten tuloksen
kannalta ei ollut merkitysta mika niista valittiin happimittaukseen. Teipilla suljetun laitteen
kaasukanavien laatua tutkittin mittaamalla kanavan lapi virtaavan kaasun
virtausnopeutta. Ensin mitattiin suoraan kaasupullosta virtaavan kaasun virtausnopeus
virtausmittarilla. Tama tehtiin yhdistdmalla kaasupullosta tuleva letku virtasmittarin
sisdantuloletkuun. Seuraavaksi jokaisen kanavan lapi virtaavan kaasun nopeus mitattiin
yksitellen kiinnittdmalla kaasupullosta tuleva letku tiiviisti sisdantuloon ja virtausmittari
ulostuloon. Jos virtausnopeus kanavan lapi oli merkittavasti pienempi kuin pullosta
tulevan kaasun virtausnopeus, se saattoi viitata vuotokohtaan kanavassa.
Happimittaukseen valittiin kanava, jonka lapi tulevan kaasun virtausnopeus oli
mahdollisimman lahella suoraan kaasupullosta tulevan kaasun virtausnopeutta. Naita

tuloksia ei tahan tyéhon ole keratty.

2.3 Happipitoisuuden mittaus

Ennen happimittausta laitteistolle suoritettin  kalibrointi, jolla saatiin luotua
referenssikuvat, joihin verrata mittauksessa kuvattuja variaineen intensiteetin muutoksia.
Kalibrointia varten laite kiinnitettiin mikroskoopin naytealustalle ja mikroskooppiin
kiinnitettiin led valo. Aikaisemmin happimittaukseen valittu kanava kohdistettiin
mikroskoopin kameran fokusalueelle ja siita otettiin kuvia 2 minuutin valein kalibroinnin
aikana. Tassa tyossa kalibrointiin kaytettiin kolmea eri happipitoisuuden omaavaa

kaasuseosta, joista kutakin syotettiin kanavistoon noin tunnin ajan.

Kalibrointi toteutettiin nelivaiheisena prosessina, joista kunkin kesto oli noin yksi tunti.
Oletuksena oli, ettd tunnin aikana kammion pohja ehtii saavuttaa ldhes saman
happipitoisuuden kaasupullosta tulevan kaasuseoksen kanssa ja tasta punaisen varin
intensiteetistd saatiin tiettyd happipitoisuutta vastaavat kalibrointipisteet. Lisaksi
varsinaisen happimittauksen jalkeen kammioon syoétettin 0 % happikaasuseosta ja
injektoitiin natriumsulfiittia, joka laskee happipitoisuuden noin nollaan. Tasta saatiin
hapetonta ymparistda vastaava kalibrointipiste. Natriumsulfiitti injektoitiin kammioon

vasta kaasuseosten syottamisen jalkeen, ettei sen jaamat vaikuta mittaustuloksiin.
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Taulukossa 2 on esitetty kalibroinnin vaiheet yleisesti. Kalibroinnin ensimmaisessa
vaiheessa kanavaan syoétettiin kaasua, jonka happipitoisuus oli 19 %. Taman jalkeen
kaasua, jonka happipitoisuus oli 1 %, kolmannessa vaiheessa 5 %, ja lopuksi palattiin
takaisin 19 %:n happipitoisuuteen. Jokainen mainittu kaasuseos sisalsi mainitun
happipitoisuuden lisédksi 5 % hiilidioksidia ja jaljelle jaava tilavuus oli taytetty typella.
Kalibroinnin alkaessa mikroskoopin kamera ajastettiin ottamaan kuva anturifilmista
kahden minuutin valein. Kaasuseos vaihdettiin tunnin valein, jotta happipitoisuus
laitteessa ehti stabiloitua. Lisaksi happimittauksen jalkeen otettiin kuva anturista, kun
kammioon oli injektoitu natriumsulffiittia. N&in saatiin kuva anturista hapettomassa

ymparistdssa kalibrointia varten.

