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Bioladketieteen laitos
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Vierasesinejattisoluja esiintyy vierasesinereaktion kuten luuston korjauksessa kaytettavien
biomateriaaliproteesien yhteydessa. Ne muodostuvat vauriopaikkaan siirtyneiden
makrofagien fuusioituessa yhteen erilaisten valittdjaaineiden seka implanttimateriaalin
aikaansaamien olosuhteiden vaikutuksesta. Vierasesinejattisoluilla on havaittu olevan kyky
hajottaa biomateriaaleja seka edesauttaa fibroottisen eli sidekudoksisen kapselin
muodostumista implantin  ymparille, minka ajatellaan vaikuttavan negatiivisesti
biomateriaalien toimintaan elimistdssa. Vierasesinejattisolujen erittdmien sytokiinien avulla
ne voivat myos rekrytoida ja aktivoida luuta hajottavia osteoklasteja mahdollisesti johtaen
implantin epaonnistumiseen sen aseptisen lI0ystymisen vuoksi.

Bioaktiivinen lasi S53P4 on biomateriaali, jolla on osoitettu olevan luukudoksen
muodostumista edistavia ja antibakteerisia vaikutuksia. Se kehitettiin Turussa 1980-luvulla
aiemmin kehitetyn ns. Hench-lasin (45S5) pohjalta. Nykyaan S53P4 bioaktiivista lasia
tuottaa Bonalive Biomaterials Ltd ja sitd kaytetdan Iuukudosta korvaavana
implanttimateriaalina muun muassa erilaisissa kallon ja kasvojen alueen operaatioissa seka
osteomyeliitin hoidossa. Muiden bioaktiivisten lasien 45S5, 52S ja 55S on aiemmin havaittu
aiheuttavan makrofagien fuusioitumista vierasesinejattisoluiksi kaneilla tehdyissa in vivo-
kokeissa. Taman perusteella voitaisiin olettaa myos bioaktiivisen lasin S53P4 indusoivan
makrofagien fuusioitumista, mutta tutkimuksia aiheesta ei ole toistaiseksi julkaistu.

Taman tutkimuksen tavoitteena olikin selvittda, indusoiko bioaktiivinen lasi S53P4
vierasesinejattisolujen muodostumista in vitro hiiren ja ihmisen kaupallisten
makrofagisolulinjojen soluista. Opinnaytetyon kirjallisuusosiossa kuvataan perustietoa
biomateriaaleista seka syvennytaan bioaktiivisten lasien 45S5 ja S53P4 koostumuksiin ja
niiden eroihin. Lisaksi kuvataan bioaktiivisten lasien kayttda luukudoksen korjauksessa seka
esitellaan  vierasesinereaktion ominaisuuksia ja vaiheita seka perehdytaan
vierasesinejattisoluihin.

Tutkimuksen kokeellisessa osassa tutkittiin vierasesinejattisolujen muodostumista kayttaen
hiiren makrofagisolulinjaa RAW264.7 (ATCC, TIB-71) sekd humaanisolulinjaa THP-1 (ATCC,
TIB-202). Soluja Vviljeltin biomateriaalien Al203, 45S5 sekd S53P4 1asna ollessa
vierasesinejattisolujen muodostusta indusoivissa olosuhteissa ja tutkittin muodostuneiden
vierasesinejattisolujen maaraa.

Asiasanat: vierasesinejattisolut, vierasesinereaktio, bioaktiivinen lasi S53P4, biomateriaalit,

makrofagit
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1 JOHDANTO

1.1 Biomateriaalit

Biomateriaalit ovat materiaaleja, joita voidaan hyddyntaa lisaamaan eldvan kudoksen
muodostumista seka kudoksen korjaamisessa etta korvaamisessa. Ne voivat olla
luonnollisia tai synteettisia. Synteettisia biomateriaaleja ovat metallit, keraamit ja polymeerit.
Yhdistamalla erilaisia synteettisia biomateriaaleja valmistetaan yhdistelmamateriaaleja eli
komposiitteja. Erilaisia biomateriaaleja ja niiden kayttokohteita on esitettyna kuvassa 1.
Luontoperaisia eli luonnollisia biomateriaaleja edustavat kudossiirteet, joita puolestaan
saadaan puolestaan esimerkiksi ihmisen tai elaimen luusta, rustosta, sidekudoksesta tai
ihosta. (1)

H . .
—_— Biopolymeerit
g . Polymeerit .
o— Luonnolliset ‘ | Synteettiset
(- . . ‘ )
Q biomateriaalit | | | polymeerit
) | Metallit
(go} Synteettiset
E biomateriaalit |
Keraamit | Bioaktiiviset lasit
O
o |
L . Komposiitit

Kuva 1. Erilaisten biomateriaalien luokittelu luonnollisiin ja synteettisiin biomateriaaleihin.

Polymeerit koostuvat useasta toisiinsa kemiallisten sidosten valityksella kiinnittyneesta
monomeerista, jotka muodostavat ketju- tai verkkomaisen rakenteen.
Polymeeribiomateriaalit ovat biotekniikan suosituin materiaalityyppi niiden mekaanisen
monipuolisuuden ja kudoksen samankaltaisuutensa vuoksi. Polymeereja on hyddynnetty
paaasiallisesti pehmytkudossovelluksissa. Suosittuja polymeereja kliinisessa kaytossa ovat
muun muassa polylaktaattihappo ja polyglykolihappo (2.) Polymeereja on myos sovellettu
ladkkeiden annostelukaytdssa, silla niiden rakenteen raataldinti mahdollistaa laakkeen

hallitun vapautumisen (3).

Erilaisia metalleja hyddynnetaan kliinisesti kovakudossovelluksissa. Eniten kaytettyja
metalleja proteesitarkoituksissa ovat erilaiset titaaniseokset, kromi-kobolttiseokset ja

ruostumaton teras. Metalleja kaytetddan muun muassa proteesien nivelpinnoilla niiden



kestavyyden takia. Metallien inertin luonteen vuoksi niista valmistetut proteesit pinnoitetaan
monesti esimerkiksi hydroksiapatiitilla Ca10(POa4)s(OH)2 (HA) paremman osteointegraation

eli luuhun Kiinnittymisen saavuttamiseksi. (2)

Keraamit ovat epaorgaanisia aineita, jotka sisaltavat ionisidoksia tai kovalenttisia sidoksia,
eivatkd ole metalleja. Keraameja kaytetaan kovakudosvaurioiden paikkaamiseen ja
kudoksen uusimiseen. Keraamit voidaan jakaa kemiallisten ominaisuuksiensa perusteella
inertteihin, bioaktiivisiin ja liukeneviin keraameihin seka rakenteen perusteella huokoisiin
keraameihin (4.) Yleisimmin nykypaivana kaytetyt biomateriaalikeraamit ovat erilaisia
HA:sta ja trikalsiumfosfaatista (TCP) Cas(POa4)2 valmistettuja kalsiumfosfaattijohdannaisia.
Luukudosta korvaavana implanttimateriaalina kalsiumfosfaatit ovat osteokonduktiivisia eli
ne toimivat alustana luukudosta muodostaville osteoblasteille. My6s alumiinioksidi ja

bioaktiivinen lasi luokitellaan biokeraameiksi. (5)

Komposiitit ovat polymeerien, metallien ja keraamien erilaisia yhdistelmia. Tyypillisesti
biomateriaalikaytdssa olevat komposiitit ovat jonkin bioaktiivisen keraamin ja biopolymeerin
yhdistelmia. Komposiitit ovat erinomaisia implanttimateriaaleja niiden monipuolisesti

muokattavissa olevien ominaisuuksiensa vuoksi. (6)

Taulukko 1. Erilaisten biomateriaalien kayttokohteiden, kayton etujen ja biomateriaaliin

liittyvien mahdollisten haittojen vertailu. Koostettu lahteista (1,5-10).

Materiaali Kayttokohteet Edut Haitat
Polymeerit Erilaiset Mahdollisuus Voivat adsorboida
pehmytkudossovellukset hyodyntaa ladkkeen veresta vettd ja
annostelussa ravinteita.  Voivat

kulua nopeasti.

Metallit Lonkkaproteesit, Suuri Korroosio ja
polviendoproteesit, ruuvit murtumalujuus, ja mahdollinen
seka levyt mekaaninen lujuus  allergian

kehittyminen.

Keraamit Silmanpohjan proteesit, Bioaktiivisuus, Valmistaminen on
valikorvan proteesit, osteokonduktiivisuus haastavaa.

lonkkaproteesien



kiinnittaminen, luun

tayttomateriaali

Komposiitit = Luudefektien tayttaminen, Materiaali on Valmistaminen on
kasvojen alueen optimoitavissa sen Kkallista.
korjausoperaatiot, tarkkaa

keinotekoiset janteet ja kayttotarkoitusta

rustopinnat varten.

