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Taman insindorityon tavoitteena oli luoda yleiskatsaus 3D-biotulostukseen kudostek-
nologian menetelmana. Tyo jakautuu kahteen osaan. Taustaosiossa esitellaan biotu-
lostuksen perusperiaatteita seka tulostuksessa kaytettavia tekniikoita ja materiaaleja.
Jalkimmainen osa on narratiivinen kirjallisuuskatsaus, jossa kartoitetaan biotulostuk-
sen kudosteknologisia sovelluksia seka ongelmia, jotka hidastavat menetelman kehi-
tysta.

3D-biotulostuksen sovelluksia esitellaan kolmen erilaisen kudostyypin kautta. Kirjalli-
suuskatsauksessa tarkastellaan ihon, luun ja sydamen kudosten biotulostuksessa
kaytettavia menetelmia, materiaaleja ja tulostuksen kudoskohtaisia erityispiirteita.
Esiin nostetaan myos 3D-biotulostuksen kehityksen kannalta merkittavia yksittaisia
tutkimuksia. Ongelmien tai haasteiden osalta katsauksessa kasitellaan niin ikadan kol-
mea keskeista teemaa: verisuoniston rakentamista, biomusteiden kehittamista seka
solujen tuotantoa.

Kirjallisuuskatsauksen aineiston perusteella 3D-biotulostuksesta piirtyy kuva vaati-
vana ja monitieteisena valmistusmenetelmana. Eri kudostyyppien tulostustekniikat ja
biomusteiden materiaalit eroavat toisistaan merkittavasti, mutta kudosten valilla on
myos paljon yhdistavia tekijoita. Lahes kaikkien kudosten 3D-biotulostuksessa toimi-
van verenkiertojarjestelman muodostuminen on ratkaisevan tarkeaa. Verisuonten tu-
lostuksessa on otettu edistysaskelia, mutta hierarkkisen suoniston rakentaminen on
edelleen ongelma. Biotulostuksen kehittyminen potilashoidossa kaytettavaksi mene-
telmaksi edellyttaa myos solutuotannon tehostamista seka biomusteissa kaytettavien
solujen laadun ja turvallisuuden parantamista.
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This bachelor’s thesis illustrates the current landscape of three-dimensional bioprint-
ing and its utilization in the field of tissue engineering. The paper is structured into
two sections: the background chapters outline the basic principles of 3D bioprinting
and explore commonly used printing techniques and materials. The second part is a
narrative literature review that focuses on applications of bioprinting in tissue engi-
neering and obstacles hindering its development into a clinically usable biofabrication
method.

Applications of 3D bioprinting are examined through three distinct tissue types. Skin,
bone, and cardiac tissue serve as examples showcasing different bioprinting tech-
niques, materials, and tissue-specific characteristics. Significant individual studies are
introduced to demonstrate advancement made in bioprinting. As for the challenges
and obstacles, the review again delves into three subjects: vascularization of 3D bi-
oprinted tissues, bioink development, and cell sourcing.

Based on the literature review, 3D bioprinting unfolds as a technically advanced
method, requiring expertise in medical sciences as well as materials and printing
technology. Bioprinting methods vary significantly among tissue types, but there are
also many common factors between different tissues. Proper vascularization is a ne-
cessity for nearly all 3D bioprinted tissues. While significant progress has been made
in printing blood vessels, fabrication of a functional and hierarchical vascular system
is still a major obstacle. Further advancement of 3D bioprinting as a clinically relevant
method in tissue engineering also requires scaling up cell production as well as en-
suring the quality and safety of cells used in bioinks.
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Lyhenteet ja kasitteet

Angiogeneesi:

Verisuoniston uudismuodostuminen.
Allografti:  Toiselta ihmiselta saatu kudossiirre.

Autografti: Potilaan omasta elimistosta saatu kudossiirre.

Autologinen:
Potilaan omasta elimistosta saatu siirre, solu tms.

CAD: Computer aided design. Tietokoneavusteinen suunnittelu.

ClJ: Continuous inkjet. Tulostustekniikka, jossa muste tulostetaan yhte-
naisena pisaravirtana.

DECM: Decellularized extracellular matrix. Soluista puhdistettu soluvali-
aine.

DOD: Drop-on-demand. Tulostustekniikka, jossa muste annostellaan hal-

litusti yksittaisina pisaroina.

FRESH: Freeform reversible embedding of suspended hydrogels. Biotulos-
tusmenetelma, jossa suunnittelumallin mukaiset rakenteet pursote-

taan valiaikaiseen geelimaiseen tukimateriaaliin.

Hydrogeeli: Polymeeri, jolla on kyky imea rakenteeseensa runsaasti vetta.

In vitro: Lat. “lasissa”. Elavan elimiston ulkopuolella tapahtuva tutkimus tms.

In vivo: Lat. “elavassa”. Elavassa elimistossa tapahtuva tutkimus tms.



IPSC: Induced pluripotent stem cell. Pluripotentiksi ohjelmoitu kantasolu.

MSC: Mesenchymal stem cell. Mesenkymaalinen kantasolu, joka kykenee

erilaistumaan moneksi eri solutyypiksi.

SWIFT: Sacrificial writing into functional tissues. Biotulostusmenetelma,
jossa soluaggregaatteja sisaltdvaan biomusteeseen tulostetaan ra-

kenteita valiaikaisen uhrimusteen avulla.

Vaskularisaatio:
Verenkiertojarjestelman muodostuminen kudokseen.

VEGF: Vascular endothelial growth factor. Verisuonten muodostumista

edistava biologinen kasvutekija.

Viabiliteetti: Solujen elinkykyisyys. limaistaan usein naytteen elavien solujen

prosenttiosuutena.



1 Johdanto

3D-biotulostus on useita tieteenaloja yhdistava nopeasti kehittyva teknologia,
jonka avulla soluista ja erilaisista biomateriaaleista voidaan rakentaa toiminnalli-
sia kudoksia. Sairauksien ja vammojen vahingoittamien elimien ja kudosten kor-
vaamisen lisaksi menetelmalla uskotaan olevan mullistava vaikutus esimerkiksi
syopatutkimuksen ja yksilOllistetyn laakehoidon kehitykseen. Tassa insinoori-
tyossa biotulostusta tarkastellaan kuitenkin yksinomaan kudosteknologian nako-

kulmasta.

Kudos- ja elinsiirteet saadaan perinteisesti joko potilaalta itseltdan (autograftit)
tai luovuttajalta (allograftit). Mahdollisuudet potilaan omien kudosten kayttami-
seen elinsiirroissa ovat luonnollisesti rajalliset. Myos elinluovutuksella on haitta-
puolensa, kuten vastaanottajan elimiston immunologiset reaktiot, joita ehkais-
taan useimmiten elinikaiselld 1aakehoidolla. Luovutetuista elimista on myos pa-
kottava pula. Suomessa elinluovutusjonoissa on jatkuvasti noin 500 potilasta,
joista 5-10 % menehtyy, koska sopivaa siirrannaista ei saada ajoissa [1]. Vaes-
ton ikdantymisen myota lisaantyvat sairaudet kasvattavat kudossiirteiden tar-

vetta entisestaan.

3D-biotulostettujen elinten kayttoon potilashoidossa on viela matkaa, mutta ta-
voitetta kohti on jo edetty suurin harppauksin. Esimerkiksi vuonna 2019 Tampe-
reen yliopiston tutkimusryhma onnistui tulostamaan sarveiskalvon pintakudose-
piteelia ja stroomasolukkoa muistuttavaa kudosta [2]. Merkittavia edistysaske-

leita on otettu myds mm. ihon, sydanlihaksen ja ruston 3D-biotulostuksessa.

Taman insindorityon tavoitteena on muodostaa ajankohtainen yleiskuva 3D-
biotulostuksesta kudosteknologian menetelmana. Tydssa kartoitetaan biotulos-
tuksen keskeisimpia tutkimuskohteita ja tarkastellaan menetelman kehittami-
sessa kohdattuja haasteita. Tieteellisena metodina kaytetaan narratiivista kirjal-
lisuuskatsausta, joka mahdollistaa aiheen tutkimisen laajasta nakokulmasta,

monentyyppista aineistoa hyddyntaen. Tyon taustaosiossa esitelldadn myds 3D-



biotulostuksen biologisia perusteita, yleisimpia tulostustekniikoita ja tulostuk-

sessa kaytettavia materiaaleja.

2 3D-biotulostus

Kudosteknologian tavoitteena on rakentaa vaurioituneille kudoksille ja elimille
biologisia korvaajia, jotka voivat palauttaa, yllapitaa tai parantaa kudosten toi-
minnallisia tehtavia [3]. Tieteenalan keskiossa ovat erilaiset biomateriaalit, jotka
muodostavat solujen ja biologisesti aktiivisten molekyylien toimintaa edistavia
tukirakenteita [4]. 3D-biotulostus on kudosteknologian uusimpia ja nopeimmin
kehittyvia menetelmia. Sen avulla soluista ja biomateriaaleista voidaan tulostaa
monimutkaisia kolmiulotteisia kudosrakenteita, jotka jaljittelevat tarkasti luonnol-

listen kudosten ja elinten toimintaa ja rakennetta. [3.]

Murphyn ja Atalan [5] mukaan 3D-biotulostus nojaa kolmeen |&ahestymistapaan:
1) biomimetiikkaan, 2) kudosten autonomiseen itsejarjestymiseen ja 3) suurem-
pien kokonaisuuksien rakennuspalikoina toimiviin minikudoksiin. Toiminnallisten
elinten ja kudosten biotulostus ja transplantointi voi edellyttaa kaikkien kolmen

lahestymistavan yhdistamista [5].

Biomimeettinen suunnittelu jaljittelee luonnossa esiintyvia muotoja, prosesseja,
mekanismeja ja ymparistoja. 3D-biotulostuksessa sita sovelletaan jaljentamalla
mahdollisimman tarkasti luonnollisten kudosten rakenteita ja toimintoja. Lahes-
tymistapa edellyttaa yksityiskohtaista tietoa kudosten mikroymparistdsta: so-

luista, soluvaliaineesta ja niihin vaikuttavista biologisista tekijoista. Biomimeetti-
nen suunnittelu on haastavaa, silla yksinkertaisimpienkin kudostyyppien fysiolo-

giset toimintamekanismit ovat erittain monimutkaisia. [5; 6.]

Autonominen itsejarjestyminen hyddyntaa kudosten luonnollista kehittymispro-
sessia. Itsejarjestymisen ytimessa ovat solut ja niiden toiminta. Solut muodosta-
vat kehittyvan kudoksen rakenteen, tuottavat soluvaliaineen komponentit ja
osallistuvat kemialliseen viestintaan, joka on solujen jakautumisen ja erilaistumi-

sen kannalta olennaista. Toisin kuin biomimeettisessa lahestymistavassa,



autonomista itsejarjestymista hyddynnettdessa kudoksen kaikkia kehitysvaiheita
ei pyritd ohjaamaan ulkopuolelta. Sen sijaan tavoitteena on rakentaa ymparisto,
jossa solut ja kudoksen muut komponentit voivat itse jarjestaytya toiminnal-
liseksi kudokseksi. [5; 6.]

Kudosten ja elinten voidaan ajatella koostuvan pienemmista toiminnallisista yk-

sikoista eli mini- tai mikrokudoksista. Biotulostettuja minikudoksia voidaan koota
suuremmiksi kokonaisuuksiksi kontrolloidusti tai hyodyntaa solujen kykya auto-

nomiseen itsejarjestymiseen. Esimerkkind minikudoksesta voidaan mainita veri-
suonten endoteelisoluista ja sileista lihassoluista koostuvat biotulostettavat ag-

gregaatit eli solukimput, joita voidaan kayttaa suoniston rakentamiseen [7]. Tu-

lostettuja minikudoksia kaytetaan usein myos sairauksien mallintamiseen ja l1aa-
ketutkimukseen. [5; 6.]

2.1 Tulostusprosessi

3D-biotulostusprosessi voidaan jakaa tulostusta edeltavaan vaiheeseen, tulos-

tusvaiheeseen ja tulostuksen jalkeiseen vaiheeseen [8].

Biotulostusta edeltdvassa suunnitteluvaiheessa kudos kuvannetaan tulostetta-
vaa 3D-mallinnosta varten. Kuvantamismodaliteetin valintaan vaikuttavat muun
muassa kudostyyppi ja mallinnoksen edellyttama resoluutio. Yleisesti kaytettyja
modaliteetteja ovat tietokonetomografia, magneettikuvaus ja ultradanikuvaus.
[9.] Kuvantamisen jalkeen |laaketieteelliset kuvat siirretdan 3D-suunnitteluohjel-
mistoon, jossa ne muokataan ja muunnetaan biotulostettavaksi kudosmalliksi
[10].

