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Biohajoavien materiaalien tarve ja suosio laéketieteen sovellutuksissa kasvaa jatkuvasti uusien
teknologioiden ja tutkimustulosten my6té. Biohajoavan materiaalin etuna on, etté sita ei tarvitse
erikseen poistaa elimistdsta sinne asentamisen jalkeen. Téaman opinnaytetydn tarkoituksena oli
kehittdd mallisysteemi ja mittausmenetelmat malliproteiinin vapautumiselle biohajoavasta
materiaalista. Silikasta valmistettiin biohajoava malli-implantti, jonka sisélle kapseloitiin vihreda
varia fluoresoivaa proteiinia, GFP:ta (Green Fluorescent Protein). GFP toimi tutkimuksessa malli-
ladkeaineena, jonka vapautumista implantista tutkittiin liuotus- eli dissoluutiotesteillda. Samalla
tutkittiin implantin biohajoavuusnopeutta.

Opinnaytetydssa valmistettiin sooli-geeli-prosessilla silikaimplantteja, jotka sisélsivat GFP:td 1 %
suhteutettuna silikan massaan implantissa. Implanteille suoritettiin dissoluutiotesteja, joissa ne
upotettiin ihmiskehon fysiologisia olosuhteita simuloivaan puskuriin. Silikan in sink —raja
optimoitiin 24 h:n kohdalle ja sita yllapidettiin liuotuksen aikana vaihtamalla puskuri uuteen
vuorokauden vélein. Implanttia liuotettiin  kerrallaan 4 vuorokautta ja sille maaritettiin
liukenemisnopeus eri aikapisteista otetuista naytteista ja niistd analysoiduista liuotustuloksista.
Samalla tutkittin GFP:n vapautumisnopeutta implantista.

Silikan pitoisuutta mitattiin UV-Vis —spektrofotometrilla ja GFP:n aktiivisuutta aikaerotteisella
fluoresenssilla. Dissoluutiotesteista saaduista tuloksista havaittiin, etta valmistetut silikaimplantit
liukenevat puskuriin kokonaisuudessaan 6-8 vuorokaudessa. Vapautunutta GFP:ta ei pystytty
havaitsemaan lainkaan fluoresenssimittauksissa, koska pitoisuus implantissa oli liian pieni.
Pystyttiin kuitenkin osoittamaan, ettd GFP:ta vapautuu kaytetylla menetelmalla mitattavissa olevia
maaria.
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DEVELOPMENT OF BIODEGRADABLE MODEL
IMPLANT FOR RELEASE OF
BIOPHARMACEUTICALS

The demand for biodegradable materials for use in medical applications is constantly growing due
to new studies and advanced technologies. The advantage of biodegradable material is that no
removal from the system is needed. The aim of this thesis was to develop a model system and
measuring methods for the release of protein from a biodegradable material. A model implant
was produced from silica with encapsulated Green Fluorescent Protein. The GFP represented a
model biopharmaceutical ingredient, and its release rate from the implant was studied by
performing dissolution tests. Also the biodegradability of the implants was examined.

Silica-based implants were produced by the sol-gel method. The implants contained 1 % of GFP
in proportion to the mass of silica in the implant. Dissolution tests were performed on the implants,
which consisted of their immersion in buffer that simulates the physiological conditions of the
human body. The in sink conditions of silica were optimized at 24 hours and maintained by
changing the buffer every 24 hours. One implant was dissolved for 4 days, and its dissolution rate
was determined based on samples taken at different points of time and on the results analyzed.
At the same time, the release rate of GFP was examined.

The amount of silica was measured by UV-Vis spectrophotometry and the activity of GFP was
measured by fluorescence and time-resolved fluorescence. The research discovered that the
manufactured silica- implants dissolve completely in 6 to 8 days. The released GFP was not
successfully detected in the fluorescence measurements, because it was present in too small an
amount. However, it could be proved that GFP is able to be released in amounts that are
measurable by the used method.
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KAYTETYT LYHENTEET TAI SANASTO
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1 JOHDANTO

Biomateriaali on materiaali, jota kdytetaan apuna tukemaan ja korjaamaan elimistdn osia
ilman, ettd se haittaa itse eldvan organismin toimintaa. (O'Brien, 2011) Biomateriaaleista
voidaan valmistaa |lddkeannosteluun soveltuvia biohajoavia ja -yhteensopivia ladkeai-
neen kantajia. Biohajoavan materiaalin tarkoituksena on hajota elimistdssa itsestaan
joko kontrolloidusti tai ei-kontrolloidusti, ja sen on oltava ihmiskeholle vaaraton mygds ha-

jottuaan.

Laakeannostelussa implantit ovat yksi annostelumuodoista ja niiden sisdén voidaan kap-
seloida paitsi ladkeaineita, mutta joissakin tapauksissa my6s soluja ja viruksia. Implant-
tien avulla voidaan kuljettaa annosteltava aktiivinen laakeaine (API) spesifisesti ja tur-
vallisesti ihmiskehon haluttuun osaan, jossa se vapautuu kontrolloidusti. Biohajoavaa
implanttia ei tarvitse erikseen poistattaa laakeaineen vapauduttua, silla se poistuu itses-

taan elimistosta tietyn ajan kuluessa.

Taman opinnaytetyon tarkoituksena oli kehittdd biofarmaseuttisia ladkeaineita vapaut-
tava malli-implantti. Opinnaytetydssa valmistettiin silikasta sooli-geeli-prosessilla bioha-
joavia implantteja, joiden sisaan kapseloitiin malli-ladkeaineena toimivaa GFP:ta (Green
Fluorescent Protein). Suuri osa biofarmaseuttisista ladkeaineista on proteiingja, ja
GFP:n tutkittavuuden etuna on myds sen fluoresoiva ominaisuus. Silika puolestaan on
bioyhteensopiva ihmiskehon kanssa, ja synteettisend materiaalina ominaisuuksiltaan
helposti muokattavissa. Tydssa keskityttiin tutkimaan implantin biohajoavuutta ja prote-
iinin vapautumista implantin sisalta liuotus- eli dissoluutiotestien avulla. Dissoluutiotestit

suoritettiin olosuhteissa, jotka mukailivat ihmiskehon omien nesteiden ominaisuuksia.

Opinnaytety® suoritettiin osana Biomateriaalit ja diagnostiikka -tutkimusryhméan Cell-in-
Gel -projektia Turun Ammattikorkeakoulussa. Projekti on Turun Ammattikorkeakoulun ja
Abo Akademin yhteistydprojekti, joka keskittyy injektoitavien, geeliméisten ja vaahto-
maisten materiaalien tutkimiseen ja kehittdmiseen solukapseloinnissa, solukasvatuk-

sessa ja ladkeannostelussa.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Janita Vartija



2 BIOMATERIAALIT JA LAAKEANNOSTELU

Biomateriaalit ovat luontoperdisid tai synteettisid materiaaleja, joita ihmiskeho ei hylji.
Niitd kaytetddn padasiassa ladketieteellisisséa sovellutuksissa apuna korjaamaan, hoita-
maan, tukemaan ja korvaamaan elimiston erilaisia vaurioituneita osia ilman, etté ne hait-
taavat kanssaan vuorovaikutuksessa olevan eldavan organismin toimintaa. Synteettiset
biomateriaalit ovat yleensd metalleja, keraameja, komposiitteja ja polymeereja. Luonto-
peraiset biomateriaalit voivat olla peraisin ihmisen tai eldimen eri osista, kuten luusta tai
sidekudoksesta (Ratner, 1996) (Valvira) (Ulery, 2011)

Biomateriaalit voidaan luokitella biostabiileihin tai biohajoaviin materiaaleihin, riippuen
kayttotarkoituksestaan. (Seppéala ym, 2004) Biostabiilit eli ei-biohajoavat materiaalit eivat
havia elimistosta itsestaan. Tallaisten materiaalien on oltava nimensa mukaisesti kesta-
via; niiden on kestettdva monentasoista rasitusta, eivatka ne saa esimerkiksi liueta eli-
mistoon pitkdnkaan ajan kuluessa. Biostabiilit materiaalit ovat hyddyllisia esimerkiksi
hammasteknologiassa (esim. hammaspaikat) ja ortopediassa (esim. titaaniset tekonive-
let). (Seppala et al., 2004)

2.1 Biohajoavat materiaalit

Biohajoavat materiaalit hajoavat elimistossé itsenéisesti joko kontrolloidusti tai ei-kont-
rolloidusti. Hajoavan materiaalin tarkoitus on antaa kehon omien solujen korvata istutettu
materiaali ajan kanssa, kuitenkin niin, ettd materiaali antaa tarvittaessa riittdvan pitka-
kestoisen tuen. Materiaalin hajotessa sen sivutuotteiden on myos oltava vaarattomia eli-
mistolle ja niiden on pystyttdva poistumaan kehosta luonnollisesti haittaamatta kehon
muita osia tai toimintoja (O’ Brien, 2011, Térmaéla, 2003)

2.1.1 Silika

Silika on suosittu ja paljolti tutkittu biomateriaali sen monikayttdisyyden vuoksi. Sooli-
geeli —prosessilla valmistettu silika on ominaisuuksiltaan helposti muokattavissa. Syn-
teettisend materiaalina se on ladkeannostelua ajatellen toimivampi kuin luonnonmateri-
aalit, silla sen mekaanisia ja kemiallisia ominaisuuksia sek& muotoa, kokoa ja huokoi-

suutta on helpompi muokata kuin luonnonmateriaalien. Silika on myés bioyhteensopiva

