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Osteoblastit ovat mesenkymaalisista kantasoluista perdisin olevia luuta muodostavia
soluja. Luiden kasvun ja luun uudelleenmuodostumisen aikana ne vastaavat luukudoksen
muodostumisesta ja mineralisaatiosta. Ikdantyessd kantasolujen méard laskee ja niiden
erilaistumiskapasiteetti heikkenee, minkd seurauksena luun uusiutumiskyky alenee.
Talloin luumassa vihenee, eivitkd esimerkiksi murtumat parane yhta tehokkaasti.

Biomateriaalit ovat synteettisié tai biologista alkuperii olevia materiaaleja, joilla pyritdén
korjaamaan vaurioitunutta kudosta ja palauttamaan sen toiminta ennalleen.
Biomateriaaleja, kuten erilaisia metalleja, voidaan kiyttdd implanttien valmistamisessa,
kun tavoitteena on palauttaa kudoksen tai elimen normaali anatominen rakenne. Metallin
3D-tulostaminen on uusi menetelmd, joka mahdollistaa potilaskohtaisten implanttien
valmistamisen. Metalliseoksissa usein kdytetty nikkeli aiheuttaa kuitenkin ongelmia, silld
se on yleinen kosketusallergian aiheuttaja ja voi myds mahdollisesti aiheuttaa syopaa.

Tassd tutkimuksessa selvitettiin 3D-tulostetun nikkelivapaan metallin, PANACEAn,
vaikutusta osteoblasteihin. Tavoitteena oli arvioida sen mahdollista kayttoa
tulevaisuudessa  implanttimateriaalina.  Tutkimuksessa materiaaleina  kiytettiin
nikkelivapaata metallia (PANACEA) ja kontrollimateriaalina nikkelid sisdltdvai metallia
316 SS. Tutkimuksessa tarkasteltiin sitd, miten metallit vaikuttavat osteoblastien
viabiliteettiin ja erilaistumiseen. Tdméan selvittdmiseksi hiirestd eristetyn osteoblastisen
solulinjan soluja viljeltiin 3D-tulostettujen metallipalojen pédlld. Solujen viabiliteettia
mitattiin AlamarBlue reagenssilla ja metallien vaikutusta osteoblastien erilaistumiseen
tutkittiin varjddmélléd solut niiden erilaistumisesta kertovan alkalisen fosfataasin suhteen.

Tutkimuksessa havaittiin, ettd solujen kasvu metallien pdilld oli heikkoa, verrattuna
solujen kasvuun soluviljelymuovilla. Nikkelivapaan PANACEAn pailla solut kasvoivat
paremmin verrattuna metalliin 316 SS, mutta metallien vilinen ero oli pieni. Niin selkeiti
eroja ei nihty mitattaessa solujen erilaistumista. Havaittiin, ettd ne solut, jotka olivat
saaneet kasvaa ilman metalleja, erilaistuivat paremmin, mutta erilaistumista oli selkedsti
havaittavissa my0s metallien pdélla kasvaneilla soluilla.

Avainsanat: osteoblasti, biomateriaali, PANACEA, 3D-tulostus, viabiliteetti
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1 Johdanto

1.1 Luun rakenne ja toiminta

Aikuisen ithmisen luuranko muodostuu yli 200 luusta. Luusto voidaan jakaa aksiaaliseen
luurankoon ja appendikulaariseen luurankoon. Kallo, selkéranka, kylkiluut ja rintalasta
ovat osa aksiaalista luurankoa ja muut, esimerkiksi kidsivarren ja jalan luut, ovat osa
appendikulaarista luurankoa. (Parker, 2009.) Luut kiinnittyvit toisiinsa nivelilld tai
rustokudoksella, jotka mahdollistavat raajojen sujuvan liikkumisen. Luut voidaan
karkeasti jakaa pitkiin, lyhyisiin, litteisiin, epédsddnnollisiin ja janneluihin. (Khurana,
2009.) Pitkid luita kutsutaan myds putkiluiksi, silld ne muodostuvat pitkéstd putkesta,
jonka padssd on hohkaluusta muodostunut paksu pai. Putkiluita ovat esimerkiksi reisiluu
jasddriluu. (Parker, 2009.) Lyhyiti luita esiintyy esimerkiksi ranteessa ja niille tyypillistd
on niiden kuutiomainen muoto. Luun kuutiomainen muoto mahdollistaa ranteen notkean
ja tarkkaliikkeisen liikkumisen. Lyhyiden luiden alatyyppind pidetddn janneluita, jotka
ovat jinteen sisdlld olevia irtonaisia luita. Esimerkki jdnneluusta on polvilumpio.
(Khurana, 2009.) Littedt luut ovat nimensi mukaisesti litteitd, ja niilld on suuri pinta-ala
lihasten kiinnittymistd varten. Litteiden luiden tehtdvdnd on suojata elimistod.
Esimerkiksi kallon luut ovat laakeita ja litteitd, ja ne suojaavat aivoja. (Parker, 2009.)
Epésddnnolliset luut omaavat monimutkaisemman rakenteen. Epdsdannollisid luita ovat

esimerkiksi lapaluut. (Khurana, 2009.)

Luu muodostuu kahdesta eri luutyypisti, hohkaluusta ja tiivisluusta. Luusta noin 80 % on
titvisluuta ja 20 % hohkaluuta. Hohkaluun ja tiivisluun méérd riippuu luutyypista.
Titvisluu muodostaa luun uloimman kerroksen. Se on lujaa ja kestdvid, koska se on
rakenteeltaan tiheimpdd kuin hohkaluu, eikd sisdlld hohkaluulle tyypillisid onteloita.
Tiivisluun muodostavat rengasmaiset osteonit, jotka rakentuvat tiiviisti pakkautuneista
kerroksittaisista lamelleista (kuva 1). Osteonit muodostavat luun keskelle kanavan, jota
pitkin verisuonet ja hermot kulkevat. Kanavaa kutsutaan Haversin kanavaksi. Lamelleja
lavistavat Volkmannin kanavat, joiden kautta osteonit ovat yhteydessa toisiinsa. Tiivisluu
ympérdi hohkaluuta eli hohkaluu muodostaa solun sisdosan. Se on rakenteeltaan
huokoisempaa ja sen rakenteessa voidaan ndhdi onteloita, toisin kuin tiivisluussa. Tdma
tekee hohkaluusta heiverdisemman. (Khurana, 2009.) Rakenteeltaan molemmat luutyypit
rakentuvat samoista aineksista, mutta rakennusmateriaalien erilainen jirjestiytyminen

luussa tekee niistd erilaiset ominaisuuksiltaan. Tiivisluu on vahvempi ja kestdd



raskaampaa kuormitusta. Hohkaluu ei kestd voimakasta kuormitusta, mutta on
joustavampaa. Nama tekijét tekevét luusta hyvin monipuolisen kudoksen. (Lin & Kang,

2021.)
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Kuva 1. Luun rakenne. Luu on osteoblastien muodostamaa vahvaa tukikudosta, joka
muodostuu hohkaluusta ja tiivisluusta. Hohkaluu muodostaa pinta-alaltaan suurimman
osan luusta ja on rakenteeltaan pesusieniméinen. Tiivisluu muodostuu osteoneista, joiden
keskelld kulkevat Haversin kanavat. Haversin kanavien kautta verisuonet pystyvit
kuljettamaan sekd happea ettd ravinteita luustoon. Luussa poikittain kulkevat
Volkmannin kanavat mahdollistavat osteonien vélisen yhteyden. Osteonit muodostuvat
lamelleista sekd soluvéliaineesta ja sinne jdéneistd osteoblasteista, jotka ovat erilaistuneet
osteosyyteiksi. (Kuva tehty Servier medical art).

1.1.1 Luusolut

Luu muodostuu luukudoksesta ja luukudos erilaisista luusoluista seké soluvéliaineesta.
Luun korjaamiseen ja ylldpitoon osallistuvat nelja luusolutyyppid, joista jokaisella on
oma tehtdvinsd ja morfologinen muotonsa. Luusolut jaetaan osteoblasteihin,

osteoklasteihin, osteosyytteihin ja luun pintasoluihin. (Mizoguchi & Ono, 2021.)

Jotta luut pysyvit vahvoina ja sdilyttdvit mekaaniset ominaisuutensa, luiden tarvitsee
uusitua koko ajan. Luu uusiutuu jatkuvasti osteoblastien ja osteoklastien toimesta.
Osteoklastit hajottavat vanhaa luuta samalla kun osteoblastit rakentavat uutta luuta.
Biokemialliset ja mekaaniset tekijat sdatelevat luun hajotusta ja uudelleenmuodostumista.
Mikéli signaalinvilityksessd ilmenee ongelmia, luusolut eivdt pysty toimimaan
normaalisti. Tdma saattaa johtaa luun heikompaan uusiutumiseen, jolloin tuloksena voi
olla hauraampi luumassa ja sen aiheuttama luusairaus, kuten osteoporoosi. (Lin & Kang,

2021.)



Osteoblastit

Osteoblastit ovat mesenkymaalisista kantasoluista perdisin olevia luuta muodostavia
soluja. Osteoblastit vastaavat luun soluvidliaineen muodostamisesta ja sen
mineralisaatiosta. (Florencio-Silva ym., 2015.) Mesenkymaalisten kantasolujen
erilaistuminen osteoblasteiksi tapahtuu useiden vilivaiheiden kautta ja monien
sadtelytekijoiden sdidtelemdnd. Mesenkymaaliset kantasolut erilaistuvat pre-
osteoblasteista soluvéliainetta muodostaviksi osteoblasteiksi, joista erilaistuvat edelleen
vield osteosyyteiksi tai luun pintasoluiksi (kuva 2). Pre-osteoblastit ovat luusoluja, jotka
esiintyvét kantasolujen erilaistumisprosessin vélivaiheessa, kantasolujen erilaistuessa
kypsiksi luuta muodostaviksi osteoblasteiksi. (Florencio-Silva ym., 2015.) Osteoblastien
erilaistumiseen osallistuu vilttdméton transkriptiotekijda RUNX2 (Runt-related
transcription factor 2). Se sddtelee esimerkiksi RANK-ligandin (receptor activator of NF
kappa B ligand), tyypin 1 kollageenin ja alkalisen fosfataasin ekspressiota. RANK-
ligandi ohjaa luuta hajottavien osteoklastien erilaistumista, kun taas tyypin 1 kollageeni
jaalkalinen fosfataasi ovat osa osteoblastien tuottamaa soluvéliainetta. (Ponzetti & Rucci,
2021; Salhotra ym., 2020.) Alkalista fosfataasia voidaan pitdd osteoblasteiksi
erilaistuneiden kantasolujen merkkiaineena, silld alkalinen fosfataasi on osteoblastien
tuottama entsyymi, jota tarvitaan luun mineralisaatiossa. Tutkimuksessa alkalista
fosfataasia kéytetddn merkkiaineena tutkittaessa osteoblastien erilaistumista. (Salhotra

ym., 2020.)
Osteosyytit

Elinkaarensa lopussa pieni osa osteoblasteista erilaistuu osteosyyteiksi (Kuva 2).
Osteosyytit ovat pitkdikdisid soluja ja niitd kertyy luustoon sen kasvun ja
uudelleenmuodostumisen aikana. Osteosyyttien mddrd on moninkertainen verrattuna
osteoblastien midrddn. Kaiken kaikkiaan yli 90 % aikuisen ihmisen luusoluista on
osteosyyttejd.  Osteosyytit muodostuvat osteoblasteista, jotka ovat jddneet
soluviliaineeseen. (Florencio-Silva ym., 2015.) Ollessaan mineralisoituneessa
soluviliaineessa, osteosyytit jirjestdytyvit osaksi osteonia ja muodostavat verkoston,
jonka kautta ne ovat yhteydessi toisiinsa. Verkoston kautta ne pystyvét ohjaamaan myos

muiden luusolujen toimintaa. (Khurana, 2009.)



