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Kantasolut pystyvat erilaistumaan eri kudostyyppien soluiksi ja jakautumaan itsendisesti,
siksi niiden uskotaan mullistavan regeneratiiviset ladketieteelliset hoitomuodot.
Kantasolujen tuotanto on kuitenkin hyvin haastavaa ja siksi sitd on ollut vaikeaa soveltaa
kaupalliseen tuotantoon. Tuotanto keskittyy télla hetkelld vain pieniin tuotantomé&ériin
erilaisissa tutkimuksissa ja yksittaisten potilaiden hoitamiseen. Laajaan kaupalliseen
tuotantoon  siirtyminen  vaatisi  kantasolujen  tuotannon standardisointia  ja
laadunvarmistuksen parantamista.

Talla hetkella kantasoluja kaytetdén korjaamaan vajaatoimintaisia ja vaurioituneita elimia,
kohdennettuun soluhoitoon ja kudosten tuottamiseen. Merkittavin kantasolutyyppi on
kuitenkin indusoidut pluripotentit kantasolut niiden erilaistumispotentiaalin ja
saatavuuden takia. Niiden laadun sailyttdmisessa tuotantoprosessin aikana on haasteita
kuten happipitoisuuden saately, mekaaniset arsykkeet, leikkausjannitystasot ja puhtaus.
Naiden pienikin muutos saattaa aiheuttaa solun toiminnan tai rakenteen muuttumisen.

Suurin osa tutkimuksista kasittelee kantasolutuotannon haasteita ja niille mahdollisia
ratkaisuja. Tulosten mukaan kantasolutuotannon standardisoinnin mahdollinen ratkaisu
olisi sellaisen bioreaktorin kaytto, jolla pystyttaisiin seuraamaan kaikkia solun kasvuun
vaikuttavia parametrejd jatkuvasti ja luotettavasti sekd havainnoimaan pienimmatkin
muutokset. Bioreaktorilla pitdisi olla myds mahdollisuus standardisoida yksittdisten
solujen kasvuympdristdd. Ratkaisu tulee 10ytymaan todennakdisesti tekodlyn ja
koneoppimisen sovelluksista.

Taman kirjallisuuskatsauksen tarkoituksena on selvittdd, mit4 haasteita kantasolujen
tuotannossa on ja mitd eri laatutekijoitd tulee ottaa huomioon. Tavoitteena on kerdtyn
tiedon avulla selvittdd, mité eri laadunvalvontamenetelmia talla hetkella on ké&ytossa, ja
miten niitd tulisi kehittaa tulevaisuudessa kantasolujen tuotannon kaupallistamiseksi.

Asiasanat: kantasolut, bioreaktori, laatujarjestelmat, kirjallisuuskatsaus
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1 Johdanto

Kantasolut pystyvat suorittamaan elimistdlle parempia fysiologisia ja metabolisia tehtdvia ja
reaktioita, kuin mihin mik&an mekaaninen laite, proteiini tai muu kemiallinen yhdiste pystyy.
Siksi kantasolujen tutkimus ja kehitys on suuntautunut erityisesti toiminnallisten vaurioiden tai
kudosten korjaamiseen solusiirtojen avulla. (Wang ja muut 2013) Koska kantasolut pystyvat
erikoistumaan eri kudostyyppeihin ja jakautumaan itsendisesti, niiden arvo ladketieteessa on
noussut valtavasti (Oh ja Kim 2002). Tallainen soluterapia on jatkuvasti kasvava tutkimusalue,
jonka avulla pystytddn parantamaan sellaisia potilaiden vammoja ja sairauksia, joihin
perinteisemmat la&kkeet ja hoidot eivét kykene. (Wang ja muut 2013) Erityisesti pluripotentit eli
PSC kantasolut ovat mahdollistaneet regeneratiivisen hoitomuodon uudella tavalla niiden suuren
erilaistumispotentiaalin ansiosta. Pluripotentteihin kantasoluihin ei mydskaan liity samanlaisia
eettisia kysymyksid kuin alkioiden kantasolujen hyddyntdmiseen hoidoissa tai mahdollisia kehon
hylkimisreaktioita. (Coronnello ja Francipane 2022) Regeneratiivisen hoitomuotojen tavoitteena
on erilaisten synnynnéisten héirididen ja pahanlaatuisten sairauksien vaurioittamien kudosten ja
elinten uudelleenrakentaminen ja korjaaminen. Kantasolujen kayttd hoitomuotona eroaa muista
hoidoista siing, ettd se yrittdd keskittyd elimen tai kudoksen toiminnan yllapitdmiseen eika
sairauden tai prosessin hallintaan. (Nazim ja Ahmad 2023)

Kantasolujen tutkimus on vasta alkutaipaleella, jolloin niiden laatu ladketieteessd ja eri
hoitomuodoissa on vield epdvakaata. (Oh ja Kim 2002) Tutkimukset keskittyvét niin
hoitomuotojen Idytdmiseen kuin biologian ja patogeneesin ymmartdmiseen. (Nazim ja Ahmad
2023) Kantasolujen tuotannon laadunvalvonta perustuu talld hetkelld padasiassa yksittéisten
soluviljelyasiantuntijoiden  silmé&méaaraiseen tarkastukseen, jolloin  kantasoluviljelmien
standardointi ja valmistus on haastavaa ladketieteellisiin sovelluksin. Kantasoluja pystytaan talla
hetkella tutkimaan kayttamall& yksisoluista kloonianalyysi&, mutta se on kuitenkin kallista, aikaa
vievdd ja hankalaa. T&lla hetkelld on tarve automatisoidulle jarjestelmélle, joka pystyy
soluseurantaan samalla tarkkuudella kuin manuaalinen seuranta kliinisissd ja teollisissa
sovelluksissa. (Hirose ja muut 2021) Yksi isoimmista tekijoista kantasolujen laaduntarkkailussa
on tekodlyn hyddyntdminen. Sen avulla voidaan seurata kantasolun karakterisointia sen eri

vaiheissa. (Coronnello ja Francipane 2022)

Tassd kirjallisuuskatsauksessa perehdytdén tdménhetkisiin kantasolujen sovelluksiin ja niiden
tulevaisuuden nakymiin sek& niiden suurimpiin haasteisiin. Selvitetddn mitkd ovat kaupallisen
tuotannon suurimmat haasteet ja laatutekijat kantasolujen tuotannossa ja miten niiden tuotannon

laatua pystytdén parantamaan.



