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Syopd on yleisnimitys sairauksista, joissa solujen liiallista jakautumista estévat
kasvurajoitegeenit mutatoituvat ja menettdvat toimintakykynsa. Tdman seurauksena
soluissa muodostuneet onkogeenit saavat yliotteen ja solut alkavat jakautua
rajoittamattomasti muodostaen pahalaatuisen kasvaimen eli sydpakasvaimen.

SyoOpéatutkimusta on suoritettu paéasiassa perinteisilla tasomaisilla soluviljelyilla, mutta
tutkimusolosuhteista johtuen, saadut tulokset eivét aina ole luotettavia. Eldinkokeita
kaytetdan syopatutkimuksessa erityisesti syopalaékkeiden terapeuttisten tehokkuuksien
tutkimiseen, mutta eldinkokeet ovat kuitenkin aikaa vievid ja kalliita, mink& liséksi niiden
eettisyytta on alettu kyseenalaistamaan.

Erilaiset 3D-soluviljelymallit ovat nousseet korvaamaan tasomaista soluviljelya sek&
kaventamaan soluviljelymallien eroja verrattaessa eldinkokeisiin. 3D-soluviljelymalleilla
voidaan kasvattaa yksinkertaisempia, syopédkasvaimia jaljittelevid, kolmiulotteisia
rakenteita eli sferoideja tai monimutkaisempia, elimia jaljittelevia organoideja. 3D-
soluviljelymallit voidaan jakaa kahteen joukkoon niiden kasvatuksellisten erojen
perusteella.

Vapaasti kasvavissa 3D-soluviljelymalleissa solut kasvavat elatusaineessa itsendisesti
kasautuen Kkolmiulotteisiksi rakenteiksi, kun taas rakenteellisesti tuetuissa 3D-
soluviljelymalleissa solut kasvavat ja muodostavat kolmiulotteisen rakenteen tuetusti
soluvaliainetta jéljittelevissa rakenteissa.
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1 Johdanto

Syovét ovat yksi yleisimmistd kuolinsyistd maailmanlaajuisesti. Vuoden 2020 globaalin
arvion mukaan syovat todettiin kuolinsyyksi miltei kymmenessa miljoonassa tapauksessa
ja uusia syopatapauksia todettiin likimdarin 19,3 miljoonaa (Sung ja muut 2021).

Syovén synty eli karsinogeneesi on mutkikas vaiheittainen tapahtuma, jossa solussa
tapahtuvien geenimutaatioiden takia muodostuu syodpageenejda eli onkogeenejé.
Kasvurajoitegeenit voivat menettad toimintakykynsé esimerkiksi geneettisen mutaation
tai kromosomimutaation takia. Taman seurauksena onkogeenit saavat sydpasolun
jakaantumaan hallitsemattomasti, jolloin muodostuu sydpékasvain. Kasvaimesta voi
irrota syopéasoluja verenkiertoon ja imunesteeseen. Nama syopésolut kulkeutuvat
verenkierron ja imusolmukkeiden kautta muualle elimist6on, jolloin ne voivat muodostaa
metastaaseja eli etdpesdkkeitd. Yli 90 % syopédkuolemista johtuu etdpesakkeista.
(Peitzsch ja muut 2017.)

Syopésolujen kayttaytymista ja rakennetta voidaan tutkia solukasvatusten avulla in vitro.
Yleisimmin syopatutkimuksessa kdytetty menetelmé on tasomainen soluviljely (ns. 2D-
soluviljely), mutta silld on heikkouksia, joiden seurauksena on kehitelty erilaisia
kolmiulotteisia soluviljelymalleja (Kapatczynska ja muut 2018). 3D-soluviljelymalleilla
on huomattavia etuja tasomaiseen 2D-soluviljelyyn n&hden. 3D-soluviljelymallit
mahdollistavat sytpédkasvaimelle in vivo ominaisuuksia ja naiden ominaisuuksien
ansiosta laakeaineiden, kemoterapian seka sédehoidon vaikutuksia sydpakasvaimiin

voidaan paremmin arvioida in vitro. (Nath ja Devi 2016; Perche ja Torchilin 2012.)



2 3D-soluviljely syopatutkimuksessa

Perinteisessa 2D-soluviljelyssa in vitro solut kasvavat tasossa, mika ei vastaa solujen
todellista rakennetta. Tdma johtaa siihen, ettd 2D-soluviljellyissa kasvaimissa tapahtuvat
biokemialliset ja biologiset prosessit, seka laékeainevasteet eivéat todenmukaisesti vastaa
in vivo sydpakasvaimissa tapahtuvia biokemiallisia ja biologisia prosesseja tai vasteita.
Tahan tarpeeseen vastaavat erilaiset 3D-soluviljelymallit, jotka kolmiulotteisten
rakenteidensa ansiosta mallintavat paremmin in vivo syopékasvainten rakenteita, mink&

ansiosta tutkimuksissa saadut tulokset ovat luotettavampia. (Salinas-Vera ja muut 2022.)
2.1 3D-soluviljelyn sferoidit ja organoidit

3D-soluviljelymalleissa  muodostuneita  kasvatuksia sanotaan  sferoideiksi tai
organoideiksi. Joskus sferoideista ja organoideista puhutaan virheellisesti samana asiana,
vaikka niiden valilla on selvid eroja (Taulukko 1). Sferoidit ovat yksinkertaisia
syopasoluista muodostuneita monisoluisia kolmiulotteisia rakenteita, joita kasvatetaan
elatusaineessa ilman soluvaliainetta. Fysikaaliset ja kemialliset ominaisuudet ajavat
soluja yhteen luoden kolmiulotteisen rakenteen. Organoidit puolestaan ovat sferoideja
monimutkaisempia kolmiulotteisia rakenteita, jotka koostuvat kantasoluista tai
indusoiduista  kantasoluista (ns.  pluripotenteista  kantasoluista).  Organoidien
muodostumista ohjaa kantasolujen kyky uudistua ja erilaistua erilaisiksi solutyypeiksi,
jotka yhdessd muodostavat pienen “elimen” eli organoidin ja mallintavat elimen
monimuotoisuutta. Organoidit vaativat kasvaakseen soluvéliaineen. (El Harane ja muut
2023.)