Osteoklastit

Osteoklastit eli luunsy6jésolut erilaistuvat hematopoieettisista kantasoluista ja niiden
padtehtdvind on hajottaa luun soluviliainetta (kuva 2) (Florencio-Silva ym., 2015).
Osteoklastien erilaistumista ohjaavat etenkin osteoblastien erittiméat M-CSF kasvutekija
(macrophage colony-stimulating factor) sekd RANK-ligandi (receptor activator of
nuclear factor-xB ligand). Kun RANK-ligandi sitoutuu RANK-reseptoriin, jota sekd
osteoklastien kantasolut, ettd kypsdt kantasolut ilmentdvit, johtaa se osteoklastien
kantasolujen fuusioitumiseen ja niiden erilaistumiseen kypsiksi osteoklasteiksi. Tdma
prosessi on riippuvainen myds M-CSF kasvutekijastd. (Florencio-Silva ym., 2015.)
Osteoblastit pystyvit estdmidin osteoklastien erilaistumisen, silldi ne tuottavat
osteoprotegeriinid (OPQG), joka on liukoinen ns. syoéttireseptori. Osteoprotegeriini voi
sitoutua RANK-ligandiin, ja siten estdd sen sitoutumisen RANK-reseptoriinsa, jolloin

osteoklastien erilaistuminen estyy. (Aubin & Bonnelye, 2000.)
Luun pintasolut

Osteoblastit voivat erilaistua luun pintasoluiksi, jotka ovat lepotilassa olevia luun soluja.
Pintasolut ovat muodoltaan litteitd ja muodostavat luun uloimman kerroksen, jossa ei
tapahdu luun hajoamista eikéd uudelleenkasvua. Koska luun pintasolut ovat inaktiivisessa
tilassa, niilldi on my0s vdhemméin organelleja ja sytoplasmaa kuin osteoblasteilla.
(Downey & Siegel, 2006.) Luun pintasolujen tehtdvdd luun rakenteessa ei kuitenkaan
vield tdysin tunneta ja niilld uskotaan olevan tirked merkitys luun metaboliassa siitd

huolimatta, etti ne ovat inaktiivisia luusoluja. (Florencio-Silva ym., 2015.)
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Kuva 2. Luusolut. Luu muodostuu luusoluista, joita ovat osteoblastit, osteoklastit ja
osteosyytit. Osteoblastit ovat mesenkymaalisista kantasoluista perdisin olevia luuta
muodostavia soluja. Osteoblastit voivat erilaistua luun pintasoluiksi tai osteosyyteiksi
jaddessddn soluviliaineeseen. Osteoklastit ovat hematopoieettisista kantasoluista
erilaistuneita luusoluja, joiden tehtdvdnd on hajottaa luuta. Osteoblastit pystyvit
sadtelemdin osteoklastien toimintaa esimerkiksi erilaisten kasvutekijoiden avulla. Tdten
osteoblastien viallinen toiminta voi vaikuttaa my0s osteoklastien erilaistumiseen ja olla
syyné luuston sairauksille. (Kuva tehty Biorender:illa. Muokattu kohteesta Alghazali ym.,
2015).

1.1.2 Luun soluviliaine

Luusolujen viliin jadvaa tilaa kutsutaan luun soluvéliaineeksi (engl. extracellular matrix,
ECM), jota on noin 90% koko luun painosta ja vain noin 10% muodostuu luusoluista ja
esimerkiksi verisuonista (Downey & Siegel, 2006). Luun soluvéliaine on osteoblastien
tuottamaa ja koostuu epdorgaanisista ja orgaanisista komponenteista. Luun
soluviliaineesta 60 % on epdorgaanista ainesta eli mineraalia ja loput 40 % orgaanista
ainesta, kuten kollageenia. (Fontcuberta-Rigo ym., 2023.) Soluvéliaineen epédorgaanisen
aineksen mineraaleista yleisin on hydroksiapatiitti (Caio(PO4)s(OH)2). Hydroksiapatiitti
on kalsiumfosfaattipohjainen mineraali, jota esiintyy luussa kiteisessé muodossa
kollageenisdikeiden seassa. Luuston orgaaninen osa koostuu ldhes kokonaan
kollageenista, joista tdrkein on tyypin I kollageeni. Tyypin I kollageeni on sidikeistd ja
mahdollistaa luulle hyvén vetolujuuden. Kollageenin lisdksi luun orgaaninen aines

siséltdd monia ei-kollageenisia proteiineja, kuten osteokalsiinia, osteopontiinia ja



osteonektiinia. Orgaanisen osan proteiinit vastaavat luun homeostasian ylldpidosta sekd
luun vahvasta rakenteesta. Hydroksiapatiitti, kollageeniset seké ei-kollageeniset proteiinit
yhdessd mahdollistavat luulle tyypillisen kestidvén ja jaykédn rakenteen. (Florencio-Silva

ym., 2015; Fontcuberta-Rigo ym., 2023.)
1.1.3 Luun muodostuminen

Aksiaalisen luuston ja appendikulaarisen raajojen luuston muodostumiseen on kaksi eri
tapaa, joista toinen on endokondraalinen eli vélillinen luun muodostuminen ja toinen
intramembraaninen eli valiton luun muodostuminen. Endokondraalisessa luun
muodostuksessa luu muodostuu rustoisen mallin kautta, kun taas intramembraanisessa
muodostuksessa luu  muodostuu suoraan alkiokautisesta sidekudoksesta eli

mesenkyymistd. (Galea ym., 2021; IThde ym., 2011.)

Erityisesti littedt luut, kuten kallon luut, muodostuvat intramembraanisesti ilman rustoista
mallia. Luun muodostuminen alkaa mesenkymaalisista kantasoluista erilaistuneiden
esiastesolujen kertymiselld paikkaan, johon uusi luu muodostuu. Esiastesolut erilaistuvat
suoraan luuta muodostaviksi osteoblasteiksi, jotka aloittavat aktiivisesti luukudoksen
muodostamisen monien eri sdételytekijéiden ohjaamana. (Galea ym., 2021; Thde ym.,

2011.)

Suurin osa luista, esimerkiksi raajojen pitkdt luut, muodostuvat endokondraalisen
luutumisen kautta, jossa muodostetaan ensin rustokudosta, joka mydhemmin korvataan
luukudoksella. Endokondraalinen luun muodostuminen voidaan jakaa viiteen eri
vaiheeseen. (Bernhard ym., 2022; Khurana, 2009). Ensimmadisessd vaiheessa
mesenkymaaliset kantasolut aloittavat erilaistumisen rustosoluiksi transkriptiotekijoiden,
kuten Pax-1 proteiinin sdételeménd. Seuraavassa vaiheessa mesenkymaaliset kantasolut
jatkavat erilaistumistaan kondrosyyteiksi eli rustosoluiksi. Kondrosyytit vastaavat ruston
rakenteen ylldpidosta ja toiminnasta. Kolmannessa vaiheessa kondrosyytit jakautuvat ja
samalla erittdvit soluviliainetta. Jakautumisen aikana ne muodostavat rustoisen mallin,
joka myohemmin korvataan varsinaisella luulla. Neljdnnessd vaiheessa kondrosyyttien
jakautuminen loppuu ja ne muuttuvat hypertrofisiksi. Samalla ruston viliaine kalsifioituu.
Hypertrofiset kondrosyytit syntetisoivat suuria maaria tarkeiti soluvéliaineen proteiineja
kuten tyypin X kollageenia ja fibronektiinid. Viimeisessd vaiheessa hypertrofiset

kondrosyytit kuolevat apoptoottisesti ja ne antavat tilaa mesenkymaalisille kantasoluille,



jotka erilaistuttuaan osteoblasteiksi aloittavat luun muodostamisen. (Bernhard ym., 2022;

Khurana, 2009.)
1.2 Ongelmat luun uusiutumisessa

Osteoblasteja erilaistuu jatkuvasti lisdd kantasoluista ja sen myo6td luun oma
uusiutumiskyky on hyvd. Kuitenkin ikddntyessd kantasolujen midrd ja
erilaistumiskapasiteetti heikkenevit, minkd seurauksena luun uusiutumiskyky alenee.
Vanhetessa luumassaa hividd, joka viistdmittd heikentdd luun vahvuutta. (Mullender
ym., 1996.) Naisilla luukato on nopeampaa kuin miehilld, koska vaihdevuosien jilkeen
osteoklastien aktiivisuus on voimakkaampaa kuin osteoblastien. Useat tutkimukset ovat
osoittaneet, ettd estrogeeni eli naishormoni estéé osteoblastien ja osteosyyttien apoptoosia
ja luun liiallista hajoamista. Vaihdevuosien aikana estrogeenitaso kuitenkin laskee,
jolloin osteoblastien ja osteosyyttien méérd vihenee apoptoosin myotd. Uutta luuta ei
ehditd muodostamaan yhtd nopeasti kuin vanhaa luuta hajoaa, mikd johtaa luiden
haurastumiseen. (Florencio-Silva ym., 2015.) Vanhenemisen liséksi luupuutokseen
vaikuttavia tekijoitd ovat useat sairaudet, kuten syopd, luutulehdus eli osteomyeliitti ja
luukato eli osteoporoosi. Osteoporoosi on tunnetuin luusairaus, jossa luun ulkokuori eli
titvisluu ohenee samalla kun hohkaluussa olevat vilit kasvavat entisestddn, jolloin luut
haurastuvat. Vauriot luussa voidaan korjata esimerkiksi luusiirteilld, jotka saattavat olla
vainajalta saatua luukudosta tai keinotekoista luusiirreainesta. Kudosteknologiassa
puolestaan kdytetddn ihmisen omia kantasoluja ja biomateriaaleja luunkaltaisen rakenteen

aikaansaamiseksi. (Gao ym., 2017; Lazner ym., 1999.)
1.3 Biomateriaalit

Erityisesti vanhemmat ihmiset ovat alttiita ortopedisille sairauksille ja murtumille.
Muutokset tydeldméssd ja elintavoissa ovat kuitenkin lisdnneet osteoporoosia myos
nuoremmilla ihmisilld. Lisdéntyvien sairauksien mydtd tarve luiden korjaamiseen ja
sairauksien hoitamiseen lisddntyy. Biomateriaalien avulla voidaan valmistaa luuta
korjaavia ortopedisid implantteja. (Meng ym., 2023.) Implantit, kuten levyt ja ruuvit,
valmistetaan usein biomateriaaleista. Biomateriaalit ovat synteettistd tai biologista
alkuperdd olevia materiaaleja, joita kdytetdén erityisesti hammasladketieteessd. (Gao ym.,
2017.) Biomateriaalien kéytolld pystytddn vélttdmiidn suurempien luusiirteiden
tekeminen. Niiden kéyton tarkoituksena on pyrkid palauttamaan vaurioituneen kudoksen

tai elimen toiminta ennalleen. Biomateriaalista valmistetut implantit voivat toimia



tukirakenteena, kudoksen korvaajana tai tehostaa uudelleen kasvavan luun toimintaa.
Biomateriaalille ja siitd valmistetulle implantille on vaatimuksia, jotta siti voidaan
kayttdd halutussa paikassa. Implantin muodon tulee vastata puutosalueen muotoa ja
kokoa ja sen tulee olla tarpeeksi vahva. Esimerkiksi lonkan tekonivelen tiytyy kestidi sen

paille asettuvan kehon paino. (Gao ym., 2017.)

Eniten kidytettyjd biomateriaaleja ovat metallit, mutta tietyissd puutoksissa kaytetddn
myds keraameja, muoveja tai biologista alkuperdd olevia materiaaleja riippuen siitd,
mihin kéyttotarkoitukseen ne tulevat. Metalleja kdytetddn usein korvaamaan suuria
puutoksia, koska ne ovat vahvoja ja kestivid. Pienissd puutoksissa epdorgaaniset keraamit
ovat paljon kéytettyja. Esimerkiksi keraameja ja bioaktiivista lasia kdytetdén pienten ja
kantamattomien luiden onteloiden tidyttimiseen, koska ne eivdt kestd kuormitusta.

Vaadittavat ominaisuudet liittyvét siis hyvin paljon kuormituksenkestoon. (Gao ym.,

2017.)

Titaani on yleisimmin kiytetty biomateriaali ortopedisissd implanteissa. Titaanilla on
hyvd korroosionkestdvyys, se on metallina hyvin kevyttd ja silldi on hyvit
mekaaniskemialliset ominaisuudet. Lisdksi titaani harvoin aiheuttaa allergisia reaktioita
elimistosséd. Titaani on kuitenkin kova ja jaiykkd metalli, mikd aiheuttaa ongelmia sitd
muotoiltaessa. Liséksi se on herkkd kulumaan. Kun titaania kdytetddn materiaalina
esimerkiksi tekonivelessd, siitd saattaa helposti irrota kulumisen ja implantin liikkkumisen
seurauksena metallihiukkasia elimistdon. Ruostumaton terds sen sijaan on materiaalina
vahvempaa eikd kulu niin helposti. (Huzum ym., 2021; Kaur & Singh, 2019.) Yksi
kdytetyimmistd ruostumattomista terdksistd implanteissa on 316 SS (stainless steel),
mika sisdltdd suurimmaksi osaksi kromia, nikkelid ja molybdeenid (Cr-Ni-Mo). 316 SS
on helposti késiteltdvd metalli ja se on hyvin korroosionkestdvd. (Sandmeyer Steel
Company, 2014.) Lisédksi silld on suhteellisen hyvd bioyhteensopivuus (Huzum ym.,
2021). 316 SS-metallia kdytetdén l4dketieteessd esimerkiksi ruuveissa, mutta lddketieteen
lisdksi myds muissa tarkoituksissa kuten koruissa ja kellojen valmistuksessa. (Yang &
Ren, 2010.) Verrattuna titaaniin, ruostumaton terds on myds hyvin halpa metalli.
Suurimmat ongelmat ruostumattomien terdsten kdytdssd on niiden jaykkyys ja kyky
vastustaa muodon muutosta. Tdma aiheuttaa ongelmia materiaalin tyOstdmisessd. Monien
ruostumattomien terdsten ongelmana on myds niistd vapautuvat metalli-ionit, kuten
nikkeli. (Huzum ym., 2021.) Nikkeli on hyvin yleinen kosketusallergian aiheuttaja ja
aitheuttaa mahdollisesti my0s syopdd. Téstd huolimatta, ruostumatonta terdsté haluttaisiin

kayttdd jatkossakin implanteissa, joten on luonnollista kehittdd lddketieteellisiin
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sovelluksiin perinteisten ruostumattomien terdsten, kuten 316 SS:n, tilalle nikkelittomid
terdksid. Yksi esimerkki nikkelivapaasta ruostumattomasta terdksestd on p558-
metalleihin kuuluva PANACEA (protection against nickel allergy, corrosion, erosion,
and abrasion). Se on hyvin korroosionkestdva ja silld on hyvét mekaaniset ominaisuudet.