2 Kantasolujen mééritelma ja ominaisuudet

Kantasolut ovat elimiston erikoistumattomia soluja, jotka pystyvét erilaistumaan eri organismin
soluiksi. Kantasoluilla on my6s kyky uusiutua itsendisesti. Kantasoluja 16ytyy niin alkioista kuin
aikuisten soluista. Erilaisia kantasolutyyppeja ovat totipotentit, pluripotentit, multipotentit,
oligopotentit ja unipotentit kantasolut. Naméa kantasolutyypit jaetaan niiden erilaistumiskyvyn

perusteella. (Zakrzewski ja muut 2019)

Totipotentit kantasolut pystyvat jakautumaan ja erilaistumaan kaikiksi organismin soluiksi. N&illa
kantasoluilla on siis suuri erilaistumispotentiaali, jonka ansiosta solut pystyvat muodostamaan
alkion ja alkion ulkopuolisia rakenteita. Tsygootit ovat totipotenttisia soluja, jotka muodostuvat
siittion hedelmaoittdessa munasolun. Tdmén jalkeen solut pystyvat kehittymé&én joksikin kolmesta
sukukerroksesta tai istukaksi. Tdman takia totipotenttisia soluja kutsutaan kaikkikykyisiksi.
Totipotentin blastokystan solumassa muuttuu pluripotenteiksi soluiksi neljan paivéan jalkeen.
(Zakrzewski ja muut 2019)

PSC-solut ovat ihmisen soluja, joihin kuuluu erityisia solutyyppeja kuten ihmisen alkion
kantasoluja (hESC) ja indusoituja pluripotentteja kantasoluja (iPSC) (Lee ja muut 2020).
Pluripotentit kantasolut (PSC) pystyvat muodostamaan sukukerrosten kaikkia soluja. Ne eivét
kuitenkaan pysty muodostamaan alkion ulkoisia rakenteita, esimerkiksi alkion kantasoluja (ESC),
joista esimerkiksi istukka rakentuu. Nama ESC-solut syntyvat ennen istutusta alkioiden sisdisesta
solumassasta. Toinen esimerkki pluripotenteista kantasoluista on indusoidut pluripotentit
kantasolut (iPSC). Nama PSC-kantasolut syntyvat istutettujen alkioiden epiblastikerroksesta.
iPSC-soluja voidaan tuottaa somaattisista soluista keinotekoisesti, ja ne toimivat samalla tavalla
kuin PSC-solut. iPSC-solujen kayton ja viljelyn kehitys vaikuttavat hyvéltd regeneratiivisen
la&ketieteen kannalta. Naiden solujen pluripotenttius padttyy vahemman potentiaalisiin multi-,
oligo- tai unipotentteihin soluihin. Néiden solujen aktiivisuutta ja spektrida voidaan arvioida

teratooma muodostuskokeella. (Zakrzewski ja muut 2019)

Multipotentit kantasolut eivét ole yhtd kykenevia erilaistumiseen kuin esimerkiksi PSC-solut.
Jotkin multipotentin solut pystyvét erilaistumaan myds toisiinsa liittymattémiksi solutyypeiksi ja
sen takia niitd voidaan kutsua pluripotenteiksi soluiksi. Multipotenttien kantasolujen
erilaistumisspektri on kapeampi, mutta ne silti pystyvat erilaistumaan tiettyjen solulinjojen
soluiksi. Esimerkiksi hematopoieettit kantasolut voivat kehittya erilaisiksi verisolutyypeiksi. Kun
hematopoeetit ovat erilaistuneet, niistd syntyy oligopotentteja soluja. Naiden syntyneiden
oligopotenttien solujen erilaistumiskyky on hyvin rajallinen. Ne pystyvét erilaistumaan vain

tietyn kudoksen soluiksi. (Zakrzewski ja muut 2019)



Kaikista vahiten erilaistumiskykya on oligopotenteilla ja unipotenteilla kantasoluilla.
Oligopotentit kantasolut voivat erilaistua muutamaksi solutyypiksi Esimerkiksi myeloidinen
kantasolu voi erilaistua valkosoluksi, mutta ei kuitenkaan punasoluksi. Unipotenteilla
kantasoluilla on Kaikista rajallisin erilaistumiskyky, mutta ominaisuus jakautua toistuvasti.
Jakautuminen mahdollistaa niiden tehokkaan hyddyntamisen terapeuttisessa regeneratiivisessa
ladketieteessd. Unipotentit solut pystyvat muodostamaan vain yhté solutyyppié kuten lihassoluja.

(Zakrzewski ja muut 2019)

Kantasoluja voidaan eristéa useista eri lahteistd kuten kuvasta 1 voidaan huomata. Kantasoluja
voidaan eristdé luuytimestd, verestd, napanuoran verestd, rasvakudoksesta ja alkioista. Normaalit
solut voidaan ohjelmoida uudelleen indusoiduiksi pluripotenteiksi kantasoluiksi eli iPS-soluiksi.

(Zakrzewski ja muut 2019)
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Kuva 1. Kantasolun erilaistumispotentiaali muuttuu ihmisen kehityksen aikana.
Erilaitumispotentiaali vaihtelee blastokystan pluripotenttisista soluista aina aikuisen
ihmiskehon tietyn kudoksen esimerkiksi ihon, keskushermoston tai luuytimen, unipotentteihin
soluihin. Muokattu lahteesta (Zakrzewski ja muut 2019).