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Janita Vartija
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elavan kudoksen kanssa, joten sen monipuolista hyédyntamista esimerkiksi laaketeolli-
suuden sovellutuksissa halutaan tutkia jatkuvasti lisda. Silika on oiva materiaali esimer-
kiksi ladkeannostelussa, jossa kehoon istutetaan vieras esine, josta vapautuu kehoon
lAdkeainetta tasaiseen tahtiin haluttu ma&ara. Silikasta valmistetun implantin sisaan voi-
daan kapseloida esimerkiksi |Adkeaineita tai viruksia ja soluja. Silikan liukoisuus ihmis-
kehon kaltaisessa nesteessa on pienimmillddn, mutta sen liukenemisnopeutta voidaan
saadella laajasti. Ihmiskehon sisélle istutettaessa se liukenee tarpeeksi hitaasti, mutta
kuitenkin lopulta kokonaan niin, ettei sitd tarvitse poistattaa jalkikateen. (Jokinen et al.,
2010)

2.1.2 Sink —olosuhteet

Sink—olosuhteiden yllapitaminen on merkittava osa dissoluutiotesteissa. Sink-olosuh-
teissa liukenevan aineen konsentraatio pysyy liuoksessa koko ajan alle 15 — 20 % liuke-
nevan aineen liukoisuudesta. Mikali konsentraatio ylittdd tdman pisteen, alkaa aineen
liukenemisnopeus asteittain hidastumaan mita lAhemmas liukenevan aineen saturaatio-
rajaa se kasvaa. Kuviossa 1 havainnollistetaan aineen liukenemisnopeuden muutosta in

sinkissa ja ei -in sinkissa.

in sink

eiin sink

Livotetun aineen konsentraatio

Aika

Kuvio 1. In sink -olosuhteiden merkitys ladkeaineen dissoluutiossa.

Mikali sink-olosuhteita ei yllapideté ainetta liuotettaessa, liukenemisnopeuden alenemi-

nen on sen verran merkittava, etta mittaustulokset vaaristyvat.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Janita Vartija
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2.2 Laakeannostelu

Laakeannostelussa aktiivinen l&a8keaine (API) kuljetetaan ihmiskehoon eri menetelmien
ja annostelumuotojen avulla. Menetelmia voivat olla esimerkiksi suun kautta, kielenalle
laitettavat, silméan, nenén tai korvan kautta annosteltavat ja ihon alle laitettavat. Laakean-
nostelumuotoja on myos paljon erilaisia, kuten kaasumainen, jauhemainen, nestemai-
nen, kiinted, puolijghmeé geeliméinen ja emulsio. Eri tavoilla ja muodoilla annosteltuina
ladkeaineiden vapautumista ja ladkkeen vaikuttamista elimistoon tai pelkastaan tiettyyn
sen osaan voidaan saadella. Laakeaineen annostelumuoto ja —menetelma on valittava

sen asettamien vaatimusten mukaisesti. (Popescu, 2011.)

Tassa opinnaytetydssa kaytetty implantti on kiintea ladkeannostelun muoto, joka annos-
tellaan usein ihonalaisesti. lhonalaisissa annostelumenetelmissa vapautuva laékeaine
kulkeutuu vapauduttuaan suoraan systeemiseen kiertoon. Useimmille kiinteille annoste-
lumuodoille on tehtava dissoluutio- eli liuotustesteja seka tutkittava niiden hajoamista
elimistdssa. Implanttimuotoinen ladkeaineen kuljetus on pitkakestoinen ja stabiili tapa
annostella ladkeainetta, ja se on myds usein huomaamaton kantajalleen. Implanttimuo-
toisessa annostelussa ladkeaineen vapautuminen on myos kontrolloitua. (Popescu,
2011)

Biojahoavan implantin etuna on, etta sita ei tarvitse poistattaa erikseen enéa istuttami-
sensa jalkeen, vaan implantti hajoaa liukenemalla itsestaan tietyn ajan kuluttua kehossa
vapauttaen samalla sisaltdmansa ladkeaineen. Implantin ominaisuuksia on pystyttava
muokkaamaan siten, ettd se liukenee kehon olosuhteissa tarpeeksi hitaasti, mutta va-
pautettuaan l&&keaineen se kulkeutuu kuitenkin lopulta itse pois kehosta. (Popescu,
2011)

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Janita Vartija
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3 BIOFARMASEUTTISET PROTEIINIT

Suuri osa biofarmaseuttisista aineista on proteiineja. Biofarmaseulttiset (bioterapeuttiset)
proteiinit ovat kattava joukko proteiineja, joihin lukeutuvat muun muassa kasvutekijat,
sytokiinit, hormonit, entsyymit, fuusioproteiinit ja monoklonaaliset vasta-aineet. Naiden
proteiinien kaytto laékeaineina kiinnostaa tutkijoita, silla niiden on tutkittu olevan ominai-

suuksiltaan turvallisia ja kayttokohteeltaan spesifisia sekd myrkyttomia. (Schmidt, 2013)

Biofarmaseulttisia aineita on aiemmin eristetty esimerkiksi ihmiskudoksesta, mutta re-
kombinantti- eli yhdistelma-DNA-tekniikan kehityttya pystytaddn nykyaan tuottamaan puh-
taita ja hyvin konsentroituja materiaaleja (WHO, 2013). Suurin osa naista markkinoilla
tavattavista proteiineista onkin tuotettu yhdistelma-DNA-tekniikalla (Dimitrov, 2012). Bio-
farmaseulttiset proteiinit ovat merkittavassa osassa kun kehitellaan uusia parannuskei-
noja taudeille tai etsitddn uusia parantavia keinoja selattamaan sairaudet, joille ei viela
I6ydy hoitoa. Yhdistelma-DNA-tekniikan avulla tuotetut tuotteet, kuten kasvutekijat ja in-
terferonit ovat taanneet valtavan kehitysaskeleen eteenpéain esimerkiksi kroonisten sai-
rauksien hoidossa. Sen ansiosta myos biofarmaseuttisten proteiinien ominaisuuksia, ku-

ten turvallisuutta ja tehokkuuta on onnistuttu parantamaan. (WHO, 2013)

Biofarmaseuttiset proteiinit voidaan luokitella kayttdtarkoituksensa perusteella. Proteiini

VOI:

Korvata epanormaalin tai puutteellisesti toimivan proteiinin
Tehostaa jo olemassaolevaa
Toimia jossakin uudessa tarkoituksessa tai toiminnossa

Puuttua molekyylin tai organismin toimintaan

o b~ w0

Kuljettaa toisia proteiineja tai tuotteita

Biofarmaseuttiset proteiinit voivat toimia elimistossakin useilla eri tavoilla perustuen mo-
lekyylien toimintaan. Ne voivat joko muodostaa kovalenttisia sidoksia, kuten entsyymit
tai kiinnittya ei-kovalenttisesti kohteeseensa, kuten monoklonaaliset vasta-aineet. Jotkin
aineet, kuten esimerkiksi seerumialbumiini vaikuttaa elimistossa ilman molekyylien vali-

sia vuorovaikutuksia. (Dimitrov, 2012)

Farmaseuttisten aineiden ominaisuuksia tarkasteltaessa niista valmistetun tuotteen laatu
on prioriteettiasemassa varmistamassa turvallisen ja tehokkaan tuotteen markkinoille.

Farmaseulttisilla proteiineilla ndmé laadulliset asiat ovat paljon haastavampia saavuttaa

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Janita Vartija
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kuin pienimolekyylisilla laakkeilla, silla ne altistuvat helpommin kemialliselle ja fysikaali-
selle hajoamiselle, niiden aktiivisuus on usein riippuvaista monimutkaisesta kolmiulottei-
sesta rakenteesta, niiden tuottaminen vaatii yleensd monimutkaisia prosesseja ja lisaksi
niilla on taipumus muodostaa immuunivasteita. Proteiinin hajoaminen voi johtua useista
eri tekijoistd, kuten kuumuudesta, ravistelusta, valosta tai pitkdaikaisesta vesipitoisessa

nesteessa sailytyksesta. (Mahler, 2011)

Green Fluorescent Protein (GFP) on suosittu proteiini luonnon- ja ladketieteen tutkimuk-
sissa, kuten esimerkiksi solu- ja kudosbiologiassa. Se on nimensa mukaisesti vihreda
varia fluoresoiva proteiini, joka on eristetty meduusasta. GFP voidaan liittda esimerkiksi
geeniin tai elavaan soluun ja se voidaan paikantaa kayttamatta leimausmenetelmia. Se
voidaan myds liittda osaksi toista proteiinia fuusioproteiiniksi, joka saadaan fluoresoi-
maan. Soluun siirrettyna voidaan tutkia proteiinin vaikutuksia solun toimintoihin. GFP:ta
on kaytetty paljon terapeuttisten proteiinien tuotannossa, silld sen avulla voidaan tutkia
esimerkiksi geenien toimintaa ja toimintapaikkaa solussa (Wabhlfors et al., 2001) Laa-
keannostelussa sita kaytetdén ilmentamaéan ladkeaineen vapautumista elimistoon. Ku-

vassa 1 on esitetty GFP:n rakenne.

Kuva 1. GFP:n rakenne. (Kuvan alkuperaislahde: Protein Databank in Europe)

GFP:lla on sylinterimainen kerrostunut rakenne, ja sen sisélla suojassa sijaitsee mole-
kyylin varia aiheuttava osa, kromofori. Tallainen tiiviis rakenne tekee proteiinista kesta-
vamman, kun esimerkiksi pH:ta, lampdétilaa ja muita proteiinin denaturointia aiheuttavia
tekijoitd sdadellaan. Tama tekee siitd hyvan malli-aineen tutkittaessa terapeuttisten ai-

neiden vapautumista. (Valeur, 2013)

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Janita Vartija
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4 SOOLI-GEELI -PROSESSI

Sooli-geeli -prosessi on tunnettu biokeraamisten materiaalien, kuten silikan valmistuk-
sessa kaytetty menetelma (Jokinen et al., 2010). Sovellusalueita ovat muun muassa ku-
dosteknologia, ladkeannostelu, ja biosensorit. Silika-pohjaisten materiaalien valmistus-
prosessi perustuu yleisimmin alkoksidin hydrolyysiin ja kondensaatioon. Muita silikan
valmistuksessa kaytettyja lahtGaineita ovat alkyylialkoksidit, aminoalkoksidit sek& epaor-
gaaniset silikaatit. Prosessissa valmistetaan ensin soolia, jolloin alkoksidit hydrolysoitu-
vat, kondensoituvat ja muodostavat nanokokoisia partikkeleita. Naméa partikkelit aggre-

goituvat muodostaen geelia (Nassar et al., 2011) (Brinker, 1990).