(Genchi ym., 2020; Thomann & Uggowitzer, 2000.)
1.3.1 Biomateriaalien 3D-tulostaminen

Jo pitkéén eri teollisuuden aloilla on kéytetty 3D-tulostusta. Tulostamalla on mahdollista
tuottaa monia eri materiaaleja kuten muovia, metallia, keraameja sekd lasia. (Tappa &
Jammalamadaka, 2018.) Teollisuudessa tulostamista on kiytetty esimerkiksi pakkausten
valmistamiseen. 3D-tulostaminen on véhitellen tullut myos osaksi lddketiedettd ja
ladketeollisuutta. Léadketieteessd 3D-tulostamista voidaan kayttdd ortopedisten
implanttien valmistamiseen, jotka tdlld hetkelld valmistetaan koneistamalla
standardikokoisina. ~ Perinteisistd valmistusmenetelmistd puuttuvat monimutkaisten
mallien vaatima tarkkuus ja biolddketieteellisissd implanteissa ratkaisevat yksilolliset
ominaisuudet. 3D-tulostaminen mahdollistaisi pientenkin yksityiskohtien tekemisen
implanttiin, silld sen valmistustarkkuus ja muodon hallinta perustuu koneella piirrettyyn
kolmiulotteiseen muotoon. Jokaiselle luutyypille voitaisiin tehdd juuri sitd vastaava
kopio. Tdmd mahdollistaisi kullekin potilaalle rddtdloidyn implantin valmistamisen ja
samalla vdhentdisi niiden korjaamisen ja uusimisen tarvetta. (Tappa & Jammalamadaka,

2018.)

Ongelmana télld hetkelld implanteissa on niiden materiaali, joka on usein metallia.
Metalli on luuhun verrattuna jaykempaa eikd jousta kuten luu. Tdmén takia implantti
rasittaa ympérilld olevaa luukudosta. 3D-tulostaminen mahdollistaa huokoisemman
rakenteen muodostamisen. 3D-tulostimella pystytddn sddtdméén ortopedisen implantin
huokoisuutta niin, ettd se on haluttuun paikkaan tarpeeksi vahva, mutta samalla myds
tarpeeksi joustava. Huokoisesta materiaalista valmistettu implantti mahdollistaa
kudoksen paremman tarttuvuuden sithen. Implantin huokoinen rakenne mahdollistaa
my0s hermojen ja verisuonten uudelleenkasvun implanttiin. 3D-tulostettuja implantteja
voidaan jatkossa hyddyntdd monissa ortopedisissd toimenpiteissd, kuten heiverdisen

lonkan tai polven luun uusimisessa. (Meng ym., 2023; Wu ym., 2023.)

Sen liséksi, ettd 3D-tulostamalla saadaan jokaiselle potilaalle radtéldity implantti, 3D-

tulostetun implantin kdyttiminen on nopeampaa verrattuna koneistamalla valmistettuun



implanttiin. 3D-tulostamisessa implantin suunnitteleminen ja piirtdminen vie aikaa, mutta
koska se on suunniteltu oikean muotoiseksi ja kokoiseksi se voidaan leikkauksessa
asentaa suoraan paikoilleen. Koneistamalla valmistettua implanttia tulee jatkokasitelld
esimerkiksi hiomalla sitd, jotta se saadaan oikeanlaiseksi haluttuun paikkaan.
Tulostaminen on myds kustannustehokkaampi menetelméd implanttien valmistamiseen
kuin perinteinen valmistusmenetelmai. (Attaran, 2017; Attarilar ym., 2021.) Tulostaminen
el vaadi isoa laitteistoa ja lisdksi se koostuu hyvin yksinkertaisista osista. Tulostaminen
vaati tietokoneen ja sithen tarvittavan suunnitteluohjelman sekd tulostimen.
Mittatilaustyona tehtidva implantti piirretddn suunnitteluohjelmalla oikeaan geometriseen
muotoon hyvin suurella tarkkuudella, jonka jélkeen tulostin tulostaa sen kerros
kerrokselta haluttuun muotoon. Tulostimella on mahdollista tulostaa useita eri
materiaaleja ja lddketieteesséd tulostettava biomateriaali valitaan sen kiyttotarkoituksen

mukaan. (Meng ym., 2023.)

3D-tulostusmenetelmii on useita ja yksi yleisimmisti metallien tulostusmenetelmisti on
jauhepetisulatus (PBF-LB/M, Laser Powder Bed Fusion Process for Metals). Tulostin
kiyttdd mallina tietokoneella piirrettyd kuviota, jonka mukaan jauhelevitin levittda
sulatettavaa jauhetta laitteen alustalle. Tulostimen laserséteet tuottavat ldmpdenergiaa,
joka saa jauheen sulamaan. Jauhelevitin levittdd uuden kerroksen, jonka lasersiteet taas
sulattavat. Rakennelma rakennetaan kerros kerrokselta edelld kuvatulla menetelmélla.
Syklid jatketaan, kunnes rakennelma on saatu valmiiksi. (Nayak ym., 2024; Ul ym.,

2023.)
1.3.2 Biomateriaalien tutkiminen

Jotta biomateriaaleja pystyttdisiin  kdyttimdin lddketieteessa mahdollisimman
tehokkaasti, niiden kayttod on tutkittava lisdd. Biomateriaalien vililld on paljon eroja ja
niiden huolellinen ja kontrolloitu tutkiminen auttaa ymmartdméaén niiden ominaisuuksien
kayttaytymistd kayttokohteessaan. Biomateriaalien ominaisuudet kuten koostumus,
kemiallinen rakenne, liukoisuus tai pinnan ominaisuudet vaihtelevat paljon
biomateriaalien vililld (Omidi ym., 2017). Biomateriaaleja voidaan tutkia niin biologisin
menetelmin kuin fysikaalisilla ja kemiallisilla menetelmilld. Biologiset menetelmét
painottuvat biomateriaalien tutkintaan solujen kanssa, kun taas esimerkiksi fysikaaliset ja
kemialliset menetelmét kayttavit spektroskopiaa ja mikroskopiaa biomateriaalin ja sen
rakenteen tutkimiseen. Tutkimusmenetelmét valikoituvat usein sen mukaan, mitd

biomateriaalia halutaan tutkia ja mihin sitd ollaan kayttdmassd. (Omidi ym., 2017.)
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Biomateriaalien tutkimisen kannalta on tirkedi tietdd biomateriaalin tarkka rakenne.
Paljon kdytetty menetelma biomateriaalin rakenteen selvittimiseksi on rontgendiffraktio
(XRD, x-ray diffraction) (Sampath Kumar, 2013). Rontgendiffraktio on hyvin
monipuolinen menetelma4, silld sen avulla pystytddn selvittimaidn biomateriaalin, kuten
metallin tai polymeerin rakenne ja ominaisuuksia, jotka vaikuttavat merkittdvésti sen
bioyhteensopivuuteen. Menetelmén avulla saadaan selville esimerkiksi biomateriaalin
sisdltdmdt faasit, faasien kidekoot ja kiderakenne. Niiden tietojen avulla saadaan
ymmarrystd esimerkiksi biomateriaalin termisistd ja mekaanisista ominaisuuksista.
Toinen laajalti kdytetty menetelmd biomateriaalien rakenteen tutkimiseen on
infrapunaspektroskopia. Menetelméssd molekyylit vuorovaikuttavat infrapunavalon
kanssa, jonka jilkeen infrapunaspektrometri mittaa, kuinka paljon tutkittavan aineen

molekyylit absorboivat infrapunasiteilyd. (Sampath Kumar, 2013.)

Jotta biomateriaaleja pystytddn kdyttdmadn ortopedisissd implanteissa, tulee selvittdd
niiden bioyhteensopivuus. Bioyhteensopivuuden tutkimiseen on kéytossa seka in vitro -
menetelmid ettd in vivo -menetelmid. Tutkijat suosivat in vitro -menetelmii, koska ne
ovat yksinkertaisempia sekd halvempia kuin in vivo -menetelmét. Lisdksi in vivo -
menetelmiin liittyy usein eettisid kysymyksid koskien eldinten kdyttdd tutkimuksessa.

(Al-Zyoud ym., 2023.)

In vitro -tutkimuksissa kdytetddn usein viljeltyjd eldinsoluja. Solutyypin valinta riippuu
siitd, mitd biomateriaalia halutaan tutkia ja missd kudoksessa sitd halutaan kiyttaa.
Mikéli halutaan tutkia pehmytkudoksessa kdytettivdd biomateriaalia, on luonnollista
kayttdd kyseisen kudoksen yleisid soluja kuten fibroblasteja. (Camps & About, 2003.)
Fibroblastit ovat pehmytkudoksessa esiintyvid tukikudossoluja, jotka tuottavat
esimerkiksi sidekudoksen proteiineja kuten kollageenia. Mikdli halutaan tutkia luuta ja
sielld tarvittavaa biomateriaalia kéytetdédn useimmiten osteoblasteja. Biomateriaalien
tutkimisessa on mahdollista kdyttda eri solulinjoja, jotka voivat olla perdisin esimerkiksi
hiirestd tai ihmisestd. Kun biomateriaaleja tutkitaan erilaisten solulinjojen kanssa,
saadaan laajasti tietoa siitd, miten biomateriaalit vaikuttavat eri solutyyppeihin. Kun
tutkimuksessa kiytettdviat solut on valittu, voidaan in vitro -tutkimuksissa tutkia
biomateriaalien sytotoksisuutta tutkimalla esimerkiksi solujen morfologiaa eli solujen
ulkoista muotoa, rakennetta ja kokoa. Morfologiaa voidaan biomateriaalien 1dsni ollessa
kuvata pyyhkiisyelektronimikroskoopilla (SEM, Scanning Electron Microscope) tai

lapaisyelektronimikroskoopilla (TEM, Transmission Electron Microscope). Toinen tapa
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arvioida biomateriaalien sytotoksisuutta on tutkia solujen elinkykya ja jakautumiskykya,
esimerkiksi mittaamalla solujen DNA- tai proteiinipitoisuutta tai niiden metabolista

aktiivisuutta. (Camps & About, 2003.)

In vivo -tutkimuksissa on mahdollista tutkia materiaalien aiheuttamia patologisia
muutoksia. Materiaaleja voidaan asettaa eldimen sidekudokseen, lihakseen tai luuhun ja
sen jdlkeen seurata kuinka kudos reagoi materiaaliin. Materiaali voi aiheuttaa patologisia
muutoksia, joiden perusteella pystytddn havaitsemaan materiaalin olevan haitallinen
kudokselle. Toinen tapa tutkia bioyhteensopivuutta on altistaa iho jollekin
biomateriaalille injektoimalla se ihon alle ja seurata sen aiheuttamia ihoreaktioita kuten

ihon punoitusta tai turvotusta. (Huzum ym., 2021.)

Biomateriaalien tutkimiseen liittyy paljon rajoitteita, joita tulee tutkimusta
suunniteltaessa ottaa huomioon. Biomateriaaleille on asetettu tietyt laatuvaatimukset,
joita niiden kéyton ja tutkimuksen tulee noudattaa. Biomateriaalien tulee esimerkiksi olla
yhteensopivia kudoksen kanssa ja riskihyotysuhde maédriteltynd. Tarkka raportointi
implantteja valmistettaessa ja asennettaessa on vélttdmitontd, jotta vaaratilanteen
sattuessa implanttien jéljittiminen on nopeaa. (Huzum ym., 2021.) Laatuvaatimusten
lisdksi on olemassa eurooppalaisia yhdenmukaistettuja standardeja, jotka miirittelevit
tarkempia vaatimuksia. Ne esimerkiksi varmistavat, ettd lddketieteelliset
testausmenetelmit ovat turvallisia kayttédjilleen. Yksi keskeisimmistd on EN ISO 10993-
sarjan standardit. (Fimea., 2024.) ISO 10993-sarjan standardit méérittelevat menetelmat,
joita kiytetddn arvioitaessa lddketieteellisten laitteiden yhteensopivuutta ihmisen
kudosten ja kehon nesteiden kanssa (Fimea., 2024; Huzum ym., 2021). ISO 10993
standardien mukaan laitteen tulee olla myrkyton eikd se saa aiheuttaa mutaatioita tai olla

toksinen (Helmus ym., 2008).

