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Tiivistelma

Tassa kirjallisuuskatsauksessa kasitelladn hermosolukasvatukseen soveltuvia hydrogeelej,
jotka on jaettu synteettisiin ja luontaisiin  hydrogeeleihin sek& grafeeni- ja
hiilinanoputkipohjaisiin hybridihydrogeeleihin. Tutkielmassa keskitytddn siihen, miten
hydrogeelien ominaisuudet, kuten hajoamisnopeus, huokoskoko ja s&hkdnjohtokyky,
vaikuttavat hermosolujen kasvuun. Tutkimusten perusteella hermosoluille suotuisin
kasvualusta on hybridihydrogeelit, jotka sisdltavat vahintdan kahta seuraavista komponenteista:

hiilinanoputkia, grafeenikomponentteja, synteettisia tai luontaisia polymeereja.



Esipuhe

Kandidaatintutkielman kirjallisuuskatsaus aloitettiin kesdkuussa 2019 ja saatiin valmiiksi
syyskuussa 2019. Tiedonhakuun kéytettiin padasiassa SciFinder-tietokantaa ja Google Scholar-
hakukonetta. Tutkielman ohjaajana toimi professori Maija Nissinen. Tama tutkielma kasittelee
hermosolujen ja niiden kaltaisten solujen kasvatusta hydrogeeleissé. Aiheen rajaukseen vaikutti
olennaisesti tutkimusnédyton rajallisuus ja artikkelien saatavuus. Tahén tutkielmaan on koottu
sellaiset polymeeri- ja hybridihydrogeelit, joissa on tehty hermosolujen kasvuun keskittyvia
kokeita. Kantasolujen ja niistd erilaistuvien hermosolujen kasvatusta ei késitellda tassa
tutkielmassa.

Haluan kiittad professori Maija Nissisté rakentavasta palautteesta kirjoitusprosessin aikana seka
kemiaan ja solubiologiaan liittyvasta mielenkiintoisesta ja sopivan haastavasta aiheesta. Haluan

kiittdd myos kurssikavereita hyodyllisen vertaispalautteen antamisesta.
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1 Johdanto

Geelilla tarkoitetaan véhintaan kahden yhdisteen seosta, jossa toinen on nesteméaisessa ja toinen
kiintedssa olomuodossa, mutta geelin mekaaniset ominaisuudet ovat vastaavat kuin kiinteill&
aineilla.! Hydrogeelit ovat veteen liukenemattomia pehmeitd materiaaleja (soft material) ja
koostuvat polymeeriketjujen muodostamista verkkorakenteista, jotka pysyvat koossa
siltasidoksilla. Hydrogeeleissé verkkorakenteiden véleihin muodostuneet huokoset tayttyvéat
vedella ja siihen liuenneilla aineilla, minka seurauksena geelin koostumus on hyytelémainen.?
Hydrogeelit voidaan jakaa synteettisiin ja luonnossa esiintyviin hydrogeeleihin sen mukaan,
mista polymeerista ne rakentuvat. Luonnossa esiintyvia polymeereja on korvattu synteettisilla

polymeereilla niiden paremman kestavyyden ja muokattavuuden vuoksi.®

Hydrogeelien kokonaisvesiméard koostuu sitoutuneesta ja vapaasta vedestd. Kun vettd
absorboituu vetysitoutumisen kautta hydrogeelin siséén, vesimolekyylit sitoutuvat hydrogeelin
polaarisimpiin ja hydrofiilisimpiin funktionaalisiin ryhmiin. Sen seurauksena geelin
polymeeriverkko turpoaa ja my6s polymeeriverkon vahemmén hydrofiiliset ryhmét
vuorovaikuttavat vesimolekyylien kanssa. Ndiden vuorovaikutusten jalkeen polymeeriverkko
imee edelleen vettd sisddn osmoottisen pakotevoiman vuoksi, jota rajoittavat kovalenttiset tai
fysikaaliset siltasidokset. Polymeeriverkon elastisuus aiheutuu juuri osmoottisesta

pakotevoimasta ja sen vastavoimasta.*

Hydrogeelit ovat soveltuvia malliyhdisteitd soluvaliaineen (extracellular matrix) suuren
vesipitoisuuden jaljittelyyn, silla hydrogeelit pystyvat pitdmaan sisallddn omaan
kuivapainoonsa verrattuna moninkertaisia vesimaaria.* Suuren vesipitoisuuden takia
hydrogeelien mekaaniset ominaisuudet ovat hyvin samankaltaisia soluvaliaineen ja
pehmytkudoksen kanssa, minkd vuoksi ne ovat myos bioyhteensopivia.® Lisdksi vesi
mahdollistaa ravinteiden paasyn geelin sisaan ja solutuotteiden padsyn ulos geelista.*
Hydrogeeleillda on myos vesipitoisuuden jaljittelyn lisaksi muita ominaisuuksia, minka vuoksi
ne soveltuvat hyvin hermokudosteknologian sovelluksiin ja erityisesti hermosolujen
kasvatukseen. Hydrogeelit tarjoavat hermosoluille 3D-tukirakenteen, joka ohjaa niiden kasvua.
Hermosolut tarvitsevat fysikaalisia vihjeitd, kuten 3D-tukirankaa, jarjestdytyneeseen seka
haluttua kudosta tai toimintaa vastaavaan solukasvuun.® Lisaksi hydrogeelien alhainen

rajapintajannitys mahdollistaa solujen liikkumisen kudoksen ja implantin valilla.’