Kolloidi on suspensio, jossa dispergoitunut faasi on niin pienta (koko n. 1-1000 nm), etta
gravitaation vaikutukset partikkeleihin ovat merkityksettomia ja niihin vaikuttavat erilaiset
pienemmat voimat, kuten van der Waalsin voimat seka pintavaraukset (Brinker, 1990).
Sooli on kolloidaalinen suspensio, joka muodostuu kiinteistd partikkeleista nestemai-
sessd jatkuvassa faasissa. Geelissa neste on vastaavasti dispergoituneena jatkuvassa
kiintedssa faasissa. Soolin valmistuksessa kaytetyimpia lahtdaineita ovat tetraetyylior-
tosilkaatti (TEOS) seka tetrametyyliortosilikaatti (TMOS). (Brinker, 1990)

Alkoksidit ovat prosessissa yleisesti kaytettyja lahtdaineita, silla ne reagoivat helposti
veden kanssa. Tapahtuvaa reaktiota kutsutaan hydrolyysiksi, silla sen seurauksena hyd-

rolyysi-ioni kiinnittyy atomiin seuraavan reaktioyhtalén mukaisesti:

Si(OR)4 + H,0 — HO-Si(OR)s + ROH

OR on alkoksyyliryhma ja ROH on reaktiossa lopputuotteena muodostuva alkoholi. Hyd-
rolyysid seuraa kaksi kondensaatioreaktiota, joiden jalkeen silikapartikkelit kasvavat ja
polymerisoituvat eli liittyvat keskendaan yhteen muodostaen ensin ketjuja ja sitten koko-
naisia verkostoja. Ensimmainen kondensaatioreaktio on alkoholin kondensaatio, jossa

muodostuu siloksaanisidoksia ja alkoholia:

- SIOR + HOSi - — - SiOSi - + ROH

Polymerisaatio kasittdd myds muodostuneiden silanoliryhmien kondensaation, jossa

puolestaan muodostuu siloksaanisidoksia ja vetta:

- SIOH + HOS:I - = - SiOSi - + H.0
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Kondensaation edetessa syntyy nanopartikkeleita, jotka aggregoituvat, ja kun silikaver-
kosto kattaa koko nesteen se kiinteytyy lopulta geeliksi. Mik&li lahtGaineena on kaytetty
TEOS:ia, lopputuotteena muodostuva alkoholi on etanolia ja vastaavasti TMOS:lla se on
metanolia (Brinker, 1990) (ller, 1979).

Kondensoituminen ei pyséhdy taysin viela geelin muodostuttua vaan silika jatkaa poly-
merisoitumistaan muodostaen lisdd polymeeriverkostoja. Kondensaatioreaktion no-
peutta voidaan myds muuttaa saatamalla pH:ta. Alhaisessa pH:ssa (pH 2) kondensaatio
tapahtuu hitaasti, ja vastaavasti pH-arvossa 7 se on nopeimmillaan, silla silloin silikan
liukoisuus ja liukeneminopeus ovat maksimoituja. Silikapartikkelit ionisoituvat huomatta-
vasti pH 7:n ylapuolella siten, etta silikapartikkelit kasvavat, mutta niiden aggregoitumista

eika siten geelautumista tapahdu. (Brinker, 1990)

R-arvolla ilmaistaan veden ja TEOSin moolisuhde. R-arvo 2 on teoreettisesti pienin arvo,
jossa hydrolyysi ja kondensaatio voivat tapahtua taydellisesti. Taman voi havaita netto-

reaktioyhtalosta:

nSi(OR)4 + 2nH,O — nSiO, + 4nROH

Kuitenkaan kaytannossa, vaikka veden maara olisi riittava R-arvolla 2, reaktio ei kuiten-

kaan etene loppuun. (Brinker, 1990)
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5 MATERIAALIT JA MENETELMAT

Opinnaytety6n kaytdnnon osuudessa valmistettiin silikasta malli-implantti, joka sisalsi
GFP:t4. GFP toimi biofarmaseuttisen l[ddkeaineen mallimolekyylind. Silikaimplantin omi-
naisuuksista tutkittiin sen liukenemisnopeutta seka proteiinin vapautumisnopeutta suo-
rittamalla dissoluutio- eli liuotustesteja. Implanttia liuotettiin fysiologisia olosuhteita simu-

loivassa puskurissa.

Silikan pitoisuutta dissoluutionesteessa analysoitiin UV-Vis —spektroskopialla. Dissoluu-
tioliuoksesta otettiin naytteita eri aikapisteista ja niista mitattiin liuenneen silikan pitoisuus
UV-Vis —spektrofotometrilla aallonpituudella 815 nm. Liuenneen silikan maara laskettiin
ajan funktiona. GFP:n pitoisuuden maarittdmiseen kaytettiin fluoresenssimittausmene-
telmaa seka aikaerotteista fluorometriaa mittaamalla dissoluutionesteesta otettuja nayt-
teita. Kaytetyn GFP-liuoksen kokonaisproteiinipitoisuus mitattiin Bradford-menetelmalla.
Kyseinen menetelméa mittaa liuoksen kaikkien proteiinien pitoisuuden eika pelkan GFP:n
pitoisuutta, joten GFP:n todellinen proteiinipitoisuus saattaa olla laskettua tulosta mata-
lampi. Proteiinipitoisuuden perusteella valmistettiin implantteja, jotka sisélsivat 1 %
GFP:t4 implantin sisaltdman silikan massaan suhteutettuna. GFP-liuosta konsentroitiin

tangentiaalivirtaussuodatuksella proteiinipitoisuuden kasvattamiseksi.

5.1 Analyysimenetelmat

5.1.1 UV-Vis —spektroskopia

UV-Vis —spektroskopia on monikayttdinen, yksinkertainen, nopea ja tarkka mittausme-
netelma molekyylien ja alkuaineiden kvantitatiiviseen méaarittamiseen. Se perustuu mo-
lekyylien kyvylle absorboida itseensé valoa tietylla aallonpituudella. Ultraviolettisateily on
sahkdmagneettista sateilyd, joka esiintyy aallonpituusalueella 100-400 nm. N&kyvan va-
lon aallonpituusalue on 400-800 nm. Molekyylit absorboivat valoa tietylla aallonpituus-
alueella, mika saa aikaan niiden elektronien virittymista korkeammille energiatasoille.
(Thermo Spectronic) (Mahler, 2011)

Mittausmenetelma perustuu Lambert-Beerin lakiin, jota kuvastaa yhtalo:

A = Logio(lo/l) = €cl (1)

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Janita Vartija



17

jossa A on mitattu absorbanssi, € molaarinen absorptiokerroin, ¢ konsentaatio ja | valon
kulkema matka. (Mahler, 2011)

5.1.2 Fluoresenssi ja aikaerotteinen fluorometria

Fluoresenssissa tapahtumaa, jossa molekyylit absorboivat fotoneja tietylla aallonpituu-
della kutsutaan eksitaatioksi. Tapahtuma saa atomit virittymaan. Emissio on kaanteisil-
mi6 eksitaatiolle ja siind molekyyli sateilee valoa tietylla aallonpituudella lyhyen ajan ku-
luttua eksitaatiosta. Fluoresenssin elinikd on aika, jolloin fotonin emissio voidaan yha
havaita. (Valeur, 2013)

Jotkut molekyylit ovat fluoresoivia luonnostaan. Esimerkiksi GFP sisaltaa nakyvasti emit-
toiva fluoroforeja. Fluoroforit aiheuttavat taustafluoresenssia, joka voi haitata mitattavan
signaalin havaitsemista, ja nain ollen vaaristdd mittaustuloksia. Kayttamalla aika-
erotteista fluorometriaa fluoresenssin mittaamisessa pyritaan poistamaan taustafluore-

senssia. (Valeur, 2013) Kuviossa 2 on selitetty aikaerotteisen fluorometrian periaate.

Fluoresenssi

Taustafluoresenssi

e

Aika (ns)

e

W
M
W

Viive Mittaus

Eksitaatiopulssi

Kuvio 2. Aikaerotteisen fluorometrian periaate.
Mittauksessa fluoresoivan molekyylin emissio mitataan vasta pitkan viiveen jalkeen, joka

on seurausta eksitaatiopulssista. Taméan viiveen aikana taustafluoresenssi laskee eika

se enaa hairitse mittausta. (Valeur, 2013)
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5.1.3 Bradford-menetelma

Bradford on proteiinimaaritysmenetelma, jossa proteiinit reagoivat happaman Coomas-
sie Brilliant Blue —variaineen kanssa. Variaine kiinnittyy proteiineihin, mika aiheuttaa va-
riaineen absorptiomaksimin siirtymisen 465 nm:sta 595 nm:iin. Spektrofotometrisessa
mittauksessa mitataan absorbtion muutos 595 nm:ssé. Mittausmenetelma on hyvin no-
pea seké herkka ja toistettava; variaineen tarttuminen tapahtuu 2 minuutissa ja véarireak-
tio kestéa stabiilina tunnin. (Bradford, 1976) Proteiinipitoisuus maaritetdan tunnetun pro-
teiiinin, kuten BSA:n (bovine serum albumin) eli naudan seerumin albumiinin standar-

disuorasta. (Janson, 2011)
5.2 Tangentiaalivirtaussuodatus

Tangentiaalivirtausuodatus, tunnettu myos nimell& cross-flow-suodatus, on kalvosuoda-
tusmenetelma, jossa suodatettava aine virtaa poikkisuuntaisesti (tangentiaalisesti) suo-
datinkalvoon nahden. Pienimolekyyliset materiaalit Iapaisevat suodatinkalvon ja isom-
mat jatkavat kulkuaan. Kuvassa 2 havainnollistetaan tangentiaalivirtaussuodatuksen pe-

riaatetta.