1.4 Tutkimuksen tavoite

Tadmidn tutkimuksen tavoitteena oli selvittdd kuinka hiiren kallon luusta eristetyn
osteoblasti-solulinjan (MC3T3-E1) solut reagoivat, kun niitd viljelld&n metallin kanssa.
3D-tulostimella tuotettuja metallipaloja laitettiin soluviljelmiin yhdessé osteoblastien eli
luusolujen kanssa ja selvitettiin, sdilyvitko luusolut elinkelpoisina metallin ldsné ollessa,
jamiten metalli vaikuttaa solujen osteoblastiseen erilaistumiseen. Koska kyseisti metallia
haluttaisiin tulevaisuudessa kédyttdd ortopedisten implanttien 3D-tulostuksessa, oli

tiarkedd ensin selvittdd niiden bioyhteensopivuutta in vitro -soluviljelmid kéyttéen.
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2 Materiaalit ja menetelmiit

2.1 Materiaalien Kisittely

Tyossé tutkittiin 3D-tulostettujen metallipalojen vaikutusta osteoblastien viabiliteettiin.
Materiaaleina kaytettiin kahta metallia. Toinen metalleista oli jo paljon tutkimuksissa
kiytetty 316 SS (stainless steel) ja toinen uusi metalli PANACEA (protection against
nickel allergy, corrosion, erosion, and abrasion) (Kuva 3). 316 SS on nikkelid sisdltdva
metalli, jota kdytettiin kontrollimateriaalina. PANACEA on nikkelivapaa metalli ja
tyOssd haluttiinkin tutkia, kuinka solut reagoivat sen ldasni ollessa. Metallipalat olivat
epasymmetrisen nelion muotoisia ja kooltaan noin 2 mm korkeita ja 4 mm leveitd. Turun
yliopiston kone- ja materiaalitekniikan laitoksen apulaisprofessori Ashish Ganvir
tutkimusryhmineen 3D-tulosti metallipalat jauhepetisulatuksella (PBF-LB/M, Laser
Powder Bed Fusion Process for Metals) ja loppukisitteli ne sahaamalla, hiomalla ja
lopuksi kiillottamalla. Tarkempia tietoja tutkittavien materiaalien valmistuksesta voi
lukea julkaisusta Nayak ym., (2024). Ennen kéayttdd soluviljelmissd metallipalat
steriloitiin  180°C, neljdn tunnin ajan. Metallipalojen saatavuusongelmien vuoksi
metallipaloja jouduttiin uusiokdyttdméédn viabiliteettikokeissa. Kiyttokertojen vélissd
metallipaloja pyrittiin puhdistamaan harjaamalla niitd vanupuikolla ja liottamalla vedessi
ravistelijassa ja lopuksi viinassa. Puhdistuksen jélkeen metallipalat steriloitiin uudelleen

180°C, neljdn tunnin ajan.

PANACEA 316ss

Kuva 3. Tutkimuksessa kiytetyt 3D-tulostetut, sahatut ja kiillotetut metallipalat.
Tutkittava metalli oli p558-metalleihin kuuluva nikkelivapaa metalli PANACEA (a).
Vertailumateriaalina kiytettiin nikkelid siséltdvai metallia 316 SS (b).
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2.2 Osteoblastien kasvatus ja ylldpito

Tutkimuksessa kaytettiin hiiren kallon luusta eristettyjd osteoblastisen solulinjan
(MC3T3-El) soluja. Solut olivat séildttynd nestetyppeen, josta ne herédtettiin ja aloitettiin
kasvatus. Solut sulatettiin nopeasti ja siirrettiin limpiméén kasvatusmediumiin (Taulukko
1). Solut sentrifugoitiin 200 x g, 5 min ja resuspensoitiin 5 ml kasvatusmediumia.
Solutiheys viljelyn alussa oli 0,5 x 10° solua T75 kasvatuspullossa, jota pidettiin
soluviljelyinkubaattorissa (37°C, 5 % COy). Kasvatuksia ylldpidettiin vaihtamalla
kasvatusmedium, joka kolmas péivi ja jakamalla solut neljdn pdivin vélein uusiin T75
pulloihin, joissa solumairi oli 0,5 x 10°— 1 x 10°. Soluja jaettaessa solut irrotettiin 0,05 %
trypsiini-EDTA-liuoksella (Gibco). Ennen liuoksen lisdystd, vanha medium poistettiin ja
pullo pestiin fosfaattipuskuroidulla suolaliuoksella (PBS, Gibco). Pesuliuoksen tilalle
lisattiin - 3 ml trypsiini-EDTA  liuosta. Soluja inkuboitiin kolme minuuttia
huoneenldmmossé vililld ravistellen, kunnes solut olivat irronneet. Irrotuksen jilkeen
kasvatuspulloon lisdttiin 4 ml kasvatusmediumia. Solususpensio kerédttiin pullosta
sentrifugiputkiin ja sentrifugoitiin (200 x g, 5 min), jonka jélkeen supernatantti kaadettiin
pois ja pelletti resuspensoitiin 4 ml kasvatusmediumia. Pieni médird solususpensiota
laimennettiin 0,4 % trypan-blue vériin 1:1 (Bio-Rad), jonka jédlkeen solususpension
solutiheys laskettiin kdyttdmalla Biirker-Tiirk- laskukammiota. Solut laitettiin uudelleen

kasvuun kuten on kuvattu ylempéna.

Taulukko 1. MC3T3-E1 solujen kasvatusmediumin ainesosat.

CAT-
Reagenssi Osuus Valmistaja
numero

Mem alpha (1x) 89 % ThermoFisher Scientific, Gibco™  41061-029
Naudan sikion ] o )
. 10 % ThermoFisher Scientific, Gibco™ 10270106
seerumi (FBS)

Penisilliini- ] o )
o 1% ThermoFisher Scientific, Gibco™ 15140—122
streptomysiini
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2.3 Solujen viabiliteettimittaus
2.3.1 Standardisuoran tekeminen solutiheyden mééritysta varten

Solujen viabiliteetin mittaamiseen kéytettiin AlamarBlue reagenssia. AlamarBlue
reagenssi siséltdd soluille vaarattoman natriumsuolan resatsuriinin. Resatsuriinin toiminta
perustuu solujen mitokondrioiden elektroninsiirtoketjuun, jossa resatsuriini toimii
elektroninvastaanottajana. Elinkelpoisten solujen hapettaessa resatsuriinia syntyy
voimakkaasti fluoresoiva yhdiste resorufiini. Mitd enemmin eldvid soluja on, sitd
voimakkaampi on fluoresenssi ja AlamarBlue reagenssin sininen véri muuttuu

vaaleanpunaiseksi. (Munshi ym., 2014; O’Brien ym., 2000)

Koe aloitettiin tekemilld solujen kasvatus standardisuoran maédrittdmistd varten 24-
kuoppalevylle. Solujen kasvatustiheys standardisuoralla oli 0—125 000 solua/kaivo/1 ml.
Jokaisesta  solutiheydestd  tehtiin ~ kolme  toistoa. Soluja  inkuboitiin
soluviljelyinkubaattorissa 37°C, 5 % CO> kolme tuntia, jonka jilkeen soluille vaihdettiin
uusi kasvatusmedium (1 ml/kaivo), johon AlamarBlue reagenssi oli sekoitettu suhteessa
1:10. Puolentoista ja kolmen tunnin jdlkeen jokaisesta kaivosta kerdttiin kolme
rinnakkaista ndytettd 96-kuoppalevylle ja mitattiin fluoresenssi (eksitaatio/emissio
aallonpituuksilla 560/590 ja 570/585) Ensight levylukijalla (PerkinElmer) (kuva 4). Koe
toistettiin kayttdmalla 24-kuoppalevyn sijasta 48-kuoppalevya.

Kuva 4. Osteoblastien kasvatus standardisuoran méirittimisti varten kolmen
tunnin jéilkeen. Solut kasvatettiin 24-kuoppalevylle. Puolentoista ja kolmen tunnin
inkuboinnin jélkeen lisdttiin AlamarBlue reagenssi. Soluja inkuboitiin toiset kolme tuntia
AlamarBlue reagenssin ldsni ollessa (a), jonka jélkeen jokaisesta kaivosta keréttiin kolme
rinnakkaista naytettd 96-kuoppalevylle, josta mitattiin fluoresenssi (b).
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2.3.2  Solujen viabiliteetti PANACEAnN ja 316 SS:n ldsné ollessa

Standardisuoran méérittdmisen jdlkeen aloitettiin solukasvatus solujen viabiliteetin
mittausta varten. 24-kuoppalevyn kaivoihin lisdttiin steriloidut metallipalat 316 SS sekéa
PANACEA varovasti (40 mm?) pinseteilld. Kontrollindytteisiin istutettiin soluja ilman
metalleja. Koeasetelmassa oli neljd rinnakkaista ndytettd sekd PANACEA:lle ettd
kontrollille, kun taas metallien saatavuuspulan vuoksi 316 SS-metallipaloja oli vain kaksi
rinnakkaista niytettd. Joka kaivoon liséttiin 10 000 solua 10 pl pisarassa
kasvatusmediumia.  Kaivoissa, joissa olivat metallipalat, pisara lisdttiin suoraan
metallipalan paille. Soluja inkuboitiin inkubaattorissa 37°C, 5 % CO kaksi tuntia, minka
jélkeen kaivoihin liséttiin 1 ml solujen kasvatusmediumia. Inkubointia jatkettiin vield
17h 45 min. Sen jilkeen kaivoihin liséttiin AlamarBlue reagenssi. AlamarBlue
sekoitettiin ensin solujen kasvatusmediumiin 1:10, minkd jdlkeen vanha medium
poistettiin ja tilalle lisdttiin AlamarBlue-medium liuosta 1 ml/kaivo. Puolentoista tunnin
inkuboinnin jdlkeen kaivoista kerittiin kolmena rinnakkaisena ensimmadiset niytteet 96-
kuoppalevylle. Inkubointia jatkettiin ja toiset ndytteet keréttiin kolmen tunnin kuluttua
AlamarBlue lisdyksestd. Néytteiden fluoresenssin intensiteetti (eksitaatio/emissio
560/590 ja 570/585) mitattiin Ensight-levylukijalla (PerkinElmer) (kuva 5). Lopuksi
kaivoihin jéljelle jadnyt AlamarBlueta sisdltdva kasvatusmedium poistettiin ja kaivoihin
liséttiin uusi kasvatusmedium. Viabiliteettimittaus tehtiin pdivind 1, 3, 5, 7 ja 10 viljelmén

aloituksesta.

Kuva 5. Osteoblastien viabiliteettimittaus AlamarBlue reagenssilla. Soluja
kasvatettiin ilman metalleja ja metallien kanssa (a). Pdivind 1, 3, 5, 7 ja 10 kaivoihin
lisdttiin AlamarBlue reagenssia siséltivdd mediumia ja levyé inkuboitiin kolme tuntia (b).
Kolmen tunnin jélkeen jokaisesta kaivosta keréttiin kolme néytettd 96-kuoppalevylle ja
mitattiin fluoresenssi (c).
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2.4 Osteoblastien erilaistumisen tutkiminen

2.4.1 MC3T3-El solujen erilaistaminen osteoblasteiksi

MC3T3-El solujen osteoblastista erilaistamista varten soluja kasvatettiin 24-
kuoppalevylle tiheydessid 3800 solua/cm?. Levyji tehtiin kaksi kahta eri aikapistetti
varten. Soluja kasvatettiin normaalissa kasvatusmediumissa kaksi pdivda, minka jdlkeen
kolmeen néytteistd vaihdettiin osteoblastien erilaistumista edistivd OB-medium
(taulukko 2) ja kolmelle ndytteistd vaihdettiin uusi solujen normaali kasvatusmedium
(Taulukko 1). Solujen mediumit vaihdettiin joka kolmas pdivd. Soluja kasvatettiin
seitsemdn ja kymmenen péivin ajan, minka jélkeen soluista mitattiin alkalisen fosfataasin

aktiivisuus.

Osteoblastien erilaistamiskasvatukset toistettiin kasvattamalla soluja seitsemin pdivin
lisdksi my6s neljantoista pédivin ajan. Tédssd kokeessa solujen normaalin
kasvatusmediumin ja OB-mediumin liséksi kolmeen nédytteistd vaihdettiin OB-medium,
johon oli lisdttynd deksametasoni (OB+D -medium, taulukko 3), joka on
glukokortikoideihin kuuluva orgaaninen yhdiste (Bella ym., 2021). Deksametasonin oli
tarkoituksena lisdtd solujen alkalisen fosfataasin (ALP) aktiivisuutta seka
kollageenisynteesid, jota voidaan pitdd merkkind osteoblastien erilaistumisesta. Uusia
kasvatuksia tehtiin nelja 24-kuoppalevyd, joista kahdessa solut virjdttiin alkalisen
fosfataasin suhteen ja kahdesta mitattiin solujen ilmentdmén alkalisen fosfataasin

aktiivisuus

Taulukko 2. OB-mediumin ainesosat. OB-medium oli solujen normaalia
kasvatusmediumia (taulukko 1), johon oli lisétty B-glyserofosfaatti ja askorbiinihappo.

Reagenssi Osuus Valmistaja CAT-numero
Askorbiinihappo 70 pg/ml Merck Sigma-Aldrich A8960-5G
B-glyserofosfaatti 10 nM Fluka, Biochemica 50020

Taulukko 3. OB+D -mediumin ainesosat. OB+D -medium oli OB-mediumia
(taulukko 2), johon oli lisdtty deksametasoni.