Téssé kirjallisuuskatsauksessa késitellaan synteettisisté ja luonnossa esiintyvista polymeereista

sekd grafeenista ja hiilinanoputkista koostuvia hydrogeeleja hermosolukasvatuksessa.



Tavoitteena on l0ytéa kasvualustoja, jotka olisivat suotuisia hermosolujen kasvulle ja joita

voitaisiin hyodyntad esimerkiksi vaurioituneen hermokudoksen korvaamisessa.

2 Siltasitoutuminen hydrogeeleissa

Hydrogeelit voidaan jakaa fysikaalisiin ja kemiallisiin hydrogeeleihin (kuva 1) niiden
siltasitoutumisen mekanismin mukaan.*® Fysikaaliset hydrogeelit hajoavat ajan kuluessa, ja ne
koostuvat polymeeriverkoista, jotka pysyvét koossa ei-kovalenttisilla vuorovaikutuksilla
(physical cross-linking). Térkein néista rakenteen koossa pitdvistd vuorovaikutuksista on
molekulaarinen kietoutuminen (molecular entaglement), jonka lisdksi voi esiintya
sekundaarisida vuorovaikutuksia, kuten vetysitoutumista tai ionisia ja hydrofobisia
vuorovaikutuksia.* Suurin osa peptidi- tai proteiinipohjaisista hydrogeeleistd muodostuu
fysikaalisen siltasitoutumisen kautta.® Kemialliset hydrogeelit ovat kemiallisesti stabiileja ja

ne siséltavat kovalenttisia siltasidoksia (chemical cross-linking) polymeeriverkossaan.*

polaariset ryhmat

/

kovalenttinen polymeeri molekulaarinen kietoutuminen,
siltasitoutuminen sekundaariset vuorovaikutukset

o

kemiallinen hydrogeeli fysikaalinen hydrogeeli

Kuva 1. Kaaviokuva kemiallisten ja fysikaalisten hydrogeelien muodostumisesta.

Fysikaaliset ja kemialliset hydrogeelit ovat rakenteeltaan epahomogeenisia. Fysikaalisissa
hydrogeeleissd epdhomogeenisuuden voivat aiheuttaa molekulaarisen kietoutumisen
seurauksena muodostuneet Klusterit ja hydrofobisesti tai ionisesti toisiinsa liittyneet domeenit,
jotka ovat yhdisteen rakenteellisesti itsendisid osia. Kemiallisissa hydrogeeleissd voi olla
alueita, joissa turpoaminen on alhaista véhdisen absorboituneen veden vuoksi. Tdmén on
arveltu aiheutuvan korkeasta silloitustiheydestd, joka voi johtaa silloittajien hydrofobiseen

keraytymiseen aiheuttaen hydrogeelin rakenteen epahomogeenisuuden.*



Siltasitoutuminen vaikuttaa polymeerien ja sitd kautta hydrogeelien ominaisuuksiin.
Hydrogeelien elastisuus aiheutuu polymeerien valisistd siltasidoksista, joita on sopivassa
suhteessa. Liiallinen siltasidosten maara tekee hydrogeelista jaykan elastisuuden vahetessa.’
Hydrogeelin mekaaniset ominaisuudet vaikuttavat sen rakenteen stabiilisuuteen,® joten
elastisuuden véhentyessa myo6s stabiilisuus heikkenee. Elastisuuteen vaikuttaa myos
polymeerien  liukenemattomuus liuottimeen — hydrogeelien tapauksessa veteen.
Liukenemattomuus johtuu polymeerien valisistd vahvoista kovalenttisista sidoksista, minka
ansiosta polymeeriverkko voi absorboida liuotinta verkkorakenteiden valeihin. Ilman
siltasitoutumista polymeeri saattaisi liueta liuottimeen, johon silloitettu polymeeri ei liukene.®
Lisaksi siltasidoksilla koossa pysyva polymeeriverkko muodostaa hydrogeeliin huokoisen

rakenteen, joka mahdollistaa ravinteiden ja hapen liikkumisen geelissa. '

Hydrogeelin hajoaminen voi tapahtua joko hydrolyyttiselld tai entsymaattisella mekanismilla.
Hydrolyyttinen hajoaminen tapahtuu kauttaaltaan hydrogeelissd, kun hydrolyyttisesti
epastabiilit sidokset katkeavat. Entsymaattinen hajoaminen paikallistuu entsyymin
laheisyyteen. Solujen omat entsyymit hajottavat luontaiset hydrogeelit, ja synteettisia
hydrogeeleja on pyritty yhd enemmaén suunnittelemaan niin, etta solujen entsyymit kykenisivat
hajottamaan ne.® Hydrogeelit voivat hajota my6s jonkin ulkoisen arsykkeen seurauksena.
Esimerkiksi valon vaikutuksesta hajoavassa hydrogeelissa polymeeriverkon silloitustiheys