1.2 Bioaktiiviset lasit 45S5 ja S53P4

Bioaktiivisille laseille on ominaista niiden biologinen yhteensopivuus seka bioaktiivisuus.
Bioaktiivisuudella tarkoitetaan materiaalin  kykya kiinnittya mineralisoituneeseen
luukudokseen. Suurin osa bioaktiivisista laseista perustuu samaan Na20, CaO, P20sja SiO2
-systeemiin, johon myos pohjautui alkuperainen Larry Henchin vuonna 1969 kehittama
bioaktiivinen lasi 45S5. Bioaktiivisen lasin hajoamisen kinetiikkaan vaikuttavat lasin
koostumus, valmistustapa, huokoisuus seka dopantti-ionit eli materiaaliin lisatyt ionit, jotka

muuttavat sen fysikaalisia ominaisuuksia. (11)

Bioaktiivinen lasi 45S5, jota markkinoidaan nimellda 45S5 Bioglass, on
massakoostumukseltaan 45 % piidioksidia (SiO2), 24,5 % kalsiumoksidia (CaO), 24,5 %
natriumoksidia (Na20) ja 6 % fosforipentoksidia (P20s) (5). Bioaktiivista lasia 45S5
hyodynnetaan nykyaan kliinisesti muun muassa peridontaalisen luukadon ja spinaalifuusion

hoidossa seka kallon ja kasvojen alueen luuston korjauksissa. (11)

Bioaktiivinen lasi S53P4 on massakoostumukseltaan 53 % piidioksidia (SiO2), 23 %
natriumoksidia (Na20), 20 % kalsiumoksidia (CaO) ja 4 % fosforipentoksidia (P20s5) (12).
Bioaktiivisten lasien 45S5 ja S53P4 tyypilliset oksidiyhdisteiden pitoisuudet on esitetty
taulukossa 2. Bioaktiivinen lasi S53P4 on luukudoksen korvaamistarkoituksissa hyodynnetty
biomateriaali, joka kehitettiin edella kuvatun Hench-lasin (45S5) pohjalta Turussa 1980-
luvulla (13.) Se sai Euroopan hyvaksynnan ortopediseen kayttdon luukudosta korvaavana
materiaalina vuonna 2006 (14). Bioaktiivista lasia S53P4 valmistaa nykyaan Bonalive
materials Ltd ja sitd on saatavilla hienojakoisessa rakeisessa muodossa (Bonalive granules
ja Bonalive granules CMF) seka pakkelimaisessa muodossa (Bonalive putty seka Bonalive

putty MIS). S53P4 tunnetaan erityisesti sen antibakteerisista ominaisuuksista, joita on



tutkittu laajasti (15). Bioaktiivisen lasin S53P4 on todettu kliinisessa kokeessa olevan jopa
autologista implanttia parempi vaihtoehto (16). Bioaktiivisten lasien 45S5 ja S53P4 tyypilliset

kemialliset koostumukset on esitettyna taulukossa 2.

Taulukko 2. Bioaktiivisten lasien S53P4 ja 45S5 tyypilliset oksidiyhdisteiden pitoisuudet.
Muokattu lahteesta (17).

Bioaktiivinen lasi Sio, Na,0 Ca0O P,05
S53P4 53,0 m-% 23,0 m-% 20,0 m-% 4,0 m-%
45S5 45,0 m-% 24,5 m-% 24,5 m-% 6,0 m-%

Bioaktiiviset lasit koostuvat piin muodostamista Q2-ketjuista, joissa pii muodostaa neljan
happiatomin kanssa tetraedrin. Kalsium- ja natriumionit toimivat molekyyliverkkoa
muokkaavina kationeina. Nama ionit mahdollistavat bioaktiivisten lasien liukenemisen
vesipitoisissa ymparistoissa. Natrium- ja kalsiumionit sitoutuvat myds bioaktiivisen lasin
sisaltamiin fosforiatomeihin muodostaen joko mono- tai difosfaattikomplekseja. Nama
molekyylit eivat kuitenkaan ole sitoutuneena bioaktiivisen lasin piita sisaltaviin
komponentteihin.(17) Bioaktiivisen lasin piin muodostamista Q2-kejuista on esitettyna
rakennekaava kuvassa 2.Bioaktiivisen lasin piin muodostamista Q2-kejuista on esitettyna

rakennekaava kuvassa 2.

o} :|3i 0 Ti o} E|‘>i 0 TI
O_ O_ OT\]a+ O_Na
ca’ C _2+ Na" Na
T T ]

O—Ti——O——S|i O0—Si——0—Si
o} o} - 3

Kuva 2. Kuvassa rakennekaava piin muodostamista Q2-ketjuista, joihin natrium- ja

kalsiumionit ovat sitoutuneet. Kuva on muokattu lahteesta (18).



Bioaktiivisten lasien taipumus kristalloitua lampotilan muutosten indusoimana tekee
bioaktiivisesta lasista muodostettujen kolmiulotteisten rakenteiden seka pinnoitteiden ja
komposiittien valmistuksesta haasteellista (11). Bioaktiivisia laseja valmistetaan joko
vanhempaa melt-quench-metodia (MQ) hyddyntaen tai sol-gel-metodia (SG) hyddyntaen.
MQ-metodissa bioaktiivisen lasin komponenttienoksideja eli tarvittuja oksideja, sulatetaan
1200-1500 °C, minkd jalkeen seos taytyy karkaista eli jaahdyttda nopeasti
kristallisoitumisen valttdmiseksi. SG-metodissa |&htbaineet muunnetaan kolloidiseksi
liuokseksi, jonka jalkeen liuotin haihdutetaan. SG-metodi mahdollistaa eri kompositioista
muodostuvien ja erilaisia biologisia ominaisuuksia omaavien bioaktiivisten lasien
valmistuksen. SG-metodilla bioaktiivisia laseja voidaan valmistaa myos eri huokoisuuksilla
(18.) Bioaktiivisesta lasista 45S5 on vaikea muodostaa huokoisia kolmiulotteisia
tukirakenteita sen matalan kristalloitumislampaétilan vuoksi. S53P4 bioaktiivisesta lasista

tallaisten rakenteiden valmistaminen puolestaan on mahdollista (20).
1.2.1 Bioaktiivisten lasien hajoaminen elimistossa

Kaikkien Na20, CaO, P20s5 ja SiO2 systeemiin pohjautuvien bioaktiivisten lasien
hajoamisprosessi in vivo ajatellaan olevan vaiheiltaan samanlainen (10,17,21).
Bioaktiivisten lasien tarkka kemiallinen koostumus vaikuttaa paaasiassa materiaalin
hajoamisen nopeuteen. Hajoamisen nopeuden maarittaa materiaalin

piidioksidikonsentraatio. (22)

Ensimmaisena implantin asettamisen jalkeen bioaktiivisen lasin pinnassa muodostuu
vetysidoksia piiatomien ja hydroksyyliryhmien valille ja materiaalin ympariston pH nousee
eli muuttuu emaksiseksi. Korkea paikallinen pH, eli hydroksyyli-ionien korkea konsentraatio,
saa aikaan piin ja hapen valisten kovalenttisten sidosten hajoamisen ja piin vapautumisen
materiaalista ortopiihapon (Si(OH)4) muodossa. Piin ja hapen muodostamat silanolit
kondensoituvat ja repolymerisoituvat muodostaen hyvin piipitoisen kerroksen lasin pintaan.
Kalsiumionit ja ortofosfaattiryhmat muodostavat kalsiumoksidi-difosforipentoksidikerroksen
(CaO-P20s5) piipitoisen kerroksen paalle. Hydroksiapatiittikerros (HA) muodostuu
hydroksyylien ja karbonaatin sitoutuessa kalsiumoksidi-fosforipentoksidikerrokseen ja

kerroksen kristallisoituessa. (10)

Taulukko 3. Muutokset bioaktiivisen lasin pinnalla implantin asentamisen jalkeen. Taulukko

muokattu lahteesta (10).



1 Proteiinien adsorbtio bioaktiivisen lasin pinnalle

2 Vetysidosten muodostuminen piiatomien ja hydroksyyliryhmien valille
natrium- tai kaliumionien reagoidessa liuoksen hydroksyyli- tai
oksoniumionien kanssa

Ympariston pH:n nousu eli muuttuminen emaksisemmaksi

Si—0—Na*+H"+0OH™ - Si—0OH* + Na*(livos) + OH™

3 Piin ja hapen valisten kovalenttisten sidosten hajoaminen
Ortopiihapon vapautuminen materiaalista
Si—0—-Si+H,0 - Si—0OH+ OH — Si