Reagenssi Osuus Valmistaja CAT-numero
Askorbiinihappo 70 pg/ml Merck Sigma-Aldrich A8960-5G
B-glyserofosfaatti 10 nM Fluka, Biochemica 50020
Deksametasoni 108 M Sigma-Aldrich D4902
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2.4.2 Alkalisen fosfataasin (ALP) aktiivisuuden mittaus

ALP on luukudoksen osteoblastien tuottama entsyymi, joka eméksisissd olosuhteissa
hydrolysoi fosforihapon monoestereitd. ALP:n aktiivisuutta pystytddn mittaamaan
spektrofotometrisesti mittaamalla absorbanssi lysaateista. (Hagar ym., 2020)
Absorbanssin muutos johtuu menetelméssi kaytettdvésti para-nitrofenyylifosfaatista (p-
NPP), joka reagoi muodostaen paranitrofenolia (p-NP), jonka mé&ird on suoraan
verrannollinen ALP-aktiivisuuteen (Wang ym., 2009). Kun ALP-aktiivisuuden arvot
suhteutetaan viljelmén proteiinipitoisuuteen, pystytddn analysoimaan, kuinka suuri osa

soluista on erilaistunut pre-osteoblasteista osteoblasteiksi. (Hagar ym., 2020)

Solujen kasvatuksen ja osteoblasteiksi erilaistamisen jilkeen solut hajotettiin lysaateiksi.
Soluviljelykuoppalevyn kaivot pestiin ensin PBS:114 (Gibco), minka jédlkeen kaivoihin
liséttiin hajotuspuskuri (50 mM Tris-HCI, 0,1 % Triton x-100, 0,9 % NaCl, pH 7,6).
Puskurin lisdyksen jilkeen levy pakastettiin ja sulatettiin kolmesti, jotta solut saatiin
kunnolla hajotettua, minké jilkeen solulysaatit keréttiin kaivoista eppendorf-putkiin.
ALP-aktiivisuuden maédritys aloitettiin sekoittamalla para-nitrofenyylifosfaatti (0,1 M,
Sigma-Aldrich) sekd puskuriliuvos (0,1 M TRIS, 1 mM MgCl, pH 10) keskenédén. 96-
kuoppalevylle liséttiin ensin solulysaatit (10 pl/kaivo) ja sen jdlkeen para-
nitrofenyylifosfaatti -puskuriliuos (100 pl/kaivo). Levyd inkuboitiin 30 min, valolta
suojattuna, kunnes reaktio pysdytettiin lisddmailld kaivoihin natriumhydroksidi (VWR
Chemicals). Absorbanssi mitattiin Ensight-levylukijalla (Perkin Elmer) aallonpituudella
405 nm.

2.4.3 Bradfordi-proteiinimééritys

Bradfordi-testilla mitattiin solulysaattien proteiinipitoisuus. Bradfordi-
proteiinimédritystd varten valmistettiin naudan seerumista eristetystd albumiinista (BSA,
Thermo Fisher Scientific) néytteet standardisuoraa varten. BSA-standardit valmistettiin
ultrapuhtaaseen veteen pitoisuuksilla 0,05 mg/ml, 0,1 mg/ml, 0,25 mg/ml, 0,5 mg/ml,
1,0 mg/ml, 1,5 mg/ml ja 2 mg/ml. 96-kuoppalevylle lisittiin BSA-standardit,
10 pl/kaivo, seka alkalisen fosfataasikokeen yhteydessa kerétyt solulysaatit, 10 pl/kaivo.
Kaivot tdytettiin ultrapuhtaaseen veteen laimennetulla Bradfordi-reagenssilla,
200 pl/kaivo (BIO-RAD). Levyi inkuboitiin 15 minuuttia, minkd jélkeen absorbanssi
mitattiin Ensight-levylukijalla (PerkinElmer) aallonpituudella 595 nm. Bradfordi-
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proteiinimédritys toistettiin laimentamalla solulysaatit ultapuhtaaseen veteen 1:1.
Standardisuoraa kéytettiin niytteiden proteiinikonsentraatioiden laskemiseen. ALP-arvot
suhteutettiin ~ saatuithin  proteiinikonsentraatioihin,  jolloin  tulokseksi  saatiin

absorbanssiyksikko proteiinipitoisuutta kohden (mg/ml).
2.4.4 Solujen vérjdys alkalisen fosfataasin (ALP) suhteen

ALP-virjayksessi tapahtuu ALP-entsyymin katalysoima reaktio, jossa vériaine sitoutuu
entsyymiin ja saa solut vérjdytymain vaaleanpunaiseksi. Vari on sitd vahvempi, mita

enemman solut ilmentidvéat ALP-aktiivisuutta. (Hagar ym., 2020)

24-kuoppalevyn kasvatuksen solut kiinnitettiin kaivoon 4 % paraformaldehydilld (PFA,
ChemCruz). Ensin poistettiin kaivoista solujen kasvatusmedium ja lisdttiin PFA,
300 pl/kaivo, minkd jéilkeen levyd inkuboitiin 15 minuuttia huoneenldmmossa.
Inkuboinnin jélkeen PFA poistettiin ja levy pestiin kaksi kertaa PBS:11d. ALP-virjays
tehtiin kdyttdmadlla Sigma Diagnostics 86-R Kkittid (Sigma-Aldrich). Virjdys tehtiin
valmistajan ohjeen mukaisesti. Virjiyksen jalkeen levy kuvattiin skannerilla (HP Scanjet

G4010).
2.4.5 Von Kossa virjdys

Virjdyksessi kaivoihin lisdttiin 2 % hopeanitraattia, 200 pl /kaivo, minké jdlkeen soluja
inkuboitiin tunnin ajan 60 W hehkulampun alla. Kaivot pestiin kolmesti vedelld, minka
jélkeen kaivoihin lisdttiin 2,5 % natriumtiosulfaatti, 200 pl /kaivo. Soluja inkuboitiin viisi
minuuttia huoneenlammdassa. Inkuboinnin jilkeen kaivot pestiin ultrapuhtaalla vedelld ja
ilmakuivattiin. Kun kaivot olivat kuivuneet, levy kuvattiin skannerilla (HP Scanjet

G4010).
2.4.6 Metallien vaikutus osteoblastien erilaistumiseen

Tyé aloitettiin kasvattamalla soluja 24-kuoppalevylle 3800 solua/cm? 1,5 ml:ssi
kasvatusmediumia. Kaivoihin lisdttiin  ensin  metallit varovasti pinseteill.
Koeasetelmassa oli kolme rinnakkaista néytetti PANACEA:lle, 316 SS:lle ja kontrollille.
Kontrollina olivat solut ilman metalleja. Soluja inkuboitiin 37°C, 5 CO,. Kahden pdivin
kuluttua mediumit vaihdettiin. Ilman metalleja tehdyssa kokeessa ei havaittu merkittavid
eroja OB-mediumin ja OB+D -mediumin vilill4, joten tdhdn kokeeseen materiaalien
kanssa valittiin kdytettdviksi OB+D -medium. Solujen kasvatusmedium poistettiin ja

tilalle lisdtiin 1,5 ml OB+D -mediumia (taulukko 2). Puolet mediumin tilavuudesta
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vaihdettiin joka kolmas pdivd. Metallien saatavuuspulan vuoksi levyille tehtiin vain
alkalisen fosfataasin virjdys. Aikapisteet seitsemén ja neljétoista oli koettu toimiviksi
kokeessa ilman metalleja, joten ne tulivat valituksi my0s tdhén kokeeseen aikapisteiksi.
Tassd kokeessa solut liséttiin  metallipalan ympdérille, toisin kuin solujen

viabiliteettimittauksessa. Virjétyt levyt skannattiin kohdan 2.4.4 mukaan.

Skannatut kuvat analysoitiin Image] (v1.52p) kuvan analysointiohjelmalla. Kuvat
muutettiin mustavalkoisiksi ja jokaisesta kaivosta rajattiin samankokoinen pinta-ala
analyysid varten. Ohjelmalla mitattiin  jokaisesta néytteestd keskimédrdinen
harmaasdvyjen arvo (mean gray value), jonka ohjelma laskee kunkin nédytteen
harmaasévyjen keskiméardisestd kirkkaudesta ja intensiteetistd. Ryhmien vilisid arvoja

verrattiin toisiinsa.

2.5 Tulosten tilastollinen tarkastelu

Tulosten kuvaajat ja tilastollinen analyysi tehtiin kéyttien GraphPad Prism -ohjelmaa
(GraphPad Software version 10). Aineiston normaalijakautuneisuus testattiin Shapiro-
Wilk  -testilld. Normaalisti jakautuneiden ryhmien keskiarvoja analysoitiin
yksisuuntaisella ANOV A -analyysilld. Ryhmien véliseen parivertailuun kéytettiin Tukeyn
testid. Tilastollisen analyysin merkitsevyystasoksi valittiin P-arvo < 0,05. Kuvaajissa
tilastolliset merkitsevyydet on merkattu tédhdilla, P < 0,05 (*), P < 0,01 (**), P < 0,001

(***), ns (non significant, ei tilastollisesti merkitsevéd eroa).
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3 Tulokset

3.1 Solujen viabiliteetti

Solujen viabiliteettia mittavaa koetta varten valmistettiin ensin MC3T3-El-soluista
standardisuora, jonka avulla saatiin laskettua varsinaisen kokeen soluméaérét eri niytteissé
(kuva 6). Standardisuora tehtiin ilman metalleja, kiyttden ainoastaan eri solupitoisuuksia.
Kasvatus tehtiin sekd 24-kuoppalevylle, ettd 48-kuoppalevylle, mutta jatkossa kdytettiin
24-kuoppalevyn tuloksista saatua standardisuoraa, silld 48-kuoppalevyltd saadut tulokset

saturoituivat, eiké tuloksia voitu pitéé luotettavina.

AlamarBlue reagenssin valmistajan menetelmé antoi kaksi vaihtoehtoista aallonpituutta
ndytteiden fluoresenssin mittausta varten, joten niytteiden fluoresenssi mitattiin
aallonpituuksilla 560/590 nm ja 570/585 nm. Kun eksitaatio/emissio oli 570/585 nm,
olivat saadut fluoresenssiarvot reilusti korkeampia kuin mitattaessa eksitaatio/emissio
aallonpituuksilla 560/590. Koetta jatkettiin kiyttdmalld arvoja, jotka oli saatu mittaamalla

eksitaatio/emissio aallonpituuksilla 560/590.

MC3T3-El soluja inkuboitiin kolme tuntia AlamarBlue -reagenssin kanssa
standardisuoran mééritystd varten. Kolmen tunnin inkuboinnin jilkeen ei kuitenkaan
ndhty minkdanlaista vdrieroa ndytteissd, vaan kaikki ndytteet ndyttivét silmdmairaisesti
sinisiltd. Mitatut fluoresenssiarvot kertoivat kuitenkin erot. Fluoresenssiarvot kasvoivat
tasaisesti solumddrdn kasvaessa kuten oletettiin. Kuvasta 6 ndhdddn valmis
standardisuora, jossa fluoresenssiarvo kasvaa tasaisesti solumiirdn kasvaessa ja
muodostaa lineaarisen suoran. Titd standardisuoraa kiytettiin varsinaisen solujen

viabiliteettia mittaavan kokeen tulosten analysointiin.
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Kuva 6. Osteoblastien AlamarBlue viabiliteettimittausta varten tehty
standardisuora. Soluja kasvatettiin eri tiheyksilld 24-kuoppalevylld. Kaivoihin lisdttiin
AlamarBlue reagenssi, jonka aikaansaamaa fluoresenssin muutosta mitattiin
aallonpituudella 560/590 nm. Viivadiagrammi kuvaa fluoresenssin muutosta solumééran
kasvaessa. Standardisuoran yhtdlon avulla, y= 14,998x + 23342, laskettiin soluméaéarat
kussakin néytteessd solujen viabiliteettimittauksessa.

Standardisuorakasvatuksen jdlkeen aloitettiin koe PANACEA-metallin ja 316 SS-
metallin kanssa. Koe toistettiin viisi kertaa, jotta vertailtavia tuloksia saataisiin
mahdollisimman paljon ja tulokset olisivat mahdollisimman luotettavia. Kokeessa solut
lisattiin suoraan metallipalan péélle, joten niiden kasvua ei pystytty seuraamaan
tavallisella valomikroskoopilla ensimmdiisten pdivien aikana, silli valo ei ldpdise
metallia. Ensimmaisessa ja toisessa kokeessa soluja ndhtiin kolmen pdivan jilkeen myds
metallipalan ympérilld (kuva 7). Metallipalan ympérilld solut jatkoivat jakaantumista ja
kasvoivat hyvin. Solut muodostivat ryppdité etenkin kaivojen reunoille. Tilanne tulkittiin
siten, ettd solut olivat kasvaneet metallipalan péélld, mutta tila oli kdynyt ahtaaksi ja osa

soluista oli pudonnut metallipalan pailta ja jatkanut kasvua soluviljelymuovilla.
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Kuva 7. Piivini viisi havaittuja soluja PANACEA-metallipalan ja 316 SS-
metallipalan ympiérilli. PANACEA-metallipalan péaltd oli tippunut soluja metallipalan
ympdrille, ja ne olivat ldhteneet jakautumaan hyvin. Soluryppditd ndhtiin erityisesti
kaivojen reunoilla (a). Sama huomio havaittiin myos 316 SS-metallipalojen ympérilla (b).

Kolmessa viimeisessd kokeessa soluja ndkyi vain vdhdn metallipalan ympérilld tai ei
ollenkaan ja solumairét olivat selvisti pienempid kuin ensimmaéisissd kokeissa kaikkina
pdivind. Huomiota herétti my0s kaikkien kokeiden aikana metallipalojen ympdérille
ilmestyneet partikkelit (kuva 8). Partikkeleiden oletettiin olevan perdisin metallipaloista,
silld samoja partikkeleita ei ndhty kontrollindytteissd. On mahdollista, ettd partikkelit
olivat perdisin metallipalojen valmistusprosessista ja liukenivat kasvatuksen aikana
metallipaloista solujen mediumiin. Havaituista partikkeleista huolimatta ensimmaisissa

kokeissa solut pysyivét hengissa.