3 Nykyiset sovellukset

Kantasolut kykenevat uudistumaan ja erilaistumaan erilaisiksi solulinjoiksi. Viime aikoina
kantasolujen kéayttdé on keskittynyt erityisesti niiden ominaisuuksien hyddyntdmiseen
regeneratiivisessa ladketieteessd ja tutkimuksissa. Kantasolujen kehitys laéketieteessd on
jakautunut kolmeen osaan. Kantasoluhoitoja kaytetdan ensinnakin muuttamaan muiden solujen
kayttaytymista tai niilld voidaan korvata ikaantymisen, sairauksien tai geneettisen muuntelun
aiheuttamia vaurioita tai korvata tuhoutuneita soluja terveilld soluilla. Toinen ladketieteen
suuntaus kantasoluilla on erilaistuneiden kudosten tuottaminen in vitro -tautimallien
tutkimuksilla. T&lla tavalla voidaan parantaa sairauksia ja niiden hoidon molekyylitietamysta.
Kolmas ladketieteen kehitys suunta on farmakologi eli ladketieteen ala, joka tutkii ladkeaineiden
vaikutusta elimistoon. (Nazim ja Ahmad 2023)

Luuydin on tarkein kantasolujen lahde aikuisilla. Se on myés laajimmin tutkittu ja ymmarretty
aikuisten kantasolujen populaatio. Luuydin siséltad multipotentteja mesenkymaalisia kantasoluja
(MSC -solut). Niilla soluilla on niin sanotusti “kotiutumiskyky” eli kyky kulkea tulehtuneeseen
tai vaurioituneeseen kudokseen tai kasvaimeen muokkaamalla immuunijarjestelmén reaktioita ja
vapauttamalla kasvutekijoitd. Tatd ominaisuutta voidaan hyodyntad erilaisissa kliinisten

sairauksien kohdennetuissa hoidoissa.(Nazim ja Ahmad 2023)

Vajaatoimintaisia ja vaurioituneita elimid voidaan korvata terveilld elimill4, jotka saadaan
luovuttajalta. El&vié ja kuolleita luovuttajia on kuitenkin hyvin vahan saatavilla. Siksi halutaankin
kehittdd vaihtoehtoisia l&dhestymistapoja elinten tuottamiseen kudosspesifisilla kantasoluilla.
Erityisesti iPSC-solujen sovellusten ansiosta regeneratiivisten hoitoja on parannettu. (Coronnello
ja Francipane 2022) iPSC-solut ovat aikuisten somaattisia soluja, joita voidaan muuttaa
pluripotenteiksi kantasoluiksi. Kypsyneitd soluja muutetaan epékypsiksi ilmentamélla
geenitekniikan keinoin transkriptiotekijoitd, jotka luontaisesti ilmenevét alkion kantasoluissa.
Tatd muutosprosessia kutsutaan uudelleenohjelmoinniksi. Talla uudelleenohjelmoinnilla voidaan

kasvattaa vaurioituneen kudoksen tilalle uutta tervettd kudosta (Nazim ja Ahmad 2023)

Kantasoluilla kudosten tuottaminen in vitro -menetelmdlld antaa vaihtoehdon kudosten
jalleenrakentamiseen ilman elinsiirtoa. Tallainen kudostekniikka yhdistd4d solubiologian ja
materiaalitieteen ja siihen kaytettdvat biomateriaalit voidaan jakaa luonnosta saataviin
materiaaleihin, luonnollisiin biologisiin huokosiin ja synteettisiin materiaaleihin. Autologisten
kantasolujen tuottamilla materiaaleilla voidaan myos valttad elinsiirrossa ilmenevat ongelmat
kuten hylkimisongelma tai immunosuppressiivisten ladkkeiden kaytdon ei-toivotut

sivuvaikutukset.



iPS-soluteknologian avulla kantasolujen kéaytté paikallisessa hoidossa voi johtaa ongelmiin.
Kantasolut saattavat siirtya keuhkokapillaarin pohjaan, mikd johtaa tukkeutumiseen,

kaasunvaihdon heikentymiseen ja hemodynaamiseen hairiodn. (Nazim ja Ahmad 2023)

Turvallisuus ja tuotannon tehokkuus ovat ratkaisevia tekijoita pluripotenteista soluista perdisin
olevien terapeuttisten ladkkeiden ja hoitojen rutiinikdytossa ja kliinisissa sovelluksissa. Talla
hetkelld terapeuttisia Kliinisia tutkimuksia tehd&dn pdadasiassa vain iPSC- tai ESC-soluille.
Taulukossa 1. on listattu iPSC- ja ESC-solujen viimeaikaisia kliinisia tutkimuksia ja niiden
tulokset. (Colter ja muut 2021)

Taulukko 1. iPSC- ja ESC-solujen viimeaikaisia Kliinisia tutkimuksia. Muokattu l&ahteesta (Colter
ja muut 2021)

Johdettu solutyyppi

Bioprosessien

ominaisuudet

Populaation

karakterisointistrategiat

Tulokset

/kokeen tila

hESC-peréinen
verkkokalvon pigmentti
epiteeli (allogeeninen)

hiiren hESC 2D-
viljelyssé,
erilaistamisstrategiaa
ei julkistettu, prosessin
aikaista seurantaa ei
julkistettu.

GMP:n noudattaminen.

Morfologia, solujen
lukuméara, pigmentaatio,
solujen toimintamaaritykset,
steriilisyystestaus,
mykoplasmatestaus,
endotoksiinianalyysi.

Vaihe | saatettu
paatokseen,
tuloksia
pidetdén
suotuisina

iPSC-soluista johdetut
mesenkymaaliset
kantasolut
(allogeeninen)

Cymerus-alusta (2D-
jarjestelma) sydttolaite,
vapaissa olosuhteissa,
prosessin seurantaa ei
ole kerrottu.

MRNA gPCR, vasta-
ainevarjays
virtaussytometria, vertaileva
genomihybridisaatio, yhden
nukleotidin
polymorfismianalyysi,
globaali
transkriptomianalyysi,

Vaihe | on saatu
paatokseen.
Lyhyen
aikavalin
turvallisuus
varmistettu.
Hairiotekijat
peittivét alleen

GMP-vaatimusten mukainen | mahdollisen

valmistus. tehokkuuden

Morfo!.c.).gllla, solujen Vaihe | saatu

.. lukumaarat, s
hESC hiiren A paatokseen,
sticlaitteell markkerivarjaykset, IVhvtaikai

hESC-peréiset sydan- ja syottg aittee a mikroskooppinen y ytal. ainen

staattinen 2D-viljely, turvallisuus

verisuonitautien
esiasteet (allogeeninen)

prosessin aikaista
seurantaa ei ole
kerrottu.

kuvantaminen, FACS
(hESC/sydanten esiasteiden
markkerit), HLA-fenotyypin
madritys, GMP:n
noudattaminen.

varmistettu,
oireiden lievasti
parantuneet
tulokset.




