Piin soluyhteensopivuuden parantaminen mikrokuvioinnilla

Emilia Kaivosoja'? Sami Myllymaa®, Vesa-Petteri Kouri'? Katja Myllymaa**,
Reijo Lappalainen’, Yrjé T. Konttinen'*¢

'Siscitautien osasto, Kliininen laitos, HY
’Anatomian osasto, Biolddketieteen laitos, HY
3Fysiikan laitos, KY;

4 Mikrosensorilaboratorio, Savonia AMK
*Tieteellinen tutkimus ORTON
5Tekonivelsairaala COXA

Micro-texturing with biomaterials might enhance cytocompatibility of
silicon-based micro-electro-mechanical-system dummies. Diamond like
carbon, Ti, Ta and Cr patterns were produced on silicon using photolithog-
raphy-physical vapour deposition. At 48-hours Sa0S-2 cells on 1) large-size
patterns assumed geometrical architectures, 2) medium-size patterns (slight-
ly smaller than cells) were inhabited by singular cells, which stretched often
from an island to other islands, assuming branching morphologies, and 3) on
small-size cellular filopodia bypassed cell-unfriendly silicon. Actin cytoskel-
eton and vinculin-containing adhesion junctions turned up on biomaterial,
but not on silicon. Cell density/coverage disclosed a 2-3.7-fold preference
for the biomaterial patterns over silicon substrate (p < 0.001). In conclusion,
enhancement by micro-patterning depends on the pattern size, shape and

material and can be used to improve biocompatibility.

Kehitettdessi uusia biomateriaaleja ja lidketieteelli-
sid laitteita on tirkedd oppia ymmirtimiin parem-
min solu-substraatti-vuorovaikutuksia, jotta halutun-
laista soluvastetta voidaan ohjata. Materiaalin pinnan
ominaisuudet midradvit, miten biologiset molekyylit
adsorboituvat pintaan (1-3) ja nimi adsorboituneet
molekyylit edelleen sidtelevit solujen kiyttiytymistd.
Lisiksi pinnan mikro- ja nanomittakaavan topogra-
fia vaikuttaa monella tavalla solujen kiyttdytymiseen
(4). Jarjestiytyneiden pintarakenteiden avulla voidaan
tutkia pinnan eri tekijoiden vaikutusta solujen adhee-
sioon (4), lisidntymiseen (5), selviytymiseen (6) seki
toimintaan (7), toisin sanoen implantin bioyhteenso-
pivuutta. Jirjestdytyneitd ja hyvin mairiteltyjd kuvioi-
ta materiaalin pintaan voidaan tehdd esimerkiksi valo-
litografialla tai pehmytlitografialla (8).
Tulevaisuudessa ilykkdiden implanttien, kuten
biologisten

mikroelektromekaanisten  jirjestelmi-

en (biological microelectromechanical systems, Bio-
MEMS), kiyttd tulee lisidntymiin ja niitd voidaan
kiyttdd esimerkiksi antureina ja ldikeaineannosteli-
joina (9). BioMEMS-laitteiden valmistuksessa jou-
dutaan kiyttdimiin piitd, jota hyodynnetddn runsaasti
elektroniikkateollisuudessa. Pii ei kuitenkaan ole bio-
yhteensopiva materiaali, vaan se aiheuttaa immunolo-
gisia reaktioita rajoittaen laitteiden kiyttod elimistdssi
(10). Toiminnallisista syistd johtuen BioMEMS-lait-
teita ei aina voida pinnoittaa kokonaan. Téssd tydssi
oletettiin, ettd mikrokuvioitujen bioMEMS-alustojen
soluyhteensopivuutta voidaan siddelld pinnan raken-
teiden ja pintakemian avulla.

Hypoteesimme on, etti jo osittaisella pinnoituk-
sella, kuvioinnilla, voidaan parantaa bioMEMS-laittei-
den soluyhteensopivuutta. Valolitografia yhdistettyni
ohutkalvopinnoitukseen on oiva tydkalu mikrokuvi-
oitujen pintojen valmistamiseen, koska tilloin sekid
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kuvioiden muoto ettd pinnoituksen paksuus ovat tar-
kasti siideltivissi. Lisiksi nimi menetelmit soveltu-
vat bioMEMS-laitteiden ohella myds moniin muihin
kudosteknologian sovelluksiin parantamaan solujen
adheesiota ja integraatiota.