4 Piidioksidi kerroksen muodostuminen materiaalin pintaan

5 Kalsiumoksidi-difosforipentoksidikerroksen =~ muodostuminen  piipitoisen
kerroksen  pinnalle  kalsium- ja  fosfaatti-ionien  adsorboituessa

piidioksidikerrokseen

6 Hydroksiapatiittikerroksen muodostuminen

Kerroksen kristallisoituminen

1.2.2 Bioaktiivisten lasien koostumuksen vaikutus niiden ominaisuuksiin

Bioaktiivisten lasien bioaktiivisuuden ajatellaan perustuvan Henchin esittamiin bioaktiivisen
lasin hajoamisprosessin vaiheisiin, jotka esiteltiin tarkemmin luvussa 1.2.2 (23). Olennaista
bioaktiivisten lasien bioaktiivisuuden kannalta on niiden piidioksidikonsentraatio, silla yli
55 % piidioksidikonsentraatio johtaa bioaktiivisuuden menetykseen. Bioaktiivisten lasien
bioaktiivisuus esimerkiksi luukudoksessa on kahden eri mekanismin aikaansaama: i)
Bioaktiivisen lasin pinnalle muodostuva HA-kerros mahdollistaa osteogeenisten eli luuta
muodostavien solujen tarttumisen materiaalin pintaan ja niiden proliferaation ja ii) ionien
liukeneminen materiaalista vahvistaa osteoblastien eli luukudosta muodostavien solujen
geeniekspressiota, edesauttaen niiden aineenvaihduntaa, mikd johtaa luukudoksen
tehostuneeseen muodostumiseen. Bioaktiivisen lasin optimaalinen piidioksidin (SiOz2)

konsentraatio luukudokseen sitoutumisen mahdollistamiseksi on 45-52 %. (11)



S53P4 bioaktiivinen lasi on hydrofiilinen ja pinnan varaukseltaan negatiivinen (zeta
potentiaali -47mV) (24). Bioaktiivinen lasi 45S5 on myo6s hydrofiilinen, mutta pinnan
varaukseltaan vahemman negatiivinen kuin S53P4 (zeta-potentiaali - 14mV ja - 17mV valilla)
(26). Bioaktiivisten lasien hajotessa fysiologisissa olosuhteissa niiden pinnan varaus
muuttuu negatiivisemmaksi ja sitoo itseensa natrium- seka kalsiumioneja, jolloin materiaalin
pintaan muodostuu niin sanottu sahkoinen kaksoiskerros. Plasman proteiinit ovat
tyypillisesti varaukseltaan negatiivisia fysiologisessa pH:ssa, mutta tdma sahkdinen
kaksoiskerros voi edistda proteiinien sitoutumista lasiin. HA-kerroksen muodostuessa

materiaalin paalle, muuttuu pinnan varaus lahemmaksi nollaa (27.)

Erilaisia bioaktiivisia laseja erottavat niiden bioaktiivisuuden tasot, jotka ovat riippuvaisia
niiden kemiallisesta koostumuksesta (27). Korkeampi piidioksidikonsentraatio tekee
bioaktiivisesta lasista hitaammin hajoavaa ja yli 55 % piidioksidikonsentraatio johtaa
bioaktiivisuuden menetykseen. Materiaalin oikea hajoamisnopeus on tarkeaa esimerkiksi
luun uudelleenmuodostumisen onnistumiseksi. Piidioksidin suurempi pitoisuus tekee S53P4
bioaktiivisesta lasista hitaammin hajoavaa kuin 45S5. Bioaktiivisen lasin S53P4
hajoamisnopeus onkin lahempana luun uudelleenmuodostumisen aikana tapahtuvaa

normaalia luun hajoamisnopeutta kuin bioaktiivisen lasin 45S5 (29.)

Bioaktiivinen lasi S53P4 on tunnettu sen antibakteerisista ominaisuuksista. Antibakteeristen
ominaisuuksien ajatellaan johtuvan siita, etta lasista liuenneiden ionien seurauksena pH
nousee eli ymparistd muuttuu emaksiseksi, minka lisaksi osmoottinen paine nousee (15,22).
Vaikka bioaktiivinen lasi 45S5 hajoaa nopeammin kuin S53P4, on in vitro-tutkimuksessa
havaittu, ettei siita liukene ioneja enaa 24 h jalkeen (17). Tama pidempaan jatkuva ionien

liukeneminen voi selittda S53P4:n paremmat antibakteeriset vaikutukset.

Bioaktiivisen lasin pinnalle muodostuva hydroksiapatiittikerros mahdollistaa erilaisten
biologisesti aktiivisten molekyylien tarttumisen materiaalin pintaan ja on valttamaton
bioaktiivisten lasien osteokonduktiivisuudelle (10). Etenkin pii-ioneilla on havaittu olevan
positiivisia vaikutuksia luukudoksen homeostaasiaan, mineraalipitoisuuteen seka luun
muodostukseen (23). Natriumoksidin on puolestaan osoitettu inhiboivan osteoklastien,
luukudosta hajottavien solujen, toimintaa ja stimuloivan osteoblastien, luukudosta
muodostavien solujen, erilaistumista (22.) Kalsiumionien on todettu aktivoivan SMAD-
signalointiketjua, joka edesauttaa osteogeneesia. Lisaksi lasista vapautuvat kalsiumionit
edistavat angiogeneesin, eli verisuonten muodostuksen kannalta tarkeiden proteiinien,

kuten VEGF:n (verisuonikasvutekija) geenien luentaa (30).



1.3 Luukudos

1.3.1 Luukudoksen rakenne ja perusfysiologia

Ihmisen luusto on valttamaton liikkumiselle. Ihmisen luusto myds suojaa elintarkeita elimia
ja osallistuu elektrolyyttitasapainon yllapitoon (30). Luukudos muodostuu luukudokselle
tyypillisista soluista seka niiden tuottamasta soluvaliaineesta. Luukudoksessa esiintyy
tyypillisesti neljaa eri solutyyppia: osteoblasteja, osteoklasteja, osteosyytteja seka luun
pintasoluja. Luukudoksen soluvaliaineen muodostavat komponentit voidaan jakaa
epaorgaanisiin ja orgaanisiin komponentteihin. Orgaanisen komponentin muodostavat
suurimmaksi osaksi kollageeniproteiinit, joista tyypin 1 kollageeni on luukudoksessa
vallitseva, seka luukudoksen muut proteiinit kuten osteokalsiini, osteopontiini, fibronektiini
sekd niin sanotut BMP-proteiinit (bone morphogenetic proteins). Epaorgaaninen
komponentti koostuu paaasiassa kalsium- ja fosfaatti-ioneista, jotka muodostavat
kudokseen hydroksiapatiittikristalleja (Ca10(PO4)sOH2). (31) Luukudoksen koostumus on

esiteltyna kuvassa 3.

kollageeniproteiinit
Orgaaniset <
Luun Komiponenth muut proteiinit
valiaine
/ Epaorgaaniset Kalsium 26,7 m-%

komponentit Fosfaatti 12,47 m-%
Karbonaatti-ionit 3,48 m-%
Natrium 0,731 m-%
Kalium
Magnesium
Fluori

Kloori
\ Osteosyytit

Osteoblastit
Luukud

Osteoklastit

Luun
pintasolut

Kuva 3. Luukudos koostuu sille ominaisista solutyypeista ja niiden muodostamasta

Luukudos

valiaineesta, joka voidaan jakaa orgaanisiin ja epaorgaanisiin komponentteihin. (21)

Luukudos voidaan jakaa kahteen tyyppiin, Kkortikaaliseen eli kuoriluuhun seka
trabekulaariseen eli hohkaluuhun. lhmisen luuston kokonaismassasta noin 80 % on

kortikaalista luuta. Se ymparéi pitkia luita ja on rakenteeltaan hyvin tiivista toisin kuin



palkkimaisesti rakentunut hohkaluu, jota esiintyy muun muassa pitkien luiden pinnalla ja
metafyysialueilla seka selkanikamissa (32.) Kortikaalinen luu mahdollistaa luun kestavyyden
ja painon jakautumisen (33). Kuvassa 4 esitellaan ihmisen pitkan luun tyypillinen rakenne.
Kuvassa 4 esitellaan ihmisen pitkdn luun eli reisiluun proksimaalisen paan tyypillinen

rakenne.



Hohkaluu

Kortikaalinen luu

Kuva 4. |hmisen pitkat luut rakentuvat sisemmasta, palkkimaisesti rakentuneesta ja
kevytrakenteisesta hohkaluusta ja sita ymparoivasta tiiviista ja painavarakenteisesta
kortikaalisesta luusta. Kuvassa esitetty kasvulevy on kasvuiassa olevilla lapsilla pitkien
luiden varren ja paan valissa metafyysialueella oleva rustoinen rakenne, joka mahdollistaa

luun pituuskasvun. (33)

Luun solujen ja luukudoksen soluvaliaineen valinen vuorovaikutus on valttamatonta
luukudoksen homeostasian yllapitamiseksi. Vuorovaikutus tapahtuu soluvaliaineen
orgaanisten komponenttien sisaltamien adheesiomolekyylien, tyypillisesti erilaisten
integriinien, avulla, kun taas luusolut tuottavat erilaisia kasvutekijoita, sytokiineja ja

prostaglandiineja, joiden avulla ne yllapitavat luun homeostaasia. (31)

Osteoblastit vastaavat luukudoksen muodostamisesta tuottamalla
kollageeniproteiinisaikeita ja osallistumalla luukudoksen mineralisoimiseen seka
saatelemalla muiden luukudoksen solujen erilaistumista ja toimintaa (34). Osteoblastit ovat
peraisin mesenkymaalisista kantasoluista (MSC), jotka ovat mesodermaalista alkuperaa ja
jotka aikuisella ihmisella sijaitsevat luuytimen stroomassa (35). Osteoblastit voivat
valiaineen muodostuksen jalkeen erilaistua lopullisesti joko luun pintasoluiksi tai
varsinaisiksi luusoluiksi eli osteosyyteiksi joutuessaan luun soluvaliaineen ympardimaksi.
Luun pintasolujen ja osteosyyttien valinen viestintaverkosto muodostuu solujen valisten

aukkoliitosten avulla. Tama verkosto toimii luukudoksen mekanostatian perustana (36.)