Syottd

..o 0
#oo %

O @
I Ii II I ii e
]
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Kuva 2. Tangentiaalivirtaussuodatuksen periaate.

Retentaatti

Permeaatti

Permeaatti on se osa, joka kulkeutuu kalvon lapi, kun taas retentaattia yleensa kierrate-
taan useaan otteeseen laitteiston lapi. Virtaussuunnan ollessa poikkisuuntainen eika

kohtisuora kalvoon néhden, kalvon tukkeutumista (fouling) ei tapahdu yhta helposti.
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Kova poikkivirtaus estaa partikkeleita tarttumasta kalvon pinnalle ja suuri osa niisté irtoaa
ja kulkeutuu uudelleen kiertoon. Kuvassa on havainnollistettu tangentiaalivirtaussuoda-
tuksen periaate. Kiertdvan systeeminsa takia crossflow-suodatus onkin hyvin dynaami-

nen prosessi. (Janson, 2011. Wang, 2010)

5.3 Dissoluutiotestit silikaimplantilla

Silikan liukenemista tutkittiin upottamalla GFP:ta sisaltava silikaimplantti (250 pl, 0,15 g)
200 ml:aan 0,05 M Tris-puskuria (pH 7.4) ja sekoittamalla sitd 80 rpm sekoittavassa in-
kubaattorissa +37 °C. Edella mainitut parametrit mukailevat ihmiskehon omia nesteita ja
olosuhteita. In sink —olosuhteita pidettiin ylla liuotuksen aikana vaihtamalla puskuria uu-

teen 24 h valein. Talla mahdollistettiin silikan vapaa liukeneminen.

GFP:n vapautumista mitattiin aikaerotteisella fluoresenssilla (HIDEX Sense). Liuenneen
silikan maara mitattiin UV-Vis spektrofotometrilla (UV-1601). Silikanaytteille suoritettiin
ennen mittausta esikasittely. Esikasittelyn tarkoituksena on, etta naytteen absorbanssi
voidaan mitata spektrofotometrilld, kun apuna kaytetaan pelkistys—reaktiota, jossa 1-

amino-2-hydrokso-4-naftaleenisulfonihapon avulla muodostetaan molybdeenisinista.

5.3.1 Silikanaytteiden esikasittely

Dissoluutionesteesta otettiin naytteitéa eri maaria eri aikapisteissa ja otetut naytteet lai-
mennettiin kukin 100 ml:ksi siten, etté ensin pipetoitiin mittapulloon 5 ml 1,0 M suolahap-
poa (HCI) pH:n alentamiseksi, ennen kuin listtiin ndyte ja taytettiin merkkiin Milli-Q —
vedella. Dissoluutionesteesté otetut ndytemaarat suhteutettiin arvioituun silikan maaraan
naytteessa niin, ettd laimennettaessa 100 ml:ksi, ndyte osuisi mitattaessa spektrofoto-
metrin mittaus-alueelle (0,1-1,2 mg Si/L). Siten esimerkiksi 1 tunnin aikapisteessa otettiin
15 ml naytettd, kun taas 24 tunnin aikapisteessa naytetilavuus oli 1 ml. pH alennettiin
arvoon 1-1.8, silla piihappo muodostaa happamassa liuoksessa molybdaattiliuoksen
kanssa pelkistettavan kompleksiyhdisteen. Naytelaimennosten jalkeen otettiin 50 ml lai-
mennosta ja lisattiin siihen 1 ml 0,5 M rikkihappoliuosta ja sekoitettiin. Taman jalkeen
lisattiin 2 ml ammoniumheptamolybdaattiliuosta, sekoitettiin ja odotettiin 10 minuuttia
kompleksiyhdisteen muodostamiseksi. Sitten lisattin 2 ml oksaalihappoliuosta, jonka

avulla naytteesta poistetaan maaritysta hairitsevat muut ionit, jotka muodostavat molyb-
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deenin kanssa kompleksiyhdisteitd. Oksaalihapon lisdyksen jalkeen liséttiin 30-60 se-
kunnin kuluessa 1 ml pelkistysreagenssia, jonka jalkeen odotettiin ennen mittausta 20
minuuttia. Pelkistysreagenssin siséltamat sulfiitti ja 1-amino-2-hydrokso-4-naftaleeni-
sulfonihappo pelkistavat kompleksiyhdisteen molybdeenisiniseksi, jonka absorbanssi
mitataan aallonpituudella 815 nm. Absorbanssin ja standardisuoran yhtalon (Liite 1) pe-

rusteella laskettiin silikan pitoisuus.

5.3.2 In sink —rajan testaus

Silikan in sink —rajaa tutkittiin liuottamalla silika-implanttia (R20) 50 ml:ssa 0,05 M Tris-
puskuria 24 h, lampdétilan ollessa + 37 °C. Puskurin pH oli 7.4. Puskurista otettiin nayt-
teité eri aikapisteista ja niistd mitattiin liuenneen silikan pitoisuus UV-Vis —spektrofoto-
metrilla aallonpituudella 815 nm ja laskettiin liuennut maaréa ajan funktiona. Seurattiin in

sink —rajan (30 ppm) ylityspistetta.

Implantteja liuotettiin aina 3 kappaletta rinnakkaisten tulosten vertailun vuoksi. In sink —
rajan ylittyminen optimoitiin 24 h tunnin kohdalle néytteenoton helpottamiseksi. Taman
saavuttamiseksi kasvatettiin puskurin volyymi&a 200 ml:aan. Pienennettiin myds implantin
kokoa 1 ml:sta 250 pl:aan. Implantin massa pieneni kokoa muutettaessa n. 1,2 g:sta n.
0,15 g:aan, joten sen rakenne muuttui oletettavasti tiivimmaksi ja vahemman nestetta
suhteessa kokoon sisaltavaksi. Lisattiin hidas sekoitus 80 rpm, sill& ihmiskehon sisalla-
kdan nesteet eivat pysy paikallaan, vaan ovat jatkuvassa virtausliikkeessa. Sekoitus
my6s ehkaisee virheellisten gradienttindytteiden ottamista varmistaen, ettd liuennut si-
lika on tasaisesti sekoittuneena nesteessa.

5.3.3 Silikaimplantin liukenemisnopeuden tutkiminen

Silikaimplantin liukenemisnopeutta tutkittiin liuottamalla implantteja samalla tavalla, kuin
tehtiin in sink —raja —testauksissa. Implantti punnittiin ja laitettiin liukenemaan 200 ml:aan
0,05 M Tris-puskuria, lampétilassa + 37 °C, pH 7.4 ja sekoituksella 80 rpm. Implanttia
liuotettiin yhteensa 4 vuorokautta siten, ettd puskurista otettiin nayte aina 24 tunnin va-
lein. In sink —olosuhteita pidettiin ylla vaihtamalla puskuri aina uuteen 24 tunnin kohdalla

naytteenoton jalkeen. Naytteista mitattiin silika-pitoisuus UV-Vis —spektrofotometrilla aal-
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lonpituudella 815 nm ja saaduista tuloksista laskettiin liuenneen silikan osuus massapro-
sentteina. Kuvioon 3 on piirretty esimerkkikuvaaja erdédn implantin (R20) liukenemisno-

peuden maarittAmisesta.

Silikaimplantin liukenemisnopeus
70

60 /
50

40 /

30

20 /

N

0 1 2 3 4 5
Liukenemisaika (d)

Liuenneen silikan maara massa-%

Kuvio 3. Silikan liukenemisnopeus.

Kuvioon on laskettu kumulatiivisesti liuenneen silikan mééra massaprosentteina ajan

funktiona.

5.4 GFP:n kokonaisproteiinipitoisuuden maaritys ja konsentrointi

Kaytetty GFP oli puhdistettua (eGFP; puhdistettu (IEX); 14.2.08 JAE; BIOTS 05b), mutta
se puhdistettiin uudelleen sentrifugoimalla 9000 rpm 20 min seka ruiskusuodatuksella
(VWR; 25 mm Syringe filter w/ 0.45 pm Polyethersulfone membrane; Batch No.
12447882) kunnes sakkaa ei muodostunut. Kaytetyn GFP-liuoksen kokonaisproteiinipi-
toisuus ei ollut tiedossa, joten sille suoritettiin kokonaisproteiinipitoisuusmaéritys Brad-
ford—menetelmalla (Ks. Liite 2). Absorbanssi mitattiin HIDEX Sense:lla aallonpituudella
595 nm. Albumiinista (Albumin standard; conc. 2.0 mg/ml in a 0.9 % aqueous NaCL
solution containing sodium azide; Lot # Q1220824; Thermo Scientific) tehdyn, keskiar-
voihin perustuvan standardisuoran (Liite 3) perusteella maaritettiin GFP:lle kokonaispro-

teiinipitoisuus.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Janita Vartija



22

GFP:n kokonaisproteiinipitoisuus oli liian alhainen sopivan geelin (R-arvo valilla R15 —
R30) valmistamiseksi, joten liuosta oli konsentroitava. GFP-liuos konsentroitiin Pellicon
5K (5 kDa) -tangentiaalivirtaussuodatuksella kahteen otteeseen. Virtausnopeus oli 30
ml/min, 70 rpm, joka s&&dettiin virtausnopeustestin perusteella. Konsentroidusta liuok-

sesta mitattiin uusi proteiinipitoisuus.