Tulostusta edeltavassa vaiheessa valmistellaan myos soluista ja muista bioma-
teriaaleista koostuva biomuste. Muste suunnitellaan tulostettavan kudostyypin,
kaytettavien solujen ja tulostustekniikan mukaan, ja sen valmistuksessa huomi-
oidaan materiaalien mekaaniset, biologiset ja kemialliset ominaisuudet [11]. Bio-
musteita ja niissa kaytettavia materiaaleja kasitellaan tarkemmin luvuissa 2.3 ja
422.



Tulostusvaiheessa 3D-mallinnoksen mukainen kudosrakenne tulostetaan tarkoi-
tukseen sopivalla tulostustekniikalla. Tekniikan valintaan vaikuttavat esimerkiksi
biomusteen mekaaniset ominaisuudet, tulostettava kudostyyppi ja musteen so-
lutiheys [8]. Prosessia hallitaan erityisella tulostusohjelmistolla, jossa biomus-
teen annostelupaine, lampatila, tulostusnopeus ja muut keskeiset parametrit
hienosaadetaan tulostettavuuden ja solujen viabiliteetin eli elinkykyisyyden kan-
nalta optimaalisiksi. Monet laitevalmistajat ovat kehittdneet omat ohjelmistonsa,
joilla voidaan seka luoda tulostettavat kudosmallit ettéa kontrolloida itse tulos-

tusta. [12.] Erilaisia tulostustekniikoita esitellaan luvussa 2.2.

Biotulostettava kudosrakenne on yleensa kovetettava tulostuksen yhteydessa.
Se voidaan tehda silloittamalla (engl. cross-linking) biomusteen polymeeriraken-
teen molekyylit. Silloittaminen voi tapahtua termisesti eli lampdétilaa saatele-
malla, kemiallisesti hyodyntaen erilaisia silloiteaineita tai fysikaalisesti esimer-
kiksi ultraviolettivalon avulla. Biomusteen solut ja materiaalit seka tulostettavan
kudostyypin mekaaniset ominaisuudet maarittelevat kulloinkin kaytettavan silloi-

tusmenetelman. [13.]

Tulostuksen jalkeen kudokset saatetaan toiminnallisiksi ja rakenteellisesti
eheiksi in vitro -menetelmin. Se voi tarkoittaa esimerkiksi kantasolujen erilaista-
mista biokemiallisesti tai kudosrakenteen vahvistamista mekaanisen rasituksen
avulla. Tassa "kypsytysvaiheessa” keskeinen rooli on perfuusiolla eli nesteen I3-
pivirtauksella, joka kuljettaa tulostettujen kudosten soluihin happea ja muita tar-
vittavia aineita. Kudosrakenteita kypsytetaan usein bioreaktoreissa, jotka tuke-
vat kudosten kehittymista seka mahdollisesti jaljittelevat niiden kohdeymparis-

ton olosuhteita. [8.]

2.2 Tulostustekniikat

Hull kehitti 1980-luvun puolessavalissa ensimmaisen kolmiulotteisen tulostus-
menetelman, jossa nestemaista fotopolymeeria kovetettiin kerroksittain ultravio-
lettivalon avulla [14]. Hullin stereolitografiaksi nimeamaa tekniikkaa hyddynne-

taan edelleen seka tavanomaisessa 3D-tulostuksessa ettd 3D-biotulostuksessa.



Vuonna 2003 Wilson ja Boland kehittivat huomattavasti yksinkertaisemman
biotulostusmenetelman, jossa soluja ja proteiineja tulostettiin tavallisella kulutta-
jille suunnatulla — joskin tarkoitukseen muokatulla — HP-mustesuihkutulostimella
[15].

Nykyiset 3D-biotulostustekniikat voidaan jakaa kolmeen luokkaan: mustesuihku-
tulostukseen, pursotustulostukseen ja laseravusteiseen tulostukseen. Ne eroa-
vat toisistaan muun muassa tulostusresoluution, nopeuden, kustannusten ja
kaytettavissa olevien biomusteiden osalta. Tulostustekniikan valintaan vaikutta-
vat monet tekijat, kuten tulostettava kudostyyppi, tulosteen rakenteen monimut-
kaisuus seka biomusteen ominaisuudet. [8.] Eri tulostustekniikat esitellaan lyhy-

esti seuraavissa kappaleissa.

Mustesuihkutulostus

3D-mustesuihkutulostuksen toimintaperiaate on paapiirteittain sama kuin perin-
teisessa 2D-mustesuihkutulostuksessa, jossa mustepisarat tulostetaan paperille
digitaalisen mallin mukaisesti. Biotulostuksessa musteena toimii soluja sisaltava
biomuste tai muu biomateriaali ja paperina tulostusalusta, joka usein on liikutel-
tavissa x-, y- ja z-akseleilla. Mustesuihkutulostuksessa kaytetaan joko DOD
(engl. drop-on-demand) -tekniikkaa, jossa biomuste annostellaan suuttimesta
kontrolloidusti yksittaisina pisaroina, tai ClJ (engl. continuous inkjet) -tekniikkaa,

jossa pisarat muodostavat yhtenaisen mustevirran. [10; 16.]

Tulostuspaat toimivat yleensa lampdenergiaan tai pietsosahkoiseen ilmidon pe-
rustuvilla toimilaitteilla. Mustesuihkutulostuksen toimintaperiaatteita havainnol-

listetaan kuvassa 1.



a) b)

Biomuste s
Lammitin
Pietsosdhkodinen
toimilaite

Suutin

Tulostusalusta

Kuva 1. a) Lampdenergiaan perustuva ja b) pietsosahkoiseen ilmidéon perustuva
mustesuihkutulostustekniikka [mukaillen 16].

Lampdenergiaan perustuvassa tekniikassa pisara tulostetaan aiheuttamalla
mustesailioon sahkovirtapulssi, jonka tuottama lampo hoyrystaa mustetta muo-
dostaen sailioon kuplan. Pulssin paatyttya kupla hajoaa tai kasvaa, jolloin mus-
tepisara tyontyy ulos suuttimesta. Pietsosahkdisessa tekniikassa sahkoinen jan-
nite saa tulostuspaassa sijaitsevat pietsokiteet muuttamaan muotoaan, jolloin

syntyy paineaalto, joka tyontaa pisaran suuttimesta. [17.]

Mustesuihkutulostuksessa solujen tulostussijaintia voidaan kontrolloida tarkasti,
ja tekniikka on verrattain soluystavallinen [10]. Useita tulostuspaita kaytettaessa
tulostus on myds nopeaa ja useita solutyyppeja ja biomateriaaleja voidaan tu-
lostaa samanaikaisesti [17]. Toisaalta tekniikka ei sovellu kaytettavaksi, kun bio-
musteen viskositeetti tai solutiheys on korkea. Tulostetuista kudoksista saattaa
siksi puuttua tarvittava rakenteellinen kestavyys, mika kaventaa mustesuihkutu-

lostuksen hyédyntadmismahdollisuuksia kudosteknologian menetelmana. [10.]

Pursotustekniikka



Pursotustekniikka on 3D-biotulostustekniikoista yleisin. Pursotukseen perustu-
vissa jarjestelmissa biomuste tulostetaan pisaroiden sijaan jatkuvana lieriomai-
sena nauhana. Kudosteknologian sovelluksissa pursottava voima tuotetaan
yleensa pneumaattisesti tai mekaanisesti. [17.] Kuvassa 2 havainnollistetaan

yksinkertaistetusti molempien mekanismien keskeisia komponentteja.

a) b)
- Askelmoottori

Liukutanko

__ Paineensaato

Pidike

Ruisku

Ilmapumppu
Kierretanko FUMPR

_ Biotuloste _ s~ ——— Biotuloste

Kuva 2. a) Mekaaninen pursotustekniikka ja b) pneumaattinen pursotustekniikka
[mukaillen 18].

Mekaanisen pursotustulostuksen toimintaperiaate perustuu yleensa askelmoot-
toriin, joka kiertaa lineaarisen toimilaitteen ruuvia tai kiertotankoa. Kiertoliike
tyontaa toimilaitteen mantaa, joka pursottaa biomustetta halutulla voimalla ulos
ruiskun suuttimesta. Pneumaattisissa jarjestelmissa taas musteruiskuun syote-
taan pumpulla sterilisoitua paineilmaa, joka tyontaa biomusteen suuttimen kar-
jesta halutulla nopeudella. [17.] Koska tyontava voima ei altista biomustetta me-
kaaniselle kontaktille ja leikkausjannitykselle, pneumaattinen tekniikka on me-

kaanista pursotusta steriilimpi ja vAhemman haitallinen biomusteen soluille [18].

Pursotustekniikalla voidaan tulostaa lahes kaikkia hydrogeelipohjaisia biomus-
teita viskositeetista tai solutiheydesta riippumatta [17]. Pursottamalla voidaan



siksi valmistaa mekaanisilta ominaisuuksiltaan vahvempia kudosrakenteita kuin
esimerkiksi mustesuihkutulostusta kaytettaessa. Toisaalta menetelma altistaa
biomusteen suuremmalle leikkausjannitykselle ja muulle mekaaniselle rasituk-
selle, mika saattaa vahingoittaa musteen soluja muita tulostustekniikoita enem-
man. [19.] Pursotus- ja mustesuihkutekniikoiden yhteinen ongelma on suutti-
mien tukkeutuminen, joka vaikuttaa myos biomateriaalien valintaan. Viskositee-
tiltaan korkea biomuste tukkii helposti suuttimet, kun taas koostumukseltaan
ohuemmista musteista on hankala valmistaa muotonsa sailyttavia rakenteita.
[20.]

Laseravusteinen biotulostus

Laseravusteinen tulostus on kolmesta menetelmasta teknologisesti monimutkai-
sin. Siina nanosekuntien pituinen laserpulssi ohjataan ohueen energiaa absor-
boivaan luovuttajakerrokseen (engl. donor layer), joka voi koostua esimerkiksi
kullasta tai titaanista. Kerroksen alapinnalle on kiinnitetty biomustetta sisaltava
kalvomainen nauha. Pulssin osumakohdassa luovuttajakerroksen materiaali
hoyrystyy, jolloin kerrokseen muodostuu kupla, joka tyontaa biomustekalvosta
mustepisaran tulostusalustalle. [17.] Laseravusteisen biotulostuksen toimintape-

riaate havainnollistetaan kuvassa 3.



Luovuttajakerros ———> |: e +'g 3le"3 e

Biomustepisara ——> #

Tulostusalusta ——— B

Kuva 3. Laseravusteisen tulostuksen toimintaperiaate. Laserpulssi kulkee
ohuen lasikerroksen (a) lapi luovuttajakerrokseen (b). Kerroksen hdyrystyminen
muodostaa kuplan (c), joka irrottaa pisaran biomustenauhasta. [mukaillen 21.]

Laseravusteisessa tekniikassa biomuste ei altistu tulostusvaiheessa mekaani-
selle stressille, mika edesauttaa solujen elinkykyisyytta. Koska biomuste ei ole
kosketuksissa tulostuspaan tai mustesailion kanssa, myos kontaminaatioriski on
pieni. Laseravusteisella tulostuksella voidaan saavuttaa korkeampi tulostusre-
soluutio kuin esimerkiksi pursotustekniikalla, mutta kaytettavien biomusteiden

viskositeetin ja solutiheyden on oltava melko matalat. [16.]

2.3 Biomusteet

Grollin ym. [22] maaritelman mukaan biomuste on "soluja siséltédvéa kemiallinen
seos, joka soveltuu késiteltdvéaksi biovalmistuksessa (engl. biofabrication) kéy-
tettavilla automatisoiduilla teknologisilla menetelmilld”. Biovalmistuksella tarkoi-
tetaan mita hyvansa valmistusmenetelmaa, jossa hyddynnetaan soluja tai biolo-
gisia molekyyleja [3]. 3D-biotulostuksen musteena voidaan kayttaa monenlaisia
biologisesti aktiivisia materiaaleja, mutta varsinainen biomuste sisaltaa aina so-

luja. [22.] Solujen lisaksi muste voi sisaltda luonnollisia tai synteettisia
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tukimateriaaleja seka biologisia kasvutekijoita, jotka edistavat solujen toimintaa

ja kudoksen uusiutumista [11].