Soluvéliaine, toiselta nimeltaan solunulkoinen matriisi, on soluton komponentti, jota on
kaikissa kudoksissa ja elimissé. Soluvéliaine koostuu pédosin rakenneproteiineista,
integriineistd, kasvutekijoistd ja tyvikalvosta. Erilaisia rakenneproteiineja ovat
kollageenit, elastiinit, fibronektiinit, laminiinit ja tenaskiinit. Soluvaliaineessa olevia
kasvutekijoitd ovat esimerkiksi verisuonten endoteeli- ja fibroblastikasvutekijat seka
transformoiva kasvutekija g, mutta jokaisen kudoksen soluvéliaine on koostumukseltaan
erilainen. Tyvikalvo on soluvaliaineessa oleva kerros, joka kiinnittaa epiteelisoluja niiden
alla oleviin sidekudoksiin. Soluvéliaine toimii ulkoisena tukirakenteena soluille seka on
kemiallisten ja fysikaalisten arsykkeiden avulla osallisena solujen jakautumisessa,

vaelluksessa ja erikoistumisessa. (Frantz ja muut 2010; Kular ja muut 2014.)



Taulukko 1. Sferoidien ja organoidien valiset keskeiset eroavaisuudet (El Harane ja muut 2023;

Gunti ja muut 2021).

Solukoostumus

Muodostuminen

Rakenne

Soluvaliaine

Viljely

Syo6pasolulinjat,
priméérisolut,
kasvainsolut tai kudokset

Solut kasautuvat
itsenaisesti tai avustetusti

Yhta tai useampaa
solutyyppia sisaltava
heterogeeninen rakenne,
jossa solut ovat
jakautuvia, lepotilassa tai
nekroottisia

Voi kasvaa soluvaliaineen
lasnaollessa tai ilman

Vapaasti kasvavilla 3D-
soluviljelymalleilla tai
rakenteellisesti tuetuilla
3D-soluviljelymalleilla
Pitkaaikainen viljely ei ole
mahdollista

Aikuisten tai alkion
kantasolut, pluripotentit
kantasolut, kasvainsolut tai
kudokset

Solut kasautuvat ja
organisoituvat fysikaalisten ja
kemiallisten &rsykkeiden
vaikutuksesta

Monimutkainen useita
solutyyppeja sisaltava
heterogeeninen rakenne,
joka mallintaa osittain elimen
monimuotoisuutta

Vaatii soluvaliaineen
aiheuttamia vasteita
muodostuakseen

Vain rakenteellisesti tuetuilla
3D-soluviljelymalleilla, silla
tarvitsee soluvaliaineen
Pitk&aaikainen viljely
mahdollista

2.2 Erot verrattuna tasomaiseen soluviljelyyn

2D-soluviljelymalleihin  verrattuna  3D-soluviljelymalleilla on paljon erilaisia
ominaisuuksia, joiden ansiosta niitd kdytetddn enenevissa maarin syopatutkimuksessa
(Taulukko 2) (Jensen ja Teng 2020).

2D-soluviljelyssa kasvainsolut kasvavat kiintedssa tasomaisessa kasvualustassa, joka on
yleensd muovia. Liséksi solut ovat yhdessé kerroksessa, mink& seurauksena koko
solukasvusto on jatkuvassa kosketuksessa elatusaineeseen, jolloin ravinteita ja happea on
saatavilla kdytannossa loputtomasti (Kuva 1A). Tallaisissa olosuhteissa solut jakaantuvat
eparealistisen nopealla tahdilla, mik& ei vastaa todellisuutta. 3D-soluviljelymalleissa
kasvainsolut séilyttavat isantésolulle in vivo tyypillisen rakenteen ja jaljittelevat sita.
Sferoidien siséan jadvat solut eivét saa ravinteita ja happea yhté paljoa kuin pintasolut,
mink& vuoksi kasvustoon muodostuu gradientteja. Tdméa johtaa solujen lisdantymiseen
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niissé kasvaimen osissa, joissa ravinteita on saatavilla, ja ne osat, jotka jaavat ilman,
menevat hypoksiaan tai apoptoituvat. Sferoidit ovat siis heterogeenisia eli ne siséltavéat
nekroottisista soluista koostuvan ytimen, jota ympéroi lepotilassa olevat solut ja aivan
pinnalla on jakautuvia soluja (Kuva 1B). (Antoni ja muut 2015; Kapatczynska ja muut
2018.)

3D-soluviljelymallien kolmiulotteinen rakenne mahdollistaa solujen vélisen seka solujen
ja soluvaliaineen valisten vuorovaikutusten synnyn in vitro. Kasvainsolukot siis
kayttaytyvat kuin sydpasolu in vivo, eli ne ovat polarisoituneita ja niiden fysiologiset
geno- ja fenotyypit ovat todenmukaisempia kuin 2D-solumalleilla. Ne kykenevat
erilaistumaan, muodostamaan verisuonistoa, reagoimaan arsykkeisiin, ilmentdmaén
geenejd, syntetisoimaan proteiineja, valttdaméaan immuunijarjestelmad, tunkeutumaan

viereisiin kudoksiin ja osallistumaan ladkeaineenvaihduntaan. (Antoni ja muut 2015.)