Taulukko 2: Happimittausta varten tehdyn kalibroinnin yleiset vaiheet ja natriumsulfiitin injektointi
kalibrointia varten happimittausten jéalkeen

vaihe kaasuseoksen happipitoisuus (%) kesto (min)
1. 19 60
2. 1 60
3. 5 60
4. 19 60
5. 0 % + natriumsulffiitti

Tulosten luotettavuuden varmistamiseksi ainoa valonlahde kalibroinnin aikana oli
mikroskoopin oma valo, jotta saadut kuvat sailyivat vertailukelpoisina mydhemmista
happimittauksista saatavien kuvien kanssa. Kalibroinnin tavoitteena oli saada
referenssikuvat punaisen variaineen intensiteetistd kaasupullojen tiedossa olevissa
happipitoisuuksissa. Kuvissa 2a-c on esitetty kalibroinnin aikana mikroskoopilla otettuja
kuvia samasta anturifilmistd kolmessa eri stabiloituneessa happipitoisuudessa.
Siirryttdessa kuvasta 2a kuvaan 2c, punaisen varin intensiteetti kasvaa, kun kanavaan

syotetyn kaasun happipitoisuus pienenee.

Taulukossa 2 on esitetty happimittausta varten tehtavan kalibroinnin vaiheet yleisesti,
mutta kalibroinnin aikana tapahtuneiden virheiden takia taman tydn kalibroinnit

poikkeavat normaalista. Taman tyon kalibroinnit on numeroitu 1-3 ja ne vastaavat
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happimittauksia 1-3. Kalibroinnin 1 aikana 5 % kaasupullo ei toiminut, jonka seurauksena
yksi luotettava kalibrointipiste jai puuttumaan. Kalibroinnin 3 lopussa 19 %
happikaasupullo unohtui kiinni, jonka seurauksena happipitoisuus jai lAhemmas arvoa 5

%, joka oli edellisen kanavaan sydtetyn kaasuseoksen happipitoisuus.

Kuva 2. Soluvilielykammion pohjalle asetettu anturifiimin pala, jota on kuvattu

kalibroinnin aikana, kun happipitoisuus on ehtinyt stabiloitua. Kuvassa a)
kaasukanavistoon on viety 60 minuutin ajan kaasuseosta, jonka happipitoisuus
on 19 %, kuvassa b) 56 minuutin ajan kaasuseosta, jonka happipitoisuus on 5 %

ja kuvassa c) 56 minuutin ajan kaasuseosta, jonka happipitoisuus on 1 %.

Kalibroinnin jalkeen aloitettiin happimittaus. Happimittaukset 1 ja 2 on tehty laitteelle,
jonka kanavaleveys on 20 um, kun taas happimittaus 3 on tehty laitteelle, jonka
kanavaleveys on 200 um. Happimittausten tavoitteena on verrata kahden eri levyisen
kaasukanaviston omaavan organ-on-a-chip -laitteen kykya saadella happipitoisuutta
laitteen kammiossa. Laitteiden happipitoisuuden saatelyn tarkkuutta selvitettiin

ratiometrisella happikuvantamisella, joka tehtiin kolmelle vertailtavalle laitteelle yksitellen

Happimittaukseen kaytettiin kaasuja, joiden happipitoisuudet olivat 19 % ja 0 %.
Happimittaus toteutettiin  neljassa vaiheessa. Taulukoissa 3-5 on esitetty
Happimittausten 1-3 aikana kanavaan syoOtettyjen kaasuseosten happipitoisuudet ja
kunkin vaiheen kesto. Erona happimittauksiin 2 ja 3 mittauksen 1 alussa kanavistoon ei
syotetty kaasua, jonka happipitoisuus on 19 %, vaan kanavistoon syétettiin ajanhetkesta
0 alkaen 0 % kaasuseosta. Ennen happimittausta 1 laite kuitenkin kalibroitiin.
Kalibroinnin viimeisessa vaiheessa kanavistoon syotettiin tunnin ajan kaasua, jonka
happipitoisuus on 19 %, eli happipitoisuus laitteessa ennen happimittausta on

stabiloitunut Iahelle arvoa 19 %, kuten mittauksissa 2 ja 3. Happimittausta 1 voidaan siis
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verrata melko luotettavasti muiden mittausten vaiheeseen, jossa kanavaan sydtetaan
kaasua, jonka happipitoisuus on 0 %. Myds taulukoissa 4 ja 5 esitettyjen mittausten 2 ja
3 vaiheiden kestossa on pienia eroja, mutta erojen ollessa pienia tuloksia voidaan

edelleen pitaa vertailukelpoisina.