Mekanostatia viittaa luukudoksen kykyyn reagoida mekaanisiin kuormituksiin ja saadella
nain luun uusiutumisprosesseja ja se perustuu luukudoksen kykyyn havainnoida muutoksia
mekaanisessa kuormituksessa. Osteoklastit ovat monitumaisia soluja, jotka hajottavat
luukudosta. Ne erilaistuvat hematopoieettisista kantasoluista. Osteoklastien aikaansaama

luukudoksen hajottaminen on monivaiheinen prosessi. (37)

Luukudoksen vallitseva solutyyppi ovat osteosyytit, jotka sijaitsevat luukudoksessa
soluvaliaineen ympardimina. Osteosyytit kehittyvat osteoblasteista niiden metabolisen
aktiivisuuden laskun myo6ta niiden joutuessa solun valiaineen ja muiden Iluusolujen
peittamiksi (38). Varhaisten osteosyyttien solu-ulokkeissa on aukkoliitoksia, joiden avulla ne
mm. saatelevat mineralisaatiota varten saatavilla olevien ionien maaraa (39). Kypsilla
osteosyyteilld nama dendriittien eli solu-ulokkeiden yhteydessa esiintyvat aukkoliitokset
mahdollistavat kuljettamalla ravinteita riittavan ravinnon saannin kautta kudoksen. Kypsynyt
osteosyytti menettdad soluelimia ja volyymia sen metabolian laskiessa, mika johtaa

lakuunoiden muodostumiseen luukudoksen lomaan (40).

Luun pintasolut ovat osteoblasteista erilaistuneita soluja, jotka sijaitsevat inaktiivisten
luukudoksauleiden pinnalla (41). Ne ovat morfologialtaan litteitd eivatkd ne omaa
osteogeneettista aktiivisuutta (42). Luun pintasolujen valisten tiiviiden liitosten ajatellaan

auttavan yllapitamaan luukudoksen ionikonsentraatioita (40).
1.3.2 Luukudoksen muodostuminen

Luukudoksen  muodostumisprosessit voidaan jakaa intramembranoottiseen eli
sidekudossyntyiseen valittomaan luutumiseen ja endokondraaliseen luutumiseen, jossa luu
muodostuu rustoisen valivaiheen kautta. Suurin osa ihmiselimiston luista muodostuu
endokontraalisen luutumisen kautta, mutta sikidaikana ihmisen kallon peitinluut, kasvojen

luut ja solisluut muodostuvat intramembranoottisesti. (43)

Intramembranoottisessa luutumisessa mesenkyymikudos muuttuu suoraan luukudokseksi.
Intramembranoottisen luutumisen vaiheet on esitettyna taulukossa 4. Luukudoksen
muodostuminen alkaa mesenkymaalisten solujen erilaistuessa osteoblasteiksi ja
ryhmittyessa  luutumiskeskuksiksi. Osa osteoblasteista erilaistuu  osteosyyteiksi
hautautuessaan muodostamaansa osteoidiin. Seuraavaksi muodostuu hohkaluuta ja luuta
ymparoiva luukalvo eli periosti. Hohkaluun pinnalle muodostuu kerros kortikaalista luuta.
Viimeisessa luutumisen vaiheessa verisuonet muodostavat punaisen luuytimen

kortikaalisen luun sisapuolelle. (44)



Taulukko 4. Intramembranoottisen luutumisen vaiheet. Muokattu lahteesta (44).

1. Mesenkymaalisten solujen erilaistuminen osteoblasteiksi ja ryhmittyminen

luutumiskeskuksiksi
2. Osteoblastien hautautuminen osteoidiin ja erilaistuminen osteosyyteiksi

3. Trabekulaarisen luun ja periostin eli luuta ympyroivan, luun pintasoluista koostuvan

luukalvon muodostuminen
4. Kortikaalisen luun muodostuminen hohkaluun pinnalle

5. Verisuonet muodostavat punaisen luuytimen

Endokondraalinen luutuminen tapahtuu valillisesti niin, etta hyaliinirustoinen malli korvataan
luukudoksella. Sen vaiheet on esitetty yksinkertaistettuna taulukossa 5. Endokondraalinen
luutuminen alkaa mesenkymaalisten solujen erilaistuttua kondrosyyteiksi eli rustokudoksen
soluiksi. Ne muodostavat rustoisen mallin rakentuvalle luulle. Tama malli rakentuu lasi- eli
hyaliinirustosta, jota ympardi rustokalvo perikondrium. Rustomuotin keskella sijaitsevat
hypertrofiset kondrosyytit ja alkavat erittaa soluvaliaineeseen kollageeni X:a ja fibronektiinia,
mika myohemmin mineralisoituu. Mineralisoitumisen estaessa ravinteiden kulkeutumisen
rustokudokseen, kondrosyytit kuolevat apotoottisesti. Kuolleiden solujen jalkeensa jattama
tyhja tila mineralisoituneessa kudoksessa mahdollistaa verisuonien kasvun kudokseen.
Verisuonten yhdistyessa muodostuu punainen luuydin. Verisuonten mukana kudokseen
kulkeutuu osteogeenisia soluja, jotka saavat aikaan rustokalvon korvautumisen luukalvolla.
Luun paksuuskasvu jatkuu, kun osteoblastit muodostavat hohkaluuta luun diafyysin eli
varren alueilla. Rustokudoksen kondrosyytit jatkavat proliferaatiota luutumisprosessin
edetessa, mahdollistaen luun pituuden kasvamisen. Alueet, joilla kondrosyyttien
proliferaatio jatkuu ovat nimeltdan kasvulevyja. Ne mahdollistavat luun pituuskasvun myoés
syntyman jalkeen, mutta luutuvat ihmiselld puberteetin paattyessa. Yksi kasvulevyn

tyypillisista sijainneista pitkassa luussa on esitettyna kuvassa 4. (44)

Taulukko 5. Endokondraalisen luutumisen vaiheet. Muokattu lahteesta (44).

1. Mesenkymaalisten solujen erilaistuminen kondrosyyteiksi eli rustokudoksen

soluiksi ja rustoisen mallin muodostuminen rakentuvalle luulle



2. Keskelld rustokudosmassaa sijaitsevat kondrosyytit hypertrofioituvat ja niiden

erittdma soluvaliaine muuttuu kudoksen mineralisaation mahdollistavaksi
3. Kondrosyytit menevat apoptoosiin ravinteiden puutteen takia

4. \Verisuonet tunkeutuvat rustokudoksen ja mahdollistavat osteogeenisten solujen

kulkeutumisen alueelle
5. Primaarinen luutumiskeskus muodostuu periosteumin diafyysialueelle

6. Sekundaarinen luutumiskeskus muodostuu epifyysialueelle syntyman jalkeen

1.3.3 Luukudoksen uudelleenmuodostuminen ja korjaantuminen

Ihmisen luukudos uudistuu jatkuvasti. Vuosittain noin 5 % ihmisen luukudoksesta korvautuu
uudella. Tama on osa luukudoksen kestavyyden yllapitoa (45.). Kuitenkin tilanteet, joissa
luukudoksen korostunut uudelleenmuodostuminen ja korjaantuminen on tarpeellista ovat
usein traumaperaisten syiden aiheuttamia. Esimerkiksi liiallinen pitkaan luuhun kohdistunut

luuta taivuttava voima voi saada aikaan niin sanotun pajunoksamurtuman (46).