Syopésolujen kasvattaminen 3D-soluviljely-ymparistossd mahdollistaa solukon vapaan
levidmisen ja kasautumisen kolmiulotteiseen rakenteeseen seké polarisaation, jotka ovat
kyseiselle syopakasvaimelle tyypillistad in vivo. 3D-rakenne lisad solujen vélisia seka
solujen ja soluvéliaineen valisid vuorovaikutuksia. Tdma tarkoittaa sitd, ettd solut ovat
kosketuksissa joko toisten kasvaimen solujen tai soluvéliaineen kanssa, mika johtaa
kasvaimen mikroympériston muodostumiseen (Antoni ja muut 2015.) Sydpakasvaimen
mikroympéristd on térked kasvaimen tutkimisen kannalta, sill4 se tarjoaa tutkittavaksi
sellaisia tunnusomaisia piirteitd, joita syopékasvaimilla on in vivo. N&it4 piirteitd ovat
kasvukinetiikka, signalointireittiaktiivisuudet, geenien ilmentyminen, rajallinen
ravinteiden ja hapen saanti, hypoksia eli hapenpuute, verisuonistot sekd solukon
heterogeenisyys. Lisdksi kasvainsoluja voidaan kasvattaa yhteiskasvatuksessa
stroomasolujen kanssa, jolloin voidaan havainnoida stroomavalitteisida vaikutuksia.
(Salinas-Vera ja muut 2022; Xin ja muut 2019.)



A) 2D-soluviljelma B) 3D-soluviljelma

Jakautuvat Lepotilassa

Kaikki solut ovat jakautuvia ja samassa solusyklin vaiheessa
solut olevat solut

9980~

Pintakerros Viilikerros Nekroottinen
ydin

Kuva 1. Luonnosmainen esitys 2D- ja 3D-soluviljelyiden rakenteellisista eroista. A) Perinteinen 2D-
soluviljely, jossa solut kasvavat kiintedssa muovisessa alustassa yhdessé kerroksessa. Kaikki solut ovat
yhteydessé elatusaineeseen eli soluilla on rajattomasti happea ja ravinteita. Solukko on homogeeninen, ja
tassd tapauksessa solut ovat myds jakautuvia. B) 3D-soluviljelyssd solut muodostavat kolmiulotteisia
rakenteita joihin muodostuu happi- ja ravintoainegradientteja, joiden takia solukosta tulee heterogeeninen
eli se siséltdd jakautuvia ja lepotilassa olevia soluja sekd nekroottisen ytimen, joka koostuu kuolleista
soluista. (Salinas-Vera ja muut 2022; Van Zundert ja muut 2020.) Kuva muokattu lahteistd (Salinas-Vera
ja muut 2022; Van Zundert ja muut 2020).



Taulukko 2. 2D- ja 3D-soluviljelyjen eroavaisuuksia (Habanjar ja muut 2021; Jensen ja Teng
2020; Kapatczynska ja muut 2018).

Kustannukset

Ravinteiden
saanti

Solujen
elinkelpoisuus

Solun rakenne

Solujakautuminen

Soluliitokset

Solujen
erilaistuminen

Solujen valiset
vuorovaikutukset

Molekulaariset
mekanismit

Laakeherkkyys

Halpa yllapitaa
Saatavilla paljon
kaupallisia testeja

Rajaton saatavuus
ravinteita,
aineenvaihduntatuotteita,
signaalimolekyyleja ja
happea

Solusyklivaihe useassa
solussa sama

Alttiita sytotoksiineille

Muuttunut muoto ja
jakautuminen, solut litteita
ja venyneita

Solut yhdesséa kerroksessa

Fenotyyppi ja polarisaatio
muuttunut

Solut jakautuvat
epaluonnollisella vauhdilla

Vahaisia

Erilaistuminen on heikkoa

Kdyhtyneet solu-solu-
vuorovaikutukset ja
solunulkoiset
vuorovaikutukset

Mikroympéristod puuttuu
Geeni- ja
proteiiniekspressiotasot
muuttuneet verrattuna in
vivo

Solut yliherkkia laakkeille

Huono
ladkeaineenvaihdunta

Aikaa vievaa ja kallista
Kaupallisia kokeita vahan

Vahentaa tarvetta
elainkokeille

Ravintoaine- ja
happigradientteja
Sisimmat solut lepotilassa
ravinteiden ja
hapenpuutteen vuoksi,
mik& mallintaa kasvaimen
sisimpien solujen
toimintaa in vivo

Vastustuskykyisempi
ulkoisille tekijoille

Solut sailyttavat
alkuperdisen muotonsa ja
jakautumisen

Muodostuu 3D-kasaumia
ja sferoideja, joilla on
useita kerroksia
Polarisoitunut ja laaja
fenotyyppi

Solut jakautuvat
realistisesti

Jakautumisnopeus riippuu
tekniikasta ja tutkittavista
soluista

Yleisia

Erilaistuminen on
tehokasta

Taydet solu-solu- ja solu-
solunulkoiset
vuorovaikutukset

In vivo kaltainen
mikroymparisto

Geeni- ja
proteiiniekspressiotasot
vastaavat tasoja in vivo

Solut
vastustuskykyisempia

Parempi
ladkeaineenvaihdunta

Ladkkeiden vaikutukset
todenmukaisempia



2.3 2D- vs. 3D-soluviljelymallit lagdkekehityksessa

Vaikka 2D-soluviljelymallit ovat olleet tarkeitd syopatutkimuksessa syovan mekanismien
ymmartamisessa, ne eivat ole osoittautuneet tehokkaiksi malleiksi laéketutkimuksessa ja
eldinkokeet, joilla tatd ongelmaa on paikattu, ovat kalliita, aikaa vievia seké eettisesti
ongelmallisia (Antoni ja muut 2015; Costa ja muut 2016). Kolmannes uusista ladkkeista
hylatadn ja yli puolet kaikista kliinisten tutkimusten vaiheissa Il ja 111 olevista laakkeisté
osoittautuu tehottomiksi (Harrison 2016). Suurten hylkdysmadrien ja korkeiden
kustannusten vuoksi uusia ja tarkempia menetelmié on vélttdmatonta kehittéé. (Langhans
2018). Laaketutkimuksissa kéaytetdan aineenvaihdunnallista profilointia todentamaan eri
solujen vélistd aineenvaihdunnallista yhteisty6td. 3D-soluviljelymallien on todettu

antavan ladkkeiden tehokkuuksista tarkempaa tietoa. (Jensen ja Teng 2020.)