alenee sidosten katketessa.!*

3 Synteettiset hydrogeelit

3.1 Polyetyleeniglykolihydrogeelit

Synteettiset polyetyleeniglykoli- (kuva 2) eli PEG-hydrogeelit ovat potentiaalisia 3D-
kasvualustoja hermokudosteknologian sovelluksissa. PEG:n gelaatio voi tapahtua myos
kasvatettavien solujen lasnd ollessa siten, ettd geeliin muodostuu edelleen tasakoosteinen
rakenne. PEG-hydrogeelien hajoamisnopeutta ja mekaanisia ominaisuuksia voidaan muokata
ja kontrolloida tarpeen mukaan. PEG-hydrogeelit ovat bioyhteensopivia ja ihmisen

puolustusjarjestelma ei tunnista niita, jolloin ne eivat aiheuta tulehdusreaktiota elimistossa.
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Kuva 2. Polyetyleeniglykolin rakennekaava.



PEG-polymeeriverkkojen hajoamisnopeuden ja huokoskoon on havaittu vaikuttavan
hermosolujen kehittymiseen PEG-hydrogeelisséd. Soluviljelyn ensimmadisen viikon aikana
hermoesiastesolut ja niistd  erilaistuneet hermosolut muodostivat  hydrogeelissa
mikrokudoksia,® jotka koostuvat hermosoluista ja hermotukisoluista. Hydrogeelin hajotessa
mikrokudokset alkavat liitty4 toisiinsa muodostaen hermokudosta ja toimivia hermoratoja.*
Tutkimuksessa havaittiin, etta soluviljelyn ensimmaisen viikon aikana PEG-polymeeriketjujen
hajoaminen oli vield alkuvaiheessa, minka vuoksi geelin huokoskoko ei ollut riittdva
hermosolujen aksonien muodostumiselle. Toisen viikon soluviljelyn jalkeen aksonit olivat
kehittyneet ja levittaytyneet hydrogeeliin, minka perusteella voitiin paéateelld, ettd PEG-
polymeeriverkkojen hajoamisen seurauksena geeliin oli vapautunut riittavasti tilaa
hermosolujen kehittymiselle. Hermosolut jatkoivat kasvua ja kehittymistadn kunnes hydrogeeli
oli taysin hajonnut hydrolyysin seurauksena. Hermokudoksen kehittymisté voitiin sdadell
muuntelemalla polymeeriverkon koostumusta siten, etta sen hajoamisnopeus muuttui.* PEG-
polymeeriverkko ei merkittdvasti hidastanut hermosolujen kehittymistd verrattuna

vastaavanlaiseen 2D-kasvualustaan.

PEG-hydrogeelien ominaisuuksia hermosolukasvatuksen kannalta on pyritty parantamaan
lisadmalla geeliin soluvéliaineessa luonnollisesti esiintyvid molekyylejd, kuten tyypin I
kollageenia ja bFGF-2-kasvutekijaa (basic fibroblast growth factor).® Kasvutekijat stimuloivat
solujen kasvua ja eloonjaamista.’® Kollageenin ei havaittu heikentdavan PEG-hydrogeelin
mekaanista kestavyyttd, vaikka kollageenipohjaiset hydrogeelit ovat yleensd lujuudeltaan
heikompia. Tdmén arveltiin johtuvan siitd, etta kollageeni ja hermosolut suspendoitiin yhdessa
jo  muodostuneeseen PEG-polymeeriverkkoon. Samasta syystd ainoastaan PEG-
polymeeriverkko toimi solujen kasvulle tukirankana. Soluviljelykokeissa havaittiin, etta pelkan
kollageenin lisaédminen PEG-hydrogeeliin ei parantanut selkeésti hermoesiastesolujen kasvua,
vaan solujen lisdantyminen ja eloonjaaminen oli parhainta PEG-hydrogeelissd, joka sisalsi seka
kollageenia ettd bFGF-2- kasvutekijaa. Vaikutukset olivat erilaisia kuin kollageenin ja bFGF-
2-kasvutekijan aiheuttamat erilliset vaikutukset, mika voisi viitata yhtaaikaisen esiintymisen

aiheuttamiin muutoksiin niiden kemiallisissa ominaisuuksissa.*®

N-isopropyyliakryyliamidi- (NIPAAm) (kuva 3) ja etyleeniglykolimonomeerien (EG)
yhteispolymeeristd (700:1) rakentuvaa hydrogeelid on tutkittu potentiaalisena kasvualustana
hermokudosteknologiassa. L&mpoherkalla NIPAAm-polymeerilld on lukuisia bioldaketieteen
kannalta hyodyllisia ominaisuuksia: sen faasimuutos tapahtuu ympériston ja kehon lampdétilan
valissg, ja NIPAAm-polymeerin ja erilaisten monomeerien yhteispolymerisaation seurauksena

voidaan kehittad haluttuja ominaisuuksia omaavia materiaaleja.}’ Valmistettu PNIPAAM-PEG-



hydrogeeli ei ole biohajoava, mutta se lis&a solujen tarttumista ja geelin bioyhteensopivuutta.
Tassa tapauksessa geelin hajoaminen ajan kuluessa olisi haitallista, silla hydrogeelin
muodostama 3D-tukiranka tarjoaa mekaanista tukea hermokudoksen muodostumiselle.
PNIPAAmM-pohjaiset hydrogeelit muodostuvat in situ ilman ristisitoutumista, minka vuoksi

geelit voisivat muotoutua myds epasaanndllisen muotoiseen hermovauriokohtaan. 8
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Kuva 3. Poly(N-isopropyyliakryyliamidin) rakennekaava.