5.5 GFP:n ja silikan hairibtestaus

Silikalle ja GFP:lle suoritettiin hairidtestaus. Testissa tutkittiin, hairitseekd GFP:n lasna-
olo mitattavassa nesteessa silikan mittaamista spektrofotometrilla tai painvastoin héirit-
seekod silika GFP:n fluoresenssimittauksia. Suoritettiin kaikille naytteille esikasittely sa-
malla tavalla kuin silikandytteitd mitatessa. Mitattiin ensin spektrofotometrilla pelkalla si-
likalla saturoituneen liuoksen silikapitoisuus seka saman liuoksen pitoisuus, kun siihen
oli lisatty GFP:ta. Testattin my0s mittaamalla pelkk&& Tris-puskuria, johon lisattiin
GFP:ta.

GFP:n héiridtestaus suoritettiin pipetoimalla 96-kuoppalevylle saturoitunutta silika-liu-
osta (samaa kuin yll& mainittu) ja liuosta, jossa oli tiedetty pitoisuus GFP:t& lisattyna.
Mitattiin kuopista fluoresenssi (HIDEX Sense) eksitaatiolla 485 nm ja emissiolla 535 nm.

5.6 GFP:t4 sisaltavan silika-implantin valmistus

Valmistettavalle implantille maéaritettiin sopiva veden ja TEOSin moolisuhde, eli R-arvo,
sooli-geeli —laskurin avulla (Liite 4). Tavoitteena oli saada geelin lopulliseksi R-arvoksi
15, silla se on teknisesti helppo valmistaa. Tarvittavan GFP-liuoksen mé&ara maaritettiin
geelissa niin, ettd GFP:n massan osuus on suhteessa 1 % geelissé olevan silikan (SiO,)
kokonaismassasta. Geelin valmistuksessa GFP-liuos toimi soolin neutralointiliuoksena.

Valmistetun geelin lopulliseksi R-arvoksi saatiin 20,0.

Geeli valmistettiin kaksivaiheisella sooli-geeli —prosessilla. Ensimmaisessa vaiheessa
valmistettiin 50 ml soolia. Soolin valmistuksessa, hydrolyysissa, l&ahtbaineena oli tetra-
etyyliortosilikaattia (TEOS), Si(OC:Hs)4, joka reagoi veden (Milli-Q, 18,2 MQ) kanssa.
Katalysaattorina kaytettiin suolahappoa (HCI) ja aineet reagoivat keskenaan happa-

massa pH-arvossa (pH 2). TEOSin ja veden moolisuhde oli soolissa 10,0.
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Prosessin toisessa vaiheessa, geelin muodostamisessa, pH nostettiin arvoon 6-7
NaOH:n avulla. Vasta kun pH oli tasoittunut haluttuun pH-arvoon, liséttiin GFP, silla se
ei saily aktiivisena alhaisissa pH-lukemissa (Campbell, 2001). Geelautuminen tapahtuu
NaOHin lisddmisen jalkeen nopeasti neutraalissa pH-arvossa, joten GFP-liuos oli sekoi-
tettava nopeasti soolin joukkoon homogeeniseksi seokseksi. GFP-sooli valettiin 96-
kuoppalevylle (a 250 pl/kuoppa), jolle se geelautui implanteiksi. Kuvassa 3 on valmiita

GFP-implantteja.

Kuva 3. Havaintokuva GFP-implanteista.

Implanttien annettiin geelautua yhden vuorokauden ajan jadkaappilampdtilassa.

5.7 GFP:n vapautumisen tutkiminen dissoluutiotesteilla

GFP:n vapautumista implanteista tutkittiin liuottamalla implantteja 0,05 M Tris-puskuriin,
+ 37 °C, pH 7.4, 80 rpm sekoituksella 4 vuorokauden ajan. Naytteita otettiin GFP-mit-
tauksia ja silika-mittauksia varten 24 tunnin valein. In sink —olosuhteita yllapidettiin vaih-

tamalla puskuri uuteen naytteenoton jalkeen 24 h valein.

In sink —olosuhteiden pysyvyys (eli silikan pitoisuus nesteessa kokoajan <30 ppm) tar-
kistettiin mittaamalla silikan pitoisuutta UV-Vis —spektrofotometrilla aallonpituudella 815
nm. GFP:n vapautumista tutkittiin mittaamalla GFP:n aktiivisuutta naytteista fluoresens-
silla ja aikaerotteisella fluoresenssilla (HIDEX Sense) Viritysaallonpituus (eksitaatio) oli

485 nm ja mittausaallonpituus (emissio) 535 nm.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Janita Vartija



6 TULOKSET JA POHDINTA

24

Suoritetuista dissoluutiotesteista tutkittiin silikaimplantin liukenemisnopeutta. TAman sel-

vittdmiseksi liuotettiin useita implantteja ja liuotuksista saatujen tulosten perusteella voi-

tiin m&aritelld R-20- reseptilla valmistetuille implanteille liukenemisnopeus. Myos GFP:n

vapautumisnopeutta tutkittiin, mutta se pystyttiin maarittAma&an vain teoreettisesti, silla

fluoresenssimittauksissa ei havaittu lainkaan GFP:ta.

6.1 In sink —rajan testaus ja optimointi

Taulukossa 1 on mitattu liuenneen silikan pitoisuutta 5 eri aikapisteessa.

Taulukko 1. In sink —rajan testaus

Mitattu Si-konsent- | SiOz-pitoisuus dissoluutionesteessd | Liuotusaika
Nayte | Absorbanssi raatio mg/L (ppm) (h)
1 0,585 0,7702 10,98 1
2 0,412 0,5422 23,20 3
3 0,509 0,6700 28,68 4
4 0,579 0,7623 32,63 5
5 0,4 0,5264 112,64 24

Taulukosta havaitaan, ettd 24 tunnin jalkeen silikaa oli liuennut nesteeseen 112,64 ppm.

Liitteessé 5 on esitetty laskuesimerkki taulukon tuloksista. Kuvio 4 havainnollistaa myos

silikan liukenemista ajan funktiona seka in sink —rajan maarittamista.
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Silikan liukeneminen ajan funktiona
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Kuvio 4. In sink -rajan testaus.

Taulukosta 1 piirretty kuvio osoittaa, ettd silikan in sink —raja (30 ppm) kaytetyissa olo-

suhteissa ylittyisi n. 5 tunnin kohdalla.

Kasvattamalla Tris-puskurin tilavuus 200 ml:aan ja pienentdmalla implanttikoko 250
pl:aan (paino 1,2 g:sta 0,15 - 0,11 g:aan) in sink —raja saatiin optimoitua niin, etta silikan
pitoisuus dissoluutioliuoksessa ei ylity ennen 24 tunnin aikapistetta. Taulukko 2 havain-

nollistaa tehtyja mittauksia.

Taulukko 2. In sink -rajan optimointi.

. Absor- | Mitattu Si-konsentraatio | Silika-pitoisuus dissoluutioliuok- | Liuotusaika
Nayte . .
banssi mg Si/L sessa (ppm) (h)

21.1 | 0,192 0,2522 17,993 21
21.2 | 0,174 0,2285 16,301 21
22.1 | 0,139 0,1824 19,516 22
22.2 | 0,112 0,1468 15,709 22
23.1 | 0,115 0,1508 16,132 23
23.2 | 0,119 0,1560 16,696 23
24.1 | 0,125 0,1639 35,084 24
242 | 0,119 0,1560 33,392 24
243 | 0,141 0,1850 39,596 24

Taulukosta ndhdaan kolmen eri implantin liuotustulokset. Kahdesta implantista (21-24.1

ja 21-24.2) on otettu 21-24 h:n aikapisteiden kohdalla naytteet ja yhdesta implantista
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(24.3) on otettu pelkkd yksi nayte 24 h:n aikapisteen kohdalla. Talla pyrittin havaitse-
maan eroja naytteenotossa, jossa puskuria poistuu aina joka naytteenoton yhteydessa
liuotusastiasta otetun naytteen tilavuuden verran. Poistettu nestemé&éara korvataan lisa-
malla naytetilavuuden verran uutta puskuria tilalle. Taulukosta nédhd&én, etta koska im-
plantin 24.3 dissoluutionesteesta ei olla otettu kuin yksi nayte eli nestetta ei ole poistettu
eika lisatty kertaakaan 24 tunnin aikana, silikan pitoisuus on hieman korkeampi verrat-
tuna kahteen muuhun liuotettuun implanttiin (21-24.1 ja 21-24.2). Liuenneen silikan pi-
toisuus kaikissa liuotuksissa on kuitenkin selvasti alle 30 ppm (in sink —olosuhteet), joten

katsottiin, etta pitoisuuseroja ei tarvitse ottaa huomioon.

6.2 Silika-implantin liukenemisnopeus

Silika-implantin liukenemisnopeus maaritettiin liuenneen silikan maarasta neljan vuoro-

kauden ajalta. Taulukko 3 nayttda liuenneen silikan maaran jokaisena liuotuspaivana.