IPSC:sté peréisin olevat
verkkokalvon
pigmenttiepiteelilevyt
(autologiset)

2D iPSC-viljely,
kylvéaminen
kollageenin tyyppi | -
geeliin,
monokerroksen
muodostaminen,
prosessin aikainen

Morfologia, pigmentaatio,
RPE-markkereiden RT-
PCR, kasvutekijoiden
madritykset (ELISA),
mikrosirujen genomiikka,
DNA-metylaatiotestaus,
kopiolukuvariaatioanalyysi,

Tutkimus
keskeytettiin
kahden potilaan
jalkeen.
Todettiin
tehottomaksi ja
turvallisuuteen

(NPC) (allogeeniset)

prekliinisten ihmisen
ESC-johdannaisten
osalta.

seurantaa ei ole GMP-vaatimusten liittyvid
kerrottu. noudattaminen. huolenaiheita.
Ei julkaistu Ei julkaistu Koe on
ESC-perdiset astrosyytit paattynyt,
(allogeeniset) tuloksia ei ole
julkaistu
EB-neuraalinen Ei julkaistu
e erilaistumisstrategia,
ESC.sta_l peraisin olevat jota ei ole julkistettu o
neuraaliset esisolut Ei tiedossa

in vitro — tautimallin avulla suoritetuilla iPSC-solujen tutkimuksilla voidaan huomata kehitys ja

potentiaali solujen Kliinisessd kéaytossd. iPSC-solujen puutteet ja kriittiset vaiheet korostuvat

myds. Esimerkiksi tutkimuksissa on ollut valtavasti héiridtekijoitd ja mahdollisia hidasteita.

Tulokset ovat epdvarmoja tai laatu ei ole halutulla tasolla. (Colter ja muut 2021)

Kantasoluhoitojen ja -tuotteiden sadntely on todella tdrkedd, mutta siitd huolimatta monet

kantasoluklinikat tarjoavat huonosti tutkittuja hoitoja ilman selkedd ymmarrysta ja antavat

epérealistisia toiveita. Yhdysvalloissa ainoat saatelyviranomaisen hyvaksymaét kantasoluhoidot

ovat hematopoieettisia kantasoluja veri- ja immuunisairauksien ja tiettyjen syopien hoitoon.

Silman kantasoluihin perustuva hoito on hyvaksytty Euroopassa. Talla hoidolla voidaan parantaa

sarveiskalvon vaurioita. Muut kantasoluhoidot ovat vasta hyvin kokeellisia.(Nazim ja Ahmad

2023)




4 Kantasolujen viljely

Aikuisten neuraalisten kantasolujen viljely on tarkedd, kun halutaan tarkastella kantasolujen
ominaisuuksia, erilaistumispotentiaalia ja ymmartaa laajemmin solujen toimintaa. (Ahmed ja
muut 2021) Bioprosessitekniikka ja sen kaytdnndt ovat kehittyneet jo sen verran pitkélle, etta
voidaan tuottaa Kliinisesti toimivia pluripotentteja kantasoluja myds isompia maarid solu- ja
kudoslahdemateriaaliksi Kkliinisiin tutkimuksiin ja terveydenhuoltoon. Prosessit ovat edelleen
heterogeenisid, mutta kehitystd tapahtuu jatkuvasti. (Colter ja muut 2021) Kantasolujen
bioprosessoinnissa  voidaan  tuottaa  laajoja  automatisoituja  valmistusprosesseja
kantasolupohjaisille 18akkeille. T&mé&n mahdollistamiseksi ja laadun varmistamiseksi
bioreaktorijéarjestelmia pitad kehittd niin, etta niilla pystytadn hallitsemaan ja tarkastelemaan
jokaista solua erikseen. Bioreaktorit pitd4 suunnitella jaljittelem&&n in situ -kantasolujen
mikroymparistod, happipitoisuutta ja fysiologisia ominaisuuksia. (Cha ja muut 2019)

Erityisesti happi on tarkedssd osassa solujen aineenvaihdunnassa ja siksi yksi tarkeimmista
tekijoistd kantasolujen ympdristossa. Matala happipitoisuus viljelyn aikana vaikuttaa
linjaspesifiseen erilaistumiseen saételyn aikana. Jos ihmisen mesenkymaaliset kantasolut
kasvatetaan matalassa happipitoisuudessa (1-5 %), ne muodostavat suuremmalla
todennakoisyydelld soluryppéita. Matalassa happipitoisuudessa kasvaneet solut ilmentévat
enemman kantasolujen ominaisuuksia kuin normaalissa happipitoisuudessa (10-21 %) kasvaneet
solut. Mesenkymaalisten solujen uudistumiskyky sdilyttad erilaistumispotentiaalin hypoksisissa
olosuhteissa. Tallaisissa olosuhteissa ilmenevét erilaiset sytokiinit ovat myds suoraan yhteydessa
lisd&ntymis- ja erilaistumiskyvyn paranemiseen soluissa. Hapensaanti vaikuttaa myos alkion
kantasolujen erilaistumispotentiaaliin. Bioreaktoreissa pystytddn sadtelemaan happipitoisuutta
hyvinkin tarkasti myos eri mittakaavoissa. Modulaarisessa bioreaktorissa on pystytty luomaan
eristettyja happigradientteja, joissa ruston kehittyminen tehostuu. Rasvasolujen muodostaminen
vaatii reaktorissa 20 % happipitoisuuden. Naistd tuloksista pystytddn muodostamaan
matemaattisia mallinnuksia, joilla voidaan laajentaa bioprosessien suunnittelua ja toteutusta

kantasoluterapioiden tuotantoa varten. (Cha ja muut 2019)