Osittain kuvioitujen piipintojen vaikutusta luu-
soluihin ei ole tutkittu kovin paljoa ja tutkimukset
ovat keskittyneet lihinni polymeereihin (11-16) tai
kultaan (17). Niissd kokeissa oli saavutettu lupaavia
tuloksia ja tissid tyossi tavoitteena on laajentaa tut-
kimus koskemaan timantti- (diamond like carbon,
DLC) ja metallipinnoitteita. DLC:lld kuvioituja pii-
pintojen vaikutusta soluihin on aiemmin tutkittu ai-
noastaan neuroblastomasoluilla (18). DLC on lupaava
pinnoitemateriaali, jolla on hyvii fysikaalisia ja kemi-
allisia ominaisuuksia, kuten alhainen kitka, korkea
korroosionsietokyky ja bioyhteensopivuus (19,20).
Tutkimuksessa kiytetyt metallit puolestaan ovat ylei-
sesti implanttien metalliseoksissa kiytettyji metalleja.

Menetelmiit

Mikrokuvioidut pinnat valmistettiin kiyttden aiem-
min kuvattuja menetelmid (21). Yksictdisen ndyt-
teen koko oli 10 mm x 10 mm. Kaksi ensimmiisti
niytesarjaa valmistettiin DLC- ja titaanipinnoitteilla.
Ensimmaisessi niytetyypissi oli neljd 4 mm x 4 mm
aluetta, joista yksi oli verrokkipinta ilman kuviointia
ja kolme muuta oli kuvioitu 5, 25 ja 125 pm ympy-
réin tai nelivin. Kuvioiden koosta riippumatta pinnat
oli valmistettu siten, ettd ympyrit peittivit 30,6 % ja
neliét 25 % kokonaispinta-alasta. Toinen niytetyyppi
oli ensimmiisti vastaava, mutta kiinteinen, eli kuviot
olivat piitd ja tausta DLC:t4 tai titaania. Kolmannessa
niyte-erdssi tutkictiin DLC:n ja titaanin lisaksi tantaa-
lia ja kromia. Niissd niytteissi oli 75 pm x 75 pm bio-
materiaalineliitd 100 pm etdisyydelld toisistaan, jol-
loin pinnoite peitti 18,4 % kokonaispinta-alasta. Eri
ndytetyypit on havainnollistettu Kuvassa 1.

Soluviljelmat

Ihmisen primiirisen osteosarkoman SaOS-2 (ECACC
890500205) soluja viljeltiin 10 cm Petri-maljois-
sa (Corning Inc., Corning, NY, USA). Elatusainee-
na kiytettiin McCoy 5A -viljelynestettd, joka sisilsi
GlutaMAXTM:a (Gibco BRL/Life Technologies Inc.,
Gaithersburg, MD) ja 10 % sikiovasikanseerumia seki
100 IU/ml penisilliinid ja 100 pg/ml streptomysiinia.
Soluja kasvatettiin 80 % konfluenssiasteeseen saak-

ka 37°C limpétilassa soluviljelykaapissa (CO2 5 %).

Kun solut olivat saavuttaneet 80 % konfluenssiasteen,
media poistettiin ja solukerros pestiin kahdesti fosfaat-
tipuskuroidulla 10mM fysiologisella suolaliuoksella
(pH 7.4). Solut irrotettiin inkuboimalla soluja 37°C-
limpétilassa 5 min 0.25 % trypsiini-etyleenidiamiini-
tetractikkahappoliuoksessa. Irronneet solut suspensoi-
tiin viljelynesteeseen ja jaettiin biomateriaalipinnoille
15-25 x 103 cm-2 tiheydessi. Kaikissa kokeissa kiy-
tettiin 12-kuoppalevyji (Corning Inc., Corning, NY,
USA). Kokeet tehtiin kiyttiden neljdd rinnakkaisndy-
tettd ja kaikista ndytteistd analysoitiin nelji kuvaa.