3D-soluviljelymallien  on  todettu  olevan  vastustuskykyisempid erilaisia
kasvurajoiteladkkeitd, sekd kemo- ja immunoterapiaa ettd sddehoitoa kohtaan (Costa ja
muut 2016). Kasvurajoitelddkkeiden kohdalla tama johtuu siitd, ettd 2D-
soluviljelymalleissa solukko on homogeeninen, toisin kuin 3D-soluviljelymalleissa,
joissa solukko on heterogeeninen. Kasvurajoiteladkkeet vaikuttavat laajentumisvaiheessa
oleviin soluihin, joita on 3D-solumalleissa vdhemman, silla kasvaimen solut ovat eri
solusyklin vaiheissa. 3D-soluviljelymalleilla on myds happigradientin aiheuttamia
lepotilassa olevia soluja seka nekroottinen ydin, jotka ovat vastustuskykyisempia kemo-
ja immunoterapiaa, seka sadehoitoa kohtaan. (Langhans 2018.) 2D-soluviljelymallit siis
antavat vaaran kuvan ladkkeiden ja hoitojen tehokkuuksista homogeenisten rakenteidensa

takia.

Ladketutkimus  pohjautuu  ké&sitykseen solujen ja soluvéliaineen valisesta
vuorovaikutuksesta. Soluvaliaineen koostumus voi lisété solujen vastustuskykya laaketta
kohtaan tai voimistaa l4&keaineen vaikutusta. Soluvéliaineen siséltdmat molekyylit
vaikuttavat merkittavasti solujen jakaantumiseen, erikoistumiseen ja selviytymiseen.
(Breslin ja O’Driscoll 2013; Jensen ja Teng 2020.) Solujen valisten sekd solujen ja
soluvaliaineen valisten vuorovaikutusten ymmartdmisen tarpeeseen vastaavat 3D-
soluviljelymallit, jotka kykenevét mallintamaan in vivo kasvaimen mikroymparistoa ja
tdten antamaan todenmukaisemman arvion ladkkeiden vaikutuksista syopakasvaimeen
(Lv ja muut 2017).



3 Vapaana kasvavat 3D-soluviljelymallit

Vapaana kasvavat 3D-soluviljelymallit (engl. anchorage independent 3D cell culture
models) perustuvat solujen luontaiseen kykyyn ryhmittyd itsendisesti solukoiksi
muodostaen sferoideja ilman ulkopuolisia tekijoitd. Monisoluiset kasvainsferoidit ovat
yksi suosituimmista taman hetken 3D-soluviljelymalleista. Sferoideja voidaan muodostaa
yksittdisista lisadntyvista soluista tai jo valmiiksi kasautuneista soluista, jotka lisaantyvat
edelleen (Van Zundert ja muut 2020). Muodostuneet sferoidit voivat erittaé itselleen ajan
kanssa soluvéliaineen, jolloin kehittyy luonnollisia solu-soluvaliaine -vuorovaikutuksia.
Sferoidien kokoon vaikuttaa kasvatuksiin lisattyjen solujen mééra ja sferoideihin
muodostuu kokonsa ansiosta ravinto- ja happigradientteja. Vapaana kasvavien 3D-
soluviljelymallien sferoidit ovat yleisesti l6yhasti kasautuneet, ja niiden siséltamat
fibronektiinit ovat levittdytyneet tasaisesti koko sferoidiin. (Barbosa ja muut 2022;
Langhans 2018; Nath ja Devi 2016.) Vapaana kasvavia 3D-soluviljelymalleja ovat
rilppuva pisara (engl. hanging drop method), matalakiinnitteinen levy (engl. low
attachment plates), magneettisesti leijuva (engl. magnetic levitation) ja magneettinen 3D-

biotulostus (engl. magnetic 3D-bioprinting) (Kuva 2) (Langhans 2018).

A) Riippuva pisara
Sleroidin muodostuminen
: Kansi
) 0 Elatusaine ) ¢
— — — — Pisaraviljelylevy
" ]X_[_l_[ C— T T — T T — Jelylevy
%0 =B & @ | > PBS/Tislattu vesi
|k 1 1 1 Ji”
I l I l ’r Kuoppalevy

Kosteuskammio

B) Matalakiinnitteinen levy

C)  Magneettinen levitaatio
ja Magneettinen 3D-biotulostus

- Magneetti - p— \
- - ————— —————— \ = —/
[-,Iattlsame Kaivot piillystetty reagoimattomalla
f materiaalilla, joka estda soluja

©8s ot 0
B e | = & S
OVoRA kiinnittymasta

o)

&
|
4

Soluissa magneettisia
nanopartikkeleita Q4

@

AN J

Q\‘A-Q'Q i O
- Magnectti-— I

Kuva 2. Vapaana kasvavat 3D-soluviljelymallit. A) Riippuva pisara -soluviljelyssd solut muodostavat
sferoideja painovoiman vaikutuksesta. B) Matalakiinnitteinen levy -soluviljelyssé kaivot on pinnoitettu
inertilla materiaalilla, joka kannustaa soluja kasautumaan sferoidiksi. C) Magneettisessa levitaatiossa ja
magneettisessa 3D-biotulostuksessa kaytetddn magneettisia soluja ja magneetin vaikutusta sferoidien
muodostamiseen. (Nath ja Devi 2016.) Kuva muokattu lahteestd (Nath ja Devi 2016).
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3.1 Riippuva pisara