Musteen keskeisimmat ominaisuudet ovat tulostettavuus ja bioyhteensopivuus.
Tulostettavuudella viitataan niihin tekijoihin, jotka vaikuttavat musteen kykyyn
tulostua ja sailyttaa muotonsa suunnittelumallin mukaisesti [23]. Bioyhteensopi-
vuus voidaan puolestaan maaritella positiiviseksi vuorovaikutukseksi musteen

materiaalien ja sen solujen seka siirteen vastaanottajan elimiston valilla [24].

Viskositeetti eli nestemaisen aineen kyky vastustaa virtaamista on tarkeimpia
biomusteen tulostettavuuteen liittyvia ominaisuuksia. Jos musteen viskositeetti
on lilan alhainen, tulostetut rakenteet eivat valttamatta sailyta suunniteltua muo-
toa. Viskositeetti vaikuttaa my06s solujen hyvinvointiin. Biomuste, jolla on korkea
viskositeetti, vaatii yleensa korkean tulostuspaineen, joka lisda musteeseen

kohdistuvaa soluille haitallista leikkausjannitysta. [20; 24.]

Biomusteet sisaltavat usein pseudoplastisia materiaaleja, jotka vahentavat leik-
kausjannityksesta aiheutuvia haittoja. Pseudoplastisen materiaalin viskositeetti

alenee, kun siihen kohdistuu leikkausjannitysta. Toisin sanoen, kun biomustetta
pursotetaan tulostuspaan suuttimesta, musteen koostumus ohenee. Leikkaus-

jannityksen vaikutuksen lakattua biomuste palautuu alkuperaiseen jahmeam-

paan muotoonsa. [25.]

Solut

Solut ovat biomusteen tarkein komponentti, silla ne maarittavat tulostettavan ku-
doksen toiminnallisuuden. Siirteind kaytettavien tulosteiden tulisi koostua
useista solutyypeista, jotka yhdessa tuottavat kudoksen biologiset ominaisuu-
det. 3D-biotulostuksen biomusteissa voidaan kayttaa esimerkiksi uusiutumis- ja
erilaistumiskykyisia kantasoluja tai kudoksesta eristettyja erilaistuneita primaari-
soluja. [26.] Ihanteellisessa tilanteessa solut ovat autologisia, eli ne on keratty
kudossiirron kohteelta, jolloin riski siirteen aiheuttamaan immunologiseen hylki-

misreaktioon pienenee [27].
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Suoraviivainen tapa hankkia biomusteessa kaytettavat solut on eristaa erilaistu-
neita primaarisoluja kudossiirteen kohteelta ja kasvattaa niiden maaraa in vitro -
menetelmin [26]. Erilaistuneiden solujen eristaminen ja viljely on kuitenkin usein
hankalaa, ja niiden elinaika on rajallinen. Siksi biotulostuksessa kaytetaankin
usein erilaistumattomia kantasoluja, joilla on monia kudosteknologian kannalta

suotuisia ominaisuuksia. [27.]

Biotulostuksessa voidaan hyodyntaa monia erilaisia kantasolutyyppeja, mutta

yleisimmin kaytettyja ovat seuraavat solutyypit:

o mesenkymaaliset kantasolut (engl. MSC, mesenchymal stem cell)
. alkion kantasolut eli ES-solut (engl. ESC, embryonic stem cell)

. indusoidut pluripotentit kantasolut eli iPS-solut (engl. iPSC, induced
pluripotent stem cell). [17; 27 .]

Mesenkymaaliset kantasolut voidaan eristaa esimerkiksi luuytimesta tai rasva-
kudoksesta. Ne ovat multipotentteja eli kykenevia erilaistumaan useiksi solutyy-
peiksi. [16.] In vitro -menetelmilla mesenkymaalisia kantasoluja voidaan viljella
ja erilaistaa esimerkiksi luu-, rusto-, janne- ja lihaskudoksen soluiksi. Multipoten-
teilla soluilla on kuitenkin rajallinen uusiutumiskyky, ja luovuttajan ika voi hei-

kentaa niiden uusiutumis- ja erilaistumiskykya. [26.]

Varhaisvaiheen alkiosta eristettavat ES-solut ovat pluripotentteja, eli ne voivat
erilaistua Iahes minka hyvansa kudoksen solutyypiksi. Taman ja rajattoman uu-
siutumiskykynsa ansiosta ne soveltuvat hyvin kudosteknologian tarkoituksiin.
Koska ES-solut eristetdan ihmisalkioista, niiden kayttoéon liittyy kuitenkin eettisia

ongelmia ja lainopillisia rajoituksia. [16.]

IPS-kantasolut ovat niin ikdan pluripotentteja ja muistuttavat muiltakin ominai-
suuksiltaan ES-soluja. Merkittavin ero on solujen alkupera: iPS-solut on uudel-
leenohjelmoitu erilaistuneista soluista takaisin pluripotenttiin muotoon. IPS-solu-
jen hyvia puolia ovat voimakas uusiutumiskyky ja mahdollisuus kerata siirteessa

kaytettavat solut suoraan potilaasta, jolloin elimistdon immuunireaktion
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todennakoisyys pienenee. Toisaalta seka iPS-solujen etta alkion kantasolujen
on havaittu olevan taipuvaisia tuumorigeneesiin eli kasvainten muodostami-
seen. [28.]

Biomateriaalit

3D-biotulostuksessa kaytettavat biomusteet voidaan jakaa kahteen kategoriaan:
tukirakenteellisiin (engl. scaffold-based) ja tukirakenteettomiin (engl. scaffold-
free) musteisiin. Tukirakenteellisissa biomusteissa solujen tukena kaytetaan
useimmiten hydrogeelejé eli luonnollisia tai synteettisia polymeereja, jotka kyke-
nevat imemaan rakenteeseensa runsaasti vetta. Tukirakenteettomat musteet ei-
vat sisalla ylimaaraista biomateriaalia vaan koostuvat kokonaan solujen muo-
dostamista aggregaateista eli solurykelmista, jotka voivat tulostetussa raken-

teessa yhdistya toiminnalliseksi kudokseksi. [29.]

Biomusteet sisaltavat usein hydrogeeleja, jotka koostuvat luonnollisista poly-
meereista, kuten gelatiinista, fibriinista, kollageenista ja alginaatista [24]. Luon-
nolliset hydrogeelit ovat bioyhteensopivia, useimmiten biohajoavia ja muistutta-
vat rakenteeltaan oikeaa soluvaliainetta. Ne voivat myos edistaa biomusteen
solujen toimintaa, kuten esimerkiksi liikkumista, kiinnittymista ja solujen valista
viestintaa. [30; 11.] Toisaalta luonnollisten hydrogeelien mekaaniset ominaisuu-
det ovat usein heikot, mika vaikuttaa tulostettujen rakenteiden lujuuteen ja
suunnittelumallin mukaisen muodon sailymiseen [30]. Biotulostuksessa kayte-
taan usein myos synteettisia polymeereja, joiden mekaanisia ja biologisia omi-
naisuuksia voidaan helpommin muovata jaljittelemaan haluttua kudostyyppia.
Synteettisten polymeerien bioyhteensopivuus ei kuitenkaan veda vertoja luon-
nollisille hydrogeeleille, joiden materiaalit ovat usein peraisin soluvaliaineesta.
[31.]

3 Kirjallisuuskatsaus

Insindoritydn ensimmainen osa oli katsaus 3D-biotulostuksen peruskasitteisiin,

menetelmiin ja materiaaleihin. Seuraavissa luvuissa perehdytaan tuoreeseen
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aihetta kasittelevaan tutkimuskirjallisuuteen. Biotulostuksen kudosteknologisia
sovelluksia ja niiden kehityksessa kohdattuja kompastuskivia kartoitetaan narra-

tiivisen kirjallisuuskatsauksen avulla.

3.1 Narratiivinen kirjallisuuskatsaus

Narratiivinen Kirjallisuuskatsaus soveltuu menetelmaksi, kun valitusta aiheesta
halutaan muodostaa laaja yleiskuva. Sen avulla monenkirjavista lahteista perai-
sin oleva epayhtenainen tieto voidaan koota eheaksi kokonaisuudeksi. Aineis-
ton analyysissa pyritaan luomaan kuvaileva synteesi, joka ajankohtaistaa ja tii-

vistaa tutkimustietoa. [32.]

Narratiivisen kirjallisuuskatsauksen laatimisessa ei ole tarpeen noudattaa yhta
tiukasti maariteltyja saantoja kuin esimerkiksi systemaattisissa katsauksissa.
Jotta insinGorityd kuitenkin noudattaisi hyvan tieteellisen kaytanndn periaatteita,
katsauksen laatimisen ohjenuorana kaytettiin SANRA (Scale for the Quality As-
sessment of Narrative Review Articles) -mittaria [33]. Sen mukaan narratiivisen

kirjallisuuskatsauksen tulee tayttaa seuraavat kriteerit:

o Katsauksen tieteellinen merkitys perustellaan lukijalle.

Katsauksen tavoitteet tai tutkimuskysymykset maaritellaan kattavasti
ja selkeasti.

o Tiedonhaun hakutermit ja katsaukseen sisallytettavan aineiston
tyyppi esitellaan lapinakyvasti.

o Kaikkiin olennaisiin vaittamiin lisataan lahdeviittaukset, ellei kyse ole
yleisesti tiedetysta tosiasiasta.

o Tieteelliset vaittamat perustellaan kattavasti.

° Tulosten oleellinen data esitetaan tarkoituksenmukaisessa muo-
dossa.

3.2 Tavoitteet ja tutkimuskysymykset

3D-biotulostus on nopeasti kehittyva ja useita tieteenaloja yhdistava mene-
telma, jolla on jo ollut mullistava vaikutus kudosteknologian saralla. Aihetta ka-

sittelevaa suomenkielista aineistoa on kuitenkin saatavalla vain niukasti. Taman
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kirjallisuuskatsauksen tavoitteena on muodostaa tuoreen kirjallisuuden pohjalta
ajankohtainen kuva 3D-biotulostuksen tutkimuksen ja kaytannon sovellusten ti-
lanteesta seka selvittaa biotulostuksen haasteita. Narratiivinen kirjallisuuskat-
saus sallii verrattain I0yhasti maaritetyt tutkimuskysymykset, ja tassakin kat-

sauksessa ne on muotoiltu melko valjasti. Tutkimuskysymyksia on kaksi:

e Mitka ovat keskeisimmat 3D-biotulostuksen sovelluksiin liittyvat tutkimus-
kohteet kudosteknologian saralla?

e Millaisia ongelmia liittyy 3D-biotulostuksen kaytannon sovellusten kehitta-
miseen?

3.3 Tiedonhaun vaiheet

Tutkimusaineiston keruu- ja valintaprosessi oli kaksivaiheinen. Kirjallisuuskat-

sauksen etenemisprosessia havainnollistetaan kuvassa 4.
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Kuva 4. Kirjallisuuskatsauksen etenemisprosessi

Kirjallisuuskatsauksessa kasiteltavat aiheet valittiin ensimmaisessa tiedonhaku-

vaiheessa keratyn alustavan aineiston perusteella. Tavoitteena oli tunnistaa ai-

neistosta yleisimpia kudosteknologian tutkimuskohteita ja kartoittaa sovellusten

kehityksessa kohdattuja ongelmia. Kun katsauksessa kasiteltavat aiheet oli va-

littu, aineistoa tdydennettiin uusin hakutermein tiedonhaun toisessa vaiheessa.
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3.4 Aiheiden kartoittaminen

Syyskuussa 2023 hakutermi bioprinting tuotti ScienceDirect-sivuston tietokan-
nassa 6 773 artikkelia, joista valtaosa on julkaistu kolmen viime vuoden aikana.
Kuvan 5 kaavio havainnollistaa tutkimusaiheen suosion kehitysta kymmenen
viime vuoden aikana. Kaaviosta voidaan esimerkiksi todeta, etta vuonna 2022
julkaistujen artikkelien maara oli yli kaksi kertaa suurempi kuin vuonna 2019.
Koska 3D-biotulostusta kasittelevia tutkimuksia julkaistaan tihenevaan tahtiin,

katsausta varten oli tarjolla runsaasti monentyyppista aineistoa.

2013—2022 julkaistut artikkelit
ScienceDirect-tietokannassa,
hakutermi bioprinting
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200 53 93

2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022

Kuva 5. ScienceDirect-tietokannan hakutulokset termilla bioprinting vuosina
2013-2022.