Mekaaniset arsykkeet on otettava huomioon soluviljelyssd, koska ne vaikuttavat in vivo -
mikroymparistoon. Mekaaniset voimat séatelevat esimerkiksi luun, ruston, lihaksen ja sydan- ja
verisuonikudosten kudoskehitystd ja kudosmuodonmuutosta. Mekaaniset rasitukset voivat
vaikuttaa merkittdvasti solun ulkoisiin matriiseihin. Solun pinta saattaa muuttua, kuten myos
solun pinnan integriineja sitovat kohdat saattavat muuttua. Mekaaniset voimat voivat vaikuttaa
solujen erilaistumisreitteihin. Téat4 on sovellettu laajasti kudosten morfogeneesin ohjaamiseen

kantasoluista.(Cha ja muut 2019) Esimerkiksi myofibroblasteja kasvatettiin bioreaktorissa, jossa
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kaytettiin myos syklistd mekaanista venytystd, jonka ansiosta solut erilaistuivat sileiksi
lihassoluiksi. On kehitetty bioreaktori, jolla voidaan toteuttaa mekaanisissa olosuhteissa
kasvavien solujen ymparisto, esimerkiksi keinotekoisen ruston valmistamiseksi.(Hung ja muut
2004) Toinen kehittynyt bioreaktori mukailee nivelsidekudoksen fysikaalista mikroymparistoa
kasvuymparistdd, kuten dynaamista jannitysté ja vaantoa. Edell& mainitut bioreaktorit jaljittelevat
fysiologisia kuormitusymparistéja. Tamén ansiosta on saatu lisdd selvyyttd kantasolujen
kayttaytymisesta seka uusia tekniikoita toiminnallisen kudoksen muokkaamiseen. (Cha ja muut
2019)

Leikkausjannitystasot vaikuttavat verisuonten endoteeli- ja sileiden lihassolujen toiminnallisiin
ominaisuuksiin. Kun valmistetaan indusoituneista pluripotenteista kantasoluista peréisin olevia
endoteelisoluja, pitdd bioreaktorissa olla mahdollisuus simuloida verenvirtausta ja antaa
biomimeettistd leikkausstressid. Td&mén ansiosta virtausbioreaktorissa on kasvatettu ihmisen
indusoiduista pluripotenteista kantasoluista peraisin olevat endoteelisolut valtimon soluiksi vain
24 tunnissa. Tastd on myods kehitetty bioreaktori, jossa voidaan luoda verisuonikudoksen
mekaanista kuormitusta mallintava ymparist6, jolloin MSC-solut altistettiin leikkausjannitteelle
ja  sykliselle  venytykselle. MSC-solut erilaistuivat  enterokromaffiinisoluiksi  eli
ruoansulatuskanavan ja keuhkojen soluiksi. Virtauksen leikkausjannitys voidaan tuottaa myds
perfuusion avulla. Suora perfuusio on kantasoluille hyvaksi, koska solutiheys ja soluvaliaineen
(extracellular matrix, ECM) tuotto lisdantyy, mika edistdd ravinteiden ja hapen kuljettamista
kaikkiin solun osiin. Korkeilla leikkausjannitteilla on myds huonot puolet. Liian korkeana se voi
aiheuttaa pyorteitd, jotka vuorovaikuttavat solupinnan kanssa ja aiheuttavat vaurioita. Siksi
py6rimisnopeus on maéritettdva tarkasti, jotta hydrodynaamista leikkausjannitysta syntyisi

mahdollisimman vahan. (Cha ja muut 2019)

Bioreaktorissa pyritddn pitamaan jatkuva tuotanto ja sen prosessointi tasaisena. Jatkuva
prosessointi on myds tarkedd ja hyddyllistd bioprosessien ja tuotettujen kantasolujen
laadunvalvonnan, toistettavuuden, validoinnin ja turvallisuuden kannalta. Automatisointi on
helpompi  yhdistdd tuotantoon ja silloin voidaan vahentdd ihmisen toimenpiteita.
Onttokuituperfuusiobioreaktori (HFPB) mahdollistaa reaaliaikaisesti  viljelyparametrien
seurannan bioprosessin aikana. Sill4 voidaan tuottaa kliinisessd mittakaavassa ihmisen
luuytimesté peréisin olevia kantasoluja. Valituotteiden seuranta auttaa kasittelemaén erien valista

vaihtelua esimerkiksi ravinteiden tarvetta ja optimaalista kerdysajankohtaa. (Cha ja muut 2019)

PSC-soluja voi tasoviljelld, jolloin ne Kiinnittyvét pintasubstraatteihin ja kasvavat yhdessa
kerroksessa. Suspensiobioreaktoreissa PSC-solut kasvavat yhteen muodostaen pallomaisia

soluaggregaatteja. Soluaggregaatit ovat tarkeitd my6hempad erilaistumista varten. (Lee ja muut
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2020) Viljelyyn voidaan valita kiinted kantaja, johon solut Kiinnittyvét tai suspensoituvat.
Viljelypinta tai pinnan muuttuminen vaikuttaa merkittavasti solun rakenteellisiin ja morfologisiin
ominaisuuksiin. Se muuttaa solun geenien saatelyreitteja ja nain vaikuttaa fenotyyppiin. (Colter
ja muut 2021)

Kantasolujen bioprosessoinnissa on hallittava useita parametreja samaan aikaan, otettava
huomioon kliiniset perusvaatimukset kuten terapeuttinen teho, puhtaus, stabiilisuus, turvallisuus
ja laatuun. Yhtd skaalautuvaa bioreaktorijarjestelmad, joka pystyisi kontrolloituun
fysikaaliskemialliseen viljely-ymparistoon ja tehokkaaseen viljelyparametrien valvontaan, ei ole
vield kehitetty. (Cha ja muut 2019) Jos kantasoluja halutaan tulevaisuudessa valmistaa
luotettavasti ja varmasti suuremmalla tuotannolla potilaille on tehtdva useita optimoituja
operaatioita, tuotannon laadun varmistamiseksi. Laadunvarmistuksessa on otettava huomioon
valmistusprosessi, soluviljelyn siemennys, solumééran suurentamisvaihe, erilaistuminen, solujen
kerddminen, pesu, konsentrointi, tayttd ja loppukasittelyt. Erityisesti soluviljelyprosessit ovat

haastava pullonkaula, johon tulee kiinnittad huomiota. (Colter ja muut 2021)