3.2 Polyvinyylialkoholihydrogeelit

Polyvinyylialkoholi (PVA) on suhteessa muihin polymeereihin vaivattomasti muokattava ja
funktionalisoitava seka myos hydrofiilinen ja bioyhteensopiva (kuva 4). Martens et al.'® ovat
tutkineet, miten PVA:n maarén, hydrolyysin, paéketjun molekyylipainon ja funktionaalisten
ryhmien tiheyden muuttaminen vaikuttaa PVA-hydrogeelin vetomekaanisiin ominaisuuksiin.
Kaikki nelja tutkittua tekijad vaikuttivat PVA-hydrogeelin turpoamiseen, mutta PVA-
polymeerin prosentuaalisella maaralla hydrogeelissa oli siihen suurin vaikutus. Kun PVA:n
maarad kasvatettiin, hydrogeelista tuli lujempi, miké johtuu siitd, ettd PVA-ketjujen maarén
kasvaessa polymeeriketjujen fysikaalisen kietoutumisen todennakoisyys kasvaa. Vahemman
hydrolysoituneen (83%) PVA-hydrogeelin havaittiin olevan hieman lujempi kuin 98%
hydrolysoituneen geelin, silla PV A-padketjun hydrolyysi vaikuttaa ketjuissa ja ketjujen valilla
oleviin vetysidoksiin. Muutokset ketjuvuorovaikutuksissa ennen polymerisaatiota vaikuttavat
lopulliseen  PVA-hydrogeelin  verkkorakenteeseen. PVA-paaketjun  molekyylipainon
kasvattamisen seurauksena hydrogeelin viskositeetti kasvoi. PVA:n funktionaalisten ryhmien
tiheyden kasvattaminen vahensi geelin turpoamista, minka seurauksena geelin rakenne

vahvistui.®
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Kuva 4. Polyvinyylialkoholin rakennekaava.



PVA-hydrogeeli voi tukea mekaanisesti hermosolujen kasvua, mutta funktionalisoimattomana
se el kykene edistdimadn solujen selviytymistd ja kehittymistd. Funktionalisoimalla PVA-
hydrogeeli gelatiinilla (Gel) ja serisiinilla (S) hermosolut pystyvét tarttumaan geeliin ja solujen
elinkyky paranee.?® Neuronien ja gliasolujen eli hermotukisolujen onkin havaittu kasvavan ja
erilaistuvan tillaisessa hajoavassa PVA-pohjaisessa hydrogeelissa.?! Tutkimuksessa gliasolut
edistivat hermosolujen kasvua. Kun gliasoluja kasvatettiin yhtdaikaisesti hermosolujen
kaltaisten PC12-solujen kanssa PVA-SGel-hydrogeelissg, soluilla oli hyva elinkyky ja PC12-
solut erilaistuivat toiminnallisiksi hermosoluiksi. Gliasolut tarjosivat PC12-soluille fysikaalista
tukea, silld niiden aksonien pituuskasvu tehostui huomattavasti ja neuronit jarjestaytyivét
hermoverkkorakenteiksi. Viereiset hermoverkot liittyivat toisiinsa ja muodostivat suuremman,
kauttaaltaan PVA-SGel-hydrogeeliin levittdytyneen hermoverkoston. PVA-SGel-hydrogeelin
hajoaminen ei estdnyt hermoverkkojen muodostumista. Kun PC12-soluja kasvatettiin ilman
gliasoluja, aksoneilla havaittiin ainoastaan tehostunutta kasvua, ei jarjestaytymistd eika

hermoverkoston muodostumista.?*

4 Luontaiset hydrogeelit

4.1 Kollageenihydrogeelit

Kollageeni on sidekudoksen ja soluvéliaineen yleisin proteiini. Kaikki kollageenin tyypit
koostuvat kolmesta polypeptidiketjusta muodostuvasta kolmoiskierteestd. Tassa alaluvussa
késiteltavat kollageenihydrogeelit koostuvat tyypin | kollageenista, joka on nisakkaissa
yleisimmin esiintyva ja séikeitd muodostava kollageenin tyyppi.?? Kollageenihydrogeelien
biohajoavuuden ja bioyhteensopivuuden vuoksi ne ovat sopivia materiaaleja luonnollisen
hermosoluviliaineen jaljittelyyn.?*?* Jo vuonna 2000 kollageenihydrogeelien on havaittu
tukevan hermoesiastesolujen kasvua kasvutekijan lasna ollessa ja myds tukevan hermosolujen

erilaistumista.?®

Koh et al.? ovat tutkineet hermosolujen kaltaisten PC12-solujen kasvua monikanavaisessa
kollageenihydrogeelissa (MCCG). Kontrollina solukokeille kaytettiin vastaavaa soluviljelméaa
normaalissa kollageenihydrogeelissd (COL). MCCG:ssa kollageenisdikeet ovat suuntautuneet
kehamaisesti kanavarakenteiden ympérille (kuva 5a). Solujen havaittiin olevan kanava-alueilla
ja aksonien kasvavan kanavia ympéroivassd kollageenimatriisissa. Solujen kasvussa
kiinnitettiin erityisesti huomiota aksonien Kkaltaisten haarakkeiden kasvuun geeleissa.