Tiedonhaut tehtiin lokakuussa 2023 PubMed- ja ScienceDirect-tietokantoihin.
PubMed on Yhdysvaltain kansallisen laaketieteellisen kirjaston NLM:n (engl.
U.S. National Library of Medicine) yllapitama hakukone ja viitetietokanta, joka
sisaltaa yli 36 miljoonan laake- ja biotieteellisen artikkelin viitetiedot [34]. Scien-
ceDirect taas on tieteellisen kirjallisuuden hakukone ja verkkosivusto, jonka ko-
koelmassa on yli 19 miljoonaa vertaisarvioitua kokotekstia ja tiivistelmaa eri tut-
kimusaloilta. Sivustoa yllapitaa hollantilainen kustantamo Elsevier. [35.]
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Tuoreiden kirjallisuuskatsausten arvioitiin istuvan parhaiten ensimmaisen tie-
donhakuvaiheen tavoitteeseen eli 3D-biotulostuksen keskeisten sovellusten ja
ongelmien kartoittamiseen. Seuraavassa luetelmassa esitelldan aineiston tar-

kemmat mukaanottokriteerit.

Aineistoon mukaan otettavaksi soveltuva artikkeli

o on vertaisarvioitu tieteellinen julkaisu

o on tyypiltdan kirjallisuuskatsaus

o on julkaistu vuosina 2019-2023

. on suomen- , ruotsin- tai englanninkielinen

o on kokonaisuudessaan luettavissa joko vapaasti tai Metropolia Am-
mattikorkeakoulun lisenssilla

o kasittelee 3D-biotulostusta kudosteknologian ja/tai yleisesti [adke-
tieteen sovellusten nakokulmasta.

Ensimmaisen vaiheen tiedonhaut tehtiin molempiin tietokantoihin kayttaen sa-
maa Boolen hakulogiikkaa hydodyntavaa termien yhdistelmaa: bioprinting AND

“tissue engineering”. Hakutulosten rajausprosessi havainnollistetaan kuvassa 6.
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Kuva 6. Hakutulosten rajausprosessi

Ennen mukaanottokriteerien soveltamista hakutuloksia oli ScienceDirect (SD) -
tietokannassa 5 044 ja PubMed (PM) -tietokannassa 3 311. Julkaisutyyppi, -
ajankohta ja kieli rajattiin hakukoneiden omilla tyokaluilla, minka jalkeen hakutu-

losten maaraksi jai 1 252 (SD) ja 902 (PM). Muut rajaukset tehtiin harkinnanva-

raisesti. Otsikon perusteella mukaanottokriteerit tayttavia julkaisuja oli 50 (SD)
ja 59 (PM). Tuloksia rajattiin edelleen tiivistelman (PM = 29, SD = 29) ja koko-

tekstin perusteella (SD = 19, PM = 18). Ensimmaisen vaiheen aineistoon hyvak-

syttiin lopulta yhteensa 37 tutkimuskysymysten kannalta relevanttia kirjallisuus-

katsausta. Aineisto esitellaan taulukkomuodossa liitteessa 1.
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3.5 Lahdemateriaalin valinta

Vain harva ylla mainituista artikkeleista paatyi kirjallisuuskatsauksen varsi-
naiseksi lahdemateriaaliksi. Alustavalla aineistolla olikin valineellinen tehtava
auttaa tunnistamaan teemat, joista etsittiin syventavaa tietoa uusin aihekohtai-
sin hakutermein, kuten skin AND bioprinting. Tiedonhaun jalkimmaisessa vai-
heessa aineiston mukaanottokriteereja valjennettiin, jotta valtyttaisiin sulke-
masta pois keskeisia julkaisuja. Mukaan hyvaksyttiin katsausartikkelien lisaksi
my0s tutkimusartikkeleja ja viranomaistahojen julkaisuja ja ajallista rajausta la-

vennettiin vuosiin 2013-2023.

Menetelmana narratiivinen kirjallisuuskatsaus ei aseta tiukkoja saantoja aineis-
ton valinnalle. Lopullinen [ahdemateriaali valittiinkin harkinnanvaraisesti ja ilman
aineiston sisaltda rajaavia kriteereja. Valinnassa suosittiin alallaan arvostettujen
tutkijoiden ja tutkimusryhmien runsaasti viitattuja artikkeleja. Tietokantahakujen
lisaksi julkaisuja I0ydettiin jaljityshaulla, jossa artikkelien sisalto ja Iahdeluettelot

johdattivat uusiin aihepiireihin ja julkaisuihin.

Kirjallisuuskatsauksen lopulliseen aineistoon otettiin mukaan yhteensa 62 artik-
kelia. Artikkeleista 39 oli tyypiltaan katsausartikkeleja, 18 tutkimusartikkeleja,
nelja nakokulma-artikkeleja ja yksi lainsaadannollinen ohjeistus. Aineisto on lu-

etteloitu liitteen 2 taulukkoon.

3.6 Aineiston analysointi

Katsauksen ensimmaisessa vaiheessa mukaan valittuja artikkeleja analysoitiin
aineistolahtoisesti. Niissa esiintyneita teemoja ryhmiteltiin kahteen kategoriaan:
1) kudosteknologian sovelluksiin ja 2) haasteisiin. Keskeisimmat teemat pyrittiin
tunnistamaan laskemalla ja vertailemalla niiden absoluuttista esiintymisfrek-
venssia aineistossa. Pelkka maininta ei riittanyt, vaan aihetta oli kasiteltava ar-
tikkelissa hivenen pintaa syvemmalta. Yleisimmat sovellukset ja haasteet seka

niiden esiintymismaarat esitelldan taulukossa 1.
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Taulukko 1. Aineistossa useimmin esiintyneet sovellukset ja haasteet.

Sovellukset Haasteet
Esiintyminen Esiintyminen
Kudostyyppi | aineistossa (n) | Aihe aineistossa (n)
lho 22 | Vaskularisaatio 19
Biomusteiden ke-

Luu ja rusto 19 | hittdminen 18
Sydan 16 | Solujen tuotanto 10
Maksa 12 | Tulostusteknologia 10
Verisuonet 9 | Etiikka 8

Suurimmassa osassa aineiston artikkeleja kudosteknologian sovelluksia tarkas-
teltiin kudostyypeittain ja samaa luokittelua noudatetaan tassa kirjallisuuskat-
sauksessa. Useimmin kasitellyt kudostyypit olivat iho (n = 22), luu ja rusto (n =
19), sydamen kudokset (n = 16) seka maksan kudokset (n = 12). Muita aineis-
tossa usein mainittuja kudoksia olivat verisuonet (n = 9), hermokudos (n = 8),

lihaskudos (n = 6) sekd munuaisen (n = 4) ja silman (n = 5) kudokset.

Haasteiden osalta aineistossa useimmin kasitellyt teemat olivat vaskularisaatio
eli verisuoniston rakentaminen kudoksiin (n = 19), biomusteisiin liittyvat ongel-
mat (n = 18), solujen saatavuuteen ja viljelyyn liittyvat ongelmat (n = 10) seka

teknologiset haasteet (n = 10), kuten riittdmatdn tulostusresoluutio ja -nopeus.
Lisaksi aineistossa nousi esiin etiikkaan (n = 8), regulaatioon (n = 5) ja kustan-

nuksiin (n = 4) liittyvat haasteet.

Kirjallisuuskatsaukseen valittiin tarkasteltavaksi kolme yleisimmin esiintynytta
kudostyyppia tai teemaa kummastakin kategoriasta. Kudostyyppien osalta kasi-
tellaan ihon, luun ja sydamen kudosten 3D-biotulostusta. Tunnistettujen haas-
teiden joukosta tarkasteltavaksi valittiin verisuoniston rakentaminen, biomustei-

den kehitys ja solujen tuotanto.

4 Tulokset

Seuraavissa alaluvuissa paneudutaan edelld mainittujen kudosten 3D-biotulos-
tukseen seka ongelmiin, joita biotulostuksen kudosteknologisten sovellusten
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kehityksessa on kohdattu. Esittelemalld kolmea keskeista kudostyyppia ja on-
gelmaa pyritaan muodostamaan kokonaiskuva 3D-biotulostuksen nykytilasta.
Aiheet taydentavat toisiaan ja ovat osin limittaisia; esimerkiksi verisuoniston ra-
kentamista kasitellaan oman lukunsa lisaksi myos iho- ja luukudoksen yhtey-

dessa.

Eri kudoksia kasittelevissa luvuissa esitellaan biotulostuksessa kaytettavia me-
netelmia, biomusteiden materiaaleja seka tulostuksen kudoskohtaisia erityispiir-
teitd. Jokaisen kudostyypin yhteydessa nostetaan esiin myds yksittaisia tutki-
muksia, joissa on saavutettu erityisen merkittavia tuloksia tai jotka muutoin
edustavat hyvin kudokselle tyypillisia tulostusmenetelmia. Haasteita kasittele-
vissa luvuissa taas paneudutaan tunnistettujen ongelmien syihin ja seurauksiin

seka nostetaan esiin tutkimuksissa kehitettyja mahdollisia ratkaisuja.

4.1 Kudosteknologian sovellukset

4.1.1 Iho

Iho suojaa elimistda ulkoisilta uhkilta ja on siksi altis monenlaisille vaurioille.
Silla on my0s tarkeita fysiologisia tehtavia, kuten tuntoaistin valittdminen, kehon
lammonsaately ja elimiston suojaaminen kuivumiselta. [36.] Autologisten ihosiir-
teiden kayttoa rajoittaa saatavuus, kun taas allograftit voivat aiheuttaa poti-
laassa hylkimisreaktioita. Vaurioituneen ihon korvikkeeksi on kehitetty myos
seka soluttomia etta soluja sisaltavia keinotekoisia siirteita. Yleensa ne eivat

kuitenkaan tayta riittavan hyvin inokudoksen toiminnallisia vaatimuksia. [37.]

Ohuen ja selkean kerroksittaisen rakenteensa seka tulostuksessa tarvittavien
solujen hyvan saatavuuden ansiosta iho on otollinen kohde 3D-biotulostuksen
sovellusten kehittamiseen [26]. Kudosteknologiassa on yleensa pyritty jaljittele-
maan ihon kaksikerroksista rakennetta, johon kuuluvat ulompi orvaskesi eli epi-
dermis ja sisempi verinahka eli dermis. Toisinaan ihon rakenteeseen luetaan
my0s rasvasoluista koostuva ihonalaiskerros eli hypodermis. Ihanteellinen

biotulostettu ihosiirre muistuttaa oikeaa ihoa seka rakenteeltaan etta biologisilta
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ominaisuuksiltaan: siind on oltava hiussuonistoa, hermosoluja, normaali pig-
mentaatio, karvatuppia seka hiki- ja talirauhasia. [36.] Keinotekoisen ihon tulos-
tukseen ja transplantointiin on kaksi lahestymistapaa. Ihokudos voidaan tulos-
taa 1) laboratorioymparistdssa mydhemmin transplantoitavaksi tai 2) hoitotilan-
teessa suoraan potilaaseen. Jalkimmaisessa menetelmassa potilaan elimisto

toimii bioreaktorina, jossa tulostettu kudos kehittyy toiminnalliseksi. [26.]

Ihokudoksen tulostuksessa kaytetaan yleisimmin pursotustekniikkaa, mutta lu-
paavia tutkimustuloksia on saatu aikaan myos mustesuihku- ja laseravusteisella
tulostuksella [38; 39]. Erityisesti haavanhoitoon liittyvia tutkimuksia varten on
kehitetty myos pienia kasikayttoisia biotulostimia, joiden toiminta perustuu
yleensa pursotustekniikkaan. Kasikayttoiset laitteet ovat edullisia ja helposti kul-
jetettavia, mutta niiden tulostusresoluutio on alhainen, ja usein niiden kasittely

vaatii kayttajalta harjaantuneisuutta. [40.]

Ihokudoksen tulostuksessa kaytettavat hydrogeelit koostuvat yleensa luonnolli-
sista biomateriaaleista, jotka ovat bioyhteensopivia ja biohajoavia. Biomusteisiin
voidaan lisata my0s synteettisia materiaaleja parantamaan tulostettavan ihora-
kenteen mekaanisia ominaisuuksia. [36.] Ihon biomusteiden kehityksessa on
saavutettu lupaavia tuloksia, jotka voivat osaltaan silottaa tieta kliinisiin tutki-
muksiin. Liun ym. [38] in vitro -tutkimuksessa ihmisen istukasta ja napanuorasta
eristettyja soluja kapseloitiin alginaatista ja gelatiinista koostuvaan hydrogeeli-
seokseen. Pursotustekniikalla tulostetun kaksikerroksisen ihorakenteen solujen
viabiliteetti sailyi korkeana (yli 95 %) kuuden vuorokauden viljelyjakson ajan.
Hydrogeelin koostumus ja tulostusolosuhteet optimoitiin erilliseen mekaaniseen
testiin, jossa monimutkaisetkin tulosteet sailyttivat muotonsa ilman ylimaaraisia
tukirakenteita. [38.]