Elektronimikroskopia

Soluja kasvatettiin niytteiden pailld 48 tai 120 tun-
tia soluviljelykaapissa (37°C, 5 % CO2), jonka jil-
keen niytteet siirrettiin uudelle kuoppalevylle, pes-
tiin kahdesti fosfaattipuskuroidulla suolaliuoksella ja
kiinnitettiin yon yli 2,5 % glutaraldehydissi (Sigma
Chemical, St. Louis, MO, USA). Kiinnityksen jilkeen
ndytteet huuhdeltiin fosfaattipuskuroidulla suolaliu-
oksella ja kuivatettiin etanolisarjassa (50 %, 70 %, 90
%, 94 % seki absoluuttinen etanoli). Kuivaus viimeis-
teltiin kriittisen pisteen kuivausmenetelmilld Bal-Tec
CPD 030 —laitteella (BAL-TEC AG, Balzers, Liech-
tenstein). Kuivatut niytteet kiinnitettiin alustoille ja
pinnoitettiin ohuella platinakerroksella Agar-sputte-
rointilaitteella (AGAR, Stansted, Englanti). Niytteet
kuvattiin Zeiss DSM 962 elektronimikroskoopilla
(Carl Zeiss, Oberkochen, Saksa) kiyttien 10 kV kiih-
dytysjinnitetti.

Konfokaalimikroskopia

Soluja kasvatettiin ndytteiden pailld 48 tuntia, jonka
jilkeen ne kiinnitettiin 4 % paraformaldehydissi 10
min ajan. Tdmin jilkeen niytteitd permeabilisoitiin
0,1 % v/v Triton X-100 liuoksella 10 min. Epispesi-
fi virjdytyminen estettiin inkuboimalla niytteitd tunti
vuohen seerumissa (1:30 laimennos). Tamin jilkeen
ndytteitd inkuboitiin tunti primairisessi anti-vinku-
liini vasta-aine liuoksessa (1:5 laimennos) ja 30 min
sekundiirisessi Alexa fluor 488-konjugoidussa vas-
ta-aineessa (vuohen anti-hiiri IgG, 1:400 laimennos;
Molecular Probes, Eugene, USA). Akdiini virjittiin
inkuboimalla Alexa fluor 568-konjugoitua falloidiinia
(1:30 laimennos Invitrogen, Carlsbad, USA) yhdessi
sekundiirisvasta-aineen kanssa ja tuma vérjittiin inku-
boimalla niytteitdi TO-PRO-3:ssa (1:1000 laimennos
tislatussa vedessd) 10 min. Vaiheiden vilissi niytteet
pestiin fosfaattipuskuroidulla suolaliuoksella ja lai-
mennokset tehtiin fosfaattipuskuroituun suolaliuok-
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seen, jossa oli 0,1 % naudan albumiinia, ellei erikseen
muuta ole mainittu. Niytteet kiinnitettiin objektiivi-
laseille ja kuvattiin Olympus AX70 -fluoresenssimik-
roskoopilla (Olympus, Wien, Itivalta) sekid Leica TCS
SP2 -konfokaalimiroskoopilla (Leica Microsystems
GmbH, Mannheim, Saksa).

Datan analysointi

Kolmannesta nidyte-eristd laskettiin solujen tiheys ja
peittivyys. Solujen lukumiiri laskettiin siten, ettd so-
lut luokiteltiin kuviolle, taustalle tai rajapinnalle (<
70 % solusta kuviolla tai taustalla). Solujen peittivyys
laskettiin 0.490 mm?2 alueelta, jossa kuviointi peitti
0.097 mm?2 kokonaispinta-alasta. Peittivyys laskettiin
puoliautomaattisesti Matlabilla (The MathWorks Inc.,
Natick, MA, USA). Tausta, joka ei ollut peittynyt so-
luilla, saatiin segmentoitua soluista ja kuvioista Can-
nyn reunanhakuoperaattorin avulla. Kuviot ja solut
saatiin vield segmentoitua manuaalisesti soveltamalla
Cannyn reunoja toistamiseen aiemmin segmentoi-
tuun kuvaan ja vertaamalla titd kuvaa alkuperiiseen
kuvaan ja valitsemalla peittymittomit kuviot. Mene-
telmin tarkkuus ei ole 100 %, mutta syntyneet virheet
ovat systemaattisia, eli eri niytteitd voidaan verrata
keskenain luotettavasti. Solujen koko saatiin laskettua
jakamalla solujen peittdmilld prosentuaalinen pinta-
ala niiden tiheydelld.