Tutkimuksessa havaittiin MCCG:n ohjaavan aksonien suuntautumista. MCCG:ssd aksonit



kasvoivat jarjestdytyneemmin kuin COL:ssa. MCCG:n pinnan l&hella aksonit pidentyivéat
yhdensuuntaisesti ja pitkin kanavien pintaa (kuva 5b). Sivulta katsottuna aksonit levisivat

kohtisuoraan kanavarakenteisiin nahden ja kollageenikuituja pitkin (kuva 5¢).
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Kuva 5. a) Kollageeniséikeiden (punainen) ja kanavien (valkoinen) sijoittuminen MCCG:ssa
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sivusta ja ylhaalta katsottuna. b) Aksonien (keltainen/vihred) suuntautuminen lahella
MCCG:n kanavien pintaa ylhaalta katsottuna. c) Sivulta katsottuna aksonien levittdytymista
MCCG:ssa kollageeniséikeiden suuntaisesti (keltainen nuoli) ja kohtisuoraan kanaviin ndhden

(sininen nuoli).?® http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/.

Kun kollageenihydrogeeliin lisdtddn magneettisia partikkeleita (MP) ennen geeliytymisté,
pystytddn kollageenisdikeitd ja magneettisia partikkeleita suuntaamaan magneettikentan
avulla.?* Geelinmuodostuksen aikana partikkelit kerdytyvat ketjuiksi, jotka suuntautuvat
magneettikentén kenttéviivojen suuntaisesti (kuva 6b, d). Kollageenisdikeiden suuntautumisen
on havaittu korreloivan MP-ketjujen suuntautumisen kanssa, kun gelaatio tapahtuu
magneettikentdn vaikutuksessa. Magneettiset nanopartikkelit (MNP) eivat ilman

magneettikenttaa kykene suuntaamaan kollageenisaikeita yhdensuuntaisesti (kuva 6a).2*

On esitetty, ettd sddnndnmukaisesti jarjestaytyneet kollageenisdikeet voisivat vaikuttaa siihen,
mihin suuntaan hermosolujen viejahaarakkeet kasvaisivat geelissa.?* Neuronien kasvua
tutkittiin jarjestaytyneista kollageenisdikeista ja MP-ketjuista koostuvassa hydrogeelissa (kuva
6b, d). Kontrollina kéytettiin muuten vastaavanlaista hydrogeelid, mutta siind kollageenisaikeet
olivat sattumanvaraisesti suuntautuneita (kuva 6c). Solut laitettiin jo ennen geeliytymista
kollageenista ja MP:sta koostuvaan suspensioon, jotta solujen kasvu ja geeliytyminen
tapahtuisivat samanaikaisesti. Neuroneiden havaittiin olevan pidempid ja paremman
suuntatarkkuuden omaavia, kun ne olivat kasvaneet jarjestaytyneiden kollageeniséikeiden ja
MP-ketjujen joukossa (kuva 6e). Neuroneista merkittava osa oli suuntautunut magneettikentén
suuntaisesti.?* Taman perusteella kollageeniséikeiden suuntautuminen vaikuttaa hermosolujen

kasvuun, mutta MP-ketjujen suuntautuminen ei.



Kuva 6. a) Pyyhkaisyelektronimiroskooppikuva (SEM) MNP:ta siséltavasta

kollageenihydrogeelista. b) SEM-kuva samasta geelistd, mutta magneettikentan
vaikutuksessa. Valkoinen nuoli osoittaa kollageenisdikeiden osittaista suuntautumista ja
punainen nuoli magneettisten partikkelien kerdytymista ketjuiksi. Kokoluokka = 40 um. c)
Konfokaalinen heijastusmikroskooppikuva (CRM) magneettikentén vaikutuksessa
geeliytyneesté kollageenihydrogeelistd (vaaleansininen) ilman MNP:ta ja d) MNP:n lasna
ollessa. Kokoluokka = 75 um. e) CRM-kuva magneettisesti suunnatussa, MNP:ta siséltdvéassa
kollageenihydrogeelissa 7 pdivan aikana kasvaneesta hermosolusta. Keltainen katkoviiva
kuvaa aksonin ja kollageeniséikeiden yhdensuuntaisuutta. Kokoluokka 100 pum. Adapted with

permission from ref. 24. Copyright 2016 American Chemical Society.

4.2 Silkkifibroiinihydrogeelit

Silkki on luonnossa esiintyva polymeeri, joka koostuu fibroiini- ja serisiiniproteiineista,
Fibroiini on silkin rakenteellinen proteiini, ja vesiliukoinen serisiini sitoo fibroiinikuidut
yhteen. Silkkifibroiinipohjaiset hydrogeelit soveltuvat pitkéaikaiseen soluviljelyyn niiden
kemiallisen stabiilisuuden ja optisen lapinakyvyyden vuoksi.?® Tassa alaluvussa kasiteltavat

silkkihydrogeelit sisélsivat Bombyx mori -silkkitoukan silkkifibroiinia (kuva 7a).
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E silk fibroin silk fibroin
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Kuva 7. Kahden eri aminohappojarjestyksen omaavien silkkifibroiinien rakenteet ja
vuorovaikutukset gelaation aikana. a) Silkkihydrogeelin muodostuminen vaiheittain. b)
Kaaviokuva gelaatiomekanismista. Adapted with permission from Bhunia, B. K. and Mandal,
B. B., Exploring gelation and physicochemical behavior of in situ bioresponsive silk
hydrogels for disc degeneration therapy, ACS Biomater. Sci. Eng., 2018, 5, 870-886.
Copyright 2018 American Chemical Society.