3D-biotulostuksen ja muiden kudosteknologian menetelmien turvallisuutta ja te-
hoa tutkitaan usein koe-elaimilla suoritettavilla in vivo -kokeilla. Cubon ym. [41]
lapimurtotutkimuksessa paaosin fibriinista seka fibroblasti- ja keratinosyyttiso-
luista koostuvasta biomusteesta tulostettiin kaksikerroksista ihokudosta, joka

transplantoitiin laboratoriohiiriin. Integroiduttuaan ymparoivaan kudokseen
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tulostettu ihorakenne muistutti ihmisen ihoa seka silmamaaraisesti etta tarkem-
missa histologisissa tutkimuksissa. Immunofluoresenssikuvantamisen avulla ha-
vaittiin, etta siirteen rakenne muistutti erittain tarkasti aitoa ihokudosta ja etta
sen verinahkaan oli muodostunut hiussuonistoa. Tutkimuksessa kaytetty pur-
sotusmenetelma oli myods nopea: neliometrin kokoisen ihokappaleen tulostus ja

hydrogeelin stabiloituminen kesti alle 35 minuuttia. [41.]

Iho on ohut ja verisuonistoltaan melko yksinkertainen elin. Hapen ja ravintoai-
neiden kulkeutuminen kudoksen soluihin on silti tarkeda myos ihosiirteissa. lhon
verisuonistoa on tutkimuksissa rakennettu eri tavoin, kuten lisdamalla biomus-
teisiin hiussuoniston muodostumista edistavia kasvutekijoita seka istuttamalla
verisuonten endoteelisoluja tulostettuihin suonistokanaviin. [36.] Baltazarin ym.
[42] tutkimuksessa kaytettiin hyvaksi endoteelisolujen kykya muodostaa itsenai-
sesti verisuonirakenteita. Tutkijaryhma tulosti kaksikerroksisia ihosiirteita kolla-
geenipohjaisesta hydrogeelista ja neljasta eri solutyypista. Tulosteet upotettiin
in vitro -olosuhteissa kasvatusliuokseen, joka edesauttoi endoteelisolujen jarjes-
taytymista mikrovaskulaariseksi verkostoksi. Kun ihosiirteet transplantoitiin labo-
ratoriohiiriin, itsenaisesti muodostunut suoniverkosto yhdistyi nopeasti siirretta

ymparoivaan hiiren hiussuonistoon. [42.]

Iho sisaltaa tusinan verran solutyyppeja, jotka yhdessa vastaavat sen raken-
teesta ja toiminnoista [36]. Esimerkiksi keratinosyytit tukevoittavat ihoa ja saate-
levat sen solujen jakaantumista ja erilaistumista, kun taas fibroblastit tuottavat
soluvaliainetta ja tekevat ihosta venyvan ja kestavan [41]. Toistaiseksi ihon
koostumusta ja rakennetta on jaljitelty tarkimmin Jorgensenin ym. [37] tutkimuk-
sessa, jossa kaytettiin perati kuutta solutyyppia. Tutkimusryhma tulosti pur-
sotustekniikalla fibrinogeenipohjaisia kolmikerroksisia ihorakenteita, joihin kuului
orvaskeden ja verinahan lisaksi myos paaosin adiposyyttirasvasoluja sisaltava
ihonalaiskerros. Keratinosyyttien, fibroblastien ja rasvasolujen lisaksi ihotulos-
teet sisalsivat melanosyytteja pigmentaatiota varten, endoteelisoluja verisuonis-
ton muodostumiseen seka ihon karvatuppien soluja. 56 vuorokauden pituisen in
vitro -jakson jalkeen tulosteessa oli silmin havaittavaa pigmentaatiota ja sen
kolme kerrosta olivat sailyneet selkeasti eriytyneina. [37.]
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Tutkimuksen in vivo -osuudessa ihosiirteita transplantoitiin laboratoriohiiriin teh-
tyihin haavoihin. Siirteet integroituivat ympardivaan kudokseen, nopeuttivat huo-
mattavasti haavan umpeutumista ja vahensivat ihon kiristymista sen parantu-

essa. Uuteen ihoon havaittiin myds muodostuneen haavan paranemiselle olen-
naista hiusverisuonistoa. Tutkimuksessa suoritettiin myos proof-of-concept-koe,
jossa sikojen nahkaan transplantoitiin samoin menetelmin tulostettuja taysin au-
tologisia ihosiirteita. Neljasta solutyypista koostuvat fibrinogeenipohjaiset siirteet
edistivat tehokkaasti haavojen parantumista. Paranemisen aikana solujen muo-
dostama soluvaliaine muistutti terveen ihon soluvaliainetta, mika ehkaisee para-

nevan ihon Kiristymista. [37.]

4.1.2 Luu

Luu on heterogeeninen komposiittimateriaali, joka koostuu suurelta osin mine-
raalisesta hydroksiapatiitista ja kollageenista [43]. Se on yksi ihmisen harvoista
kudostyypeista, joilla on kyky parantua itsenaisesti uusiutumalla [44]. Suuria
luuvaurioita keho ei kuitenkaan kykene itse korjaamaan, jolloin vahingoittunut
kudos on korvattava erilaisilla siirteilla tai hoidettava muilla kirurgisilla toimenpi-

teilla [45]. Luu onkin transplantoiduin kiintea kudostyyppi [26].

Auto- ja allograftien kayttoa hankaloittavat muun muassa heikko saatavuus,
leikkausinfektiot, hylkimisreaktiot ja kudoksen riittamaton uusiutumiskyky [43].
Keinotekoisissa luuimplanteissa tahan asti kaytetyt synteettiset biomateriaalit
taas eivat yleensa muistuta rakenteellisesti aitoa luukudosta, eivatka ne siten in-
tegroidu riittavan hyvin ympardivaan kudokseen [46]. Usein solut myds istute-
taan luuvalmisteisiin jalkeenpain, jolloin rakenteet eivat valttamatta ole riittavan
tasakoosteisia eivatka solut kiinnity niihin kovin tehokkaasti. [26]. Perinteiset
synteettiset implantit voivat lisaksi aiheuttaa potilaan kehossa lukuisia ongelmia,
kuten infektioita, pehmytkudoksen kuoliota seka implantin heikosta istuvuudesta

johtuvia komplikaatioita [47].

3D-biotulostuksen avulla on mahdollista valmistaa potilaskohtaisia siirteita, jotka
jaljittelevat tarkasti luun huokoista rakennetta. Koska valmistusprosessissa
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kaytettavat solut lisataan jo biomusteeseen, siirteiden koostumus voi myds olla
muita menetelmia homogeenisempi. Solut ja muut biomateriaalit voidaan sijoi-
tella tulostettavaan luurakenteeseen tarkasti, mika tekee siirteista aiempaa bio-

mimeettisempia ja mahdollistaa esimerkiksi verisuoniston rakentamisen. [46.]

Luukudoksen tulostukseen soveltuvien biomusteiden kehittaminen on haasta-
vaa. Musteen on oltava tulostettavaa, ja samalla tulostetun rakenteen taytyy
vastata luun mekaanisia ja biologisia ominaisuuksia [45]. Luun mekaanisten
ominaisuuksien jaljentaminen onkin ongelma, jota ei viela ole onnistuttu selatta-
maan. Luonnollisista polymeereista koostuvat tulosteet ovat usein liilan heikkoja.
Helpommin muovattavat synteettiset polymeerit puolestaan voivat olla bioyh-
teensopimattomia tai tuottaa haitallisia hajoamistuotteita [48]. Luonnollisten hyd-
rogeelien mekaanisia ominaisuuksia on yritetty vahvistaa esimerkiksi termoplas-

tisilla polymeereilla, keraamisilla biomateriaaleilla ja nanokuiduilla [49].

Luun biotulostuksessa oleellisia termeja ovat materiaalien osteokonduktiivisuus
ja osteoinduktiivisuus. Osteokonduktiivisten materiaalien koostumus ja rakenne
tukevat uuden luukudoksen muodostumista, kun taas osteoinduktiiviset materi-
aalit edistavat kantasolujen erilaistumista luuta muodostaviksi osteoblasti-
soluiksi. [45.]

Osteoinduktiivisuutta ja uuden luukudoksen muodostumista tehostetaan lisaa-
malla musteisiin biologisia kasvutekijoita. Yleisimmin kaytettyja kasvutekijoita
ovat BMP-2 (engl. bone morphogenetic protein), joka tehostaa solujen os-
teogeenista erilaistumista, ja VEGF (engl. vascular endothelial growth factor),
joka edistaa luun muodostumiselle tarkeaa angiogeneesia eli verisuonten uudis-
muodostumista. [45.] Yleisimpiin osteokonduktiivisuutta edistaviin materiaaleihin
kuuluvat puolestaan hydroksiapatiitti ja trikalsiumfosfaatti, joita oikeakin luu si-
saltaa. Niitd ja muita keraamisia yhdisteita kaytetdan usein myds kohentamaan

tulostettavien luurakenteiden mekaanisia ominaisuuksia. [46.]

Merilevasta saatava alginaatti on yleisin luun tulostuksessa kaytettava luonnolli-

nen polymeeri [mm. 45; 46; 47]. Alginaatti soveltuu hyvin kudosteknologian
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sovelluksiin, silla sen polymeerirakenne voidaan silloittaa useilla eri mekanis-
meilla. Muita usein kaytettavia luonnollisia polymeereja ovat gelatiini, kitosaani,

kollageeni ja hyaluronihappo [45].

Oikean luun tavoin myds biotulostetun luukudoksen tulisi sisaltda useita eri so-
lutyyppeja, jotka yhdessa muodostavat kudostyypille ominaisen rakenteen ja
toiminnallisuuden [46]. Tutkimuksissa luuta muodostavina soluina kaytetaan
usein elainperaisia osteoblastityyppisia solulinjoja tai ihmisesta eristettyja me-
senkymaalisia kantasoluja ja iPS-kantasoluja. Verisuoniston muodostamiseen

taas hyddynnetaan usein ihmisen napanuoran verisuonten endoteelisoluja. [45.]

Tutkimuksissa luukudoksen biotulostuksessa kaytetaan usein pursotustekniik-
kaa, koska siihen on saatavilla laaja valikoima koostumukseltaan ja mekaani-
silta ominaisuuksiltaan erilaisia biomusteita. Useita suuttimia kayttamalla voi-
daan samanaikaisesti tulostaa useampia biomusteita ja materiaaleja. [45.] Tal-
|6in voidaan tulostaa monikerroksisia rakenteita, joiden ydinosa koostuu esimer-
kiksi mekaanisilta ominaisuuksiltaan helposti muokattavasta synteettisesta ma-
teriaalista, kun taas kuoriosa koostuu soluista ja bioyhteensopivasta luonnolli-

sesta hydrogeelista. [46.]

Luussa on tihea verisuonisto, jolla on kudoksen aineenvaihdunnan, uusiutumi-
sen ja vaurioiden parantumisen kannalta oleellinen rooli. Verisuoniston muodos-
tuminen onkin oleellinen osa osteogeneesia eli uuden luukudoksen kasvua.
[44.] Muiden kudostyyppien tavoin verisuoniston rakentaminen on ollut iso on-
gelma myos luun 3D-biotulostuksen kehityksessa. Lupaavia tutkimustuloksia on

kuitenkin saavutettu.

Shenin ym. [50] tutkimuksessa rakennettiin verisuonistoa sisaltavaa luukudosta
menetelmall3, jota voidaan kenties tulevaisuudessa hyddyntaa suurten luuvauri-
oiden korjaamiseen. Tutkimuksessa kahta erilaista biomustetta pursotettiin vuo-
roviivoin kerroksittaiseksi ristikkorakenteeksi. Ensimmainen, gelatiinipohjainen
muste sisalsi mesenkymaalisia kantasoluja, jotka mydhemmin erilaistettiin in

vitro -menetelmin luusoluiksi. Tulostuksen yhteydessa musteen
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gelatiinikomponentti silloitettiin sinisella valolla, jolloin tuloste jahmettyi suunnit-
telumallin mukaiseksi rakenteeksi. Toinen muste koostui synteettisesta poly-
meeriseoksesta ja verisuonten endoteelisoluista, jotka kiinnittyivat gelatiinira-
kenteen pinnoille. Muste toimi valiaikaisena, niin kutsuttuna uhribiomusteena,
jonka lampdsensitiivinen polymeerikomponentti poistettiin sulattamalla. Loppu-
tulos oli siis gelatiinipohjainen rakenne, johon oli muodostunut endoteelisolujen

pinnoittamia suonikanavia. [50.]