Tilastollinen analyysi

Ryhmien vilisten erojen tilastollista merkittivyyttd ar-
vioitiin varianssianalyysin (one-way ANOVA) ja Tu-
key HSD Post-Hoc -testin avulla. Tulokset on esitetty
keskiarvo + keskiarvon keskihajonta.

Tulokset

Kuvioiden koon ja muodon kvalitatiivinen vaikutus
soluihin Iyhyessi viljelmissi

Tissd kokeessa kiytettiin DLC:14 ja titaanilla ku-
vioituja pintoja (kuva 1, paneelit A ja B). Lyhyessi 48
tunnin kokeessa SaOS-2 solut tarttuivat ja levittiytyi-
vit hyvin isoille titaaninelidille ja -ympyraille, joille
mahtui useita soluja. Kuvioiden muoto selvisti vaikut-
ti solujen adheroitumiseen ja levittdytymiseen, silld so-
lut my®édiilivit kuvioiden reunoja (kuva 2, paneelit A
ja B). Kiddnteisilld ndytteilld, jossa oli piikuvioita titaa-
ni- ja DLC-taustalla, solut karttoivat piikuvioita ja le-
vittdytyivit biomateriaalitaustalla seuraillen kuvioiden

reunoja (kuva 2, paneeli C). DLC:1l4 (kuva 2, paneeli
D)timi ohjausvaikutus ja soluyhteensopuvuus oli sel-
keisti heikompi kuin titaanilla (kuva 2, paneeli A).

Havainto, ettd solut suosivat biomateriaalia ja kart-
toivat piitd, vahvistettiin my&s solutukirangan aktiinin
immunofluoresenssivirjiykselld, joka osoitti aktiinisdi-
keiden jdrjestdytyneen hyvin biomateriaalipinnalla,
mutta heikosti piilld (kuva 3, paneeli A). Konfokaa-
limikroskoopilla analysoitu kolmoisvirjiys osoitti,
ettd akdinisdikeiden jirjestdytymiseen biomateriaalilla
vaikutti vinkuliinia sisiltivien adheesioliitosten muo-
dostuminen, silld liitoksia havaittiin biomateriaalilla,
mutta harvemmin piilld (kuva 3, paneeli B).

Keskikokoiset neliot ja ympyrit (25 pm) olivat pie-
nehkojd verrattuna soluihin ja kuviolle mahtui yksit-
tdinen solu. Keskikokoisilla kuvioilla solut eivit myo-
tdilleet kuvioiden reunoja endd yhtd selkeisti (kuva
4, paneeli A). Tyypillisesti jokainen solu peitti yhden
allaan olevan kuvioin, mutta pyrki kontaktiin muilla
kuvioilla olevien solujen kanssa (kuva 4, paneeli B).
Jotkin solut kurkottelivat kuviolta toiselle ja peittivit
alleen kaksi kuviota (15 pm vilimatka ympyréiden vi-
lill), jolloin solun muoto venihti (kuva 4, paneeli c).
Toisinaan solut levittdytyivit kolmelle tai useammalle
kuviolle, jolloin niiden muodosta tuli tihtimiinen (ei
kuvaa). Kidnteisilli niyteeilld solut tarttuivat bioma-
teriaalitaustaan ja niiden muoto oli tyypillisesti venih-
tinyt ja hieman pydred, kun ne ahtautuivat kuvioiden
vilisille pienille véylille (vain 15 pm ympyroiden vi-
lilld; kuva 4, paneeli D). Jotkut solut niilld niyteeill
eivit tarttuneet pintaan tai irtosivat siitd, jolloin nii-
den muoto oli hyvin pyorei (ei kuvaa). Keskikokoisilla
kuvioilla vaikutukset titaani- ja DLC-niytteilld olivat
hyvin samankaltaiset, eli myds DLC-niytteilld solut
suosivat biomateriaalipintaa ja vilttivit piitd ja jopa
kilpailivat DLC-kuvioista (kuva 4, paneeli E).