Kuva 8. Solujen viabiliteettikokeen aikana PANACEA- ja 316 SS-naytteissi
havaitut partikkelit kuvattuna valomikroskoopilla. Kokeen aikana metallipalojen
ympdrille ilmestyi tummia partikkeleita, jotka mahdollisesti olivat perdisin
metallipaloista.
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AlamarBlue -reagenssin lisdyksen ja inkuboinnin jdlkeen levyid tarkasteltiin my0s
silmédmairdisesti. Kontrolli- ja metallindytteiden vélilld havaittiin vériero, mutta vasta
kymmenentend pdivind kasvatuksen aloituksesta ja tédlldinkin vériero oli heikko, vain
hieman violettiin taittava (kuva 9) Heikosta vérierosta kuitenkin tulkittiin, ettid
kontrollindytteissd solujen mé&édrd oli korkeampi, mikd sai aikaan havaitun

varinmuutoksen.

Kuva 9. Solujen viabiliteettikokeessa havaittu virinmuutos péivind kymmenen.
Kaikissa kokeissa pédivind kymmenen havaittiin vérinmuutos kontrollindytteissa
(ensimmdinen vaakarivi). Kaivojen véri oli vaihtunut violetiksi, kun taas
metallindytteissd ja mediumkontrollissa véri oli pysynyt sinisend (a). Kontrollindytteissi
solut kasvoivat hyvin ja niitd néhtiin selkeésti valomikroskoopilla tarkasteltaessa (b).

Mitatuista fluoresenssiarvoista havaittiin, etti ensimmdisen aikapisteen kohdalla eli
puolentoista tunnin jilkeen kaikkien niytteiden antamat arvot olivat hyvin matalia, eika
selkeitd eroja fluoresenssiarvoissa ndhty niytteiden vililldi kummallakaan
aallonpituudella 560/590 tai 570/585. Sen sijaan kolmen tunnin jéilkeen erot
fluoresenssiarvoissa olivat jo selkeitd. Kontrollindytteistd mitattu fluoresenssi oli
korkeampi eli niissd solumddrd oli suurempi ja solut kasvoivat paremmin verrattuna
PANACEA-nédytteisiin ja 316 SS-néytteisiin. Fluoresenssiarvoista kuitenkin ndhtiin, ettd
solut kasvoivat selkeédsti myds metallindytteiden kanssa. Metallien kanssa kasvu oli
kuitenkin paljon heikompaa kuin kontrollindytteissd. Mitatut fluoresenssiarvot
vahvistivat tulosta myds siitd, ettd aiemmin mainittu vdrin muutos pdivind kymmenen
(kuva 9), olisi merkkind suuremmasta solumaérésta kontrollindytteissd. Kontrollindytteet
pdivdnd kymmenen antoivat selkedsti suuremmat fluoresenssiarvot kuin PANACEA- ja

316 SS-niytteet.

Alussa valmistetun standardisuoran yhtélon ja fluoresenssiarvojen avulla laskettiin

todelliset néytteissd olevat solumddrdt. Tarkasteltaessa kuvaa 10 n#&hdddn, ettd
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PANACEA-metallin ldsndolo heikensi tilastollisesti merkitsevisti solumé&érda
verrattaessa kontrolliin (p<0,001). Sama tilastollisesti merkitsevd negatiivinen ero
ndhdéén verrattaessa 316 SS:n vaikutusta kontrolliin (p<0,001), jossa 316 SS:n vaikutus
heikensi solujen kasvua ja titen solumdédrd oli alhaisempi. Kuvasta ndhdiaian myds, ettd
PANACEAn kanssa solut kasvavat hieman paremmin kuin 316 SS-metallin kanssa.

PANACEA- ja 316 SS-metallin vililld ei kuitenkaan ollut tilastollisesti merkitsevéa eroa.

Eri kokeiden wvililla oli paljon hajontaa. Kahdessa ensimmaéisessd kokeessa
fluoresenssiarvoista laskettujen solumairien tuloksista havaittiin, ettd kontrollindytteissa
ja metallindytteissd solujen mééra nousi tasaisesti ajan kuluessa. Kolmessa viimeisessi
kokeessa tuloksista havaittiin, ettd solumaérét olivat paljon pienempié kaikissa naytteissa.
Kontrollindytteissd solut kuitenkin kasvoivat ensimmadisten kokeiden tapaan tasaisesti
ajan kuluessa, vaikka mairét olivat alhaisempia. Sen sijaan metallindytteissd kasvu oli
hyvin heikkoa tai kasvua ei ndkynyt ollenkaan. Aikaisemmin mainittiin, kuinka soluja ei
nikynyt viimeisimmissd kokeissa metallipalan ympérilld ollenkaan katsottaessa soluja

valomikroskoopilla. Fluoresenssiarvoista lasketut soluméarét vahvistavat tdtd havaintoa.
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Kuva 10. Metallien vaikutus osteoblastien viabiliteettiin. Osteoblasteja viljeltiin
soluviljelymuovilla (kontrolli), PANACEA-metallin pédlld sekd 316 SS-metallin pailla.
Solut kasvoivat molempien metallien kanssa heikommin kuin kontrollindytteissé ja ero
oli tilastollisesti merkitsevd (p<0,001). PANACEAn kanssa solut kasvoivat kuitenkin
hieman paremmin kuin 316 SS-metallin. Sen sijaan metallien vilinen ero ei ollut
tilastollisesti merkitseva. Kokeen edetesséd kontrollindytteissa solut lisdéntyvét tasaisesti.
Metallien kanssa solut kasvavat, mutta selvisti heikommin kuin kontrollindytteissa.
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3.2 Osteoblastien erilaistuminen
3.2.1 Osteoblastien ALP-aktiivisuus ilman metalleja

ALP-kokeen yhteydessd tehtiin Bradfordi-proteiinimdiritys, jossa tehdyn BSA-
standardisuoran avulla saatiin laskettua ALP-kokeesta saaduille solulysaateille
proteiinipitoisuudet (kuva 11). ALP:n spesifinen aktiivisuus saatiin jakamalla ALP-
kokeesta saadut entsyymiaktiivisuudet bradfordi-proteiinimédrityksestd saaduilla

solulysaattien proteiinipitoisuuksilla.

0.6 y=1,0351x +0,0027

Absorbanssi 595 nm

0.0 0.2 0.4 0.6

Proteiinikonsentraatio (mg/ml)

Kuva 11. Bradfordi-proteiinimiirityksessi = tehty = BSA-standardisuora.
Viivadiagrammi kuvaa absorbanssin muutosta proteiinipitoisuuden kasvaessa.
Standardisuoran yhtdlén avulla, y =1,0351x + 0,0027, laskettiin proteiinipitoisuudet
jokaisesta solulysaatista. ALP-kokeesta saadut ALP-aktiivisuudet suhteutettiin
solulysaateista saatuihin proteiinipitoisuuksiin tarkan ALP-aktiivisuuden laskemiseksi.

Seitsemédn ja kymmenen pédivén jilkeen ALP-aktiivisuus oli hyvin alhainen, eikd eroja
ALP-aktiivisuuksissa nédhty juuri ollenkaan. Sama koe péétettiin toistaa pidemmaélla
aikavélilld, jotta ALP-aktiivisuutta heijastavia erilaistuneita osteoblasteja olisi enemmén
ja ALP-aktiivisuus arvot olisivat korkeampia. Aikapisteiksi valittiin pdivit seitsemén ja
neljitoista. Ensimmaéisestd kokeesta poiketen, kokeeseen lisdttiin kolme ndytettd, joihin

vaihdettiin mediumien vaihtopdivind OB+D -medium.

Seitsemintend pdiviand tuloksissa néhtiin ero ALP-aktiivisuuksissa eri mediumeissa
olevissa koeryhmissd. Erot eivit olleet suuria, mutta selkeésti havaittavissa. Kuvasta 12

ndhdéén, ettd kontrollimediumissa solujen ALP-aktiivisuus oli odotetusti alhainen, silla
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mediumissa ei ollut osteoblastien erilaistumista edistévid tekijoitd, B-glyserofosfaattia ja
askorbiinihappoa. Sama havainto tehtiin ALP-vérjdyksessd, silld kuten kuvasta 13
ndhdéddn, seitsemdntend péivand kontrolliryhmén niytteissd varjdytymistd ei ndy
ollenkaan. Tuloksista on kuitenkin todettavissa, ettd my0Os pre-osteoblastit ilmentévit
ALP-entsyymid, koska my0s kontrollikoeryhmé antoi tuloksia ALP-aktiivisuudesta

ALP-aktiivisuusmittauksessa.

Kun verrattiin kontrolliryhmén aktiivisuuksia OB-mediumissa olevan koeryhmén
aktiivisuuksiin, ryhmien vélinen ero oli tilastollisesti merkitseva (p < 0,05) (kuva 12).
Sama tulos nédhtiin OB+D -mediumissa olevan koeryhmin ja kontrollimediumissa olevan

koeryhmin viélilla (p < 0,01).

Verrattaessa ALP-aktiivisuuksia OB-mediumissa ja OB+D -mediumissa olevien
koeryhmien vélilld havaittiin, ettd OB+D -mediumissa olevan koeryhmin ALP-
aktiivisuus oli hieman korkeampi, mutta ero ei kuitenkaan ollut tilastollisesti merkitseva
(kuva 12). Tulos on ristiriidassa ALP-virjidyksestd saatuun tulokseen, silld kuvasta 13
ndhdédn, ettd OB-mediumissa olevan koeryhmén virjdytyminen olisi voimakkaampaa ja

taten ilmentiisi enemman ALP-aktiivisuutta.

Péivina neljitoista koeryhmien viélilld ei ndhty endé eroja ALP-aktiivisuuksissa. Kuvan
12 tulosten mukaan OB-mediumissa olevan koeryhmédn ALP-aktiivisuus oli korkein,
mutta minkdin koeryhmien vililld ei kuitenkaan ollut tilastollisesti merkitsevdd eroa.
Tuloksista siis todettiin, ettd deksametasonin vaikutus solujen erilaistumiseen ei ollut
merkittavd, eikd kokeen toistaminen pidemmalld aikavililli tuottanut suuria
eroavaisuuksia ALP-aktiivisuuksiin eri koeryhmien vélilld. ALP-vérjdyksestd saatuja
tuloksia ei pystytty vertailemaan OB-mediumissa olleiden solujen epdonnistuneen
kiinnityksen vuoksi. OB+D -mediumissa olevassa koeryhmissé seké kontrolliryhméssa
ndhdddn vahva vaaleanpunainen véri eli ainakin ndissd koeryhmissd pre-osteoblastien

erilaistumista osetoblasteiksi oli tapahtunut.
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Kuva 12. Alkalisen fosfataasin aktiivisuus (ALP) normalisoituna proteiinien
kokonaisméairiin ALP/BSA (pg/ml). Osteoblasteja kasvatettiin  normaalissa
kasvatusmediumissa (kontrolli), osteoblastien erilaistumismediumissa (OB) ja
erilaistumismediumissa deksametasonin kanssa (OB+D). Seitsemin ja neljéntoista
pdivan jdlkeen ALP-aktiivisuus mitattiin  solulysaateista  spektrofotometrilla.
Proteiinikonsentraatio mééritettiin standardisuoran avulla.

Paiva 7 Paiva 14

Kontrolli

Kuva 13. Kuvia ALP-virjityisti soluista pdivinid seitsemin ja neljitoista.
Soluviljelyn jdlkeen piivini seitsemén ja neljétoista solut virjittiin alkalisen fosfataasin
suhteen. Kuvassa nédkyvit vérjdtyt ja skannatut soluviljelykaivot. Pdivin neljitoista OB-
mediumissa olleiden koeryhmien kaivot ovat tyhjid solujen epdonnistuneen kiinnityksen
vuoksi.

Osteoblastien erilaistumista tutkittiin myos silmdmaéirdisesti valomikroskoopilla.
Valomikroskoopilla katsottaessa ndhtiin selkeitd eroja koeryhmien vililld jo

seitsemintend pdivand. Kun soluja oli viljelty seitsemin pédivan ajan OB-mediumissa tai
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OB+D -mediumissa, havaittiin, etti osteoblastit kasvoivat jarjestdytyneemmin (Kuva 14).
ALP-aktiivisuuden mittaustulokset osoittivat, ettd deksametasonilla ei ollut vaikutusta
solujen erilaistumiseen, eikd sitd ndhty mydskddn tutkittaessa solujen erilaistumista
silmdmédrdisesti. Kuten oli odotettavissa, kontrollimediumissa solut olivat sdilyneet

niille ominaisessa pydredssd muodossa.

Kuva 14. Valomikroskoopilla otettuja kuvia osteoblastien erilaistumisesta.
Osteoblasteja kasvatettiin normaalissa kasvatusmediumissa (kontrolli),
erilaistumismediumissa (OB) sekd erilaistumismediumissa deksametasonin kanssa
(OB+D). Solut kuvattiin valomikroskoopilla pdivina seitseman.