Riippuva pisara 3D-soluviljelymalli hy6dyntaa pintajannitysta ja painovoimaa sferoidien
muodostamiseen. Kasvatus aloitetaan lisddmalla petrimaljan kanteen pieni maaré
elatusainetta, noin 15-30 pl, johon haluttuja soluja on suspensoitu. Pisaran pintajannitys
on suurempi kuin sen paino ja pitdd sen kiinni petrimaljan kannessa, kun kansi kaannetéén
ympéri ja laitetaan petrimaljan paalle. Petrimaljaan laitetaan hieman tislattua vetta tai
fosfaattipuskuroitua suolaliuosta (engl. phosphate-buffered saline, PBS), mika estaa
solususpensiopisaroita kuivumasta. Nykyaan on myds varta vasten pisarasoluviljelylle
kehitettyja soluviljelylevyjd, joissa on levy pisaroille sekd osastot nesteelle (Kuva 2A).
Riippuvassa pisarasoluviljelyssa solut painuvat painovoiman vaikutuksesta pisaran
pohjalle ja kasautuvat sielld muodostaen sferoidin. Monisoluisia sferoideja voidaan
valmistaa yhteissolususpensiolla tai soluja jalkikéateen liséamalla, jolloin muodostuu

erilaisia solukerroksia. (Langhans 2018; Nath ja Devi 2016; Velasco ja muut 2020.)

Riippuvaa pisarasoluviljelyd on kaytetty esimerkiksi maksa-, rinta-, munasarja- ja
eturauhassyopékasvaimen mekanismien tutkimiseen (Jubelin ja muut 2022; Pinto ja muut
2020). Riippuvan pisarasoluviljelyn etuna on sen yksinkertaisuus, silld menetelma ei
vaadi soluvéliainetta, ja sen kyky tuottaa pienestd solumé&érasta paljon sferoideja, joiden
kokoa ja rakennetta on helppo kontrolloida. Tdmén menetelman huonoina puolina
pidetddn solususpension haihtumista ja siitd johtuvaa osmolaalisuuden kasvua seké
yhdisteiden, esimerkiksi ladkeaineiden, lisdédmisen tai elatusaineen vaihdon vaikeutta.
Edelld mainitut toimenpiteet ovat haastavia, silla sferoidi on silloin altis fyysiselle
vahingolle. Jos pisaraviljelylla tuotettuja sferoideja halutaan kasvattaa pitk&an tai tehda
niille tutkimuksellisia toimenpiteitd, pitaa sferoidi siirtdd suuremmalle alustalle. (Jubelin
jamuut 2022; Lv ja muut 2017; Nath ja Devi 2016; Pinto ja muut 2020; Velasco ja muut
2020.)

3.2 Matalakiinnitteinen levy

Matalakiinnitteinen levy -soluviljelyssd viljelyalustan kaivot on pé&éllystetty
reagoimattomalla aineella kuten poly-2-hydroksietyylimetakrylaatilla. Kun viljelykseen
lisatdan solususpensiota, kaivojen pinnoite estad soluja kiinnittymésta ja kannustavat niité
kasautumaan sferoidiksi (Kuva 2B). Jotkin solutyypit eivét aina kasaudu itse sferoideiksi,
mink& vuoksi lisatoimenpiteet, kuten helldvarainen sentrifugointi on tarpeen. (Nath ja

Devi 2016; Salinas-Vera ja muut 2022; Velasco ja muut 2020.)
10



Suuren tilavuutensa ansiosta matalakiinnitteiset levyt soveltuvat yhteisviljelyyn
monisoluisten sferoidien valmistamiseksi seka pidempiaikaiseen viljelyyn. Lisaksi
tutkimukselliset ~ toimenpiteet  voidaan  suorittaa  alkuperdisessd  kaivossa.
Matalakiinnitteisilla levyilla on viljelty ja tutkittu esimerkiksi keuhko-, rinta-, aivo- ja
maksasolusyopélinjoja sekéd péan ja kaulan alueen okasolusyopalinjoja (EI Harane ja
muut 2023; Pinto ja muut 2020). Matalakiinnitteisten levyjen etuna pidetddn menetelman
yksinkertaisuutta ja matalia kustannuksia. Sferoideja voidaan tuottaa suuressa
mittakaavassa ilman soluvéliainetta, siten ettd yhdessé kaivossa on yksi sferoidi, miké
helpottaa tutkimuksia. Jotkin solulinjat eivat kuitenkaan muodosta tiivista sferoidia, mité
pidetddn matalakiinnitteisten levyjen huonona puolena. (Langhans 2018; Nath ja Devi
2016; Pinto ja muut 2020; Velasco ja muut 2020.)

3.3 Magneettinen levitaatio ja magneettinen 3D-biotulostus

Magneettinen levitaatio ja magneettinen 3D-biotulostus kéyttdvat apunaan magneetteja
sferoidien muodostamisessa. Viljeltavid, toisissaan Kiinni olevia, kasvainsoluja
inkuboidaan magneettisten rautaoksidinanopartikkelien kanssa, jolloin kasvainsolut
ottavat ne sisddnsd ja magnetisoituvat. Magnetisoituneet solut trypsinoidaan, jotta ne
irtoavat toisistaan, minké jalkeen ne siirretddn alhaisen tarttuvuuden kasvatusalustalle.
Siirron jalkeen magneetti tuodaan joko kasvatusalustan paalle, jolloin kyseessa on
magneettinen levitaatio tai kasvatusalustan alle, jolloin kyseessd on magneettinen 3D-
biotulostus. Magneettiset kasvainsolut kasautuvat magneetin vaikutuksesta l&helle
elatusaineen pintaa (magneettinen levitaatio) tai kasvatusalustan pohjaan (magneettinen

3D-biotulostus) ja muodostavat sferoidin (Kuva 2C). (Velasco ja muut 2020.)