Silkkihydrogeelit muodostuvat fysikaalisen ristisitoutumisen seurauksena. Ristisitoutuminen
tapahtuu B-levyjen muodostavien aminohappojen hydrofobisten kokonaisuuksien valilla (kuva
7b). Ympéristossa tapahtuvat muutokset, kuten pH:n aleneminen, lampdétilan kasvaminen,
muutokset osmolariteetissa tai aiheutunut leikkausjannitys, aktivoivat ristisitoutumisen.?’
Silkkihydrogeelien on havaittu hajoavan hitaasti verrattuna muihin hydrogeeleihin: hajoaminen
voi kestad useista viikoista kuukausiin, kun taas fibriinihydrogeelin on havaittu hajoavan taysin
kuudessa péivassa ja kollageenigeelistd oli jaljella vain 17 % 12 péivéan jalkeen. Hitaan
hajoamisen vuoksi silkkipohjaiset hydrogeelit antaisivat hermovaurioille enemmén aikaa

korjaantua in vivo.?®

Silkkihydrogeeleissa (pitoisuudet 1,2,4, ja 8%) linnun alkion dorsaalisen hermosolukertyméan
(cDRG) neuriitit olivat kasvaneet enemmaén ja tihedmmin kuin kollageenigeelissd. cDRG:ta

kéytetddn yleisesti hermosolujen kasvamisen ja uusiutumisen mallina. Vaikka
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silkkihydrogeelien elastisuus vastasi hermosolujen ja hermokudoksen elastisuutta, neuriittien
kasvunopeudessa havaittiin merkittava ero pitoisuuksiltaan erilaisten silkkihydrogeelien valilla.
Tamaén on arveltu johtuvan monien tekijoiden yhdistelmasta, kuten kasvualustan fysikaalisista

ominaisuuksista ja solujen biologisista vasteista.?

4.3 Gelatiinihydrogeelit

Gelatiinipohjaisen hydrogeelin sdhkon- ja ionijohtavuutta on parannettu lisadmalla geeliin
aniliinidimeeria (AD), jonka johtavuus on kymmenkertainen verrattuna gelatiiniin (kuva 8).
AD:lla on useita suotuisia vaikutuksia gelatiinihydrogeelin ominaisuuksiin: AD:n alhaisen
molekyylipainon vuoksi se hajoaa, ja puhdistetaan munuaistoiminnan kautta. Liséksi gelatiini-
AD:n hajoamisnopeutta hydrogeelissé voidaan saadelld muuttamalla AD:n pitoisuutta. AD on
hydrofobinen yhdiste ja estdd ndin veden diffuntoitumisen geeliin vettahylkivien
vuorovaikutusten seurauksena. Tutkimuksissa havaittiin, ettd PC12-solujen toiminta oli
ihanteellista AD:ta sisaltdvassé gelatiinihydrogeelissd. Solujen tarttuminen ja neuriittien kasvu

oli solujen toiminnan kannalta suotuisaa. %

N
H q '"'/\([)r &
) HULN |
N () N
H O HO” ~0 H/\g/
HNYNH

0]

NH-
Kuva 8. Gelatiinin rakennekaava.

Toisaalta poly(3,4-etyleenidioksitiofeeni):n (PEDOQT) siséllyttamisen
kitosaanigelatiinihydrogeeliin ~ (Cs/Gel) on  my6s havaittu  parantavan  geelin
sahkoénjohtavuutta.?® PEDOT/Cs/Gel-tukiranka muodostui rajapintapolymeroinnin
seurauksena:  Cs/Gel-hydrogeelin  polymeeriketjujen  pinnoille  lisattiin ~ PEDOT-
nanopartikkeleja (kuva 9). Jotta Cs/Gel-hydrogeelin soluille suotuisa huokoinen 3D-rakenne
saatiin séilytettyd, EDOT:n polymerisointi tapahtui in situ Cs/Gel-hydrogeelissd. PEDOT:n
havaittiin sdhkonjohtavuuden liséksi parantavan hydrogeelin stabiilisuutta: PEDOT tiivisti
Cs/Gel-hydrogeelin  rakennetta ja PEDOT:ia siséltdvat Cs/Gel-hydrogeelit hajosivat
entsymaattisesti hitaammin kuin Cs/Gel-hydrogeelit. Lisaksi PEDOT vahvisti hydrogeelin
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termodynaamisia ominaisuuksia eik&d solujen lisdédminen PEDOT/Cs/Gel-tukirankaan
muuttanut sen sahkonjohtavuutta.?

freezing ¢
crosslinking — [5 ]
\__ \ £,
Cs/Gel Cs/Gel scaffold APS solution  Hexane (EDOT) PEDOT/Cs/Gel scaffold
b Cs/Gel scaffold PEDOT/Cs/Gel scaffold

Interfacial pol\menzahon

v = Chitosan
od bdd pd ) s Gelatin
) 4 - ©  APS
A A AR * EDOT
CooH om  Coom OH **  PEDOT

l ! ! e — Hydrogen bond

Kuva 9. a) PEDOT/Cs/Gel-tukirangan synteesireitti. b) Rajapintapolymeroinnin seurauksena
muodostuneet PEDOT:n vetysidokset Cs/Gel-tukirangan pinnalla. Republished with
permission of Royal Society of Chemistry from ref. 29; permission conveyed through

Copyright Clearance Center, Inc.