Alkalisen fosfataasi -virjiyksen jélkeen solut virjattiin vield Von Kossa-vérjaykselld.
Virjdyksessd hopeaionit reagoivat kalsiumionien kanssa muodostaen hopeasuoloja.
Hopeasuolat ndhdddn tummina vérjdytymind. Virjdykselld pystytddn havaitsemaan
luuaineksen mineralisoitumista, joka kuvastaa osteoblastien erilaistumista ja toimintaa.
Péivind seitsemdn Von Kossa-vérjdyksen jdlkeen ei havaittu tummentumia kaivojen
pohjalla. Sen sijaan pdividnd neljdtoista pienid mustanruskeita alueita havaittiin
koeryhmissd, joissa mediumina oli kidytetty OB+D -mediumia (Kuva 15). Koeryhmasti,
jossa oli kéytetty OB-mediumia, tuloksia ei voitu lukea solujen epédonnistuneen
kiinnittymisen vuoksi. Aikaisemmissa tuloksissa kuitenkin havaittiin, ettd pdivand
seitsemdn ALP-vdrjdyksessd muodostunut vaaleanpunainen viri oli vahvin OB-
mediumissa olevassa koeryhmisséd, joten on mahdollista, ettd myds Von Kossa olisi

tuottanut varimuutoksia néihin naytteisiin.
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Kuva 15. Alkalisen fosfataasi varjayksen jilkeen tehty Von Kossa -virjiys.
Neljantoista pédivan soluviljelyn jdlkeen solut varjattiin alkalisen fosfataasin suhteen ja
sen jdlkeen vield Von Kossa -vidrjiykselld. Virjayksen tuloksena saadut tummat
varjaytymat paivani neljatoista ndkyvit kuvassa ympyroityna.

3.2.2 Osteoblastien erilaistuminen metallien kanssa

Osteoblastien erilaistumiskoe metallien kanssa toistettiin samalla tavalla kuin ilman
metalleja tehdyssi kokeessa kdyttden ALP-virjaysti. Kontrolliryhmini olivat solut ilman
metalleja. Kolmeen néytteistd lisattiin PANACEA-metallipalat ja kolmeen 316 SS-
metallipalat. Téssd kokeessa solut lisdttiin metallipalan ympdrille, toisin kuin solujen
viabiliteettimittauksessa. Lisddmaélld solut metallipalan ympdrille pystyttiin seuraamaan
solujen kasvua pdivittdin valomikroskoopilla ja havaittiin, ettd ne kasvavat hyvin
metallipalan ympdrilld. Kuvasta 16 ndhddédn, kuinka osteoblastien erilaistuminen on
havaittavissa kaikissa ndytteissd paivdnd 11. Osteoblastit kasvavat jarjestdytyneemmin ja
niille ominainen pyodred muoto on muuttunut pitkulaisemmaksi. Mikroskoopilla
katsottaessa ei kuitenkaan osattu arvioida, oliko osteoblastien erilaistumisessa eroja

kontrollindytteiden ja metallindytteiden vélilla.
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Kuva 16. Metallien vaikutus osteoblastien erilaistumiseen. Soluja viljeltiin ilman
metalleja (kontrolli) sekd metallien kanssa osteoblastien erilaistumiseen tarkoitetussa
mediumissa, jossa mukana oli deksametasonia. Solut kuvattiin pdivdnd 11 kéayttden
valomikroskooppia.

Seitsemdn ja neljintoista pdivin kasvatuksen jdlkeen soluille tehtiin ALP-virjdys.
Péivind seitsemdn vérimuutos oli hyvin heikko. Virinmuutos néhtiin ainoastaan
kontrollindytteissa ja sekin hyvin haaleana. Sen sijaan pdivénd neljitoista varinmuutos
ndkyi selkedsti kaikissa ndytteissd (kuva 17a). Niin ollen todetaan, ettd osteoblastien
erilaistumista oli tapahtunut myds metallien ldsné ollessa. Silmédmiérdisesti oli vaikea
arvioida, oliko pdivénd neljitoista ndkyva varinmuutos vahvempi kontrollindytteissad kuin
PANACEA-niytteissd tai 316 SS-néytteissd. Kuten kuvasta 17a ndhddian, metallipalat
ovat jéttidneet vaaleat soluttomat alueet PANACEA- ja 316 SS-néytteiden pohjalle, jotka
vadristavit virjdytymisen voimakkuutta. Pédivdn neljdtoista tulosten analysointia
jatkettiin vield kayttden ImageJ-ohjelmaa. Tavoitteena oli selvittdd, onko niytteiden
vililld eroa virjdytymisen voimakkuuden suhteen, koska sitd oli silmédmairéisesti vaikea
ndhda. Virjaytymisen voimakkuuden mittaamiseen kaytettiin arvoa, joka laskee yhteen
kunkin ndytteen harmaasdvyjen keskiméardisen kirkkauden ja intensiteetin (mean gray
value). Kuvasta 17b ndhdéén, ettd virjaytyminen oli voimakkainta kontrollindytteissa.
Kontrollindytteissd osteoblastien erilaistuminen vaikuttaisi olevan siis hieman
suurempaa, vaikka erot kontrollindytteiden, PANACEA-néytteiden ja 316 SS-niytteiden

valilla eivit olleet tilastollisesti merkitsevia.
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Kuva 17. Metallien vaikutus osteoblastien erilaistumiseen. Kuvassa on skannattu
kuoppalevy, jossa solut on vérjitty alkalisen fosfataasin suhteen (a). Néaytteiden
vérierojen tulkitsemiseksi skannatulta kuoppalevyltd mitattiin ImageJ-ohjelmalla
harmaasédvyjen keskimédrdinen kirkkaus ja intensiteetti (mean gray value) ja arvoja
verrattiin toisiinsa (b).
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4 Tulosten tarkastelu

4.1 PANACEA vaikutti negatiivisesti osteoblastien viabiliteettiin

Solujen viabiliteettia metallien 1dsnd ollessa tutkittiin AlamarBlue reagenssilla ja
havaittiin, ettd tutkittava metalli PANACEA ja kontrollimetalli 316 SS vaikuttavat

negatiivisesti solujen viabiliteettiin.

Kaikissa viabiliteettikokeissa néhtiin selked ero solujen kasvussa, kun verrattiin solujen
kasvua ilman metalleja ja metallien kanssa. [lman metalleja solut l&htivét hyvin kasvuun

kokeen edetessd, kun taas metallien kanssa solujen kasvu oli selvisti heikompaa.

Solujen heikkoon kasvuun metallien kanssa on saattanut vaikuttaa metallipaloista
mahdollisesti liuenneet metalli-ionit. Metalli-ionien vaikutus soluihin riippuu
kaytettdvastd metallista sekd solutyypistd (Hallab ym., 2005). Kobolttia ja nikkeli
kéytetdén paljon implanteissa ja niiden on osoitettu olevan myrkyllisimpid implanteissa
kiytettyja metalleja. Erityisesti koboltilla on osoitettu olevan hyvin myrkyllisti soluille.
Jo alle 1 mM pitoisuus kobolttia, nikkelid tai vanadiinia on myrkyllinen osteoblasteille.
Muita implanteissa kdytettyjd metalleja ovat esimerkiksi kromi ja molybdeeni. Ndma
metallit ovat vihemmén myrkyllisid ja vaativat suuremman yli 1 mM pitoisuuden
aiheuttaakseen myrkyllisen vasteen soluissa. (Hallab ym., 2005.) Omassa
tutkimuksessani  kdytetty 316 SS sisédltdd ndistd metalleista kromia, nikkelid ja
molybdeenid, joista ainoastaan nikkeli kuuluu erittdin myrkyllisten metallien ryhmé&én.
On siis mahdollista, ettd esimerkiksi nikkeli-ionien liukeneminen 316 SS-metallipaloista
on aiheuttanut myrkyllisen vasteen ja heikentdnyt solujen kasvua. Tdméd ei péde
kuitenkaan kaikkiin soluihin, silld solujen reagoimisen metalleihin on havaittu olevan
riippuvaista solutyypistd (Hallab ym., 2005). Esimerkiksi kromin ja molybdeenin
pitoisuuden ollessa 5 mM ne inhiboivat voimakkaammin osteoblastien jakautumista kuin

fibroblastien jakautumista (Hallab ym., 2005).

Solujen heikkoon kasvuun metallien kanssa saattoi myos vaikuttaa solujen pienempi
kasvupinta-ala kaivoissa, joissa metallipalat olivat mukana. Pienemmén kasvupinta-alan
takia solumddrd saattoi jddd4 myoOs alhaisemmaksi. Lisdksi aiemmin mainitut
metallipalojen ympérille kertyneet partikkelit saattoivat héiritd solujen kasvua ja veivit

samalla my06s kasvutilaa. Kokeen aikana kuoppalevyé, jossa solut kasvoivat, jouduttiin
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liikkuttamaan useasti. Levyn liikuttaminen on mahdollisesti aiheuttanut metallipalojen

liikkkumisen kaivoissa solujen péélle, joka on johtanut solujen kuolemaan.

Lisdksi yksi vaikuttava tekijad solujen heikompaan kasvuun metallien kanssa saattoi olla
solujen erilainen kasvualusta. Kontrollindytteissd solut kasvoivat soluviljelymuovilla,
kun taas metallien kanssa metallin péélld. Metallipalojen pinta oli kisitelty hiomalla ja
kiillottamalla, mutta sen eroa esimerkiksi karheudessa soluviljelymuoviin ei osattu
arvioida. Solujenkasvualustan ominaisuuksilla, kuten edelld mainitulla karheudella,

tiedetdédn kuitenkin olevan vaikutuksia solujen kasvuun (Majumdar., 2006).

Sen liséksi, ettd kontrolli- ja metallindytteiden vélilld oli eroja, havaittiin eroja myos
PANACEAn ja 316 SS:n vililld. Tuloksista néhtiin, etti PANACEAn kanssa solut
kasvavat hieman paremmin. Merkittivd ero metallipalojen vililld oli niiden koko ja
muoto. PANACEA-palat olivat litteitd ja levedmpié, kun taas 316 SS-palat korkeampia
ja kapeampia. PANACEA-néytteissd soluilla oli enemmin tilaa kasvaa metallipalan
pailld, mutta toisaalta kasvutilan tullessa tiyteen metallipalan pddlld, kasvutilaa oli
vihemmén metallipalan ympérilld. 316 SS-ndytteissd tilanne oli piinvastainen.
Rakenteellisten erojen liséksi tdrked ero metallien vélilld oli niiden koostumus ja
erityisesti 316 SS:n sisdltdiméd nikkeli. Kuten edelld todettiin, nikkeli on hyvin
myrkyllinen metalli ja sen liuetessa solujen mediumiin se saattoi heikentdd solujen kasvua
merkittivisti. Tétd ongelmaa ei ollut PANACEA-néytteissd, joka saattoi olla syy solujen

parempaan kasvuun niissa.

Viabiliteettimittaus toistettiin viisi kertaa ja kokeiden vélilld havaittiin merkittdvia eroja.
Ensimmadisissd kokeissa solut l1dhtivédt kasvuun kaikissa néytteissd, mutta kuten edelld
todettiin, heikommin metallien kanssa. Sen sijaan viimeisissd kokeissa solut eivit
lahteneet ollenkaan kasvuun metallien kanssa. [lman metalleja solut kuitenkin kasvoivat
normaalisti, joten ongelmat solujen kasvatusmediumissa tai tyon toteuttamisessa
poissuljettiin. Syynd kokeiden tulosten vilisiin eroihin saattoi olla metallipalojen
uusiokdyttd. Metallien saatavuuspulan vuoksi ensimmaisissd kokeissa kdytettyjd paloja
kaytettiin uudelleen viimeisissd kokeissa. Vaikka paloja yritettiin puhdistaa kokeiden
valilli, on mahdollista, ettd puhdistus ei ole onnistunut toivotulla tavalla ja
metallipaloihin on jdényt kiinni solujétteitd kuten proteiineja, mitkd ovat héirinneet
solujen kasvua seuraavissa kokeissa. Toinen syy kokeiden vilisiin eroihin saattoi olla
PANACEA- ja 316 SS-palojen vaurioituminen kokeiden tai puhdistuksen aikana. 316 SS

ja PANACEA ovat ruostumatonta terdstd ja titen hyvin korroosionkestivid metalleja.
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Ruostumattoman terdksen korroosionkestivyys perustuu terdksen, esimerkiksi 316 SS:n,
pinnalla olevaan suojaavaan kalvoon (J. Wu ym., 2022). Tillainen suojaava kalvo
muodostuu kemiallisten yhdisteiden vaikutuksesta ja se suojaa metallia syopymiseltd ja
korroosiolta. Mesenkymaalisten kantasolujen erittimaét tekijét, kuten proteiinit, voivat
vaikuttaa metallin suojaavaan kalvoon vaurioittamalla sitd ja tdten mahdollistaa ionien
helpomman liukenemisen metallista. (J. Wu ym., 2022.) On siis mahdollista, ettd
osteoblastien kasvattaminen suoraan metallipalan p4illd on vaurioittanut PANACEA- ja
316 SS-palojen suojaavaa kalvoa ja mahdollistanut ionien helpomman liukenemisen
solujen mediumiin. Kun valmiiksi vaurioituneita paloja on kéytetty seuraavissa kokeissa,

metalli-ionien liukeneminen on ollut mahdollista heti kokeen alusta loppuun asti.

Viimeiseen viabiliteettikokeeseen saatiin kdyttoon uudet kayttaimattomiat PANACEA- ja
316 SS-palat. Vaikka palat olivat kokonaan uusia, tulokset olivat samanlaisia,
kontrollindytteissd solut kasvoivat hyvin, mutta metallien kanssa hyvin heikosti tai ei
ollenkaan. Syynéd solujen heikkoon kasvuun saattoi olla uusien metallipalojen erot
vanhoihin metallipaloihin. Uudet metallipalat olivat valmiiksi vaurioituneita. Palojen
pinnassa oli kolhuja ja sahauksesta jddneitd viiltoja. Liséksi palojen pinnan kiillotus oli

epétasainen toisin kuin aikaisemmissa metallipaloissa (Kuva 18).