Luukudoksen korjaantuminen voidaan jakaa kahteen erilaiseen prosessiin. Primaarinen
luun korjaantuminen on prosessi, jossa luukappaleet ovat toistensa suhteen oikein
asettuneina ja pysyvat kyseisessa asennossa. Kun nama ehdot eivat toteudu, korjaantuu

murtuma sekundaarisella luun korjautumisen prosessilla, joka on primaarista yleisempi. (47)

Primaarinen luun Kkorjautumisen prosessi tapahtuu lamellien ja Haversin kanavien
uudelleenmuodostumisen kautta. Lamellit ovat ohuita, kerrosmaisia luukudoksen rakenteita,
jotka muodostuvat osteosyyteista ja kollageenisaikeista. Haversin kanavat ovat nimensa
mukaisesti kanavia, kulkevat luun perusyksikon eli lamellien muodostaman osteonin
keskella. Luukudoksen verisuonet, imusuonet ja hermosyyyt kulkevat Haversin kanavissa.
Sekundaarinen luun murtuman korjaantumisprosessi voidaan jakaa neljaan paavaiheeseen.
Ensimmaiseksi murtuma-alueelle muodostuu hematooma eli verenhyytyma, tyypillisesti
vauriokohtaa ymparoivien verisuonten vaurioitumisen aiheuttamana. Vaurioituneeseen
kudokseen siirtyy valkosoluihin, eli leukosyytteihin kuuluvia soluja, kuten monosyytteja seka
T- ja B-lymfosyytteja. Sytokiini VEGF (vascular endothelial growth factor) -kasvutekija
edesauttaa verisuonten uudelleenmuodostusta vauriopaikalle. Seuraavaksi kondrosyyttien
esiasteet erilaistuvat kondrosyyteiksi ja aloittavat rustoisen pahkuran eli kalluksen

muodostamisen hematooman tilalle. Tata kutsutaan myos pehmeaksi kallukseksi, ja se



sisaltaa jarjestaytymattomia kollageenisaikeita, paljon soluja eika ole juuri mineralisoitunut.
Kalluksen tarkoituksena on stabiloida vaurio ja mahdollistaa endokondraalinen luutuminen,
jossa osteoblastit korvaavat rustoisen kalluksen kovalla, luisella kalluksella. Luukudosta
uudelleenmuodostetaan hyvin jarjestaytyneesti, kunnes luukudos on taysin regeneroitunut
ja sen alkuperainen arkkitehtuuri on saavutettu. (47) Luumurtuman korjaantumisen
paavaiheet on esiteltyna taulukossa 6.Luumurtuman korjaantumisen paavaiheet on

esiteltyna taulukossa 6.

Taulukko 6. Luumurtuman korjaantumisen paavaiheet. Muokattu lahteesta (47).

Vaiheen tapahtumat Aikapiste murtuman jéalkeen
1 Hematooman muodostuminen ja akuutti inflammaatio viikko 1
2 Rustosolujen muodostaman rustokalluksen viikko 2-3

muodostuminen

3 Luisen kalluksen muodostuminen kuukausi 1-4

4 Luun uudelleenmuodostuminen ja jarjestaytyminen kuukausi 4-12



1.4 Vierasesinereaktio

Vierasesine-termilla tarkoitetaan ihon alle tai kehoon joutunutta mita tahansa esinetta tai
roskaa (48). Vierasesinereaktio on elimiston immuunipuolustuksen vaste kehoon joutunutta

vierasesinetta kohtaan (49). Sen vaiheet on esitelty kuvassa 5.

1. Proteiinien 2. Neutrofiilien 3. Makrofagien 4. Vierasesinejatti- 5. Fibroblastien
adsorboituminen rekrytaatio rekrytaatio ja solujen aktivaatio ja
aktivaatio muodostuminen fibroottinen
kapsulointi

Minuutit Tunnit Paivat Paivat Viikot

Kuva 5. Vierasesinereaktion vaiheet ja siihen osallistuvien solujen vasteet
aikajarjestyksessa.

Implantin asentamisen aikana ja sen jalkeen biomateriaalin pinta ja potilaan veri paasevat
kosketuksiin ja veren proteiinit adsorboituvat materiaalin pintaan. Vromanin efektin
mukaisesti proteiinit uudelleenjarjestaytyvat biomateriaalin pinnalla niiden biokemiallisen ja
sahkoisen affiniteetin perusteella (50.) Implantaation jalkeen vallitsee akuutin inflammaation
vaihe, jolle on sen varhaisessa vaiheessa ominaista neutrofiilien lasndolo implanttia
ympardivassa kudoksessa. Mybhemmassa akuutin inflammaation vaiheessa alueelle
keraantyy makrofageja, joita sidekudoksessa sijaitsevat syottosolut houkuttelevat sinne
yhdessa neutrofilien kanssa (49.) Makrofagit ovatkin vallitseva solupopulaatio

vierasesineen sijaintipaikalla ensimmaisen 48 tunnin jalkeen (28).

Vierasesinereaktio voi johtaa krooniseen inflammaatioon, jossa fibroottinen
sidekudoskapseli muodostuu implantin ymparille. Tama fibroottinen vaihe alkaa muutama

viikko implantin asentamisen jalkeen (51.)
1.4.1 Makrofagit

Makrofagit eli sydjasolut ovat hematopoieesissa eli verenmuodostuksessa syntyneita
immuunipuolustuksen soluja. Sikidbkaudella makrofageja tuotetaan ruskuaispussissa, minka

jalkeen makrofagien tuotanto tapahtuu maksassa. Aikuisen kudoksissa olevat makrofagit



ovatkin paaosin muodostuneet yksildnkehityksen aikana. Syntyman jalkeen
tulehdustilanteessa luuytimesta peraisin olevat monosyytit voivat kulkeutua kudoksiin ja

erilaistua makrofageiksi. Tata tapahtuu paasaantdisesti tulehdustilanteissa. (52)

Makrofagit ovat plastinen solutyyppi, joka kykenee aktivoitumaan ja polarisoitumaan
ymparistdn signaalien seurauksena. Klassisella aktivaatiolla tarkoitetaan makrofageja, jotka
polarisoituvat yleensa IFN-gamma tai lipopolysakkaridin (LPS) vaikutuksesta tulehdusta
edistaviksi soluiksi. Vaihtoehtoisesti aktivoituneista makrofageista puhuttaessa tarkoitetaan
yleensa interleukiini (IL) 4:lla stimuloituja soluja, joilla on tulehdusta hillitsevia, anti-
inflammatorisia vaikutuksia. Makrofageista kaytetdan myoés M1 (tulehdukselliset) ja M2
(tulehdusta hillitsevat) luokittelua |ahteesta riippuen (54.) M1- ja M2-makrofagien

erilaistuminen seka eritysprofiilit ovat esitetty kuvassa 6.

Makrofagin
erilaistuminen

TNFa, IL-6, @

IL-12, IL-18

IL-4, IL-10 tai
IL-13

Klassinen Vaihtoehtoinen
aktivaatio aktivaatio

M2

Makrofagien tyypillisesti
erittdmat sytokiinit ja
kasvutekijat

TNFa, IL-1q, IL-18, IL-10, TGFB, VEGF
IL-6, IL-12

Pro-inflammatorinen Anti-inflammatorinen
Kuva 6. Klassisesti aktivoituneet eli niin kutsutut M1-makrofagit, erittavat inflammaatiota
edistavia tekijoita. Vaihtoehtoisen aktivaation kautta syntyneet M2-makrofagit erittavat anti-

inflammatorisia tekijoita, kuten TGF-B (transforming growth factor B) ja VEGF

(verisuonikasvutekija).



Makrofagit kykenevat Kkiinnittymaan implantin pintaan siihen adsorboituneiden veren
proteiinien valityksessa. Nama materiaaliin kiinnittyneet makrofagit vapauttavat erilaisia
yhdisteita kuten happiradikaaleja materiaalin hajottamiseksi ja tuhoavat sitten materiaalista
irronneita pienempia osia (55.) Materiaaliin kiinnittyneet makrofagit saattavat myos
fuusioitua yhteen muodostaen vierasesinejattisoluja (55). On Kiisteltya, muodostuvatko
vierasesinejattisolut tulehdusta edistavista M1- vai tulehdusta hillitsevista M2-makrofageista
(55-57). M2-makrofagit ilmentavat kuitenkin osittain samoja solumarkkereita ja erittavat
samoja tekijoita kuin vierasesinejattisolut. Lisaksi seka Mz2-makrofageja etta

vierasesinejattisoluja saadaan erilaistumaan IL-4-kasittelylla in vitro.

Vierasesinereaktiossa M2-tyypin makrofagit erittavat TGF-B:aa, joka voi saada aikaan
epiteelisolujen transdifferentaation myofibroblasteiksi, seka aktivoida kiertavia fibrosyytteja
ja paikallisia fibroblasteja seka perisyytteja. Myofibroblastit muodostavat arpikudosta
erittamalla soluvaliaineen proteiineja, kuten tyypin | ja lll kollageenia, fibronektiinia ja
laminiinia (52.) TAma saa aikaan niin sanotun fibroottisen kapselin muodostumisen.Tama

saa aikaan niin sanotun fibroottisen kapselin muodostumisen.

Taulukko 7. M1- ja M2-makrofagien seka vierasesinejattisolujen tyypillisia ominaisuuksia.