5 Kantasolujen valmistuksen suurimmat haasteet

Talla hetkelld kantasolujen tuotannon suurimpia haasteita ovat laadunvarmistus, tuotannon
standardisointi, viljelyaikojen pituus, solujen ty6las karakterisointi ja kallis tuotanto. Naiden
haasteiden takia on tullut tarvetta nopeammille ja laadukkaimmille menetelmille kantasolujen
tuotannossa, solujen identiteetin ja toiminnan vahvistamiseksi  erityisesti iPSC-

valmistusprosesseissa ja niiden erivaiheissa. (Coronnello ja Francipane 2022)

Erityisesti solujen tasoviljelytekniikat ovat nykypaivana hyvin riittdméattomia. Niitd on kdytetty
pienissé tutkimuksissa ja joissain varhaisen vaiheen kliinisissé kokeissa. T&ta tuotantotapaa ei voi
kuitenkaan soveltaa isommassa mittakaavassa, myohaisimpiin Kkliinisiin tutkimuksiin tai
kaupalliseen valmistukseen. Kertakéyttoiset bioreaktorit ovat mahdollisesti toimiva ratkaisu
tdéh&n ongelmaan, mutta ne on optimoitava PSC:n tuotannon prosessivaatimuksille sopiviksi.
Taman takia allogeenisten soluterapiatuotteiden kaupallisen valmistuksen haasteita ovat
skaalautuva valmistusteknologia, jolla voidaan luotettavasti valmistaa myds PSC-kantasoluja,
jotta laatu ja saanto olisivat riittdvan korkealla tasolla. Bioreaktoreissa muodostuneiden
soluaggregaattien koolla on myds vaikutusta kantasolujen laatuun. Ravinteet, kasvu- ja
erilaitumistekijat eivat valttamatta siirry tasaisesti aggregaattien sisélle, jos solu aggregaatit ovat
liian isoja. Tama johtaa ei toivottuihin solukuolemiin. Vastaavasti liian pienet PSC aggregaatit
eivét laajene tai erilaistu yhtd tehokkaasti, jolloin saanto pienenee. Elinkelpoisimman PSC-
aggregaatin halkaisijan tulisi olla noin 300 um seitsemén pdivan kasvatuksella. Soluaggregaatin
yksilollinen optimaalinen koko riippuu useasta tekijastd, kuten laajentumis- tai
erilaistumisprosessin vaiheista. My6s solun ulkoiset tekijat vaikuttavat solujen kehittymiseen ja

laatuun. (Lee ja muut 2020)

iPSC-protokollien  suurimpia  haasteita ~ ovat erilaistumistehokkuus  sek&  niiden
uudelleenohjelmoinnin tehokkuus. iPSC-solujen tuotannon erilaistumisvaiheessa saattaa syntya
monia erilaisia fenotyyppeja ja silloin erilaistumistulokset vaihtelevat suuresti. iPSC-solujen
viljelyn alussa soluilla on epigeneettinen muisto kudoksesta, josta solu on eristetty ja/tai johdettu.
Taman takia solujen on mahdollista palata alkuperasoluikseen. Uudelleenohjelmoinnissa genomit
ovat hyvin epévakaita ja niissa tapahtuu pienid vaihteluita viljelyn edetessd. Ndm& muutokset
voivat vaikuttaa iPSC-solun vasteeseen erilaistumiselle, jolloin sen toiminnasta saattaa tulla
erilainen kuin on tavoite. Epékypsa sikiovaihe on hyvin lahelld iPSC-solujen tuotannon
lopputuotetta. Jos jokin tuotannossa ei onnistu, solutuotteen kontaminaatiojddnnokset, eli
erilaistumattomat iPSC-solut, voivat haitata merkittavasti iPSC-pohjaisten hoitojen tehokkuutta

seké aiheuttaa komplikaatioita hoitojen vastaanottajalle. (Coronnello ja Francipane 2022)
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Kantasolujen tunnistaminen ja eristiminen potilaasta tai luovuttajasta ei ole yksinkertaista.
Vaikka immunologinen hylkiminen ei ole kovinkaan yleistd, se saattaa myds vaikuttaa
kantasolusiirron onnistumiseen. Koska kantasolujen valmistus- ja siirtoprosessi on haastava ja
vaativa, on vaikea varmistaa tuotteen johdonmukaisuus ja karakterisoituminen turvalliseksi
tuotteeksi. Kantasolun farmakokineettista kéyttdytymistd on seurattava tarkasti prekliinisisséa
tutkimuksissa. Hylkimisreaktion muodostumiseen voi myds vaikuttaa tietdmattomyys kantasolun
tdydestd vaikutusmekanismista kaytettyyn sairauteen. Kantasolut erittavat kasvutekijoita
ympéristoonsé, joiden avulla ne voivat k&ynnistad erilaistumisensa. Aikuisten multipotenteilla
kantasoluilla ei ole yksil6llisia epitooppeja, jonka takia homogeenisten kantasolupopulaatioiden
eristdaminen on melkein mahdotonta. Solujen siirtyminen ympéroiviin kudoksiin esimerkiksi

aivoissa tai syddmessd on myos todella haastavaa. (Nazim ja Ahmad 2023)

Aikuisten kantasolut saattavat muuttua epigeneettisesti. Kantasolujen geneettinen epavakaus voi
johtaa kromosomipoikkeavuuksiin ja sen seurauksena sydpédkasvaimen syntyyn. Ennen
kantasolupohjaisen terapian aloittamista on tehtdva tuotteelle geneettinen analyysi. Esimerkiksi
sybpakantasolut voivat muodostaa kasvaimen tai edistdd olemassa olevan kasvaimen kasvua.
Mutageenisyys voi johtua myds viruksen genomin integroitumisesta iPSC-soluun, koska naita
soluja ohjelmoidaan muun muassa retro- ja lentivirustekniikoilla. Vakavissa sairauksissa
kantasoluhoidot saattavat olla kannattavia, mutta lievemmissa sairauksissa kantasoluhoidot

saattavat my0s pahentaa tilannetta. (Nazim ja Ahmad 2023)
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6 Kantasolupohjaisten tuotteiden laadunvalvontamenetelmat