PANACEA 316 SS

>/

alat

——

Vanhat p

> 4

Uudet palat

Kuva 18. Viabiliteettikokeessa kiytettyjen uusien ja vanhojen metallipalojen erot.
Viabiliteettikokeen viimeiseen kokeeseen saatiin kédyttoon uudet metallipalat, jotka
poikkesivat merkittdvasti vanhoista metallipaloista. Uudet palat olivat kolhiintuneita ja
kiillotus oli heikompi verrattuna aikaisemmin kéytettyihin metallipaloihin.

Kokeiden vilisiin hajontoihin vaikuttavia tekijoitd olivat varmasti myds solujen
laskeminen kokeen aloittamisessa sekd solujen kasvutahti, vaikka kasvuolosuhteet

pyrittiinkin pitimédan mahdollisimman samanlaisina.
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4.2 Metallit eivit vaikuttaneet solujen erilaistumiseen

Osteoblastien erilaistumiskoe tehtiin ensin ilman metalleja. Kokeen aikana ongelmaksi
muodostui  proteiinipitoisuudenmééritystd varten valmistettu BSA-standardisuora.
Bradford-proteiiniméérityksestd saadut arvot menivdt yli tehdyn standardisuoran
lineaarisen alueen, joten tuloksia ei voitu pitdéd luotettavina. Bradford-proteiinimadritys
toistettiin laimentamalla lysaatit, jonka myotd arvot saatiin osumaan paremmin suoralle
ja proteiinipitoisuuksista saatiin luotettavimpia. Tuloksissa ei kuitenkaan havaittu

muutoksia uudesta suorasta huolimatta.

Metallien kanssa tehdyissd kokeissa alkalisen fosfataasin vérjayksessd havaittu ALP-
aktiivisuudesta kertova solujen positiivinen vérjdytyminen oli ndhtdvissd haaleana
vérjaytymisend pdivind seitsemén vain kontrollindytteissd. On siis mahdollista, ettd solut
olivat jakautuneet paremmin ilman metalleja, jonka my0td niitd oli enemmaén
kontrollindytteissd ja ndin ne aikaan saivat vahvemman vérimuutoksen. Pdivéni
neljdtoista virimuutos nékyi kaikissa niytteissd. Viri oli vahvistunut edellisestdan my0s
kontrollindytteissd. Néytteissd, joissa mukana olivat metallit, véri ndkyi myds selkeésti.
Ja koska véri oli ldhes yhtd vahva kaikissa néytteissd, solujen erilaistumista pre-
osteoblasteista osteoblasteiksi oli tapahtunut myds metallien 14snd ollessa. Néin ollen
metallit eivdt ole vaikuttaneet negatiivisesti solujen elinkelpoisuuteen eikéa
erilaistumiseen erilaistumiskokeeseen tehdyissi solukasvatuksissa.
Viabiliteettimittauksessa solut kuitenkin kasvoivat heikosti metallien kanssa, joten
solujen erilaistumiskokeessa syyné solujen parempaan kasvuun oli mahdollisesti solujen
lisdédminen metallipalan ympdrille, toisin kuin viabiliteettikokeessa. Von Kossa -

vérjayksestd saadut tulokset vahvistivat tuloksia solujen erilaistumisesta.

MC3T3-El1 solujen erilaistumista on tutkittu myds muiden metallien kanssa. Esimerkiksi
titaanin kanssa tehdyt kokeet ovat osoittaneet, ettd se ei vaikuta merkittivisti solujen
erilaistumiseen (J. Wu ym., 2022). Osa tutkimuksista on kiyttinyt pS58-metallia in vitro
-tutkimuksissaan ja havainnut, ettd se vaikuttaa positiivisesti osteoblastien
erilaistumiseen ja mahdollisesti myds edistdd osteoblastien erilaistumista verrattuna usein
kontrollimateriaalina kaytettyyn titaaniseokseen (Ti6Al4V) (Fini ym., 2003, 2004).
Pidentdmélld solujen viljelyaikaa omassa tutkimuksessani, voitaisiin mahdollisesti
havaita suurempia muutoksia ja eroja kontrolli- ja metallindytteiden valilla.
Aikaisemmissa tutkimuksissa MC3T3-El1 solujen kanssa on kéytetty seitsemidn ja

neljéntoista pdivan lisdksi kolmatta aikapistettd. Usein kolmantena aikapisteend on
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kaytetty pdivdd 21, jolloin solujen mddrd on kasvanut ja erot ndytteiden vililld

selkedmmin havaittavissa. (Tabassum, 2022; Techaniyom ym., 2020.)
4.3 Deksametasonilla ei ollut vaikutusta solujen erilaistumiseen

Osteoblastien erilaistumiskokeen yhteydessd tutkittiin osteoblastien erilaistumista
deksametasonin ldsnd ollessa. Tadssd kokeessa deksametasonin vaikutukset eivit ndkyneet
ALP-aktiivisuuden mittaustuloksissa eikd ALP-vérjdyksessd. MC3T3-E1 soluilla
tiedetddin olevan korkea erilaistumiskapasiteetti sekd mineralisaatio kasvatuksissa, joissa
on kéytetty askorbiinihappoa. (D. Wang ym., 1999.) Kuten omista tuloksistani havaittiin,
MC3T3-E1 solut eivdat vaadi deksametasonia erilaistuakseen eikd deksametasonin
havaittu edistdvidn solujen erilaistumista ainakaan tdmén viljelyajan aikana.
Deksametasonin vaikutus solujen erilaistumiseen riippuu paljon myds kéytettdvistd
soluista (Tabassum, 2022). Joidenkin solujen erilaistumiselle se on valttiméaton.
Aikaisemmissa tutkimuksissa on kidytetty ihmisen hampaan soluja ja havaittu
deksametasonin vaikuttavan solujen erilaistumiseen. Tutkimuksessa ei kuitenkaan
havaittu muutoksia vasta kuin pédivand 20. (Tabassum, 2022.) Omassa tutkimuksessani
ALP-aktiivisuuden mittauskokeen sekd ALP-virjdyksen voisi toistaa pidentdmalld
soluviljelyaikaa ja lisdtd seitsemidn ja neljdntoista aikapisteen lisdksi kolmannen
aikapisteen kuten pdivdn 20. Tdmi vahvistaisi tuloksia siitd onko deksametasonilla

vaikutusta MC3T3-E1 solulinjan solujen erilaistumiseen.
4.4 Mahdolliset jatkotutkimukset

Merkittdva tutkimuksen yhteydessd ilmennyt kysymys liittyi solujen lisddmiseen
metallipalan pédélle viabiliteettikokeessa ja metallipalan viereen erilaistumiskokeessa.
Kokeen aikana havaittiin, ettd solut voivat metallien kanssa huonommin. Téstd syysté
osteoblastien erilaistumiskokeessa solut paitettiin lisdtd metallipalan ympdérille.
Erilaistumiskokeen aikana solujen kasvua pystyttiin seuraamaan ja solut niyttivit
kasvavan yhtd hyvin metallien kanssa kuin kontrollindytteissd. Erilaistumiskokeen
voisikin toistaa lisddmaélld solut suoraan metallipalan paille ja samalla seurata vaikuttaako
se eri tavalla solujen erilaistumiseen ja kasvuun eli heikentdisiko se soluméaréa ja solujen
erilaistumiskapasiteettia. Solujen morfologiaa metallipalojen pdilld voitaisiin seurata
myo6s pyyhkéisyelektronimikroskoopin avulla ja samalla pystyttdisiin ndkemaan, kuinka
solut ovat kiinnittyneend metallipalan pinnalla ja eroaako kiinnittymistapa mahdollisesti

solujen kiinnittymisestd soluviljelymuoviin. Vastaavasti solujen viabiliteettikokeen voisi
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toistaa lisddmalld solut metallipalan viereen ja katsoa parantaako tdmé solujen kasvua

metallipalojen kanssa.

Viabiliteettikokeen yhteydessé pohdittiin myods mahdollisten metalli-ionien liukenemista
solujen kasvatusmediumiin. Tutkimuksen aikana kerdttiin talteen soluviljelmista
konditioidut mediumit, joiden kanssa tutkimusta voisi jatkaa. Konditioiduista
mediumeista voisi tutkia, ilmeneekd niissd mahdollisesti metalleista liuenneita metalli-
ioneja, kuten aikaisemmin mainittua nikkelid, kromia, molybdeenié tai muita tekijoita,
jotka olisivat voineet vaikuttaa solujen kasvuun. Liséksi aikaisemmin todettiin, ettd eri
solut reagoivat eri tavalla metalli-ioneihin. MC3T3-E1 solulinjan sijasta kokeen voisi

toistaa toisella solulinjalla ja katsoa, miten se vaikuttaa kokeen tuloksiin.

Omassa tutkimuksessani havaittiin, ettd metallien vaikutus MC3T3-E1 osteoblastien
erilaistumiseen oli hyvin vihdinen. Tutkimusta voisi jatkaa tekemilld ALP-varjdyksen
lisdksi ALP-aktiivisuuden mittauksen metallien 1dsnd ollessa. Metallien saatavuuspulan
vuoksi kokeen rinnakkaiset ndytteet jdivdt vdhdisiksi eikd kokeen riittdvdin toistoon
uusilla, tasalaatuisilla metallipaloilla ollut mahdollisuuksia. Kokeen voisi kuitenkin
toistaa vield uudelleen ja katsoa vahvistavatko sen tulokset aikaisemmin saatuja tuloksia.
Erilaistumiskokeen yhteydessd voisi pidentdd solujen viljelyaikaa ja lisdtd toimiviksi
todetun seitsemin ja neljintoista pdivin lisdksi yhden pidemmin aikapisteen, kuten
paivan 21. Jatkettaessa tyotd deksametasonia sisdltivdn mediumin kanssa, saataisiin
mahdollisesti tuloksia myds sen vaikutuksesta soluithin pidemmadlld aikavélilld ja

mahdollisesti myos selkedmpii tuloksia Von Kossa virjiyksesta.

Kokeessa kéytetyissd 3D-tulostetuissa metallipaloissa oli eroavaisuuksia, joten
viabiliteettikokeen voisi toistaa kéyttdmadlld samasta erdsti ja samalla tavalla
valmistettuja metallipaloja ja katsoa, oliko metallipalojen vilinen eroavaisuus syyni
vaihteleviin tuloksiin. 3D-tulostamalla tuotetut metallipalat eroavat perinteisesti
valmistetuista metallipaloista esimerkiksi rakenteeltaan. Tutkimuksen voisi tehdé vield
perinteisesti valmistetuilla 316 SS- ja PANACEA-metallipaloilla ja verrata tuloksia 3D-
tulostetuilla metallipaloilla saatuihin tuloksiin. Né&in pystyttdisiin selvittimaén,
vaikuttaako metallin valmistusmenetelmd solujen viabiliteettiin tai erilaistumiseen.
Lisdksi tulostamisen jdlkeinen metallipalojen loppukisittely voitaisiin toteuttaa eri
tavoin. Osa paloista voitaisiin hioa sileiksi ja osa karheammiksi ja osasta paloja voitaisiin
jattad viimeisend tehtévi kiillotus pois. Tilld tavoin voitaisiin tarkastella kuinka pinnan

topografia vaikuttaa solujen kiinnittymiseen ja viabiliteettiin. Metallin pinnan karheuden
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vaikutuksista soluihin on tehty tutkimuksia jo aiemmin 316 SS-metallilla (Majumdar,

2006.), mutta saman voisi toistaa vielda PANACEA-metallilla.
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5 Yhteenveto

Ty0ssd tutkittiin, kuinka 3D-tulostettu nikkelivapaa PANACEA-metalli ja nikkelid
sisdltivd 316 SS-metalli vaikuttavat osteoblastien viabiliteettiin ja erilaistumiseen in
vitro. Tutkimustulosten mukaan metallit vaikuttavat negatiivisesti osteoblastien
viabiliteettiin heikentdmadlld niiden kasvua. Sen sijaan osteoblastien kasvussa
PANACEA-metallin ja 316 SS-metallin vililld ei ollut merkittdvai eroa, joten nikkelilld
ei  havaittu olevan merkittivdd  vaikutusta  osteoblastien  viabiliteettiin.
Viabiliteettikokeiden tulokset on myos julkaistu osana tieteellistd artikkelia alan lehdessa
(Nayak ym., 2024). Osteoblastien erilaistumiseen metallit eivdt vaikuttaneet, vaan
osteoblastit erilaistuivat metallien kanssa yhtd hyvin kuin ilman metalleja. Tutkimusta
jatkettaecssa olisi tdrkedd selvittdd, oliko syy solujen heikkoon kasvuun
viabiliteettikokeessa solujen kasvattaminen suoraan metallipalan péélld. Tutkittava
PANACEA on wuusi metalli biologisissa tutkimuksissa, joten sen kéyttoonotto
ortopedisissa implanteissa vaatii paljon lisdtutkimuksia esimerkiksi viabiliteettikokeita
kayttden ihmisen soluja. Nikkelittoména ja 3D-tulostettavana metallina PANACEA on

lupaava materiaali kiytettdviksi 1ddketieteessa.
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