Taulukko on muokattu lahteesta (59)

Solutyyppi Solun pintamarkkerit Erittyvat tekijat Indusoivat
tekijat

M1-makrofagit CD80, CD86, CCR7, TNF-a, IL-1B, IL-6, TNF-a, IL-6, IL-
SOCS3 IL-12, IL-23 12, IL-1B

M2-makrofagit IL-10, CD163, SOCS1/2, VEGF, IL-10, IL-12, IL-4, IL-13, IL-10
Stabilis-1, CD201, Dectin- TNF-a, TGF-B, MMP
1, CD206 (3,8,9,12, 13, 14)

1.4.2 Vierasesinejattisolut

Vierasesinejattisolut muodostuvat aktivoituneiden, biomateriaalin pintaan kiinnittyneiden
makrofagien fuusioituessa yhteen. Makrofagien kiinnittyminen biomateriaalin pintaan
tapahtuu adheesiomolekyylien kuten aM-, B1- ja B2- integriinien seka CD44 valityksella,

joiden ligandina toimii RGD (arginiini-glysiini-asparagiinihappo) -toistojakso, joka loytyy



useista veren seerumin proteiineista kuten vitronektiinista ja fibronektiinista (61.)
Makrofagien adheesion jalkeen niiden pinnat fuusioituvat keskendan. Taman
tapahtumiseksi taytyy makrofagien ekspressoida fusogeeneja, jotka fasilitoivat solukalvojen
fuusioitumista. Makrofagien fusogeeneihin lukeutuvat DC-STAMP, E-kadheriini, CD44,
makrofagi-fuusioreseptori (MFR) ja makrofagi-mannoosireseptori (59.) Makrofagien
fusogeenien on tutkittu aktivoituvan IL-4:n toimesta. Mahdolliseksi IL-4:n lahteeksi
vierasesinereaktiossa on tunnistettu Th2-solut. Th2-solut ovat T-auttajasoluja, jotka
tyypillisesti erittavat interleukiineja 4 ja 13 (61.) Vierasesinejattisolujen muodostumisen

vaiheet on esitetty taulukossa 8.

Taulukko 8. Vierasesinejattisolujen muodostumisen vaiheet.
1 Veren plasman proteiinien adsorboituminen biomateriaalin pintaan
2 Monosyyttien siirtyminen implantin luo
3 Monosyyttien erilaistuminen makrofageiksi
4 Adsorboituneiden proteiinien sitoutuminen makrofagien pinnan reseptoreihin
5 Makrofagit eivat kykene fagosytoimaan biomateriaalia
6 Th2-solujen erittdama IL-4 aktivoi makrofagien fusogeenit

7 Makrofagit fuusioituvat yhteen

Vierasesinejattisolujen on tutkittu hajottavan biomateriaaleja fagosytoosin ja niiden
erittamien happiradikaalien, vetyionien seka metalloproteaasien avulla. Vierasesinejattisolut
kykenevat fagosytoimaan jopa yli kaksi kertaa suurempia partikkeleita verrattuna
mononukleaarisiin makrofageihin (62.) Biomateriaalien hajoaminen happiradikaalien,
vetyionien ja metalloproteaasien toimesta ajatellaan olevan yksi mahdollisista biomateriaali-
implanttien epaonnistumiseen johtavista tekijoista (49). Vierasesinejattisolut kykenevat
fagosytoimaan jopa yli kaksi kertaa suurempia partikkeleita verrattuna mononukleaarisiin
makrofageihin  (62.) Biomateriaalien hajoamisen happiradikaalien, vetyionien ja
metalloproteaasien vaikutuksesta ajatellaan olevan yksi mahdollisista biomateriaali-

implanttien epaonnistumiseen johtavia tekijoitéa (49). Aseptinen 16ystyminen eli implantin



ymparilla esiintyva luukato on usein implantin epaonnistumisen paaasiallinen mekanismi.
Vierasesinejattisolujen on havaittu rekrytoivan osteoklasteja ja erittdvan osteoklasteja
aktivoivia kemokiineja kuten CCL2, CCL3 ja CCL9 (63.) Ne erittdvat myds pro-

inflammatorisia sytokiineja ja aktivoivat niiden avulla valillisesti T-soluja (64).

Vierasesinejattisolujen  eritysfenotyyppi  muuttuu  vierasesinereaktion  edetessa.
Ensimmaisten muutaman viikon ajan vierasesinejattisolujen on havaittu erittdvan suuria
maaria pro-inflammatorisia sytokiineja IL-1 ja tuumorinekroositekija a (TNF- a). Myéhemmin
vierasesinejattisolut erittavat huomattavan suuria maaria transforming growth factor-g:aa
(TGF- B) (63), joka edesauttaa kudosvaurioiden paranemista seka saa aikaan arpikudoksen
muodostumista (65,66). Taman perusteella voisi paatella vierasesinejattisolujen
edesauttavan  biomateriaalin  bioaktiivisuutta  hairitsevan  fibroottisen  kapselin

muodostumista implanttien pinnalle.

Biomateriaalin  erilaiset  kemialliset ja fysikaaliset ominaisuudet vaikuttavat
vierasesinereaktion intensiteettin ja patogeneesiin. Anderson ja Jones toteuttivat
tutkimuksen,  jossa verrattiin materiaalipintojen ominaisuuksien vaikutusta
vierasesinejattisolujen muodostumiseen (66). Negatiivisesti varautuneilla hydrofiilisilla
materiaalipinnoilla havaittiin esiintyvan enemman makrofagien adheesiota kuin positiivisesti
varautuneilla hydrofiilisilla pinnoilla. Huomattavasti vahemman adheesiota todettiin
tapahtuneen neutraalisti varautuneilla pinnoilla. Makrofagien fuusioitumisen maaran
havaittiin olevan suoraan verrannollista kiinnittyneiden makrofagien maaraan. Hydrofobisten
pintojen todettiin myos fasilitoivan makrofagien kiinnittymista hydrofiilisia pintoja paremmin.
Samassa kokeessa havaittiin kuitenkin makrofagien eritysaktivaation olevan huomattavasti
suurempi  hydrofiilisila  pinnoilla.  Vierasesinejattisolujen  erittamien  sytokiinien
kokonaismaara ei siis ole valttamatta suoraan verrannollinen vierasesinejattisolujen
lukumaaraan. Andersonin ja Jonesin tutkimuksen tulosten perusteella voitaisiin todeta
hydrofiilisten biomateriaalipintojen fasilitoivan vierasesinejattisolujen valittdmia vaikutuksia

hydrofobisia paremmin.

Vierasesinejattisolujen on havaittu kiinnittyvan paremmin huokoisiin kuin tiivispintaisiin
materiaaleihin (67). On my0s todettu, ettd nopeammin hajoavien bioaktiivisten lasien
pinnoilla esiintyy enemman vierasesinejattisolujen muodostumista (69). Nama huokoiset ja
nopeammin hajoavat materiaalit tyypillisesti mahdollistavat veren proteiinien kiinnittymisen
materiaalin pintaan paremmin kuin tiivispintaiset ja hitaammin hajoavat materiaalit.

Vitronektiini on yksi naistd materiaalin pintaan Kkiinnittyvista proteiineista, joka myos



mahdollistaa vierasesinejattisolujen muodostumisen (69). Biomateriaalin kyky adsorboida
vitronektiinia pintaansa eli muun muassa materiaalin huokoisuus ja hajoamisnopeus voivat
siis olennaisesti vaikuttaa vierasesinereaktion etenemiseen ja vierasesinejattisolujen

muodostumiseen.



2 TUTKIMUKSEN TARKOITUS JAHYPOTEESIT

Tutkimuksen tavoitteena oli pystyttda toimiva protokolla vierasesinejattisolujen (FBGC)
muodostumiselle soluviljelmaolosuhteissa ja selvittaa, indusoiko bioaktiivinen lasi S53P4
vierasesinejattisolujen  muodostumista in  vitro, sekd tutkia muodostuneiden
vierasesinejattisolujen tarkempia ominaisuuksia ja piirteita. Tutkimuksen myota
ymmarryksemme vierasesinereaktioista parhaimmillaan syvenee ja voi tulevaisuudessa

edesauttaa uusien biomateriaalien kehitysta ja implanttien parempaa onnistumisastetta.

Tutkimuskysymykset:

1. Vaikuttaako bioaktiivinen lasi S53P4 vierasesinejattisolujen muodostumiseen hiiren
makrofagi-solulinjalla RAW 264.7 in vitro?
2. Vaikuttaako bioaktiivinen lasi S53P4 vierasesinejattisolujen muodostumiseen

ihmisen makrofagisoluilla THP-1 in vitro?



3 MATERIAALIT JA MENETELMAT

3.1 Proteiinipinnoitteet

Vierasesinejattisolujen muodostamisprotokollan kehittamista varten 24-kuoppalevyjen
pohjalle lisattiin 0,5 yg/cm? tai 1 pg/cm? vitronektiini- (Advanced Biomatrix, #5051) tai 1,5
pg/cm? tai 3 pg/cm? fibronektiinipinnoitetta (Corning, #354008). Pinnoitteet valmistettiin
valmistajien ohjeiden mukaisesti. RAW 264.7 (ATCC, TIB-71) solulinjalla tehtya koetta
varten  24-kuoppalevyjen pohjaan lisattin 0,5 pg/cm?  vitronektiinipinnoite.
Vitronektiinipinnoitetta inkuboitiin 2 tunnin ajan soluviljelyinkubaattorissa (+37°C 5 % CO2).
Taman jalkeen kaivoista poistettiin ylimaarainen neste ja pinnoitettua levya sailytettiin
ilmatiiviisti jadkaapissa, kunnes se otettiin kayttoon 24 tuntia myéhemmin. THP-1 (ATCC,
TIB-202) solulinjalla tehtyd koetta varten valmistetin 1 ug/cm? vitronektiinipinnoite.
Fibronektiinipinnoitetta inkuboitiin 1 tunti huoneenlammdssa, jonka jalkeen kaivot
huuhdeltiin steriililla vedella. Pinnoitettua levya sailytettiin ilmatiiviisti jaakaapissa, kunnes

se otettiin kayttéon 24 tuntia myohemmin.