Taulukko 3: Happimittauksen 1 vaiheiden kesto ja kanavaan syétettyjen kaasujen happipitoisuus

vaihe kaasuseoksen happipitoisuus (%) kesto (min)
1. 0 11

Taulukko 4: Happimittauksen 2 vaiheiden kesto ja kanavaan syétettyjen kaasujen happipitoisuus

vaihe kaasuseoksen happipitoisuus (%) kesto (min)

1. 19 10
2. 0 29
3. 19 40

Taulukko 5: Happimittauksen 3 vaiheiden kesto ja kanavaan syétettyjen kaasujen happipitoisuus

vaihe kaasuseoksen happipitoisuus (%) kesto (min)

1. 19 10
2. 0 31
3. 19 30

Happimittauksessa 1 mikroskoopilla otettiin kuva anturista kahden sekunnin valein ja
mittauksissa 3 ja 4 30 sekunnin valein. Jokaisesta mittauksesta saaduista kuvista
maariteltiin yksitellen anturin vihrean ja punaisen varin intensiteettien suhde kayttaen
mittauksia varten luotua MATLAB ohjelmistoa Mikro ja Nanosysteemien
tutkimusryhmassa. Taman suhdeluvun  ja kunkin anturifilmin omien
kalibrointiparametrien perusteella voitiin maarittdad arvio jokaisen kuvan pinnan
happipitoisuuden arvolle erikseen. Naiden laskettujen happipitoisuuden arvojen

perusteella saatiin selville, miten happipitoisuus pinnalla muuttuu ajan suhteen.
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3. TULOKSET

Kuvassa 3 on esitetty kuvia Organ-on-a-chipin kammion pohjalle asetetusta
anturifilmistd happimittauksen 3 aikana, kun laitteeseen on sydtetty kaasua taulukon 3
mukaisesti. Kuvissa on esitetty kuvia anturifilmistd, kun happipitoisuus on ehtinyt

stabiloitua. Siirryttdessa kuvasta 3a kuvaan 3c punaisen varin intensiteetti kasvaa, kun

happipitoisuus laitteessa pienenee.

Kuva 3. Soluvilielykammion pohjalle asetettu anturifilmin pala, joka on kuvattu, kun
happipitoisuus on stabiloitunut. Kuvassa a) kaasukanavistoon on viety 9 minuutin
ajan kaasuseosta, jonka happipitoisuus on 19 %, kuvassa b) 30 minuutin ajan
kaasuseosta, jonka happipitoisuus on 0 % ja kuvassa c) kammioon on injektoitu

natriumsulffiittia, joka laskee happipitoisuuden lahelle nollaa.

Kuvassa 4 on esitetty happimittausten 1 ja 2 happipitoisuudet ajan suhteen, kun
kanavaan on syotetty kaasua happimittauksessa 1 taulukon 3 esittamalla tavalla ja
happimittauksessa 2 taulukon 4 esittamalla tavalla. Nama happimittaukset 1 ja 2 ovat
tehty laitteille, joiden kaasukanavan leveys on kummassakin 20 um. Happimittauksessa
1 kanavistoon sydtettin 0 % happiseosta ajanhetkestd 0 alkaen. Tassa kuvassa 4
happimittauksen 1 kuvaaja on siirretty alkamaan ajanhetkestd 11,033 min, jolloin
mittauksessa 2 kanavistoon alettiin syottéa 0 % kaasua. Mittauksen 1 kuvaajaa siirrettiin
sitd vastaavaan kohtaan happimittauksessa 2, jotta kuvaajia on helpompi verrata

keskenaan.

Kuvasta 4 nahdaan, etta happimittausten 1 ja 2 kuvaajat ovat keskenaan lahes saman

muotoisia. Molempien happimittausten kuvaajat laskevat matalimpaan happipitoisuuden
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arvoon kaarevaa kayraa pitkin, jolloin happipitoisuuden lasku on aluksi nopeaa, mutta
hidastuu happipitoisuuden lahestyessa nollaa. Happimittauksen 2 kuvaaja myds nousee
korkeimpaan arvoonsa kaarevaa kayraa pitkin, jossa happipitoisuuden nousu on ensin

nopeaa ja hidastuu happipitoisuuden kasvaessa.
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Kuva 4. Happimittausten 1 ja 2 (laitteistoille, joiden kanavaleveys on 20 um)