Solukokeissa PEDOT:n havaittiin parantavan Cs/Gel-hydrogeelien bioyhteensopivuutta,
hermosolujen ja neuriittien kasvua sek& hermosolujen Kiinnittymistd geelin rakenteiden
pinnoille.?® PEDOT:n paateltiin lisdavan Cs/Gel-hydrogeelien bioyhteensopivuutta sen
hydrofiilisuutta lisddvan vaikutuksen vuoksi, silla hydrofiilinen kasvualustan pinta on suotuisa
solujen kiinnittymiselle ja kasvulle. Vaikka PEDOT on hydrofobinen polymeeri,
PEDOT/Cs/Gel-tukiranka oli hydrofiilisempi verrattuna Cs/Gel-tukirankaan. Taman arveltiin
johtuvan PEDOT:n lisddmastd hydrogeelin pinnan epatasaisuudesta, joka kasvattaa
hydrofiilisuutta. PEDOT:n havaittiin lisddvan solujen Kiinnittymisté tukirangan pintaan, mink&
arveltiin johtuvan PEDOT:n nanokokoluokan rakenteesta. Liséksi tukirangan sahkénjohtavuus
lisad solujen kiinnittymistd. Hermosolujen kasvaessa ne levittaytyivat hydrogeelin rakenteiden
pinnoille, ja SEM-kuvista havaittiinkin pintojen olevan p&&osin hermosolujen peitossa.
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Hermosolujen elinkykyyn keskittyvissé kokeissa Cs/Gel-hydrogeelin hajoamistuotteiden ei

havaittu olevan solumyrkyllisia.?

5 Grafeeni- ja hiilinanoputkipohjaiset hybridihydrogeelit

Grafeeni ja siitd koostuvat hiilinanoputket (CNT) lisddvat hermosolujen Kiinnittymista
hydrogeeliin ja parantavat geelin johtavuusominaisuuksia, mikd on suotuisaa hermosolujen
kehittymisen ja toimivien hermoverkkojen muodostumisen kannalta. Lisaksi hiilinanoputkien
bioyhteensopivuutta lisdd niiden sylinterimdinen muoto, joka muistuttaa hermosolujen

aksonien rakennetta.®°

5.1 Synteettisia polymeereja sisaltavat hybridihydrogeelit

Grafeenin on havaittu parantavan huomattavasti polyakryyliamidi (AM)-hydrogeelien
ominaisuuksia hermosolukasvatuksen kannalta. AM-hydrogeelien huokoskokoa pystytddn
muuntelemaan séatelemalld grafeenin pitoisuutta geelissa: kasvattamalla grafeenin pitoisuutta
saadaan huokoskokoa pienennettyd. Huokoskoko vaikuttaa geelin turpoamisasteeseen siten,
ettd mitd pienempi huokoskoko, sité alhaisempi geelin turpoamisaste on. Grafeenin on havaittu
mahdollistavan hermosolujen  kiinnittymisen ja aktiivisten synaptisten verkkojen
muodostumisen AM-hydrogeeleissd, mikd ei ole yhtd tehokasta ilman grafeenia.
Tehokkaamman solujen kiinnittymisen on arveltu aiheutuvan proteiinien eri adsorptioasteista
eli miten tehokkaasti ne Kiinnittyvat johonkin pintaan. Grafeeni tehostaa mahdollisesti

proteiinien kiinnittymista.3!

Moniseindisten hiilinanoputkien (MWCNT) ja polyuretaanin (PU) sisallyttdmisen
fibriinihydrogeeliin on havaittu lisddvan sen sédhkdnjohtavuutta ja lujuutta sekd hidastavan
geelin hajoamisnopeutta. MWCNT:n lisédminen PU-séikeisiin kavensi niiden halkaisijaa, milla
voi olla suotuisa vaikutus solujen tarttumiseen ja erilaistumiseen. Néiden ominaisuuksien
ansiosta fibriini-PU-MWCNT-hydrogeeli muodosti kantasoluille kasvuympariston, joka edisti
solujen tarttumista, elinkykyisyyttd ja kasvua, joka on suotuisa kasvuympéristd myos
hermosoluille. Kantasolut alkoivat kuitenkin muistuttaa muodoltaan sidekudossoluja, joten

tallainen kasvuymparisto voisi soveltua kasvualustaksi jo erilaistuneille hermosoluille.?