Naitd menetelmid on ké&ytetty esimerkiksi rinta-, keuhko-, aivo- ja haimasydvan
tutkimiseen. (Pinto ja muut 2020; Velasco ja muut 2020). Magneettisen levitaation ja
magneettisen 3D-biotulostuksen etuna pidetd&n heterotyyppisten sferoidien helppoa ja
nopeaa muodostumista, sferoidit voivat muodostua jopa alle 16 tunnissa. Lisé&ksi
magneettia voidaan kdayttdd mallintamaan verenkiertoa tai vaikuttamaan sferoidin
sijaintiin viljelmé&ssd. Haittoina pidetdan nanopartikkelien tarvetta seka niiden hintaa.
Kaikki nanopartikkelit eivat mydsk&an sovi jokaiselle solulinjalle ja suurina méarina
voivat olla myrkyllisid tutkittaville soluille sekd muuttaa niiden toimintoja. (El Harane ja
muut 2023; Langhans 2018; Nath ja Devi 2016; Velasco ja muut 2020.)
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4 Rakenteellisesti tuetut 3D-soluviljelymallit

Rakenteellisesti tuetuissa 3D-soluviljelymalleissa (engl. anchorage dependent cell
culture models) solut kasvavat soluvaliainetta jaljittelevissd ja kudoksia muistuttavissa
huokoisissa silloitetuissa rakenteissa, joita kutsutaan hydrogeeleiksi. Hydrogeelit
tarjoavat soluille tukea ja mahdollistavat liuenneiden aineiden kulkeutumisen seka
edesauttavat solujen ja soluvéliaineen vélisten vuorovaikutusten syntymista. (Habanjar ja
muut 2021; Nath ja Devi 2016; Tomé&s-Bort ja muut 2020.)

Hydrogeelit voivat olla joko luonnollisia tai synteettisesti valmistettuja mallintamaan
tiettyja  soluvéliaineen  ominaisuuksia.  Luonnolliset hydrogeelit  pohjautuvat
kollageenimatriisiin ja hyaluronihappopolymeerimatriisiin tai Matrigel:iin. Matrigel on
hiiren sarkoomasoluista saatua kaupalliseen tarkoitukseen valmistettua luonnollista
soluvaliainetta, joka sisaltaa tyvikalvoproteiineja, sytokiineja ja erilaisia kasvutekijoita.
Synteettisind hydrogeeleind kéytetddn polyglykolihappoa, polyetyleeniglykolia ja
polymaitohappoa. Luonnolliset hydrogeelit ovat enemmaén aidon soluvaliaineen kaltaisia
verrattuna synteettisiin, mutta esimerkiksi Matrigel:ssa voi olla erékohtaisia
eroavaisuuksia sen tuotantotavasta johtuen. Synteettisten hydrogeelien etuna on niiden
koostumuksen ja ominaisuuksien hallinta. Soluvéliaineet vaihtelevat koostumukseltaan
ja niiden ominaisuudet riippuvat kaytettavasta solusta. Rakenteellisesti tuettuja 3D-
soluviljelymalleja ovat matriisin p&éllinen (engl. matrix on top), matriisiin sulautettu
(engl. matrix embedded), 3D-biotulostus (engl. 3D-bioprinting), mikrofluidinen alusta
(engl. microfluidic platform) ja mikrokuvioitu levy (engl. micropatterned plates) (Kuva
3). Rakenteellisesti tuetuilla 3D-soluviljelymalleilla voidaan soluvéliaineen ansioista
kasvattaa sferoidien lisaksi my6s organoideja. (Habanjar ja muut 2021; Nath ja Devi
2016; Pinto ja muut 2020; Van Zundert ja muut 2020.)
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Kuva 3. Rakenteellisesti tuetut 3D-soluviljelymallit. A) Matriisin péallisessé soluviljelyssa solut
istutetaan soluvaliaineen ja elatusaineen rajapintaan ja matriisiin sulautetussa soluviljelyssé solut
istutetaan soluvéliaineeseen. B) 3D-biotulostuksessa soluja, hydrogeelid ja kasvutekijoitd sisaltdvaa
biomustetta tulostetaan Kkerroksittain kasvualustalle, jolloin muodostuu kolmiulotteisia rakenteita. C)
Mikrofluidinen alusta -soluviljelysséd soluja kasvatetaan polydimetyylisiloksaanista  (engl.
polydimethylsiloxane, PDMS) valmistetuissa siruissa, joiden kanavissa ne ovat upotettuna matriisiin.
Sirujen kanavissa on myos elatusainevirtausta, jolla mallinnetaan verisuonistoa. D) Mikrokuvioitu levy -
soluviljelyssd soluja kasvatetaan hydrogeelimatriisiin  PDMS-leimasimella painetuissa kaivoissa.
Hydrogeelimatriisi on Kiinnitetty lasilevyyn 3-trimetoksisilyylipolymetakrylaati (engl. 3-trimethoxysilyl
polymethacrylate, TMS-PA) kerroksella. (Pinto ja muut 2020; Zhang ja muut 2021.) Kuvaa muokattu
lahteista (Pinto ja muut 2020; Zhang ja muut 2021).