In vitro -kokeissa havaittiin, etta ryhman kehittama menetelma edisti seka veri-

suoniston muodostumista etta kantasolujen osteogeenista erilaistumista. Tutki-
muksen in vivo -osuudessa todettiin lisaksi, etta laboratoriorottiin transplantoitu-
jen luusiirteiden vaskularisaatio tehosti merkittavasti vammojen parantumista ja

uuden luukudoksen muodostumista. [50.]

Aiemmissa in vivo -tutkimuksissa on havaittu, etta luusiirteen verisuoniston
muodostumisen ja suonten valisten yhteyksien rakentumisen kannalta on tar-
keaa, ettd angiogeneesi edeltda osteogeneesia [51]. Chiesan ym. [52] tutkimuk-
sessa saavutettiin kuitenkin lupaavia tuloksia menetelmalla, jossa luukudosta
muodostettiin jo ennen suonten endoteelisolujen istuttamista biotulostettuihin
rakenteisiin. Pursotustekniikalla tulostettuun gelatiini- ja hydroksiapatiittipohjai-
seen rakenteeseen istutettiin ihmisen reisiluusta eristettyja kantasoluja, joiden
annettiin erilaistua osteogeenisesti kahden viikon ajan. Taman jalkeen luuraken-
teen huokoset taytettiin endoteelisoluja sisaltavalla hydrogeelilld. Toisen kahden
viikon in vitro -jakson jalkeen endoteelisolut olivat muodostaneet tulosteeseen
yhtenaisia hiussuonten verkostoja ja myds huokoisen luukudoksen muodostu-

minen oli ollut tehokasta. [52.]

4.1.3 Sydamen kudokset

Noin 30—40 prosenttia sydamen soluista on uusiutumiskyvyltaan erittain rajalli-
sia sydanlihassoluja eli kardiomyosyytteja. Ne sijaitsevat sydanlihaksessa eli
myokardiumissa, joka on sydamen seinaman keskimmainen ja paksuin kerros.

Koska kardiomyosyyttien uusiutumiskyky on heikko, sydanlihas ei kykene itse
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korjaamaan esimerkiksi sydaninfarktin aiheuttamia vaurioita. Kuollut kudos kor-
vautuu kollageeniarpikudoksella, joka heikentaa sydamen toimintaa. Vakavien
sydanlihasvaurioiden hoitokeinot ovat rajalliset, joten keinotekoiselle sydanku-

dokselle on selkea tarve. [53.]

Runsaasti tutkittu 3D-biotulostuksen sovellus sydamen kudosten saralla ovat
sydanlaastarit (engl. cardiac patch), joista toivotaan uutta hoitomuotoa vakaville
sydanlihaksen vaurioille. Sydamen pinnalle kiinnitettavat laastarit voivat esimer-
kiksi tukea sydaninfarktissa vaurioitunutta sydanlihaskudosta mekaanisesti tai

valittaa vaurioalueelle soluja, laakkeita ja biologisia kasvutekijoita. [54.]

Jangin ym. [55] tutkimuksessa selvitettiin tulostettujen laastarien tehoa sydanin-
farktin hoidossa. Biomusteena kaytettiin elainperaista, soluista puhdistettua so-
luvaliainetta, joka sisalsi mesenkymaalisia kantasoluja ja erilaistumiskykyisia
hCPC (engl. human cardiac progenitor cell) -sydansoluja. In vivo -kokeiden tu-
lokset osoittivat biotulostettujen laastarien voivan muun muassa vahentaa in-
farktialueen laajentumista ja arpikudoksen muodostumista, edistaa sydanlihak-
sen uusiutumista seka lisata sydamen toimintaa tukevan verisuoniston muodos-
tumista. [55.]

Sydanlihaksen sahkdinen toiminta asettaa erityisvaatimuksia sydamen kudos-
ten biotulostuksessa kaytettaville materiaaleille. Yleisimpien hydrogeelien sah-
konjohtavuus on usein heikko, mika voi hidastaa aktiopotentiaalien etenemista
tulostetuissa sydankudoksissa [56]. Tutkimuksissa biomusteisiin onkin lisatty
erilaisia konduktiivisuutta parantavia materiaaleja, kuten synteettisia polymee-
reja, nanokuituja ja hiilinanoputkia [57]. Zhun ym. [56] tutkimuksessa gelatii-
nipohjaiseen musteeseen lisattiin kullasta valmistettuja noin 35 nanometrin pi-
tuisia nanosauvoja. Tulostetussa sydanlihasrakenteessa havaittiin muun mu-
assa tehostunutta synkronista supistelua, sahkoisen impulssin etenemista ja
kardiomyosyyttien kiinnittymista hydrogeelirakenteeseen [56].

Sydanlihaksen korkea solutiheys rajoittaa kaytettavissa olevia tulostusmenetel-

mid. Mustesuihku- ja laseravusteiset tulostusmenetelmat soveltuvat kehnosti
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viskositeetiltaan ja solutiheydeltdan korkeiden biomusteiden tulostukseen, joten
tutkimuksissa kaytetaan usein pursotustekniikkaa. [57.] Hankaluuksia tuottaa
myos sydamen monimutkainen rakenne. Painovoiman hajottavan vaikutuksen
vuoksi onttoja osia sisaltavien kudosmallien biotulostus on vaikeaa. Ongelman
ratkaisuksi on kehitetty menetelma, joka hyodyntaa niin kutsuttua tukikylpya
(engl. support bath), joka pitad monimutkaiset rakenteet koossa tulostuksen
ajan. Nimella FRESH (engl. freeform reversible embedding of suspended hyd-
rogels) tunnetussa menetelmassa tulostettavat rakenteet pursotetaan geelimai-
seen kylpyyn, joka sulatetaan tulostuksen jalkeen esimerkiksi lampatilaa saata-

malla, jolloin jaljelle suunnittelumallin mukainen silloitettu rakenne. [58.]

FRESH-menetelmaa kaytettiin Leen ym. [59] tutkimuksessa, jossa tulostettiin
kollageenipohjaisesta biomusteesta anatomisesti tarkkoja ja toiminnallisia mal-
leja sydamen eri osista, kuten kammioista, kolmiliuskelapasta ja verisuonista.
Tulostettavat rakenteet pursotettiin gelatiinipohjaiseen tukikylpyyn, jonka ph-
taso silloitti biomusteen kollageenin. Gelatiinikylpy sulatettiin lBmmaon avulla, jol-
loin lopputuloksena olivat suunnittelumallien mukaiset sydankudosrakenteet.
Tulostetuissa kammioissa havaittiin in vitro -jakson aikana sydamelle ominaista
sahkoista toimintaa ja spontaania supistelua. Oikean sydamen tapaan kammiot
my0s laajentuivat systolen aikana. Lisaksi tutkimuksessa havainnollistettiin suu-
rempien ja monimutkaisten elinten rakentamista tulostamalla anatomisesti
tarkka vastasyntyneen vauvan sydamen kokoluokkaa vastaava kollagee-
nisydan. [59.]

Ihanteellisessa tilanteessa 3D-biotulostuksessa kaytettava muste sisaltaa auto-
logisia primaarisoluja, jolloin immunologisen reaktion riski pienenee [27; 60].
Solujen saatavuuden ja viljelyn haasteiden takia primaarisolujen kayttd sydanli-
hassiirteiden biotulostuksessa ei kuitenkaan ole mahdollista. Sydanlihaksen so-
lutiheys on moniin muihin kudoksiin verrattuna korkea, ja suurempiin tulosteisiin
tarvitaan miljardeja kardiomyosyytteja. [61.] Kardiomyosyyttien heikon uusiutu-
miskyvyn vuoksi sydankudoksen tulostuksessa kaytetaan usein kantasoluista,

kuten iPS-soluista, erilaistettuja sydanlihassoluja. [57.]
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Noorin ym. [60] proof-of-concept-tyyppinen tutkimus osoitti, etta nykyisilla biotu-
lostusmenetelmilla on mahdollista valmistaa taysin autologisia vaskularisoitu-
neita sydanlaastereita. Tutkimuksessa hyodynnettiin isosta vatsapaidasta (lat.
omentum major) otetusta naytteesta eristettyja rasvasoluja ja soluista puhdistet-
tua dECM (engl. decellularized extracellular matrix) -soluvaliainetta. Kudoslaas-
tarin biomustetta varten rasvasolut uudelleenohjelmoitiin iPS-soluiksi ja erilais-

tettiin kardiomyosyyteiksi. [60.]

Tutkimuksessa luotiin tietokonetomografian ja CAD-ohjelmiston avulla sydan-
laastarimallinnos, jonka koko ja verisuoniston rakenne vastasivat potilaan syda-
men vasemman kammion anatomiaa. Laastari tulostettiin kayttaen kahta mus-
tetta, joista toinen oli sydanlihassoluja sisaltanyt dECM-biomuste ja toinen en-
doteelisoluja sisaltanyt gelatiinipohjainen uhrimuste. Mallinnoksen mukainen
laastari suonistorakenteineen luotiin pursottamalla biomusteita kerroksittain,
minka jalkeen dECM-rakenteet silloitettiin lampdtilaa nostamalla. Korkeamman
lampdtilan nesteyttama gelatiiniseos huuhdottiin pois, jolloin tulosteeseen muo-

dostui endoteelisolujen pinnoittamia onttoja verisuonikanavia. [60.]

Kupferin ym. [62] tutkimuksessa tulostettiin kaksikammioinen sahkaoisesti ja me-
kaanisesti toiminnallinen sydanrakenne, joka supisteli spontaanisti ja kykeni oi-
kean sydamen tavoin pumppaamaan nestetta lavitseen. Leen ym. [59] tutkimuk-
sen tavoin rakenne tulostettin FRESH-menetelmalla gelatiinipohjaiseen tukikyl-
pyyn. Erityisen merkittavaksi tutkimuksen tekee menetelma, jolla tulosteessa
tarvittavat kardiomyosyytit tuotettiin. Biomusteen iPS-solut erilaistettiin sydanso-
luiksi vasta tulostuksen ja sita seuranneen in vitro -viljelyjakson jalkeen. Kanta-
solujen annettiin ensin lisdantya ja saavuttaa haluttu solutiheys tulostetussa sy-

danlihasrakenteessa, minka jalkeen ne erilaistettiin kardiomyosyyteiksi. [62.]
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4.2 3D-biotulostuksen haasteet

4.2.1 Verisuoniston rakentaminen

Suurin osa ihmisen kudoksista on taynna hiussuonia eli kapillaareja, jotka valit-
tavat kudoksiin happea ja ravintoaineita. Kun kudosten solujen etaisyys verisuo-
niin ylittaa 100-200 mikrometria, solut eivat saa tarvitsemiaan aineita ja kuole-
vat. llIman toimivaa verenkiertoa keinotekoisen kudoksen paksuus rajoittuu siis
muutamaan sataan mikrometriin. [26; 63.] Hierarkkisesti jarjestyneen veri-
suoniston rakentaminen on ollut pitkdan 3D-biotulostuksen suurimpia haasteita.

Viime vuosina tutkimuksessa on kuitenkin otettu merkittavia edistysaskelia. [64.]

Verisuonten halkaisijat vaihtelevat hiussuonten muutamista mikrometreista aor-
tan ja suurten laskimoiden useisiin senttimetreihin. Suonet eroavat toisistaan
paitsi kooltaan myds rakenteeltaan. Hiussuonet koostuvat vain yhdesta endo-
teelisolukerroksesta, kun taas valtimoissa ja laskimoissa on kolme erilaisesta
kudoksesta rakentuvaa kerrosta. [65.] Rakenteellisen vastaavuuden lisaksi 3D-
biotulostettujen suonten on taytettava koko joukko biologisia ja mekaanisia vaa-
timuksia. Bioyhteensopivuuden lisdksi suoniston on esimerkiksi kyettava kuljet-
tamaan ja valittamaan soluihin kudosten tarvitsemia aineita seka sietamaan ve-

ren virtauspaineen aiheuttamaa rasitusta. [66.]