happipitoisuus ajan suhteen

Kuvassa 5 on esitetty happimittausten 2 ja 3 happipitoisuudet ajan suhteen, kun
kanavaan on syotetty kaasua happimittauksessa 2 taulukon 4 ja happimittauksessa 3
taulukon 5 esittamalla tavalla. Happimittaus 2 on tehty laitteelle, jonka kanavaleveys on
20 ym ja happimittaus 3 laitteelle, jonka kanavaleveys on 200 ym. Happimittauksen 2
kuvaaja happipitoisuus laskee matalimpaan arvoonsa hitaammin kuin happimittauksen
3 kuvaaja. Tama voidaan huomata kuvaajien erilaisesta muodosta. Happimittauksen 2
kuvaaja laskee matalimpaan happipitoissuuteen kaarevaa viivaa pitkin, jossa
happipitoisuuden lasku on nopeampaa alussa, mutta hidastuu lopussa. Happimittauksen
3 kuvaaja laskee alhaisimpaan happipitoisuuden arvoon nopeasti muodostaen
kuvaajaan lahes suoran kulman. Lisdksi happimittauksen 2 suurin happipitoisuuden arvo
on suurempi kuin mittauksen 3 suurin happipitoisuus ja mittauksessa 2 paastaan
lahemmas happipitoisuuden arvoa 0 % kuin mittauksessa 3. Samanlainen ero kuvaajien
muodossa nahdaan, kun happipitoisuus nousee. Happimittauksen 2 kuvaaja nousee

korkeimpaan arvoonsa kaarevaa kayraa pitkin, jossa happipitoisuuden nousu on
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nopeampaa alussa, mutta hidastuu happipitoisuuden I[dhestyessd maksimiarvoa.
Happimittauksen 3 kuvaaja puolestaan nousee nopeasti maksimiarvoonsa muodostaen

lahes suoran kulman.
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Kuva 5. Happimittausten 2 (laitteistolle, jonka kanavaleveys on 20 um) ja 3

(laitteistolle, jonka kanavaleveys on 200 um) happipitoisuus ajan suhteen

3.1 Tulosten pohdinta

Kalibrointien aikana tapahtui virheitd, jotka voivat vaikuttaa kuvaajiin. Ensimmaisena
happimittauksen 3 kalibroinnin aikana 19 % happikaasupullo ei ollut auki, jonka
seurauksena kalibroinnista puuttuu yksi luotettava piste. Taman seurauksena
happimittauksen 3 kalibrointi on erilainen kuin muissa happimittauksissa, ja voi vaaristaa
sen tuloksia. Kalibrointipisteen puuttumisen ei kuitenkaan pitaisi vaikuttaa kuvaajan
muotoon, eli kuvassa 5 esitettyjen happimittausten 2 ja 3 kuvaajien muodon voidaan
todeta olevan erilaisia puutteellisesta kalibroinnista huolimatta. Kuvaajan maksimi ja
minimikohtiin kalibrointipisteet puolestaan voivat vaikuttaa, eli voi olla mahdollista, etta
kuvassa 5 nakyvat happipitoisuuden arvot mittaukselle 3 eivat vastaa todellisia

happipitoisuuden arvoja.
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Toisena virheena happimittauksen 1 kalibroinnin aikana 5 % happikaasupullo ei toiminut,
jonka seurauksena kalibrointi ei ole ideaalinen. Tama kalibrointipisteen puuttuminen voi
vaikuttaa siihen, miten hyvin kalibrointidatan perusteella lasketut happipitoisuuden arvot
vastaavat todellisia arvoja. Voidaan kuitenkin olettaa, ettei kalibroinnin epataydellisyys

vaikuta juurikaan kuvaajan muotoon.

Kaisa Tornbergin tutkimuksessa [2] on osoitettu, etta tdssa tydssa kaytetyn organ-on-a-
chip -laitteen avulla voidaan muuttaa soluviljelykammioiden happipitoisuutta erikseen
kolmessa eri osiossa. Tornbergin tutkimuksessa on kaytetty laitetta, jonka
kaasukanavien leveys on 2 um, eli kaasukanavat ovat kapeammat kuin tassa tydssa
kaytettyjen laitteiden kanavat. Tornbergin artikkelissa on esitetty tdman tyon kuvia 4 ja 5
vastaava kuvaaja, jossa happipitoisuus muuttuu ajan funktiona kaarevaa kuvaajaa pitkin.
Artikkelissa esitetty kuvaaja vastaa muodoltaan enemman tdman tyon kuvassa 5

esitettya happimittauksen 2 kuvaajaa kuin happimittauksen 3 kuvaajaa.