Pienilld neli6illd tai ympyrsilld (5 pm) havaittiin
vastaavasti, ettd solut suosivat biomateriaalipintaa ja
valttivit piitd, riippumatta siitd oliko pii kuvioilla vai
taustalla. Yksittdiset kuviot olivat huomattavasti soluja
pienempii, eli solut peittivit useita kuvioita (kuva 5,
paneeli A). Kuitenkin havaittiin, ettd solujen filopo-
dit pyrkivit padsemdin soluystivilliselle biomateriaa-
lipinnalle ja vilttimiin piipintaa (kuva 5, paneeli A).

Kuvioiden koon ja muodon kvalitatiivinen
vaikutus soluihin pitkassa viljelmassa

120 tunnin kasvatuksen jilkeen solut muodostivat
lzhes yhteniisen solukerroksen DLC- ja titaanikuvi-

oiduille piipinnoille (kuva 6, paneeli A). Kaksi poik-
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Kuva 1. Erilaiset ndytetyypit. Kuvassa 800 um x 800 um
alue ndytteitten keskeltd. Paneeleissa A ja Btummat
alueet esittdvdt timantti- tai timanttikuvioita vaalealla
piitaustalla tai pdinvastoin. Paneelissa C tummat alueet
esittdvdt titaani-, tantaali-, kromi- tai DLC-kuvioita
piitaustalla.

Kuva 4. Keskikokoisille kuvioille kiinnittyneet solut eivdit
myaétdilleet kuvioiden reunoja endid yhtd selkedisti. Panee-
lissa A solut ovat keskikokoisilla biomateriaalineliéillé ja
paneeleissa B ja C keskikokoisilla biomateriaaliympyrdillé.
Kddnteisesti kuvioiduilla pinnoilla solut tarttuivat taus-
taan (paneeli D). Solut keskikokoisilla timanttinelidilld
(paneeli E). Mittajana on 20 um.

Kuva 2. Elektronimikroskooppikuva Sa0OS-2 soluista
osoittaa, ettd solut ovat adheroituneet ja levittdytyneet
suurille titaanineliélle (paneeli A) tai -ympyréille (paneeli
B) ja kddinteisilld ndytteillé titaanitaustalle (paneeli C), ja
myétdilevit soluystdvdillisen materiaalin reunoja. Timant-
tikuviolla (paneeli D) soluyhteensopivuuden paranemi-
nen ja ohjausvaikutukset oivat heikompia kuin titaanilla.

Mittajana on 100 um.

Kuva 5. Solut pienilld kuviolla peittivdit lukuisia timant-
tikuvioita ja taustaa. Solujen filopodit kuitenkin hakeu-
tuivat biomateriaalipinnoilla ja viilttelivdt piitaustaa.
Mittajana on 10 um.

Kuva 3. Imunofluoresenssivdrjdys aktiinista (punainen)
Sa0s-2 soluissa (tuma sininen) osoittaa aktiinitukirangan
jdrjestdytymisen (paneeli A). Kolmoisvdirjdys aktiinista
(punainen), tumasta (sininen) ja vinkuliinisté (vihred)
osoittaa, ettdi jdrjestdytyminen johtuu oletettavasti vin-
kuliinia sisdltévien adheesioliitosten muodostamisesta.
Mittajana on 50 um.
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keusta kuitenkin oli; ohjausvaikutus oli vield havait-
tavissa suurilla titaanikuvioilla (kuva 6, paneeli B) ja
kuvioimattomalla homogeenisella DLC-pinnalla mel-
kein kaikki solut olivat irronneet (kuva 6, paneeli C).