Tutkimuksissa biotulostettaviin kudoksiin on rakennettu verisuonistoa kahdella
tavalla. Ensimmainen perustuu verisuonten uudismuodostumiseen eli angioge-
neesiin, joka on alkionkehityksen aikana tapahtuvan vaskulogeneesin ohella toi-
nen suonten luonnollisista syntymekanismeista [26]. Angiogeneesia hyodynta-
vassa tulostuksessa biomuste sisaltaa verisuonten endoteelisoluja ja biologisia
kasvutekijoita, jotka stimuloivat soluja toimintaa ja edistavat niiden autonomista
jarjestaytymista. Menetelmassa suonirakenteita ei siis tulosteta suoraan, vaan
tulosteen soluja ohjataan kasvutekijoiden avulla itse jarjestaytymaan toiminnal-

liseksi suonistoksi. [67.]

Koska angiogeneesin mekanismit eivat ole riippuvaisia tulostustekniikan tark-

kuudesta, siihen nojaava menetelma soveltuu erityisesti hiussuoniston
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muodostamiseen [7]. Toisaalta endoteelisolujen kiinnittyminen tulostettuun ra-
kenteeseen ja toiminnallisten suonten kehittyminen voi kestaa useita viikkoja,
eivatka tulostetun kudoksen solut saily kauaa elossa ilman happea [68]. Keino-
tekoisissa kudoksissa hapen ja ravintoaineiden siirtyminen hiussuonista soluihin
on yleensa hitaampaa kuin kudosten hapenkulutus, mika heikentaa entisestaan
solujen selviytymismahdollisuuksia [26]. Ratkaisuksi ongelmaan on kehitetty
happea tuottavia biomusteita, jotka auttavat soluja selviamaan hiussuonten ja

verenkierron kehittymiseen asti [69].

Toiseen lahestymistapaan, suonten varsinaiseen tulostamiseen, on vakiintunut
kaksi erilaista menetelmaa. Suorassa menetelmassa tulostetaan biomusteesta
onttoja suonirakenteita, kun taas epdsuorassa menetelmassa hyddynnetaan
uhrimustetta, joka tulostetaan yhdessa muiden biomusteiden tai -materiaalien
kanssa. Kun suunnittelumallin mukainen rakenne on tulostettu, uhrimuste pois-
tetaan esimerkiksi sulattamalla. Talloin tulosteeseen muodostuu onttoja kana-
via, joihin voidaan istuttaa verisuonten rakenteelle ja toiminnoille keskeisia en-

doteelisoluja. Vaihtoehtoisesti soluja voidaan lisata jo uhrimusteeseen. [70.]

Tutkimuksissa verisuonia on rakennettu monilla eri tulostustekniikoilla. Nykyis-
ten tekniikoiden tulostustarkkuus on kuitenkin lilan matala pienimpien suonten
tulostamiseen. Hiussuonten halkaisijat vaihtelevat tyypillisesti 5—10 mikrometrin
valilla, kun taas tulostettujen suonirakenteiden halkaisijat eivat yleensa alita sa-
taa mikrometria. [67.] Isompien suonten tulostuksessa on saatu aikaan lupaavia
tuloksia kayttamalla koaksiaalista pursotustulostusta, joka mahdollistaa useiden
biomusteiden samanaikaisen tulostuksen yhdesta suuttimesta. Koaksiaalisten
tulostuspaiden ja suuttimien avulla voidaan pursottaa monikerroksisia putkimai-
sia tulosteita, joissa solujen ja materiaalien sijoittelu jaljittelee tarkasti luonnollis-

ten verisuonten rakennetta ja koostumusta. [71.]

Gao ym. [72] kayttivat koaksiaalista tekniikkaa tutkimuksessaan, jossa tulostet-
tiin useita erikokoisia verisuonia endoteelisoluja sisaltavasta alginaattipohjai-
sesta biomusteesta. Suonten ydinmateriaalina kaytettiin uhrimusteena toimi-

nutta polymeeriseosta, johon oli lisatty kalsiumioneja silloittamaan suonten
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seinamien alginaattirakenne. In vitro -tutkimuksissa havaittiin, etta tulostetuilla
suonilla oli monia luonnollisten verisuonten olennaisia ominaisuuksia, kuten va-
likoiva solukalvon lapaisevyys, hiussuoniston muodostaminen seka kyky kestaa

mekaanista rasitusta. [72.]

Gao ym. [73] hyddynsivat koaksiaalista tekniikkaa myos toisessa tutkimukses-
saan, jossa tulostettiin sisahalkaisijaltaan ihmisen sepelvaltimon paksuisia kak-
sikerroksia suonirakenteita. Tulostuksessa kaytettiin suutinta, jolla voitiin pursot-
taa samanaikaisesti kolmea biomateriaalia. Suonirakenteen sisempi ja ulompi
kerros koostuivat soluista puhdistetusta soluvaliaineesta ja alginaatista seka en-
doteelisoluista ja sileista lihassoluista. Kuten edellisessakin tutkimuksessa, yti-
men uhrimuste sisalsi kalsiumioneja, jotka silloittivat kemiallisesti biomusteiden
alginaattikomponentin. In vivo -kokeessa suonirakenteet transplantoitiin kolmen
viikon ajaksi laboratoriorotilta poistetun vatsa-aortan tilalle. Siirteet integroituivat
tehokkaasti kohteen suoniin, veren virtaus oli normaalia ja suonten endoteeli

sailyi eheana koko koejakson ajan. [73.]

Epasuoraa tulostusmenetelmaa edustaa Skylar-Scottin ym. [63] tutkimus, jossa
rakennettiin erilaisia vaskularisoituneita kudoksia tutkijaryhman kehittamalla
SWIFT (engl. sacrificial writing into functional tissue) -tekniikalla. Tutkimuksessa
iPS-soluista erilaistetuista soluaggregaateista ja luonnollisista polymeereista
valmistettiin kudostyyppikohtaisia hydrogeeliseoksia, joihin tulostettiin verisuoni-
rakenteita gelatiinisesta uhribiomusteesta. Tulostuksen lopuksi geelimainen ge-
latiini sulatettiin ja huuhdottiin pois, jolloin kudoksiin muodostui onttoja suonika-
navia. Kanavissa kierratettiin endoteelisoluseosta verisuoniston pintojen endo-
teelin muodostamiseksi. [63.] Vaikka suonten endoteelikerros jaikin epataydel-
liseksi, erilaisia soluaggregaatteja elinten rakennuspaikoina (engl. OBB, organ
building block) hyddyntavaa SWIFTia pidetdan lupaavana menetelmana vasku-

larisoituneiden ja kooltaan skaalattavien kudosten valmistamiseen [7; 63; 65].

Ylempana ja aiemmissa luvuissa esitellyt tutkimukset ovat esimerkkeja edistyk-
sesta, jota on tapahtunut seka suurempien verisuonten tulostuksessa etta hius-

suoniston muodostamisessa angiogeneesin kautta. Hankalampaa onkin
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rakentaa toiminnallinen verisuoniverkosto, johon kuuluu seka kookkaampia suo-

nia etta hiussuonistoa [70].

Seymour ym. [74] hahmottelevat artikkelissaan mahdollista taktiikkaa hierarkki-
sen verisuoniverkoston muodostamiseen. Ensin suoniverkoston perustaksi tu-
lostetaan pursotustekniikalla onteloita, jotka vastaavat halkaisijaltaan pikkuvalti-
moita ja -laskimoita. Tulostuksessa voidaan hyodyntaa esimerkiksi uhrimusteita,
koaksiaalista tekniikkaa tai FRESH-menetelmaa, joka esiteltiin luvussa 4.1.3.
Tulostuksen jalkeen suonikanavien sisapuolet pinnoitetaan endoteelisoluilla.
Verisuoniston muodostumisen kannalta oleellista on valita biomusteeseen ma-
teriaaleja, jotka edesauttavat endoteelisolujen tehokasta kiinnittymista ja jakau-
tumista. [74.]

Hiussuoniston muodostumista taas edistetdan ohjaamalla solujen ja muiden
materiaalien valista biokemiallista viestintda. Suonikanavan angiogeenista haa-
rautumista voidaan stimuloida esimerkiksi lisaamalla materiaaleihin biologisia
kasvutekijoitd, kuten aiemmin mainittua VEGF:aa, seka aiheuttamalla hypok-
siaa eli hapenpuutetta, joka aktivoi soluissa angiogeneesia edistavia HIF (engl.

hypoxia-inducible factor) -kasvutekijoita. [74.]

Seymourin ym. mallin mukaan hiussuoniston rakenteen vakautuminen ja kehit-
tyminen toiminnalliseksi edellyttaa in vitro -kasittelya. Se voi tarkoittaa esimer-
kiksi endoteelisolujen ja muiden solutyyppien yhteisviljelya, jossa jaljitellaan ve-
risuoniston luonnollista kehittymisymparistéa. Suonikanavien kypsyttamisessa
voidaan hyodyntaa myos mikrofluidisia jarjestelmia, joissa virtaavan nesteen
avulla tuotetaan kontrolloidusti suonten rakennetta ja toimintaa vahvistavia he-

modynaamisia voimia. [74.]

4.2.2 Biomusteiden kehittaminen

Biomusteiden kehittamiseen liittyvat ongelmat ovat merkittava 3D-biotulostuk-
sen kliinisten sovellusten toteutumista hidastava pullonkaula [26; 64]. Jotta tu-

lostettua kudosrakennetta voitaisiin kayttaa siirteena potilashoidossa, musteen
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on taytettdva monia kudostyypin mukaan vaihtelevia vaatimuksia. Musteelta
vaaditut ominaisuudet ovat usein ristiriidassa keskenaan, mika tekee biomustei-

den kehittamisesta erityisen haastavaa [25].

Biomusteen on ennen kaikkea oltava koostumukseltaan tulostettavaa. Termille
tulostettavuus ei kuitenkaan viela ole olemassa vakiintunutta maaritelmaa, mika
hankaloittaa tutkimuksissa kaytettavien musteiden vertailua ja kehittamista [30;
23]. Gillispien ym. [75] laajan maaritelman mukaan tulostettavuus on "materiaa-
lin kyky tulostua tietyissé tulostusolosuhteissa siten, etta tulostuksessa saavute-
taan tarkoituksenmukaisia lopputuloksia.” Naghieh ja Chen [23] taas maarittele-
vat sen "kyvyksi muodostaa biomusteesta séilyvia ja toistettavia 3D-tukiraken-
teita biotulostustekniikkaa kayttamélla.” Tutkimuksissa tulostettavuuteen on lii-
tetty laaja skaala erilaisia muuttujia musteen pursotettavuudesta sen bioha-
joavuuteen. Koska vakiintunut arviointiprotokolla puuttuu, tulostettavuutta on

tarkasteltu puutteellisesti ja usein taysin kvalitatiivisesti. [75.]

Tulostusprosessin keskeisten parametrien, kuten silloittamismenetelmien seka
tulostuspaineen ja tulostusnopeuden, voidaan katsoa kuuluvan osaksi tulostet-
tavuutta [23]. Tutkimuksissa biomusteen koostumuksen ja tulostusparametrien
yhteisvaikutuksia on arvioitu lahinna silmamaaraisesti, ja tuloksia on pyritty pa-
rantamaan yrityksen ja erehdyksen kautta [76]. Koska tallaiset kokeilut ovat te-
hottomia ja aikaavievia, musteen koostumuksen ja tulostusprosessin optimoin-
tiin on kehitetty tekoalyratkaisuja. Tekoalymallien rakentamista ja hyodyntamista
hankaloittavat kuitenkin saatavilla olevan datan vahainen maara ja sen yhden-

mukaisuuden puute. [77.]

Skardal [78] kuvailee artikkelissaan hypoteettista "universaalia biomustetta”,
joka soveltuisi kaytettavaksi laajasti eri solutyyppien ja tulostustekniikoiden
kanssa. Skardalin mukaan taman ihmemusteen tulisi tayttda seuraavat nelja

vaatimusta:

. Sen tulisi koostua suureksi osaksi luonnollisesta soluvaliaineesta
keratysta materiaalista.
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) Sen mekaanisten ominaisuuksien tulisi mahdollistaa vaivaton tulos-
tus ilman tarvetta ulkoisille silloitusarsykkeille biomusteen raken-
teen kovettamiseksi.

o Sen biokemiallisen koostumuksen tulisi olla helposti muovattavissa,
esimerkiksi lisdamalla musteeseen solujen viestintaa ja toimintaa
tukevia molekyyleja.

o Tulostuksen jalkeen musteen mekaanisia ominaisuuksia, kuten
jaykkyytta tai elastista kerrointa, tulisi voida muovata vastaamaan
haluttua kudostyyppia. [78.]