D) Mikrokuvioitu levy

4.1 Matriisin paallinen ja matriisiin sulautettu 3D-soluviljely

Matriisin péallinen ja matriisiin sulautettu 3D-soluviljelymalli ovat k&ytanndsséd sama
menetelmd erilaisella  toteutuksella. Molemmissa menetelmissa viljelyalustat
esikasitelladn matriisilla, jonka annetaan jahmettya. Matriisin paallisessa soluviljelyssa
solut istutetaan matriisin ja elatusaineen rajapintaan, johon solut tarttuvat ja kasautuvat.
Matriisiin sulautetussa soluviljelysséd haluttuja soluja suspensoidaan nestemdaiseen
matriisiin ja solumatriisisuspensio pipetoidaan esikésiteltyyn viljelyalustaan ja annetaan
hyytyd, jolloin solut fuusioituvat matriisiin ja alkavat jakaantua ja kasautua (Kuva 3A).
(Nath ja Devi 2016; Pinto ja muut 2020.)

Edellda mainittuja menetelmia on kéytetty esimerkiksi paksusuolen-, haima-, eturauhas-
ja rintasyodvan tutkimiseen (Xu ja muut 2021). Matriisin paallisen ja matriisin sulautetun

soluviljelyn etuina on menetelmdn yksinkertaisuus. Solut voidaan kerétd talteen
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kasvatuksen jélkeen ja niiden kuvantaminen on helppoa, mikali solut on viljelty matriisin
paalla. Toisaalta matriisiin  sulautettujen solujen kerddminen, varjddminen ja
kuvantaminen on haasteellista. Haasteita aiheuttaa myos se, ettd yksinkertaisuudestaan
huolimatta hydrogeelien késittely on vaativaa ja solut kasvavat upotettuina hitaammin ja
eri kokoisiksi, minka vuoksi kasvatukset taytyy lajitella ennen kuin méaarityksié voidaan
suorittaa. (Nath ja Devi 2016; Pinto ja muut 2020.)

4.2 3D-biotulostus

3D-biotulostus on soluviljelymenetelma, jossa soluista, hydrogeelistd ja kasvutekijoista
valmistetusta biomusteesta tuotetaan kolmiulotteisia rakenteita tulostamalla (Kuva 3B).
Tulostettu kolmiulotteinen rakenne jdhmetetddn sen koostumuksesta riippuen joko
fyysisilla, kemiallisilla tai entsymaattisilla menetelmilla. Jotta tulostetut kolmiulotteiset
rakenteet olisivat tarkkoja ja korkealaatuisia, taytyy biomusteella olla hyvat viskoelastiset
ominaisuudet. 3D-biotulostuksen menetelmilld on tutkittu esimerkiksi keuhko, maha ja
munuaisy0pad ja potilasndytteista biotulostamalla valmistetut organoidit ovat reagoineet
la&keaineisiin samalla tavalla, kuin in vivo sydpakasvain, josta solut ovat perdisin.
(Jubelin ja muut 2022; Xin ja muut 2019.) Erilaisia 3D-biotulostusmenetelmia ovat laser,

mustesuihku ja pursotuspohjainen biotulostus (Albritton ja Miller 2017).

Laser-avusteisessa  biotulostuksessa  kaytetddn  biomateriaalista ~ valmistettua
lahjoittajalevyad, joka on peitetty laserenergiaa sitovalla kerroksella. Haihtuessaan laserin
vaikutuksesta tdma Kkerros siirtdd lahjoittajalevyn materiaalin  kasvualustalle.
Lasertulostuksessa biomuste ja tulostin eivét ole yhteydessa toisiinsa, mikd mahdollistaa
suuren solutiheyden ja korkean elinkelpoisuuden tulostettaville soluille. (Zhang ja muut
2021.)

Mustesuihkupohjainen biotulostus perustuu biomusteen levittdmiseen halutulle alustalle
joko jatkuvana syottona tai haluttaessa yksittdisind pisaroina. Jatkuvassa syot0ssé
biomustetta levitetddn paineella suuttimesta, jolloin biomuste levidd useiksi pisaroiksi
tulostettavalle alustalle. Pisaratulostuksessa biomustetta tulostetaan kasvualustalle pisara
kerrallaan kéyttden apuna lampdd, mikroventtiileja tai piezosédhkoisia menetelmié.
Mustesuihkupohjaisen biotulostuksen laatu voi heiket, jos solut kasautuvat biomusteessa

vaikuttaen pisaroiden muodostumiseen ja liikerataan. (Rider ja muut 2018.)
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Pursotustulostuksessa biomuste puristetaan kasvualustalle lieriomaisind juovina kayttaen
apuna mekaanisia tai paineilmalla toimivia jarjestelmid. Biomustetta tulostetaan tasaisella
paineella, jolloin sen sy6ttd on jatkuvaa, minkd seurauksena muodostuneesta
kolmiulotteisesta rakenteesta tulee kestava. Pursotustulostimella voidaan tulostaa monia
eri viskositeettisia biomateriaaleja, joista korkean viskositeetin biomateriaalit toimivat
tukina tulostetuille rakenteille, kun taas matalan viskositeetin biomateriaaleista voidaan
valmistaa solujen toimintaa ja elinkelpoisuutta yllapitavd ymparisté. (Jubelin ja muut
2022; Rider ja muut 2018; Zhang ja muut 2021.)

4.3 Mikrofluidinen alusta

Mikrofluidinen alusta -soluviljely perustuu solujen altistamiseen virtaavalle nesteelle.
Mikrofluidinen  alusta  koostuu  yleisesti ~ polydimetyylisiloksaani  (engl.
polydimethylsiloxane, PDMS) sirusta, jonka sisédlld on kanavia ja onkaloita
soluvdliainetta jéljentaville aineille kuten hydrogeelille (Kuva 3C). Solut istutetaan
hydrogeeliin, jossa ne muodostavat sferoidin sek& kasvaimen mikroympariston kuten in
vivo. Hydrogeelin ympaérilld kulkevat kanavat mallintavat verisuonistoa ja niissa kulkee
ravinteita ja happea, ja kanavien avulla poistuu myds solujen aineenvaihdunnan
seurauksena muodostuneita tuotteita. (Langhans 2018.) Mikrofluidiset alustat voivat olla
yksinkertaisia  sisaltden yhden tutkittavan solutyypin tai monimutkaisempia
yhteisviljelyyn valmistettuja useamman solutyypin siséltavia. Yhteisviljely voidaan
suorittaa mikrofluidisilla alustoilla siten, etta solut ovat joko kosketuksissa toisiinsa tai

erilldaén, mutta samassa matriisissa. (Velasco ja muut 2020; Xin ja muut 2019).