Kuvioiden kvantitatiivinen vaikutus soluihin
Kvantitatiivinen tutkimus toteutettiin niytteilld, jos-
sa oli DLC-, titaani-, tantaali- tai krominelisitd piilld
(kuva 1, paneeli C). 48 tunnin viljelyn jilkeen solu-
jen tiheys kaikilla neljilld materiaalilla oli biomateri-
aalikuvioilla 2,9-3,7 kertaa suurempi kuin piitaustalla
(p<0.000000001, kuva 7). Verrattaessa ohjausvaiku-
tuksen voimakkuutta, ainut tilastollisesti merkittivi
ero oli, ettd timantin ohjausvaikutus oli kromin vas-
taavaa voimakkaampi (p < 0.03). Lisiksi soluja oli vi-
hemmin DLC-kuvioilla verrattuna kromikuvioihin
(p < 0,03) ja DLC-kuvioiden rajapinnalla soluja oli
vihemmin kuin muiden materiaalien rajapinnalla (p<
0,002).

Solujen peittivyys titaanilla, tantaalilla, kromil-
la ja DLC:lI4 oli 2,0-3,0 kertaa suurempi kuin piil-
ld (p<0.001, kuva 8). Solut peittivit suuremman osan
titaani- ja tantaalikuvioista kuin DLC-kuvioista (p <
0,02) ja lisiksi suuremman osan titaanikuvioista kuin
kromikuvioista (p < 0,02). Titaani- ja krominiytteil-
ld solut peittivit suuremman osan piitaustausta kuin
DLC-niytteilld ja tantaalindytteilld (p < 0,001). Suu-
rin kuvio-tausta-peittidvyyssuhde oli tantaalilla ja toi-
seksi suurin DLC:lld ja nimd erosivat merkittavisti
kromin ja titaanin vastaavista luvuista (p< 0,0002).

Kuvioilla kasvaneet solut olivat merkittivin paljon
pienempid (13-41 %) kuin taustalla kasvaneet solut
(p < 0,0002 muut paitsi tantaali). Materiaaleja verrat-
taessa solut titaanikuvioilla olivat suurempia kuin kro-
mikuviolla (p < 0,003) ja solut tantaalikuvioilla olivat
suurempi kuin DLC- ja kromikuvioilla (p < 0,03; kuva
9, paneeli A). Titaaniniytteilld solut piitaustalla olivat
merkittdvin paljon suurempia kuin muiden niyttei-
den piitaustalla (p < 0,006), vaikka taustamateriaali
ja valmistusmenetelmit olivat samat kaikille ndytteil-
le (kuva 9, paneeli B). Solujen koko titaanindytteiden
piitaustalla oli 40 % suurempi kuin DLC-niytteiden
piitaustalla ja yli 25 % suurempi kuin kromi- ja tan-
taalindytteiden piitaustalla.

Pohdinta

Pii, joka on maankuoren toiseksi yleisin alkuaine, on
puolijohdeominaisuuksiensa ja edullisuutensa vuok-
si runsaassa kiytossi elektroniikassa. Luonnossa pii

esiintyy tyypillisesti oksideina ja piidioksidit (mitd pii-
kickon pinta kdytinnéssi usein on) ovat kudoksille
haitallisia (22,23), miki rajoittaa niiden kiyttod eli-
mistossd. Tdssd tydssd oletimme, ettd piikiekkojen so-
luyhteensopivuutta voitaisiin parantaa paitsi pinnoit-
tamalla pinta kokonaan (24-27), myés pinnoittamalla
pinta osittain jollain bioyhteensopivalla materiaalilla.
Hypoteesi todistettiin ja osoitettiin, ettd pinnan pin-
noittaminen kokonaan ei ole vilttimitdntd, jotta so-
lujen adheesiota ja levittdytymistd voidaan parantaa.
Piitausta ei haitannut solujen tarttumista biomateriaa-
likuvioilla, joita pii ympiroi kaikkialta.

Pinnoituksen avulla pinnan bioyhteensopivuus pa-
rani. Lisdksi kuvioiden vaikutukset solujen muotoon
ja kokoon olivat mielenkiintoisia. Kuvioiden muo-
to, nelid tai ympyri, seki reunat vaikuttivat solujen
muotoon. Koska solut suosivat biomateriaalipintaa
ja vilttivit piipintaa, ne asettautuivat jossain midrin
epiluonnolliseen geometriseen muotoon. Lisiksi vin-
kuliiniposiiviset adheesioliitokset ja aktiinitukirangan
jdrjestdytyminen osoittivat, ettd piitaustalla solut eivit
adheroituneet, mutta biomateriaalipinnalla solut tart-
tuivat hanakasti alustaansa suosien kuvioiden reunoja.
Luultavasti korkeusero (200 nm) kuvioiden ja taustan
vililld tarjosi soluille hyvin tarttumispinnan sitoen so-
lut tiukasti alustaansa.