3.2 Vierasesinejattisolujen muodostamisprotokolla

RAW 264.7 soluja lisattiin 24-kuoppalevyn kaivoihin 75x102 solua/kaivo. Soluja kasvatettiin
1 ml kasvatusmediumissa, joka koostui DMEM:stad (Gibco, #11965092), 10 %
lampoinaktivoidusta naudan sikion seerumista (iFBS, Gibco, #10270-06) ja 1 %
penisilliinistreptomysiinistd (kokonaistilavuus 1 ml/kaivo) ja solujen annettiin tarttua
soluviljelyinkubaattorissa 24 tunnin ajan (37°C ja 5 % COz2). Inkubaatioajan jalkeen
kasvatusmediumin tilalle vaihdettiin 1 ml kasvatusmediumia, jossa oli 15 ng/ml interleukiini-
4:33 (IL-4, R&D systems, #204-IL). Kontrollina toimiville soluille vaihdettiin tilalle tuore

kasvatusmedium ilman IL-4:3a. Soluja kasvatettiin taman jalkeen viela 48 tunnin ajan.

THP-1 soluja lisattin  24-kuoppalevyn kaivoihin 2x10° solua/kaivo. THP-1 solujen
erilaistaminen makrofageiksi toteutettiin lisddmalla jokaiseen kaivoon 0,5 ml 25 ng/ml PMA-
liuosta (Phorbol 12-myristate 13-acetate) (Sigma Aldrich, P8139), joka oli valmistettu
kasvatusmediumiin ilman antibiootteja. Kasvatusmediumina oli RPMI1640 (Gibco, #11835-
063), johon lisattiin 10 % lampdinaktivoitu naudan sikion seerumi (iFBS, Gibco, #10270-06).

Soluja kasvatettiin 72 tuntia (3 paivaa) soluviljelyinkubaattorissa, minka jalkeen soluille



vaihdettiin tuore kasvatusmedium, johon oli lisatty 20 ng/ml IL-4:a8a (R&D systems, #204-IL).
Kokeeseen sisallytettiin myds kontrolliryhma ilman IL-4 kasittelya. 48 tunnin jalkeen kerattiin

soluviljelmista kasvatusmediumnaytteet myohempaa analyysia varten.

Sekda RAW 264.7 ettd THP-1 solut fiksattin 48 tunnin kasvatuksen jalkeen 4 %
paraformaldehydilla (PFA) 10 minuutin ajan. Taman jalkeen soluille tehtiin Giemsa-varjays.
Variliuos oli valmistettu laimentamalla Giemsa-vari 1:9 fosfaattipuskuroituun veteen. Soluja
inkuboitiin  variliuoksessa 2 minuutin ajan ja taman jalkeen soluja huuhdeltiin
fosfaattipuskuroidulla vedella, kunnes varia ei enaa irronnut, kunnes varia ei enaa irronnut
kaivoista. Taman jalkeen vierasesinejattisolujen muodostumista eri pinnoitteiden kanssa

arvioitiin mikroskopoimalla soluja.

Vierasesinejattisolujen muodostamisprotokolla toistettiin molemmille solulinjoille RAW 264.7
ja THP-1 biomateriaalien kanssa (15 mg/kaivo). RAW 264.7-ja THP-1-solulinjoilla kaytettiin
molemmilla 0,5 pg/cm? vitronektiinipinnoitetta. Biomateriaalit lisattiin 24-kuoppalevyjen
kaivoihin proteiinipinnoitteiden valmistamisen jalkeen, ennen solujen lisaamista kaivoihin.

Lopuksi solut fiksattiin ja kuvattiin kuten edella.

3.3 Biomateriaalit ja niiden vaikutus vierasesinejattisolujen muodostumiseen

Vierasesinejattisolujen muodostamisprotokolla toistettiin molemmille solulinjoille RAW 264.7
ja THP-1 biomateriaalien kanssa. Molemmilla solulinjoilla kaytettin 0,5 pg/cm?
vitronektiinipinnoitetta. RAW 264.7 ja THP-1 solulinjoilla tehdyissa kokeissa kuoppalevyn
kaivoihin lisattiin pinnoituksen jalkeen 15 mg joko alumiinioksidia (Al203), bioaktiivista lasia
45S5 tai S53P4 tai ei materiaalia ollenkaan. Taulukossa 10 on esitettyna kaytettyjen
materiaalien valmistajat, niiden tarkat koostumukset seka partikkelikoot. Materiaalit ol
steriloitu  kuumentamalla niita 180°C neljan tunnin ajan. Biomateriaalit lisattin 24-
kuoppalevyjen kaihoihin proteiniinipinnoitteiden valmistamisen jalkeen, ennen solujen

lisaamista kaivoihin. Lopuksi solut fiksattiin ja kuvattiin kuten edella.



Taulukko 10. Kokeissa kaytettyjen biomateriaalien tarkemmat tiedot.

Materiaali Partikkelikoko Koostumus Valmistaja LOT numero
(um) m-%
Bioaktivinen 500-850 24.5% Na,0 MO-SCI Health 257-7-1-
lasi 45S5 45 % Si0, Care, L.L.C. 15093
4040 HyPoint
o
% 1740k North, Rolla MO
24,5 % CaO 65401 USA
Bioaktiivinen  500-800 23 % Na,0 MO-SCI Health 19041601
lasi S53P4 53 % Si0, Care L.L.C.
4040 HyPoint
(o)
4 % Py0s North, Rolla MO
20 % CaO 65401 USA
Alumiinioksidi 500 99,75 % Al, 04 Duralum White NA
0,25 % Na,0 (Washington
mills)

0,02 % Si0,

0,02 % Fe, 05

3.4 Tulosten analyysi ja tilastollinen tarkastelu

3.4.1 Proteiinipinnoitteiden vertaileminen

Kaikissa tehdyissd kokeissa toteutettiin koeryhmat kolmena rinnakkaisena teknisena
toistona eli kaivona. Rinnakkaisten kaivojen vierasesinesolujen maarat laskettiin laskemalla
keskiarvo kaivoista otetuista kuvista |Oytyneiden vierasesinejattisolujen maaran
keskiarvoista ja naista edelleen yksittaisten kokeiden tulosten eli biologisten toistojen
keskiarvot. Keskihajonnat maaritettiin kokeiden tulosten keskiarvoista. Kokeen tavoitteena
oli verrata vierasesinejattisolujen muodostamisprotokollien toimivuutta ja tunnistaa
tehokkain menetelma, jota hyodynnettaisiin jatkotutkimuksissa. Tuloksista ei tehty

tilastollista testausta, silla se ei ollut tarkoituksenmukaista.



3.4.2 Biomateriaalien vaikutus vierasesinejattisolujen muodostumiseen

Jokainen kaivo jaettiin neljaan osaan piirtamalla kaivojen pohjaan rastit. Jokaisesta alueesta
otettiin mikroskoopilla (Nikon Eclipse TS100) yksi kuva satunnaisesta sijainnista 20x
objektiivilla. Tama tehtiin datan kerdamisen systemoimiseksi. Jokaisen koeryhman kaikille
kolmelle biologiselle toistolle toteutettiin ensin normaalijakauman tarkastus graafisesti
Microsoft Office Excelissa. Niille toteutettiin sitten Excelillda F-testi (F-Test Two-Sample for
Variances) ja taman jalkeen t-testi (t-Test: Two-Sample Assuming Unequal Variances)

koeryhmien valilla olevien mahdollisten tilastollisten erojen maarittamiseksi.

4 TULOKSET

4.1 Vitronektiinipinnoite edesauttoi vierasesinejattisolujen muodostumista parhaiten

Vierasesinejattisolujen indusointia varten RAW 264.7 soluja kasvatettiin joko fibronektiini-
tai vitronektiinipinnoitetuilla kuoppalevyilla. Molemmista pinnoitemateriaaleista kokeiltiin
kahta eri konsentraatiota. Eniten vierasesinejattisoluja saatiin muodostumaan 0,5 pg/cm?
vitronektiinipinnoitusta  kayttamalla. Taman perusteella valittin 0,5 pg/cm?
vitronektiinipinnoite RAW 264.7 solulinjalla toteutettaviin jatkotutkimuksiin. Tulokset ovat

esitettyna kuvassa 7.
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Kuva 7. Vierasesinejattisolujen muodostusprotokollissa kokeiltujen eri proteiinipinnoitteiden
tehokkuudet  vierasesinejattisolujen ~ muodostumisessa. Kuvassa on  esitetty
vierasesinesolujen keskimaarainen maara soluviljelykuoppalevyn pinta-alaa kohden. Eniten
vierasesinejattisoluja saatiin muodostumaan RAW 264.7-solulinjan soluista kayttamalla 0,5

ng/cm? vitronektiinipinnoitusta. FBGC vierasesinejattisolu.



Kuva 8. Giemsa-varjattyja RAW  264.7-solulinjan  soluista  muodostuneita

vierasesinejattisoluja, jotka on merkitty tahdella (*).