Taman liséksi kuvan 4 Happimittauksen 1 ja 2 kuvaajat vastaavat melko hyvin toisiaan.
Tastad voidaan paatelld, ettd mittaustulos on melko luotettava, koska kuvaajan
samanlainen muoto toistuu kahdella eri mittauksella. Molemmissa kuvan 4 kuvaajissa
happipitoisuus laskee kaarevaa kayraa pitkin kohti matalinta happipitoisuuden arvoa.
Tama tukee oletusta siita, ettd kapeampaa kanavarakennetta kayttdessa happipitoisuus

laskee kaarevaa kayraa pitkin.

Tarkastellaan ensin matalimpia happipitoisuuden arvoja happimittauksissa 2 ja 3, joiden
happimittausten kuvaajat on esitetty kuvassa 5. Happimittauksessa 3 matalin saavutettu
happipitoisuus on noin 2,55 %, kun taas happimittauksessa 2 vastaava arvo on noin 1,05
%. Aivohalvauksessa happipitoisuus hypoksisen kudosalueen ytimessa voi laskea lahes
nollaan [3]. Taman perusteella happimittauksessa 3 saavutettu alin happipitoisuuden
arvo on melko korkea verrattuna aivohalvauksen tilanteeseen. Happimittauksessa 2
saavutettu happipitoisuuden arvo 1,05 % on puolestaan jo Iahempana nollaa, ja vastaa
nain ollen paremmin aivohalvauksen tilannetta. Happimittauksen 3 kalibroinnin aikana
19 % happikaasupullo ei ollut auki, joten kalibroinnista puuttui yksi luotettava piste.
Taman takia on mahdollista, ettd happimittauksen 3 matalin arvo voi kuitenkin

todellisuudessa olla matalampi kuin kuvan 5 kuvaajan perusteella.

Tarkastellaan seuraavaksi happipitoisuuden laskun nopeutta happimittauksissa 2 ja 3,
joiden happimittauskuvaajat on esitetty kuvassa 5. Happimittauksen 2 laitteistolla kestaa
noin 20 minuuttia paastd matalimpaan arvoonsa, kun happimittauksen 3 laitteiston

happipitoisuus laskee matalimpaan arvoonsa noin kolmessa minuutissa. Iskeemisessa
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aivohalvauksessa happipitoisuus voi laskea nollaan muutamassa minuutissa [18].
Taman perusteella happimittauksen 2 nopeus ei ehka ole riittdva mallintamaan
aivohalvausta tarkasti. Puolestaan happimittauksessa 3 happipitoisuus laskee
matalimpaan arvoonsa noin kolmessa minuutissa, joka on lAhempana aivohalvauksen

tilannetta.

Organ-on-a-chip -laitteistot ovat kehitetty solun mikroympariston tarkkaan hallintaan,
minka takia on tarkeaa ottaa huomioon mikroskopoinnin helppouteen vaikuttavat asiat.
Tama on tarkeaa, jotta voidaan seurata miten solut reagoivat ymparistén muutoksiin.
PDMS:an lapinakyvyys ja optiset ominaisuudet mahdollistavat organ-on-a-chip -laitteella
viljeltyjen solujen tarkkailun mikroskoopilla. Laitteen alla oleva mikrokanavisto kuitenkin
tekee mikroskopoinnista haastavampaa kuin maljalla viljeltyjen solujen tarkkailusta. Jos
kanavarakenteen kanavat ovat leveampia, solut nahdaan mikroskoopilla helpommin kuin

kapeampien kanavarakenteiden lapi.

Levean ja kapean kanavarakenteen erot mikroskopoinnissa voidaan selittdd PDMS:an
suurella taittumiskertoimella verrattuna ilman taittumiskertoimeen. Taittumiskerroin
kertoo, kuinka paljon valo taittuu saapuessaan aineeseen [719]. Kun valo kulkee PDMS
pinnan lapi, sen kulkema matka on pidempi kuin ilmaa sisaltdvan kanavan lapi, mika
aiheuttaa eron optisessa polussa. Leveamman kanavan kaytté mahdollistaa laajemman
alueen tarkastelun mikroskoopilla ilman optisen polun erosta johtuvia vaaristymia.[20]

Mikroskopoinnin kannalta olisi siis mielekasta kayttaa leveampia (200 um) kanavia.