Kiinnostavaa oli, ettd kuvioiden koolla ja etiisyy-
delld voidaan monipuolisesti ohjata solujen integroi-
tumista. TAmai osoitettiin kolmella eri tavalla. Suuril-
la kuvioilla, joille mahtui monta solua, solut selvisti
suosivat biomateriaalia ja asettautuivat kuvioiden mu-
kaiseen muotoon. Keskikokoisilla kuvioilla bioma-
teriaalin suosiminen nikyi eri tavalla. Kuviot olivat
suhteellisen pienid, jolloin solujen tdytyi ahtautua pie-
neen tilaan. Solujen muoto ei endd heijastellut yhtd
selvisti nelididen tai ympyrin muotoja. Koska bioma-
teriaalipinnan prosentuaalinen osuus pidettiin sama-
na, olivat keskikokoiset kuviot melko lihelli toisiaan,
esim. ympyrit vain 15 pm pddssd toisistaan. Tami
johti kahteen erilliseen havaintoon. Solut asettautui-
vat kuvioiden péille ja yrittivit muodostaa suoria so-
lu-solu-kontakteja (28) kurkottelemalla toisiaan kohti
piitaustan yli. Havaittiin myds, ettd yksi solu saattoi
valloittaa kaksi tai useampaakin kuviota, jolloin solun
muoto vendhti tai muuttui tdhtimiiseksi. Myds pie-
nilli kuvioilla voitiin osoittaa, etti solut suosivat bio-
materiaalia, vaikka kuviot olivat niin pienii, ettd edes
yksittdinen solu ei mahtunut niille. Solu peitti useita
pienid kuvioita, mutta solun filopodit selvisti suosivat
soluyhteensopivaa biomateriaalipintaa ja vilteelivit
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Kuva 6. 120 tunnin kasvatuksen jdlkeen SaOS-2 solut
muodostivat Idhes konfluentin solukerroksen (paneeli A,
kuva valittiin siten, ettd keskikokoiset kuviot voidaan vield
ndhdd). Suurilla kuvioilla ohjausvaikutus oli kuitenkin
vield havaittavissa, paneelissa B on suuria piikuvioita
titaanitaustalla. Homogeenisella (kuvioimattomalla) ti-
manttipinnalla (suuri nelid kuvan keskelld) melkein kaikki
solut olivat irronneet (paneeli C). Kuvan reunalla ndkyy
muuta pintaa, jonne solut ovat tarttuneet. Mittajana on
500 um.

650 Kuva 7. Sa0S-2 solujen tiheys oli biomateriaaliku-
600+ o Tausta vioilla merkittcivéisti suurempi kuin piitaustalla (p <
5501 Kuviot 0.000000001). Timanttindytteillc soluja oli viihemmcin
~ 500+ [ JRajapinta  piitaustalla kuin kromindytteiden piitaustalla (+) ja lisciksi
g 4501 I Keskiarvo — timanttikuvioiden rajapinnalla soluja oli véhemmén kuin
£ 4004 muiden kuvioiden rajapinnoilla (¥).
@ 350+
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piipintaa. Pintojen ohjausvaikutus vahvistettiin ylli-
kuvatuilla mikroskooppikuvista tehdyilld havainnoilla
ja myds kvantitatiivisesti ja tilastollisesti.

120 tunnin kasvatuksen jilkeen solut olivat levit-
tiytyneet myds piille ja muodostaneen konfluentin
solukerroksen. Tdmi viittaa siihen, ettd jo osittaisel-
la pinnoituksella voidaan parantaa bioMEMS-laittei-
den soluyhteensopivuutta ja luultavasti edistdd niiden
integroitumista kudokseen kriittisessid alkuvaiheessa.
Liukoiset kasvutekijit sekd suorat solu-solu kontak-
tit, joita soluystivilliselli biomateriaalipinnalla kas-
vavat solut tuottavat, saattavat edistdd implantin in-
tegraatiota. Tihin viittaa merkittivit erot piitaustalla
kasvaneiden solujen peittivyydessi ja koossa. Esimer-
kiksi seki solujen peittivyys ettd koko olivat suurem-
pia titaanindytteiden piitaustalla kuin muiden niyttei-
den piitaustalla. Potentiaalinen etu solujen nopeasta
integraatiosta liittyy infektioriskiin, joka on aina ole-
massa implantoitaessa jotain ihmiseen. Laitteen pin-
nan nopea peittyminen soluilla suojaa implanttia bak-
teeriadheesiota ja biofilmien muodostumista vastaan
(29,30).