Taulukko 3. Silikan liukenemisnopeus

Si-konsentraa- | SiO,-konsent- . Liuenneen
tio dissoluutio- | raatio dissoluu- Lli:?kr;ien silikan Liuenneen silikan
nesteessa tionesteessa massa (m- | m- % kumulatiivi-
(mg/L) (ppm) massa (ug) %) sesti laskettuna | Liuotuspaiva
9,634 20,62 4123,19 16,13 16,13 1
7,36 15,75 3150,21 12,32 28,46 2
7,327 15,68 3136,11 12,27 40,73 3
6,998 14,98 2995,10 11,72 52,44 4

Liuenneen silikan maara massaprosentteina laskettiin liuenneen silikan massasta suh-
teutettuna implantin sisaltdman silikan kokonaismassaan (Liite 6). Kuvio 5 havainnollis-
taa silikaimplantin liukenemisnopeutta, kun jokaisen paivan liuennut silikan maara mas-

saprosentteina lasketaan kumulatiivisesti ja tarkastellaan sita ajan funktiona.
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Kuvio 5. Silikaimplantin liukenemisnopeus.
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Kuviosta nahdaan, ettd 4 vrk:n jalkeen implantista oli liuennut n. 50 %. Taman perus-

teella implantti liukenisi kokonaisuudessaan n. 8 vuorokaudessa. Kaikkien saatujen tu-

losten perusteella silikan liukenemisnopeus vaihteli vélilla 6-8 vuorokautta.

6.3 GFP:n kokonaisproteiinipitoisuuden maaritys ja konsentrointi

GFP-liuoksen lopulliseksi tilavuudeksi jai 17,5 mL kahden konsentrointikerran jalkeen.

Bradford-menetelmalla saatu kokonaisproteiinipitoisuus oli 3593,56 pg/ml (Liite 3). GFP-

liuoksen tilavuudeksi jai noin 2/3 alkuperaisesta tilavuudesta, mutta vastaavasti proteii-

nipitoisuus kasvoi n. kaksinkertaiseksi. Pellicon 5K —suodattimen kunnosta ei ollut var-

muutta, silla sita oli kaytetty useita kertoja aikaisemmin, eika viimeisimmasta kayttoker-

rasta ollut tietoa.

6.4 Silikan ja GFP:n hairibtestaus

Silikan ja GFP:n hairittestauksessa todettiin, ettd kumpikaan materiaali ei hairitse tois-

tensa mittauksia. Taulukossa 4 on esimerkki spektrofotometrimittauksista, joissa testat-

tiin, hairitseek® GFP silikapitoisuuden mittausta.

Taulukko 4. Silika-GFP-hairiotestaus
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Nayte | Absorbanssi Selitys
1 0,365 | 0,359 silikalla saturoitu vesi
2 0,332 | 0,331 | silikalla saturoitu vesi GFP:lla
3 0,008 | 0,010 | vesiilman silikaa ja GFP:ta
4 0,020 | 0,004 GFP-vesi ilman silikaa

Taulukosta nahdaan, etta mittaus antaa samankaltaisen tuloksen naytteille, joissa on
sama maara silikaa huolimatta siita, onko naytteessa GFP:ta vai ei. Fluoresenssimittauk-

sissa silika ei hairinnyt GFP:n signaalia.

6.5 GFP:t4 siséltavan implantin valmistus

GFP:n osuus implantissa olevan silikan maarasta massaprosentteina haluttiin olevan 1-
5%. GFP-liuoksen proteiinipitoisuus oli niin alhainen, 3593 pg/ml, ettd pystyttiin valmis-
tamaan vain 1 %:n GFP-implantteja silikan teoreettisen maaran suhteen. Suuremmilla
massaprosenttiosuuksilla ei pystytty kehittamaan R-arvoltaan tavoiteltua implanttia
(R15), silla GFP-liuoksen tarve olisi ollut suurempi kuin geelin valmistamiseen kaytetta-
van neutralointiliuoksen osuus. Péaastiin kuitenkin hyvin lahelle haluttua lopputulosta, kun

geelin lopullinen R-arvo oli 20.

Edell& mainittu proteiinipitoisuus saavutettiin GFP-liuoksen konsentroinnilla tangentiaa-
livirtaussuodatuksella. Ennen konsentrointia GFP:n pitoisuus oli n. 1500 pg/ml. Konsent-
rointi ei nostanut GFP:n proteiinipitoisuutta odotetulla tavalla, mutta pitoisuus saatiin kui-
tenkin tarpeeksi korkeaksi, jotta pystyttiin valmistamaan 1% geeli GFP:n suhteen. Kon-
sentroinnin pienemmat vaikutukset saattoivat johtua joko GFP-liuoksen koostumuksesta
ja puhtaudesta tai vaihtoehtoisesti suodatinlaitteiston puhtaudesta. Valmiin GFP-liuok-
sen aikaisemmasta kaytosta ei ollut varmuutta lukuun ottamatta tietoa siita, etta liuos oli
aiemmin puhdistettu ioninvaihtokromatografialla. Ruiskusuodatuksesta huolimatta pro-
teiinissa saattoi olla jaamia muista epapuhtauksista, mika olisi voinut vaikuttaa osaltaan
konsentroinnin onnistumiseen. Proteiiniliuosta konsentroitaessa jouduttiin vaihtamaan
kerran kalvosuodattimen kasettia, silla se vaikutti olevan tukossa suoritetuista alkupe-

suista ja puhdistusyrityksisté huolimatta. Toinen kasetti puhdistettiin aluksi, mutta ei on-
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nistuttu tarkastamaan, oliko kalvo viel&d suodatuskelpoinen. GFP-liuosta pystyttiin kuiten-
kin laitteistolla konsentroimaan, mutta suodatuskalvon tehosta suodattaa taydellisesti

kaikki muut kuin GFP-partikkelit pois, ei voitu siitd huolimatta olla varmoja.

6.6 GFP:n vapautuminen

GFP:t4 ei havaittu naytteissa lainkaan fluoresenssimittauksissa.

Taulukko 5. GFP:n fluoresenssimittaukset.

Blank-corrected (RFU) Implantti 1 Implantti 2 Implantti 3
1 2| 3| 4| 5 6| 7 8| 9
Paiva 1 22| 22| 23| 0| 18| 175| 17 0
Paiva 2 0| 0| 33| 9 2| 51| 117| O
Paiva 3 15| 0| 8| 0| O 0| 37 13| 35

Taulukosta ndhdaan, etta naytteet eivat anna signaalia. Taulukko antaa tulokset kolmen
eri implantin liuotuksista kolmen paivan ajalta rinnakkaisnaytteineen. Signaalia ei ha-
vaittu tavallisilla fluoresenssimittauksilla eiké& aikaerotteisella fluoresenssilla. Aikaerottei-
sessa fluoresenssissa mittausviive saattoi olla liian pitkd, minka takia GFP:t& ei voitu
mittauksissa havaita. Fluoresenssimittaustenkaan perusteella ei signaalia kuitenkaan
havaittu. Mikali aikaerotteisella fluoresenssilla signaali ehtii laskea viiveen aikana, on

fluoresenssi parempi menetelméa GFP:n mittaamiselle.

Laskettiin GFP:lle teoreettinen vapautumisnopeus (Liite 7). GFP:ta pitaisi liueta implan-
tista vain 1,34 ppm, kun koko implantti on liuennut. Tehtiin HIDEX Sense —laitteelle GFP-
liuoksen avulla mittausalarajatesti, jonka avulla tutkittiin kuinka pieniad pitoisuuksia lait-
teella voi mitata. Testi tehtiin varmistamaan, etta teoriassa GFP:ta vapautuva maara voi-
daan havaita mittalaitteella. GFP:ta, jonka kokonaisproteiinipitoisuus oli aikaisemmin

maaéritetty Bradford-menetelmalld, laimennettiin eri suhteissa ja mitattiin fluoresenssi.
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Laimennussuhde RFU GFP:n laskennallinen pitoisuus (ppm)
1:100 46485 | 48121 36
1:1000 2825 | 2136 3,6
1:2000 1066 | 1152 1,8
1:3500 635 869 1,0
1:5000 483 457 0,7
Blank 0 46 0

Tehdyn testin perusteella fluoresenssi on mitattavissa alhaisimmillaan ainakin 0,7 ppm:n

pitoisuuksissa asti. GFP:n teoreettinen vapautumisnopeus on kuitenkin vain n. 0,2 ppm

paivassa.

Taulukko 7. GFP:n teoreettinen vapautuminen

Liuenneen sili- Liuenneen Liuenne"g.n" A
. | kan massa (ug) GFP_:n osuus GFP:n maara I\(!a.ara kumula-
Liuotuspaiva teoriassa (ug) | m-% (ppm) tiivisena (ppm)
1 4123,19 43,29 16,13 0,221 0,221
2 3150,21 33,08 12,32 0,169 0,389
3 3136,11 32,93 12,27 0,168 0,557
4 2995,10 31,45 11,72 0,160 0,717

Taulukossa 7 on tulokset GFP:n teoreettisesta vapautumisesta, joka on laskettu erdasta

implantista (ks. Taulukko 3) liuenneen silikan maarasta. GFP:t4 vapautuva maara on

suhteutettu niin, ettd sen maara liuenneen silikan massasta on 1,05 %. Kun vapautuneen

GFP:n pitoisuus lasketaan kumulatiivisesti, voidaan tutkia sen vapautumisnopeutta (Ku-

vio 6) Taulukosta havaitaan, etté neljan paivan liuotuksen jalkeen ollaan kuitenkin hyvin

lahelld mittausalarajaa, silla neljassa paivassa GFP:ta oli vapautunut 0,717 ppm koko-

naisuudessaan.
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Vapautuneen GFP:n pitoisuus

Kuvio 6. GFP:n teoreettinen vapautumisnopeus

GFP:n teoreettinen vapautumisnopeus on oletettava enintddn samaksi kuin silikan maa-
ritetty liukenemisnopeus, silla ei ole tutkimustuloksia siita, vaikuttaako silikan liukenemis-
tahti GFP:n vapautumisnopeuteen. Koska ollaan hyvin lahella mittausalarajaa, GFP:n

konsentroiminen viela vahvemmaksi saattaisi antaa mitattavissa olevia tuloksia.
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7 JOHTOPAATOKSET

Dissoluutiokokeet osoittivat, etté silika-implantti voi liueta kokonaisuudessaan ihmiske-
hon nesteiden kaltaisissa olosuhteissa. Liukenemisnopeuden tarpeen maarittdd implan-
tin sisdltama ladkeaine, jota halutaan vapauttaa halutulla nopeudella seka kehon osa,

johon implantti tullaan istuttamaan.