Kuitenkin aivohalvausta mallinnettaessa happipitoisuuden saatelyn tarkkuus on ehka
tarkein ominaisuus eli mikroskopoinnin haastavuus voi olla toissijainen ongelma.
Kuvasta 5 nahdaan, ettd happipitoisuuden saatelyssd on eroa kahden eri
kanavaleveyden omaavan laitteen valilla. Kuvaajista kuitenkin nahdaan, etta
happimittauksessa 3 happipitoisuuden matalin arvo saavutetaan nopeammin kuin
happimittauksessa 2. Toisaalta happimittauksessa 2 paastaan lahemmas aivohalvausta
vastaavaa 0 % happipitoisuutta. Taman mittauksen perusteella ei voida luotettavasti
sanoa kumpaa kanavaleveyttd kannattaisi kayttda, mutta aivohalvauksen tilannetta
mallinnettaessa nopeutta tarkeampaa on ehka paastd mahdollisimman lahelle 0 %

happipitoisuutta.
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Taman tutkimuksen tavoitteena oli selvittda vaikuttaako mikrofluidistisen kaasukanavan
leveys happipitoisuuden saatelyn tarkkuuteen organ-on-a-chip -laitteessa. Tama
tutkimus on tarpeellinen koska tiedetaan, ettd mikroskopointi on vaikeampaa kapean
kanavarakenteen lapi, mutta ei tiedetd vaikuttaako kanavarakenteen leveyden
muuttaminen happipitoisuuden saatelyyn. Tahan kysymykseen pyrittiin vastaamaan
suorittamalla ratiometrinen happikuvantaminen kolmelle eri laiteelle, joista kahden
laiteen kanavan leveys on 20 um ja yhden 200 ym. Mittausten perusteella kapeampaa
kaasukanavaa kayttamalla paastaisiin  |[Ahemmas  sydtetyn kaasuseoksen
happipitoisuuden arvoa, kun taas leveampaa kaasukanavaa kayttamalla happipitoisuus
nayttaisi stabiloituvan nopeammin sen maksimi ja minimi arvoihin. Taman mittauksen
tulokset siis viittaavat siihen, ettd organ-on-a-chip -laitteen kanavan leveys vaikuttaa sen

happipitoisuuden saatelyn tarkkuuteen.

Tiedetdan, ettd happipitoisuus kyseisen kudosalueen ytimessad voi laskea nollaan
muutamissa minuuteissa. Happimittauksessa 3 matalin saavutettu happipitoisuus oli
noin 2,55 %, kun taas happimittauksessa 2 vastaava arvo oli noin 1,05 %. Matalimman
saavutetun arvon perusteella siis happimittauksen 2 laitteisto vastaisi paremmin oikean
aivohalvauksen tilannetta. Happimittauksessa 3 matalin happipitoisuuden arvo
saavutettiin noin kolmessa minuutissa, kun taas happimittauksessa 2 vastaava aika oli
20 minuuttia. Happipitoisuuden laskun nopeuden kannalta siis happimittauksen 3
laitteisto mallintaisi oikean aivohalvauksen tilannetta paremmin. Naiden tulosten
perusteella ei kuitenkaan voida tehda lopullista johtopaatdsta siitd, kumpi

kanavarakenne on parempi aivohalvauksen mallintamiseen.

Taman tyon happimittaukset 1 ja 2 on tehty laitteille, joissa molempien kanavaleveys on
20 uym. Naiden molempien happimittausten kuvaajat ovat toistensa kanssa saman
muotoisia ja happipitoisuus laskee kaarevaa kayraa pitkin. Lisaksi aiemmin julkaistussa
artikkelissa on esitetty vastaava kuvaaja happipitoisuuden muutoksesta ajan suhteen
happimittauksesta, jossa kaytetyn laitteen kanavaleveys on 2 uym. Artikkelissa esitetty
kuvaaja vastaa muodoltaan taman tyon happimittausten 1 ja 2 kuvaajia, mika tukee
oletusta siita, ettd kapeampaa kanavaa kaytettdessa happipitoisuus laskee kaarevaa
kayraa pitkin. Tassa tydssa happimittaus 3 puolestaan on ainoa, joka tehtiin laitteelle,
jonka kanavaleveys on 200 ym. Tulevaisuudessa voitaisiin tutkia tarkemmin, toistuuko

happimittauskdyran muoto perakkaisissa mittauksissa.
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