Mikrofluidisilla alustoilla voidaan aktiivisen virtauksen ansiosta tutkia sydpasolujen
metastaasia, verisuoniston muodostumista ja sitd inhiboivien ladkkeiden vaikutuksia seké
virtausvoimien vaikutusta immuunisoluihin. Liséksi mikrofluidiset alustat soveltuvat
kasvainsolujen ja stroomasolujen valisten vuorovaikutusten tutkimiseen sellaisessa
tilanteessa, jossa solut eivéat ole suoraan kosketuksissa toisiinsa. (Barbosa ja muut 2022;
Xin ja muut 2019; Xu ja muut 2021.) Mikrofluidisten alustojen valmistaminen PDMS:st&
on kustannustehokasta ja sen kaasunlapaisevyys on korkea. PDMS kuitenkin kestaa
huonosti erilaisia liuottimia ja korkea kaasunlapéisevyys voi myos olla ongelmallista,

silla se edistad haihtumista. (Jubelin ja muut 2022; Pinto ja muut 2020.)
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4.4  Mikrokuvioitu levy

Mikrokuvioitu levy -soluviljelyssa kasvatusalusta voidaan tehdd erilaisin menetelmin,
kuten mikrokontaktitulostuksella tai suoralla valokuvakuvioinnilla. Kasvatusalustaan
valmistettavat mikrokaivot ovat samanlaisia keskenaan ja niiden koko vaihtelee 150-600
pm valilla. Mikrokuvioidut levyt tuottavat suuren madrdn homogeenisia sferoideja,
mink& ansiosta menetelma soveltuu korkean suorituskyvyn maarityksiin. (Nath ja Devi
2016; Velasco ja muut 2020.)

Mikrokontaktitulostuksessa kasvualustaan, esimerkiksi akryylilevyyn, jyrsitddn PDMS-
leimalle sopivat mikrokaivot ja PDMS-leimaa kayttden niiden pohjaan painetaan alusta
soluvaliaineen proteiineista kuten fibronektiinistd ja gelatiinista muodostamaan
kiinnityskohtia viljeltaville soluille. Solususpensiota pipetoidaan mikrokaivoihin, jolloin

solut kiinnittyvét proteiinialustaan ja solut kasautuvat. (Velasco ja muut 2020.)

Suorassa valokuvakuvioinnissa kasvatusalusta koostuu lasilevystd, jonka paalle
levitetddn kerros  3-trimetoksisilyylipolymetakrylaattia (engl.  3-trimethoxysilyl
polymethacrylate, TMS-PA). TMS-PA -kerroksen tarkoituksena on sitoa ja kiinnittaa
hydrogeeli kovalenttisesti lasiseen kasvualustaan. Tdémén jalkeen hydrogeeli lisatdén
kasvatusalustaan ja siihen painetaan PDMS-leimasin, joka valmistaa mikrokaivot suoraan
hydrogeeliin (Kuva 3D). Suora valokuvauskuviointi hyddyntaa UV-valon kykya tuottaa
reaktiivisia happilaleja, joiden vaikutuksesta hydrogeelissd soluvéliaineen proteiinit
tarttuvat viljeltaviin soluihin. Hydrogeeliin painettuihin mikrokaivoihin ei siis tarvitse
erikseen lisaté soluvéliaineen proteiineja, jotta viljeltavat solut sitoutuisivat niihin. (Nath
ja Devi 2016.)
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5 Yhteenveto

3D-soluviljelymallit ovat monipuolisten ominaisuuksiensa ansioista onnistuneet
mallintamaan sydpéakasvaimia paremmin kuin 2D-soluviljelymallit, ja niista on tulossa
vakiintuneita ty6kaluja syopatutkimuksessa. Jokaisella 3D-soluviljelymallilla on
kuitenkin muihin vastaaviin soluviljelymalleihin verrattuna omat vahvuutensa ja
heikkoutensa, jotka on otettava huomioon, kun tutkimusta suunnitellaan ja siihen sopivaa

kasvatusmenetelmaa valitaan.

3D-soluviljelymallien kyky tuottaa kolmiulotteisia sferoideja ja organoideja, joissa on
heterogeenista solukkoa, monimutkaista solusignalointia, vuorovaikutuksia solujen ja
soluvéliaineen valilla, happi- ja ravintoainegradientteja seka l&akeresistenssia ovat
mahdollistaneet todenmukaisemman tiedon l&&kkeiden terapeuttisista vaikutuksista ja
niiden turvallisuudesta. Todenmukaisen tiedon saaminen edesauttaa ladkekehityksen
kohdentamista oikeaan suuntaan, minka johdosta uusien, terapeuttisesti tehokkaampien
syopaladkkeiden kehittdminen voi nopeutua moninkertaisesti verrattuna siihen, etta saatu
tieto olisi virheellista. Lisaksi potilasnéytteista valmistettujen organoidien ja niiden in
vivo isantékasvainten samankaltainen reagointi ladkkeisiin antaa viitteitd siitd, ettd
tulevaisuudessa potilaskohtaisten tasméalaakkeiden olemassaolo on mahdollista ja

syopapotilaita voitaisiin hoitaa henkildkohtaisilla laékkeilla.
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