Silikan in sink —raja optimoitiin ylittymaan yhden vuorokauden kohdalla. Voitaisiin myos
toimia painvastoin niin, etta in sink —raja pienennettaisiin hyvin nopeasti ylittyvaksi. Tama
tarkoittaisi sita, ettd yhden tyopaivan (8 h) aikana in sink —olosuhteiden yllapitamiseksi
puskuria olisi vaihdettava useammin. Samalla saataisiin nopeasti useita naytteita eri ai-
kapisteista, ja nopeammin mittaustuloksia, joista voitaisiin tutkia paitsi silikan liuke-
nemisominaisuuksia, myts mahdollisesti GFP:n vapautumiseen liittyvid ongelmakonhtia,

eika tutkimus veisi niin paljon aikaa.

Tutkimusten edetessa GFP:ta olisi kannattavaa konsentroida tarpeeksi. Mitd suurempi
on kaytetyn GFP-liuoksen kokonaisproteiinipitoisuus, sen helpompi on valmistaa halutun
R-arvon implantteja. Opinnaytetytssa kaytetyn GFP-liuoksen pitoisuus oli verrattain al-
hainen, ja se tuotti ongelmia oikeanlaisen geelireseptin rakentamisessa. GFP:n osuus
silikan massasta on katsottu olevan riittdva, kun se on 1-5%. Osuuden haluttiin olevan
tydssa 5 %, mutta liilan laimean GFP-liuoksen takia osuus jouduttiin jattamaan 1 %:iin,
silla vahvempaa ei pystytty valmistamaan haluttuun geelireseptiin. GFP-liuosta kaytettiin
geelin valmistamisessa samalla sooliin lisattavana neutralointiliuoksena. GFP-liuoksen
tarve 5 %:ssa geelissa olisi ollut suurempi kuin sooliin lisattdvan neutralointiliuoksen
maara, joten haluttu geeli (R20) olisi kaytdnndssa mahdotonta toteuttaa. Suuremmilla
proteiinipitoisuuksilla ei ilmenisi téllaista ongelmaa. Myds GFP:n valmistaminen itse
alusta asti pienentaisi ongelmariskeja edella kuvatuissa asioissa.

GFP:t4 ei havaittu fluoresenssimittauksissa lainkaan, ja laskelmat osoittivatkin, etta
GFP:ta liukenisi kokonaisuudessaan vain 1.34 ppm sina aikana, kun koko silika-implantti
liukenee (n. 6-8 paivassa). 4:n paivan liuotustulokset osoittivat, ettd GFP:t& oli liuennut
noin 0,7 ppm, joka on samalla mittausalaraja GFP:n fluoresenssimittauksille. Tama
osoittaa, etta ollaan kuitenkin verrattain lahella havaittavia tuloksia. Mikéli GFP:n osuus
geelissa pystyttaisiin nostamaan 5 % suhteutettuna silikan massaan, onnistuneita mit-
taustuloksia voitaisiin luultavasti saavuttaa. Tama vaatisi edelleen GFP:n konsentroi-

mista vahvemmaksi.
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GFP:n aktiivisuuteen olisi syyta perehtya enemman. Yksi syy GFP:n signaalin puuttumi-
seen voi olla se, ettd GFP on menettanyt aktiivisuutensa prosessin aikana. Se, missa
kohtaa aktiivisuus olisi kadonnut, on epéselvdd. Mitattaessa GFP:n pitoisuutta aika-
erotteisella fluoresenssilla, menetelmasséa kaytetty mittausviive taustasignaalin poista-
miseksi on voinut olla liian pitka, jolloin GFP:n signaali on ehtinyt jo laskea ennen mit-
tausta. Taman perusteella mittausviivetta on joko laskettava, tai mitattava pelkalla fluo-
resenssimenetelmalld, jossa ei kayteta mittausviivetta. Implanttien on hyvéa antaa ikaan-
tya ennen dissoluutiotesteja jonkin aikaa, jotta niiden rakenne saavuttaisi lopullisen muo-
tonsa, ja jonka seurauksena niista poistuisi ylimaarat nesteitd, kuten etanolia pois. Im-
plantin valmistusvaiheessa syntyvan etanolin voi haihduttaa pois prosessin ollessa soo-
linvalmistusvaiheessa, ja sen voi korvata lisddmalla haihtuneen etanolin tilalle vetta.
Ikaantyneen implantin liukeneminen on tasaisempaa kuin tuoreen implantin, jonka koh-
dalla liukenemisnopeus saattaa olla alussa hopeampaa ja tasoittua/hidastua loppua koh-
den.

Liséksi voitaisiin tutkia GFP:n mahdollista reagoimista liuotusastian kanssa. GFP voi esi-
merkiksi vapauduttuaan tarttua tietysta materiaalista tehdyn astian seinamiin kiinni.
Tama voisi selittdd myds sitd, miksi GFP:ta ei havaittu mittauksissa. Liuotustesteissa
kaytettiin muoviastioita, silla lasiastioista irtoava silikaatti hairitsee silikan mittausta. Muo-
viastioiden materiaaliin voisi tulevissa kiinnittdd huomiota tai testata, onko GFP:lI4 taipu-

musta tarttua kiinni.

Laakeaineita tutkiessa on otettava huomioon valtavasti asioita ennen kuin ne paasevat
markkinoille. Biofarmaseulttisille aineille laatu ja turvallisuus ovat avainasemassa, mika
tekee niiden tutkimus- ja kehitysprosessista osittain haasteellista ja aikaa vievaa. GFP
toimii hyvand mallina biofarmaseuttisille aineille. Se on kestéva ja helppo paikantaa.
Tast& huolimatta tarvitaan kuitenkin lisda tutkimustietoa GFP:n kayttaytymisesta disso-
luutiokokeissa seka mittausmenetelmien kehitysta.
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Liite 1 (1)

Piin standardisuora

Standardisuoraa varten valmistetaan Si-kayttéliuos, jonka pitoisuus on 50 mg/L. Kaytto-
liuos valmistetaan Si-standardiluoksesta, jonka pitoisuus on 1000 mg Si/L pipetoimalla
1,25 ml standardiliuosta 25 ml:n mittapulloon ja tayttamall&a merkkiin. Standardisuoraa
varten tarvitaan 7 eri vahvuista vertailuliuosta, jotka on valmistettu pipetoimalla 100 ml:n
mittapulloihin Si-kayttdliuosta. Pipetoidaan alla olevan taulukon mukaisesti.

Taulukko. Vertailuliuosten pipetointitilavuudet ja pitoisuudet

Vertailuliuos | Pipetointitilavuus (ml) | Lopullinen Si-pitoisuus (mg/L)
1 0,2 0,1
2 0,4 0,2
3 0,8 0,4
4 1,2 0,6
5 1,6 0,8
6 2,0 1,0
7 2,4 1,2

Suoritetaan naytteille esikasittely, ja mitataan absorbanssi spektrofotometrilla aallonpi-
tuudella 815 nm. Naytteiden silikapitoisuudet lasketaan standardisuoran yhtalénperus-

teella.

Taulukko. Piin standardisuora

Piin standardisuora
Conc. (mg/L) Abs.
0 0,00005
0,1 0,07674
0,2 0,1485
0,4 0,29869
0,6 0,4669
0,8 0,61255
1 0,75885
1,2 0,90512
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Standardisuoran yhtalo:
Abs =k * Si(mg/L) + b
jossa:

Abs = absorbanssi
k = standardisuoran kulmakerroin

b = kalibrointisuoran leikkauspiste

Standardisuora Si

=2 &
ah [5-] [

=
L

-

B

Absorbanssi (815nm)
-
LY

]

0 0,2 0,4 0,6 0,8
Konsentraatio (mg/L)

Kuvio. Piin standardisuora

Liite 1 (2)

(1)

y = 0,7588x + 0,0006
R?=0,9997

1,4

Spektrofotometri antaa tulokseksi absorbanssiarvon, josta lasketaan Si-konsentraatio

naytteessa standardisuoran yhtalon perusteella.
Esimerkkilasku:
Mitattu absorbanssi, y: 0,192

Si-konsentraatio:

™9, _ 0,192 -0,0006
* (Si77) =5 7588

=0,2522
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Liite 2 (1)

Proteiiniméaaritys Bradford-menetelmalla

Valmistetaan proteiinistandardit albumiinista (Albumin Standard; Bovine serum albumin;
BSA; 2.0 mg/mL in a 0,9 % aqueous NaCL solution containing sodium azide; Thermo-

Scientific). Yksi ampulli (1 ml) albumiinia riittda hyvin yhteen laimennossarjaan.

Taulukko. Laimennussarjan valmistus

Pipetoitu Pipetoitu tilavuus albumiinia Lopullinen Lopullinen
tilavuus (mistéa vahvuudesta pipetoi- pitoisuus tilavuus (ul)
(H20) / ul daan) (ng/ml)

100 100 pl (2000 pg/ml) 1000 200

25 75 ul (1000 pg/ml) 750 100

50 50 pl (1000 pg/ml) 500 100

50 50 pl (750 pg/ml) 375 100

50 50 pl (500 pg/ml) 250 100

50 50 pl (250 pg/ml) 125 100

100 oul 0 100

Pipetoidaan 10 pl jokaista standardia ja naytettad 96-kuoppalevylle + 2 rinnakkaista

2. Pipetoidaan kuoppiin paalle 250 pul Coomassie Reagentia (Coomassie Protein Assay
Reagent, Thermo Scientific)

3. Sekoitetaan levyravistelijassa n. 30 sekuntia ja annetaan inkuboitua huoneenlam-
maossa 10 minuuttia

4. Mitataan absorbanssi aallonpituudella 595 nm kuoppalevylukijalla ja lasketaan stan-

dardisuoran yhtalén avulla proteiinipitoisuus.
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Keskiarvoihin perustuva standardisuora ja GFP-
liuoksen laskettu proteiinipitoisuus

Keskiarvoihin perustuva standardisuora y = 0,001x - 0,0276

R2=10,9941
1,200

1,000
0,800
0,600
0,400

0,200

Blank-corrected OD(595)

0,000
0 200 400 600 800 1000 1200

-0,200 - _
Protein concentration (pg/mL)

Kuvio. Keskiarvoihin perustuva standardisuora.