Kantasolupohjaisia tuotteita valmistetaan kliinisiin ja teollisiin sovelluksiin ja siitd johtuen on iso
tarve Kkehittdd laadunvalvontaa valmistuksen standardoimiseksi. Laadulla on térked osa
regeneratiivisen ladketieteen sovellusten onnistumisessa ja siksi kantasolujen valmistuksen
valvontaa on tehostettava ex vivo -olosuhteissa huolellisesti. Tall& hetkell& laadunvalvonta
perustuu padasiassa yksittaisten soluviljelyasiantuntijoiden  suorittamaan visuaaliseen

analysointiin ja tarkastukseen. (Hirose ja muut 2021)

Kantasolujen spesifinen tunnistaminen viljelyssé on rajoittava tekija eri sovelluksille, koska viela
ei ole pystytty kehittdmdan luotettavia merkkiaineita solupinnalle. On kuitenkin vaihtoehtoisia
analyysimenetelmid, kuten kloonianalyysi keratinosyytti kantasoluille. T&mé& yksisoluinen
kloonianalyysimenetelm& on hyvin aikaa vievé ja kallis menetelm&. (Hirose ja muut 2021).
Solutuotteet pitaa erityisesti arvioida tuotannon eri vaiheissa ja se on edellytys turvalliselle ja
tehokkaalle autologiselle solujen korvaamiselle. Télla hetkelld arviointi tapahtuu koulutettujen
soluviljelyasiantuntijoiden harkinnalla. Asiantuntijat maarittavat esimerkiksi iPSC:n solun
sisdisten muutosten ja linjamarkkerien perusteella solujen laatua. Tdma on erittdin ty6lasta ja
yksipuolista tarkastelua, jossa saattaa aiheutua useita virheitd. Taman takia terapeuttisten
kantasolulinjojen laaduntarkastus ei saisi olla pelkéstdan manuaalisen laadunvalvonnan varassa.
Seulontaa tehddédn useassa tuotannon vaiheessa. Ensin uudelleenohjelmoinnin vaiheessa, jolloin
voidaan valita erityisesti somaattiset solut, jotka ovat tdysin iPSC-soluja. Seuraavaksi seulotaan
laajentumisvaiheessa, jolloin soluerésta voidaan seuloa pois kaikki epévakaat ja epdonnistuneet
solut. Viimeinen seulonta tapahtuu erilaistumisvaiheessa, jossa valitaan toiminnalliset ja valmiit
solut hoitoja varten. (Coronnello ja Francipane 2022) Solujen maksimaalinen liséantyminen,
fenotyypin merkkiaineet ja leikkausjnnityksen kaytté eivét ole tarpeeksi tarkkoja, jotta

solupopulaation laatu voitaisiin paatella naiden parametrien avulla. (Colter ja muut 2021)

Kuva-analyysin ja digitalisoitumisen my6td on kehitelty useita menetelmid solujen
kuvantamiseen ja luokitteluun. Laskennallisen kuva-analyysin tuottama data solukuvista on
todella moniulotteista, joten tekodlyd ja koneoppimisen algoritmeja on hyddynnetty yha
enemman erityisesti luokittelumenetelmissd. N&m& menetelmat pystyvat luomaan ennusteita
syotteiden perusteella ja suurista datajoukoista. Koneoppimisen algoritmeilla voidaan vaikuttaa

bioprosessien tehokkuuteen ja tuoton lisdédmiseen. (Coronnello ja Francipane 2022)

iPSC teknologian avulla pyritdan korjaamaan elimid. Tdman saavuttamiseksi solutuotteiden laatu
ja turvallisuus téytyy pystyd todentamaan. iPSC- solujen Kliinisessa kaytossa on useita

epévakauksia ja hidastuksia. Laatua ja turvallisuutta pitdisi pystya standardisoimaan eri
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protokollien mukaisesti ja toiminnan erilaistumisen kéaynnistamiseksi. Yksi suurimmista
tekijoistad edesauttamaan kantasolujen tuotannon standardisointia on tekoalyn hyddyntdminen
tuotannon  erivaiheissa. Erddssa tutkimuksessa, koneoppimismenetelmalld  seurattiin
mikroskooppikuvista iPSC-solujen erikoistumista. Kun tutkimuksen kuvantamisesta oli kulunut
3-5 péivad, kaikki iPSC-solut ja kudoksen muut solut merkittiin jalkikateen mikroskopiavideoon.
Soluissa tarkasteltiin solun yhtétoista erilaista morfologista ominaisuutta kuten tilavuutta, pinta-
alaa, pallomaisuutta, liikkumisnopeutta sek& tuman ja sytoplasman tilavuuden suhdetta. Namé
ominaisuudet voitiin mallintaa kuvantamisen eri ajankohtina. Lopulta ennustemallin
rakentamiseen kéytettiin kuutta parasta ominaisuutta ja aikaikkunaa. Téllaisen ennustemallin
rakentamiseen hyddynnetadn XGBoost-algoritmia. (Coronnello ja Francipane 2022)

Kantasolujen laadun tarkastusta voidaan tarkastella myds iPSC pesakkeiden avulla. Pesékkeiden
laatua voidaan seurata kontrollikuvilla, jonka jalkeen ominaisuuksien tarkastelu voidaan suorittaa
SIFT:Il& (Scaled Invariant Feature Transformation). Tassd kuvantamisessa hyddynnetdan
syéttosoluja. Solut jaetaan kolmeen luokkaan: hyva, kohtalainen ja huono, jotka nakyvat kuvassa
2. Tallaista menetelmé&a voidaan parantaa hyddyntdamalla ECOC (an error-correcting output code)
tekoalymenetelmad. Toinen mahdollinen tapa mallintaa pesakkeiden laatua on kayttaa kirkkaan
kentdn mikroskooppien kuvantamista ja CNN:ien (Convolutional neural network) yhdistelméaa.
CNN-mallin avulla voidaan etsia kaikki merkitsemattomaét iPSC-pesékkeet ja havaita niiden koko
ja reunat. Tastd voidaan piirtdd kasvukayrd, kun pesdkkeistd mitataan pinta-ala eri aikoina
uudelleenohjelmoinnin induktion jalkeen. Kaikki epinormaalisti kasvavat pesakkeet, kuten
ylikasvaneet tai vajaiksi jaéneet tdytyy méaarittad manuaalisesti. Normaaleista pesakkeista voidaan
HMM (Hidden Markov Model) -mallin avulla ennustaa oikea aikaikkuna, milloin on paras aika
kantasolujen kerddmiselle. Vektoripohjainen CNN luokittelee terveet ja epéterveet pesékkeet
ottaen huomioon tekstuurin ja morfologiset ominaisuudet. Tekstuuripiirteitd voidaan valita
tarkasteluun yli sataviisikymmentd kappaletta ja ne, maéritellddn kvantitatiivisesti
segmentoiduista solupesdkkeiden alueista koneoppimisen lukijoiden avulla. Tallaisella
lahestymistavalla saadaan luotettava luokittelutarkkuus, joka on noin 82,5-92,7%. Koneoppimista
voidaan hyddyntad myds esimerkiksi iPSC-solujen rakenneosien selvittdmisessa. iPSC-solujen