Skardalin mainitsemaa soluvaliainetta sisaltavia biomusteita kayttamalla onkin
saavutettu lupaavia tutkimustuloksia [60; 73]. Jokaisella kudostyypilla on oman-
lainen soluvaliaineensa, joka muodostaa soluille suotuisan ja niiden toimintaa
tukevan mikroympariston. Biomusteita varten soluvaliaineesta poistetaan solut,
jolloin jaljelle jaa kollageenisaikeista, proteiineista, proteoglykaaneista seka kas-
vutekijoista koostuva dECM-soluvaliaine [79]. DECM-pohjaiset musteet voivat
olla merkittavasti muita biomateriaaleja bioyhteensopivampia, ja niita kaytta-
malla onkin saavutettu solujen viabiliteetin kannalta erinomaisia tuloksia [24;
80].

Soluvaliaineesta koostuvat musteet ovat bioyhteensopivuudeltaan ylivertaisia,
mutta useimpien luonnollisten hydrogeelien tapaan niiden mekaaniset ominai-
suudet ovat monien kudostyyppien vaatimuksiin nahden riittamattomat [24; 26;
80]. Tutkimuksissa dECM-pohijaisiin biomusteisiin lisatadankin usein synteettisia
tai luonnollisia polymeereja, jotka voivat parantaa musteen tulostettavuutta ja

tulostettujen rakenteiden kestavyytta [81].

Tutkijoille harmaita hiuksia aiheuttavat myos musteiden materiaalien vaihtelevat
hajoamisnopeudet. Musteen biohajoavuuden saateleminen on valttamatonta,
jos tulostettua rakennetta on tarkoitus kayttaa kudossiirteena [4]. Solujen ja nii-
den tuottaman soluvaliaineen tulisi ennen pitkaa korvata siirteen hydrogeeli-
komponentti, joten biohajoavuuden tulisi vastata kudoksen uusiutumistahtia
[25]. Luonnolliset, esimerkiksi dECM-pohjaiset hydrogeelit, saattavat hajota tar-
peettoman nopeasti, mika saattaa heikentaa kudossiirteen mekaanisia ominai-

suuksia [4]. Synteettisten polymeerien hajoamisnopeutta voidaan puolestaan
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saadella helpommin, mutta ne saattavat hajotessaan tuottaa soluille haitallisia

aineita [31].

4.2.3 Solujen tuotanto

Biomusteet voivat sisaltaa 10—-20 miljoonaa solua millilitraa kohden, ja suurem-
man kudosvaurion korjaamiseen tarvittava solumaara voi ylittaa jopa 100 miljar-
dia [64]. Eri kudosten 3D-biotulostusprosessin parametrien optimointi vaatii suu-
ria maaria toistettuja kokeita ja tulostettuja kudoksia. Solujen puute onkin muo-
dostunut merkittavaksi biotulostuksen kehitysta hidastavaksi tekijaksi. [82.] Tut-
kimuksia varten tarvittavat solumaarat kasvatetaan usein monikerroksisissa 2D-
kasvatusalustoissa tai pienikokoisissa bioreaktoreissa, mika on hidasta ja kal-
lista. Jotta 3D-biotulostusta voitaisiin joskus hyddyntaa kudosteknologian sovel-
luksena potilashoidossa, valtavien solumaarien tuottamiseen tarvitaan tehok-

kaampia ja edullisempia menetelmia. [64.]

Bioreaktorien kehityksella on ratkaiseva rooli solutuotannon skaalauksessa. Ny-
kyisin yleinen tapa kasvattaa solujen maaraa ovat pienehkot automatisoidut bio-
reaktorit, jotka yllapitavat solujen lisaantymiselle suotuisia olosuhteita. Reakto-
reissa voidaan kontrolloida soluviljely-ympariston keskeisia muuttujia, kuten
lampdotilaa, ph-arvoa, happi- ja hiilidioksiditasoja seka kasvatusliuoksen ravinto-
aineiden ja kasvutekijoiden pitoisuuksia. Toisin kuin monet perinteiset kasva-
tusalustat, bioreaktorit ovat suljettuja jarjestelmia, mika pienentaa merkittavasti
kontaminaatioriskia. [83.] Koska reaktorit ovat automatisoituja, tuotettujen so-
luerien valilla on myos vahemman laadunvaihtelua ja prosessin tyovoimakus-

tannukset ovat alhaisemmat [84].

Ulkoisesti havaittavat ominaisuudet valittavat tarkeaa tietoa solujen toiminnalli-
suudesta, joten solujen morfologian tarkka seuranta kasvatuksen aikana on
oleellista tuotannon standardisoinnin ja tasalaatuisuuden kannalta. [84.] Markki-
noilla olevat bioreaktorit — joita yleensa ei ole kehitetty varta vasten solujen tuo-
tantoon — eivat kuitenkaan valttamatta anna riittavan tarkkaa ja reaaliaikaista

tietoa solujen tilasta kasvatusjakson aikana [64]. Reaktorien sensoriteknologian
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kehittyminen olisikin oleellista tuotannon parametrien tarkkailun ja soluerien ta-
salaatuisuuden edistamiseksi [64; 85]. Tuotannon optimoimiseen on kehitetty
my0s tekoalymenetelmia, jotka ennakoivat kasvatettavien solujen ominaisuuk-
sia soluviljelImasta kerattavan datan perusteella. Kuva-analyysiin perustuvia ko-
neoppimismenetelmia on kaytetty esimerkiksi solumaaran kasvun ennakoimi-

seen seka solutyyppien fenologian ja rakenteen tunnistamiseen. [84.]

Kun soluja ja niita sisaltavia laakinnallisia valmisteita tuotetaan kliinisiin tutki-
muksiin, potilashoitoon ja kaupallisiin tarkoituksiin, lainsdadannon vaatimukset
kiristyvat. Euroopan unionin alueella solujen tuotantoon sovelletaan laakkeita ja
ATMP (engl. Advanced Therapy Medicinal Product) -valmisteita koskevaa GMP
(engl. Good Manufacturing Practice) -tuotanto-ohjeistusta [86]. GMP-ohjeistus
pohjautuu riskiperusteiseen lahestymistapaan, jonka tavoitteena on varmistaa
tuotannon laatu, turvallisuus ja tehokkuus [86]. Myds lainsaadanto lisaa siis tar-
vetta valmistusmenetelmille, joissa solujen kehitysta voidaan seurata tuotannon

eri vaiheissa mahdollisimman tarkasti.

Solumaarien kasvattamisen lisaksi hankaluuksia aiheuttavat myds solujen omi-
naisuudet. Primaarisolujen heikon uusiutumiskyvyn ja niiden eristykseen ja vilje-
lyyn liittyvien ongelmien takia 3D-biotulostuksessa kaytetaan usein pluripotent-
teja kantasoluja, jotka voidaan erilaistaa halutuiksi solutyypeiksi. [28; 64.] Tutki-
muksissa biomusteet sisaltavat usein iPS-soluja, joita voidaan kerata potilaasta
autologisesti ja noninvasiivisesti, jolloin vaistetaan niin ikaan pluripotentteihin al-

kion kantasoluihin liittyvat eettiset ja lainsaadannolliset kompastuskivet [87].

Erilaistumattomat iPS-solut ovat kuitenkin poikkeuksellisen alttiita haitoille, joita
tulostusprosessin ulkoiset tekijat soluille aiheuttavat [64; 87]. Tulostustekniikan
valinnalla onkin suuri vaikutus solujen viabiliteettiin. Erityisen haitallista on solui-
hin kohdistuva leikkausjannitys, jota voidaan pienentaa muun muassa kaytta-
malla suuttimettomia tulostustekniikoita, halkaisijaltaan suurempia suuttimia tai
pienentamalla tulostusnopeutta ja pursotuspainetta. [64.] Myds biomusteen

koostumuksella ja sen polymeerirakenteen kovettamiseen kaytetylla
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silloittamismenetelmalla, esimerkiksi lampatilalla tai UV-valolla, voi olla suuri

vaikutus solujen elinkykyisyyteen [87].

Pluripotenttien solujen hyddyntamista biotulostuksessa hankaloittavat myos nii-
den turvallisuuteen liittyvat tekijat. Tutkimuksissa uudelleenohjelmoiduissa kan-
tasoluissa on havaittu muun muassa haitallista geneettista variaatiota, taipu-
musta kasvainten muodostamiseen seka kehon immuunivasteen laukaisevia
ominaisuuksia [88]. Kliinisia kokeita, joissa iPS-soluja on transplantoitu potilaa-
seen, onkin toteutettu vain vahaisessa maarin [89]. Kehitteilld on kuitenkin mo-
nia uusia tuotantomenetelmia, joilla pyritaan lisaamaan pluripotenttien solujen

turvallisuutta ja tehostamaan niiden valmistusta [90].

5 Yhteenveto

Tassa insinOoritydssa laadittiin yleiskatsaus 3D-biotulostukseen kudosteknolo-
gian menetelmana. Tavoitteena oli muodostaa kuva tutkimuksen nykytilasta —
sen saavutuksista ja ongelmakohdista. Kolme kudostyyppia valittiin toimimaan
esimerkkeina, joiden kautta esiteltiin biotulostuksessa kaytettavia menetelmia,
materiaaleja ja mahdollisuuksia. Tydssa kartoitettiin ja kuvailtiin myods hanka-

luuksia, jotka hidastavat 3D-biotulostuksen kehitysta.

Narratiivisessa kirjallisuuskatsauksessa pyrittiin haalimaan tietoa uusista mutta
samalla runsaasti viitatuista lahteista. On kuitenkin huomioitava, etta suuri osa
aineistosta on tyypiltdan katsausartikkeleja, joissa tutkimustuloksia kasitellaan
vaistamatta viipeella. Lisaksi lienee syyta mainita, etta insindority0ssa esiteltava
tietoaines valittiin harkinnanvaraisesti ilman aiempaa perehtymista 3D-biotulos-
tukseen. Tyota laadittaessa pyrittiin parhaimman mukaan tunnistamaan asetel-
man synnyttamat riskit, kuten liiallinen yleistaminen, oleellisen tiedon sivuutta-

minen tai tiedon esittdminen mittakaavaansa merkityksellisempana.

Tassa insinooritydossa 3D-biotulostusta tarkasteltiin laajasta nakokulmasta, ja
siksi monia teemoja on taytynyt sulkea pois tai kasitella vain suppeasti. Aineis-

tossa nousi esiin useita aihepiireja, joita soisi tutkittavan syvallisemmin tulevissa
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opinnaytetdissa. Hyodyllista olisi selvittaa esimerkiksi tekoalymenetelmien yh-
distamista tulostusprosessin eri osa-alueiden optimointiin. Myos biotulostusta ja
tulostettuja kudossiirteita koskevaa regulaatiota ja lainsaadannollista kenttaa

olisi syyta kartoittaa.

Kuten on kaynyt selvaksi, 3D-biotulostus kehittyy vauhdilla, ja siihen liittyvia tut-
kimuksia julkaistaan yha tiheampaan tahtiin. Kehitysta jarruttavat kuitenkin mo-
net ongelmat, jotka on selatettava ennen kuin menetelma voidaan ottaa laajasti
kayttoon kudosteknologian kliinisena sovelluksena. Shapira ja Dvir [91] esittavat
artikkelissaan tulevaisuudennakyman, jossa 3D-biotulostuksesta ei olekaan rat-
kaisemaan maailmanlaajuista elinpulaa, vaan sen kehitys kohtaa syysta tai toi-
sesta ns. biologisen lasikaton. Talldin biotulostuksesta voisi edelleen olla mer-
kittavaa hyotya esimerkiksi laaketutkimuksessa, mutta suurimmat lupaukset jai-

sivat toisten kudosteknologian menetelmien lunastettaviksi.

Vaikka 3D-biotulostuksen kehityksen tielle onkin kylvetty esteita, insin6orityon
aineistosta valittyy tutkijoiden vankka usko menetelman mahdollisuuksiin. Tiu-
haan julkaistut lapimurtotutkimukset ovat omiaan lujittamaan luottamusta biotu-
lostuksen tulevaisuuteen. Helmikuussa 2024 maailmalla on kaynnissa kouralli-
nen 3D-biotulostusta hyddyntavia kliinisia tutkimuksia. Etela-Koreassa potilaalle
on tarkoitus siirtdaa kantasoluista, rustosoluista ja hydrogeelista tulostettu henki-
torvi [92], ja Yhdysvalloissa potilaat ovat jo saaneet autologisista soluista biotu-
lostettuja korvaimplantteja [93]. Kokeiden etenemista on syyta seurata jannityk-
sella, silla ensimmaisilla tutkimuksilla saattaa olla kliinisia tuloksiaan suurempi

merkitys 3D-biotulostuksen tulevaisuudelle.
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