Bradfordilla mitatusta absorbanssista ja standardisuoran yhtalostéa lasketaan koko-
naisproteiinipitoisuus GFP:lle. Bradford-menetelma kertoo kaikkien liuoksessa olevien
proteiinien pitoisuuden yhteensa. Mahdollisimman luotettavan tuloksen saamiseksi on

varmistettava, etta liuoksesta on poistettu ensin kaikki muut proteiinit.

Taulukko. GFP-liuoksen kokonaisproteiinipitoisuus

Blank cor- Protein concentration Dilution corrected Average

0D(595) rected (ng/mL) (ng/mlL) (ng/mL)

0,563 0,134 161,52 3230,33 3593,56
0,556 0,127 154,52 3090,33
0,554 0,125 152,52 3050,33
0,724 0,295 322,52 3225,17
0,701 0,272 299,52 2995,17
0,702 0,273 300,52 3005,17
0,864 0,435 462,52 4625,17
0,855 0,426 453,52 4535,17
0,86 0,431 458,52 4585,17
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Sooli-geeli-laskuri

Soolilaskuri Geelilaskuri

Tekija: IV & PA Tekija: IV & PA
Paivamaara: 24.8.2016 Paivamaara: 24.8.2016
V(total) 50 mi V(total): 17,5 |mil
R-arvo: 10 Soolin osuus: 4,55
pH: 2 Neutralointiliuoksen osuus 2
c(HCl): 1 molfl
Lihtbaineet: V(sooli): 12,15649 |ml

V{ml} | n{mol) n(TECS) geelissa: 0,029792 |mol
TEOS: 27,92 0,12253
H.0: 21,58 1,22535 V(neutralointiliuos): 5,343511 (ml
HCI: 0,5 0,0005 n{H20) geelissa: 0,2979 |mol

n{H20) liuos: 0,2965 |mol

Lopputuotteet: n{H20) total: 0,5945 |mol
5i0;: 7,36 |g
EtOH: 28,60 |ml Valmistetun geelin R: 20,0
Tarkistus:
V(total): 50,0 |ml
R{laskettu): 10

Aine M (g/maol) | Tiheys (g/ml} m-% c (mol/l)
TEQS 208,33 0,923 98 -
H,O 18,02 1 100 -

HCl 36,46 1,017 : 1
Sio, 60,08 : ] .
EtOH 46,07 0,78594 - -

HCl
TEQS + 2H;0 ——= 5i0; + 4Et0OH

V VEDEEI

TEDS = =
( sooli " CTEDS +1)
Crrat
Va.o = Veoral — Vreos — Vo
= 107PH - Vipe
Voo =—7—
Crct
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Soolin osuus koko geelissa:

12,15649 ml
50 ml

*100% = 24,31 %

Silikan maara geelissa:

7,36 g * 0,2431 = 1,789216 g = 17892,16 g

GFP:n teoreettinen tarve geelissa: 0,01* 1,789216 g =0,01789216 g =17892,16 ug

GFP-liuos toimii implantinvalmistusvaiheessa neutralointiliuoksena. GFP-liuoksen tarve

geelissa:

17892,16 ug
3593,56 pg/mL

= 4,9789 mL

HCl:n maara geelissa:
0,5mL * 0,2431 = 0,12155 mL

NaOH:a tarvitaan sama maara kuin HCl:a soolin pH:n nostamiseksi arvoon 7, joten tar-
vittava maaré on otettava huomioon neutralointiliuoksessa. GFP-liuosta kaytetaan siis

neutralointiliuoksessa:
5,343511 mL — 0,12155mL = 5,22191 mL

Yhden implantin tilavuus on 250 pl, joten silikan maara yhdessa implantissa on:

1789216,0pg 1mL
E3
17,5 mL 0,25 mL

= 25560,2285 pg/mL
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Laskuesimerkki silikapitoisuuden laskemisesta

Spektrofotometri antaa aallonpituudella 815 nm mittaustulokseksi absorbanssin, josta
lasketaan Si-konsentraatio naytteessa standardisuoran kulmakertoimen avulla.
Esimerkkilasku (Liitteesta 1):

Mitattu absorbanssi, y: 0,192

Si-konsentraatio:

™9, _ 0,192 -0,0006
* (Si77) =5 7588

=0,2522

Si-pitoisuus dissoluutioliuoksessa saadaan, kun poistetaan laimennoksesta saatu osa-

tulos.

Taulukko. Si-pitoisuuden laskeminen

Laimennussuhde
Konsentraatio mg/L (ml/ml) Si-pitoisuus dissoluutionesteessa (mg/L)
0,2522 3/100 0,2522*(100/3) 8,408
0,2285 3/100 0,2285*(100/3) 7,617
0,1824 2/100 0,1824*(100/2) 9,120
0,1468 2/100 0,1468*(100/2) 7,341
0,1508 2/100 0,1508*(100/2) 7,538
0,1560 2/100 0,1560*(100/2) 7,802
0,1639 1/100 0,1639*(100/1) 16,394
0,1560 1/100 0,1560*(100/1) 15,604
0,1850 1/100 0,1580*(100/1) 18,503

Mittaukset antavat vain piin konsentraation dissoluutionesteessa. Silikan konsentraatio
saadaan lisaamalla tulokseen kerroin 2.14, joka saadaan silikan (SiOz) ja piin (Si) moo-

limassojen suhteesta:

M(SiO2)=28,085+(2*16,00)=60,085
SiO,: Si= 60,085 / 28,085 = 2,14
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Taulukko. Silika-pitoisuuden laskeminen

Si-pitoisuus dissoluutionesteessa SiO,-pitoisuus dissoluutio-
(ppm) nesteessa (ppm)
8,408 8,408 * 2,14 =17,993
7,617 16,301
9,120 19,516
7,341 15,709
7,538 16,132
7,802 16,696
16,394 35,084
15,604 33,392
18,503 39,596
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Silikan liukenemisnopeuden laskeminen

Taulukko. Silikan liukenemisnopeuden laskeminen

Si-konsentraatio | Liuenneen Liuenneen
Liuenneen
dissoluutiones- | silikan silikan Liuenneen silikan m-
silikan
teessd (mg/L) maara massa (m-|%  kumulatiivisesti
massa (ug)
(ng/mL) %) laskettuna Liuotuspaiva
9,634 20,62 4123,19 16,13 16,13 1
7,36 15,75 3150,21 12,32 28,46 2
7,327 15,68 3136,11 12,27 40,73 3
6,998 14,98 2995,10 11,72 52,44 4

Liuenneen silikan maara laskettiin dissoluutionesteen Si-konsentraatiosta lisdamalla tu-
lokseen kerroin 2,14. Liuenneen silikan massa milligrammoina saatiin suhteuttamalla

liuenneen silikan maara liuotustilavuuteen (200 mL):
20,62 pg/mL * 200 mL = 4123,19 pg

Liuenneen silikan massa massaprosentteina laskettiin suhteuttamalla liuenneen silikan

massa implantin sisaltaman silikan kokonaismassaan.

4123,19 ug
25560,2285 g

*100 % = 16,13 %
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GFP:n teoreettisen vapautumisnopeuden laskeminen

GFP-liuosta, jonka pitoisuus on 3593,56 pug/mL, on geelissa 5,22 mL eli GFP:t4 on ko-

konaisuudessaan geelissé:
3593,56 u% «5,22 mlL = 187584 g

GFP:n tarkka osuus silikan massaan suhteutettuna on:

18758,4 pg

kil oM o _ .
1789216,0 nug * 100 % = 1,05 %

Liuenneen GFP:n osuus teoriassa lasketaan taman avulla:

4123,19 pg * 0,0105 = 43,29 ug

Liuenneen GFP:n osuus massaprosentteina lasketaan liuenneen GFP:n suhteesta

GFP:n kokonaismassaan implantissa.
GFP:n mé&é&ra yhdessa implantissa on:

25560,23 u% *0,0105 = 268,382 pg/mL

GFP:n osuus massaprosentteina:

43,29 ng
268,382 pg/mlL

*100 % = 16,13 %

Taulukko. GFP:n teoreettisen vapautumisnopeuden laskeminen

Livenneen sili- Liuenneen Liuenneen
. | kan massa (ug) GFP_:n osuus GFP:n maara l\(!éi.éiréi kumula-
Liuotuspaiva teoriassa (ug) | m-% (ppm) tiivisena (ppm)
1 4123,19 43,29 16,13 0,221 0,221
2 3150,21 33,08 12,32 0,169 0,389
3 3136,11 32,93 12,27 0,168 0,557
4 2995,10 31,45 11,72 0,160 0,717
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Taulukko. GFP:n liukenemisnopeus teoriassa

Silikan liukenemisnopeus (m-%/pva)

52,44 % * 4 d =13,11

Implantti liukenee kokonaisuudessaan (pvaa)

100/ 13,11=7,63

GFP teoreettinen liukenemisnopeus (m-%/pvé)

13,11

Liukenemisnopeus (ppm/pva)

0,717 ppm /4d=0,176

GFP:ta liukenee koko implantin liuettua (ppm)

7,63 d* 0,176 ppm =1,34
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