Tissd tutkimuksessa keskityttiin piipintoihin, jot-
ka kuvioitiin metalleja tai timanttia kdyttien. Tdmin-
tyyppisid pintoja ei ole tutkittu kovin paljoa, mutta sa-
manlaisia havaintoja on tehty muilla pinnoilla. Solun
orientaatiota on tyypillisesti tutkittu pinnoilla, joissa
on pitkittdisid uria, jolloin solut asettautuvat urien
suuntaisesti (27,31-38). Aikaisemmissa tutkimuksissa
on myds havaittu pinnan topografian vaikuttavan so-
lujen muotoon (11-12, 39-43).

Luusoluja ja kuvioituja piipintoja on tutkittu ai-
kaisemmin lihinni polymeeripinnoilla. Lisiksi on jon-
kin verran tutkimuksia piipinnoista, jotka on kuvioitu
kullalla, mutta niilld pinnoilla on usein viel erillinen
adhesiivinen pinnoite kullalla (esim. fibronektiini) ja
soluja hylkivi pinnoite piilld (esim. polyetyleenigly-
koli; 17,44,45). Polymeerikuviotutkimuksissa on ha-
vaittu esimerkiksi, etti siinnolliselli nanokuvioinnilla
voidaan vihentii solujen adheesiota ja levittdytymistd
(11-12,14) ja ettd mikrokuvioinnilla voidaan ohjata
solujen tarttumista kuvioihin (15,16). DLC:l4 kuvi-
oituja piipintoja on tutkittu yhdessi tutkimuksessa ja
siind osoitettiin, ettd neuronien kasvua voidaan ohjata
kuvioimalla erilaisia timanttipintoja (DLC, oksidoitu
DLC ja fosforidoupattu DLC; 18).

Aikaisemmista tutkimuksista kenties
kiintoisin kisitteli titaanilla kuvioitujen piipinto-
jen vaikutusta ihmisen osteosarkoomasoluihin (27).
Tutkimuslihtokohta oli samankaltainen kuin tis-

mielen-

si tutkimuksessa, mutta koko piipinta oli pinnoitet-
tu titaanilla, jota oli kuvioitu. Tutkimuksen tulokset
olivat yhdensuuntaiset omien havaintojemme kanssa;
bioyhteensopivuus parani ja solujen orientaatiota voi-
tiin ohjata. Lisiksi tutkimuksessa havaittiin, ettd aktii-
nisdikeet asettautuivat urien suuntaisesti ja fokaaliad-
heesiot olivat harjanteilla. Meiddn havaintomme oli,
ettd topografisen ohjauksen lisiksi myds materiaalike-
mian avulla voidaan ohjata adheesioliitosten muodos-
tumista.

Omassa aiemmassa tutkimuksessamme, joka ki-
sitteli samanlaisia kuvioituja pintoja (kuten kuvassa
1 C) ja mesenkymaalisia kantasoluja (46), havaittiin
samanlaista biomateriaalin suosimista ja piin viltti-
mistd. Nykyisessd tutkimuksessa uusi havainto oli ti-
lastollisesti merkittdvi ero solujen koossa piitaustalla,
riippuen siitd, mitd materiaalia niytteelle oli pinnoi-
tettu.

Tydhypoteesi todistettiin osoittamalla, ettd jo osit-
taisella timantti- metallipinnoitteella voidaan parantaa
bioMEMS-alustojen  soluyhteensopivuutta. Pinnan
kemiallisen koostumuksen lisiksi kuvioiden muoto,
koko ja reunat (korkeus) vaikuttavat soluyhteensopi-
vuuteen.
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