osat voidaan myos tunnistaa kolmiulotteisissa kudoksissa CNN-pohjaisella Cell Profiler 3.0 -
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ohjelmistolla, joka tukee koko tilavuuden ja 3D-kuvapinojen analyysid. (Coronnello ja

Francipane 2022)

Kuva 2: Esimerkki kuva iPSC-pesdkkeiden luokittelusta. Ensimmdinen rivin solut ovat huonoja,

toisen rivin kohtalaisia ja kolmannella rivilld ovat hyvid. (Joutsijoki ja muut 2016)

Koneoppimismenetelmét voivat tunnistamisen ja luokittelun lisdksi arvioida iPSC-perdisten
solujen erilaistumista ja toimintaa. CNN:t voidaan ohjelmoida ennustamaan laatua vain
morfologian perusteella, josta voidaan arvioida sisaltddkd esimerkiksi iPSC-alkuperéisid
endoteelisoluja. Ennusteet voidaan perustaa esimerkiksi pan-endoteelin merkkiaineeseen tai
immunofluoresenssivarjaykseen. iPSC-peréisten solujen laadun arvioimiseen kéytetddn myos
kirkaskenttdmikroskopiaa, jonka avulla solut voidaan luokitella normaaleiksi tai epanormaaleiksi.
Kirkaskenttamikroskopian ja koneoppimistekniikan yhdistamisell& voidaan havaita muun muassa
kantasolujen mahdollisia morfologisia muutoksia, kun ne altistetaan jollekin la&keyhdisteelle.

Koneoppimisenmenetelmdt toimivat hyvin solujen erikoitumisreittien ja vaurioiden analyyseissa.
Ei kuitenkaan ole vieldkaan 16ydetty yhté tiettyd toimivaa menetelméad, jolla voidaan varmistaa
kantasolujohdannaisten tuotteiden laatu. Laatu on suoraan Kkytkoksissd tehokkaaseen
erilaistumiseen, siksi viljelyvaiheessa on tehtava tarkkoja paatoksia esimerkiksi siitd, milloin on
oikea aika siirtad soluaggregaatti ja mika on paras solutiheys in vitro -olosuhteissa. On paadytty
kuitenkin siihen tulokseen, etta tekoély, joka soveltaa koneoppimista ongelmien ratkaisuun, voisi
olla paras tapa ldhestya néitd laatukysymyksia.
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7 Yhteenveto ja tulevaisuuden ndkymat

Kantasolujen tuotanto on kehittynyt vuosien varrella paljon, mutta se ei tarkoita sitéd, ettd
kantasolut olisivat jo kokonaan valmis terapeuttinen tuote tai hoitomuoto. Kantasolutuotteiden
rakenteen ja toiminnan ymmartdminen vie aikaa. Sellaisen kasvuympériston luominen
kantasoluille, jossa voidaan olla varmoja, etta kantasolujen laatu on homogeeninen lapi jokaisen
eran, on talla hetkella ldhes mahdotonta. Jokainen solu on yksilé ja ne vaativat yksildlliset

kasvuolosuhteet.

Kantasolutoiminta aiheuttaa, jonkun verran my0s vastustusta. Alkion kantasolujen kayttoon
liittyy esimerkiksi eettisié kysymyksid, jotka varjostavat niiden kéayttoa kliinisessa tutkimuksessa.
Onneksi iPSC-solujen tuotanto mahdollistaa alkionkantasolujen siirtdmisen pois kliinisesta
kaytosta. Eettisten kysymyksien lisaksi tdma kantasolujen merkitys ladketieteenkehitykselle on
osittain jopa vaarallista ja on johtanut jopa tieteellisiin huijauksiin. Laéketieteellinen
aikakauslehti Lancet, on joutunut vetdmaéan takaisin artikkeleitaan niiden puutteellisuuden takia.
(Nazim ja Ahmad 2023)

Ehk& kaikista huolestuttavinta kantasolujen valmistamisessa on sen laadunvarmistuksen
puutteellisuus ja epéluotettavuus. Jos kantasolujen laadun varmistus perustuu padasiassa vain
asiantuntijoiden suorittamaan visuaaliseen tarkastamiseen, on vaikea uskoa, ettd laadunvarmistus
voi olla milldan tavalla luotettavaa. Uskon, ettd ennen kuin toimivien kaupallisten suurten erien
kantasolutuotantoa kehitetddn pidemmalle, on ensin keskityttdvé kantasolujen laadunvalvonnan
kehittdmiseen. Tekodlyn avulla on pystytty tekemddn merkittdvia parannuksia menetelmien
nopeuteen, laatuun ja kustannuksiin. Nain ollen on mahdollista, ettd iPSC-solujen valmistus voi
siirtyd muutamien vuosien kuluessa kunnolla kaupalliseen vaiheeseen. Nykyaikaiset
tekodlymenetelmét, kuten koneoppiminen, voivat paitsi toimia apuna ihmisen toiminnalle, myos
jonain péivana tukea tai jopa korvata paatoksentekoa. Tarvitaan kuitenkin vielé paljon pohjatyota,

ennen kuin naitd menetelmia voidaan soveltaa kliiniseen kayttoon.
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