4.2 Bioaktiiviset lasit S53P4 ja 45S5 edesauttoivat vierasesinejattisolujen

muodostumista RAW 264.7 solulinjalla

Negatiivisessa kontrolliryhmassa, eli kaivoissa, joissa viljeltin soluja ilman
vitronektiinipinnoitetta tai IL-4 kasittelya, havaittiin ainoastaan satunnaisia yksittaisia
vierasesinejattisoluja. Positiivisen kontrollin ja alumiinioksidin valilla ei ollut havaittavissa
merkittdvaa eroa vierasesinejattisoluien muodostumisessa (p = 0,599; Kuva 8).
Bioaktiivisten lasien kanssa viljellyt makrofagit muodostivat enemman vierasesinejattisoluja
kuin makrofagit, joita Vviljeltin alumiinioksidin kanssa tai ilman materiaalia. 45S5-
koeryhmassa havaittiin enemman vierasesinejattisoluja kuin S53P4-koeryhmassa. S53P4-
koeryhmassa havaitiin merkittdvasti enemman vierasesinejattisoluja kuin positiivisessa
kontrolliryhmassa (p < 0,05). Positiivisessa kontrolliryhmassa havaittiin negatiiviseen
kontrolliin verrattuna huomattavasti enemman vierasesinejattisoluja (p < 0,001). Myo6s
alumiinioksidi-, 45S5- ja S53P4-koeryhmissakin havaittiin huomattavasti suurempi maara
vierasesinejattisoluja kuin negatiivisessa kontrollissa (p < 0,001). Tarkat muodostuneiden

vierasesinejattisolujen maarat on esitetty taulukossa 11.
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Kuva 8. Kuvassa on esitettyna RAW 264.7 -solulinjan solujen muodostamien
vierasesinejattisolujen keskimaarainen maara soluviljelykuoppalevyn pinta-alaa kohden.
Tilastollisesti merkittavat tulokset positiiviseen kontrolliin verrattuna on merkitty ***p < 0,001
ja *p < 0,05. FBGC vierasesinejattisolu, CTRL+ positiivinen kontrolli, CTRL- negatiivinen

kontrolli.

Taulukko 11. RAW 264.7 -solulinjan solujen muodostamien vierasesinejattisolujen

keskimaarainen maara soluviljelykuoppalevyn pinta-alaa kohden.

Koeryhma CTRL+ Al203 45S5 S53P4 CTRL-

FBGC maara [ 8,5+0 83+1,5 11,2+1,8 10,7+ 2,5 2505

4.3 Bioaktiiviset lasit S53P4 ja 45S5 edesauttoivat vierasesinejattisolujen

muodostumista THP-1 solulinjalla

Vierasesinejattisolujen maara maaritettiin ihmisperaisilla THP-1 soluilla samaa protokollaa

hyodyntaen kuin RAW 264.7 solulinjan kanssa tyoskennellessa. Myds tilastollinen testaus



toteutettiin samaa protokollaa hyodyntaen. Negatiivisessa kontrolliryhmassa, eli kaivoissa,
joissa viljeltiin soluja ilman vitronektiinipinnoitetta tai IL-4 kasittelya, havaittiin ainoastaan
satunnaisia yksittaisia vierasesinejattisoluja. Positiivisessa kontrolliryhmassa havaittujen
vierasesinejattisolujen maara oli huomattavasti suurempi kuin negatiivisessa
kontrolliryhmassa (p < 0,001, Kuva 9). Myds alumiinioksidi-, 45S5- ja S53P4-
koeryhmissakin havaittin huomattavasti suurempi maara vierasesinejattisoluja kuin
negatiivisessa kontrollissa (p < 0,001). Positiivisen kontrollin ja alumiinioksidin valilla ei ollut
havaittavissa merkittavaa eroa vierasesinejattisolujen muodostumisessa. Bioaktiivisten
lasien kanssa viljellyt makrofagit muodostivat enemman vierasesinejattisoluja kuin muut
koeryhmat. 45S5-koeryhmassa havaittiin tilastollisesti merkitseva maara
vierasesinejattisoluja verrattuna positiiviseen kontrolliryhmaan (p < 0,001). S53P4-
koeryhmassa havaittiin enemman vierasesinejattisoluja kuin 45S5-koeryhmassa, mutta ero
ei ollut tilastollisesti merkittava. Tarkat muodostuneiden vierasesinejattisolujen maarat on

esitetty taulukossa 12.
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Kuva 9. Kuvassa on esitettynda THP-1-solulinjan solujen  muodostamien

vierasesinejattisolujen keskimaarainen maara soluviljelykuoppalevyn pinta-alaa kohden.



Tilastollisesti merkittavat tulokset positiiviseen kontrolliin verrattuna on merkitty ***p < 0,001.

FBGC vierasesinejattisolu, CTRL+ positiivinen kontrolli, CTRL- negatiivinen kontrolli.



Taulukko 12. THP-1 solulinjan solujen muodostamien vierasesinejattisolujen
keskimaarainen maara soluviljelykuoppalevyn pinta-alaa kohden. Tilastollisesti merkittavat

tulokset positiiviseen kontrolliin verrattuna on merkitty ***p < 0,001.

Koeryhma CTRL+ Al203 45S5 S53P4 CTRL-

FBGC maara | 7,2 + 0,69 83+1,2 13+£1,4** 115+£1,0 24+0,5**

5 POHDINTA

Molemmat tutkitut bioaktiiviset lasit saivat aikaan vierasesinejattisolujen muodostumista
RAW 264.7 ja THP-1 solulinjojen soluista. Vogel et al. tutkivat kanin elimistossa tapahtuvaa
vierasesinejattisolujen muodostumista erilaisten bioaktiivisten lasien pinnoilla, etta
nopeammin liukenevan materiaalin pinnalle muodostuu enemman vierasesinejattisoluja (69.)
45S5 bioaktiivisen lasin tiedetaan liukenevan elimistossa nopeammin kuin S53P4 ja se sai
myo6s meidan tutkimuksessamme aikaan vierasesinejattisolujen muodostumista RAW 264.7
solulinjalla enemman kuin bioaktiivinen lasi S53P4. Toisaalta THP-1 solulinjalla toteutetussa
tutkimuksessa bioaktiivinen lasi S53P4 indusoi vierasesinejattisolujen muodostumista
enemman kuin 45S5. Lasien valiset erot eivat kuitenkaan olleet tilastollisesti merkitsevia

kummallakaan solulinjalla toteutetuissa tutkimuksessa.

Bioaktiivisten lasien 45S5 ja S53P4 pinnat ovat hydrofiilisia ja tallaisten pintojen tiedetaan
aiempien tutkimusten mukaan olevan huonompia makrofagien kiinnittymiselle ja
fuusioitumiselle vierasesinejattisoluiksi verrattuna hydrofobisiin pintoihin. Hydrofiilisille
pinnoille muodostuneiden vierasesinejattisolujen on kuitenkin havaittu olevan metabolisesti
aktiivisempia kuin hydrofobisille pinnoille muodostuneiden vierasesinejattisolujen (67.)
Tulevaisuudessa olisi olennaista tutkia pateekd tama myods bioaktiivisien lasien pinnalla
muodostuneisiin  vierasesinejattisoluihin.Jos vierasesinejattisolut, jotka muodostuvat
bioaktiivisten lasien 45S5 ja S53P4 pinnoille eivat ole aktiivisia, ei niiden maaralla
valttamatta ole kliinista merkitysta. Tulevaisuudessa olisikin olennaista tutkia myos sita,

ovatko ne metabolisesti aktiivisia nailla pinnoilla.

Taman tutkimuksen pohjalta epaselvaksi jai se, mika tai mitka bioaktiivisten lasien
ominaisuuksista edesauttavat vierasesinejattisolujen muodostumista. Mahdollisia tekijoita
ovat materiaalien pinnalle adsorboituneet proteiinit seka bioaktiivisten lasien hajotessa

vapautuvat ionit. Tata aihetta voisi tulevaisuudessa tutkia tarkemmin esimerkiksi



vertaamalla kasvatusmediumien ionikonsentraatioita suhteessa muodostuneiden

vierasesinejattisolujen maaraan.

Kontrollimateriaalina toiminut alumiinioksidi ei puolestaan vaikuttanut merkittavasti
muodostuvien vierasesinesolujen maaraan RAW 264.7 tai THP-1 solulinjoilla toteutetuissa
tutkimuksissa. Taman voidaan olettaa johtuvan materiaalin biologisesti inertista luonteesta.
Voidaan siis todeta, ettd taman partikkelikoon alumiinioksidi ei edesauta
vierasesinejattisolujen muodostumista, vaikka in vivo -tutkimuksissa alumiinioksidin
yhteydessa on havaittu muodostuvan vierasesinejattisoluja (70) Myos bioaktiivisten lasien
S53P4 ja 45S5 vaikutuksia vierasesinejattisolujen muodostumiseen tulisi tutkia in vivo, jotta
voisimme verrata taman in vitro-tutkimuksen tuloksia aiemmin tehtyihin in vivo -tutkimuksiin,

joita alumiinioksidilla on toteutettu.
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