Liu et al.®® ovat tutkineet, miten grafeeni- ja hiilinanoputkikomponentteja siséltidva johtava ja
positiivisesti varautunut kasvualusta vaikuttaa hermosolujen kasvuun. Johtavan ja positiivisesti

varautuneen pinnan omaavan hydrogeelin havaittiin parantavan hermosolujen kiinnittymisté,
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erilaistumista ja kasvua. Hermosolujen on aiemmin vahvistettu suosivan johtavia kasvualustoja,
jotka voivat edistéa solun sisalla ja solujen valilla tapahtuvaa sahkdstimulaatiota. PC12-solujen
kasvua tutkittiin oligo(polyetyleeniglykoli)fumaraatti (OPF) pohjaisissa hydrogeeleissa (kuva
10a). OPF-hydrogeelista saatiin johtava lisédmaélla siihen grafeenioksidiakrylaattilevyja (GOa
sheets) ja poly(etyleeniglykoli)akrylaattia siséltavia hiilinanoputkia (CNTpega). Positiivisesti
varautunut hydrogeelin pinta saatiin lisadmalla 2-
(metakryloyyloksi)etyylitrimetyyliammoniumkloridia  (MTAC).  Kontrollina  kokeissa
kaytettiin OPF-hydrogeelid, joka on varaukseton eiké johtavaa materiaalia.®

Positiivisesti varautuneessa ja johtavassa rGOaCNTpega-OPF-MTAC-hydrogeelisséd (kuva
10b) hermosoluja tarttui enemman hydrogeelin pinnalle, ja ne levisivat laajemmalle alueelle
kuin OPF-hydrogeeleissa vastaavat kasvatetut hermosolut. Hermosolujen aksonit olivat myos
selvasti pidempida rGOaCNTpega-OPF-MTAC-hydrogeelissa ja hydrogeelin johtavuuden
havaittiin olevan l&helld luontaisen hermokudoksen johtavuutta. Havaintojen perusteella
nayttad siltd, ettd GOa-levyt ja CNTpega yhdessa edistaisivat hermosolujen toimintaa ja
kehittymista. Tutkimuksen mukaan GOa-levyt ja CNTpega tekevat hydrogeelistd mekaanisesti
kestdvdmmaén ja estévat osittain polymeeriketjuja Kiteytymastd, lisaten hydrogeelin rakenteen
stabiilisuutta. Liséksi GOa-levyt ja CNTpega-komponentit tekevat hydrogeelin pinnasta
tilvilmman ja positiivisesti varautuneen, mika on suotuisaa hermosolujen Kiinnittymisen ja
levittdytymisen kannalta hydrogeelin pinnalla. Neutraalin OPF-hydrogeelin pinnalla
hermosoluille on vahemman suotuisia kiinnittymispaikkoja johtuen tukevien rakenteiden
puutteesta ja PEG-ketjujen hylkivistd vuorovaikutuksista. Hermosolujen kasvun ero
neutraalissa hydrogeelissa verrattuna johtavassa ja positiivisen pintavarauksen omaavassa

hydrogeelissa on havainnollistettu kuvassa 10 c.33
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Neutral OPF OPF-MTAC rGOaCNTpega-OPF rGOBCNTpega-OPF-MTAC
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Kuva 10. a) Tutkimuksessa valmistettujen hydrogeelien rakenteet. b) rGOaCNTpega-OPF-
MTAC-hydrogeelin valmistus vaiheittain. ¢) Kaaviokuva hermosolujen kasvusta hydrogeelin
pinnalla (vasen) ja hiilinanoputkia seké grafeenilevyjé siséltavan hydrogeelin pinnalla (oikea).

Adapted with permission from ref. 33. Copyright 2018 American Chemical Society.

5.2 Kitiinia tai kitosaania sisaltavat hybridihydrogeelit

Kitiini on polysakkaridi ja se koostuu N-asetyyli-D-glukosamiinimonomeereisté. Kitosaani on
puolestaan Kitiinin deasetyloitu muoto. Kitiini ja kitosaani (kuva 11) ovat kemialliselta
rakenteeltaan ~ hyvin  samankaltaisia  soluvéliaineen  térkeiden  komponenttien,
glukosaminoglykaanien kanssa, mika parantaa niiden biologista yhteensopivuutta. Lisaksi
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kitiinid on runsaasti saatavilla luonnossa, kuten esimerkiksi niveljalkaisten ulkoinen tukiranka

ja dyriaisten kuoret siséltavat kitiinia.®*

(@]
OH :< OH
NH NH
0&&”" - 0&&“" T
NH 5E NH; OH
O=<
Kitiini kitosaani

Kuva 11. Kitiinin ja kitosaanin rakennekaavat.

Kitiinipohjaisten hydrogeelien sopivuutta hermokudosteknologiaan on tutkittu Kitiinin
bioyhteensopivuuden ja lujuuden wvuoksi. Kitiinihydrogeelissé hermosolut muodostavat
klustereita, koska hermosolujen vélinen affiniteetti on suurempi verrattuna solujen ja geelin
pinnan véliseen affiniteettiin. T&mén vuoksi hermosolujen kiinnittyminen geelin pintaan on
vahaistd, miké edelleen vahentaa aksonien kasvua, silla vuorovaikutukset kasvualustan ja solun
valilla ovat tarkeita sen kasvun ja kehittymisen kannalta.®® Kitiinipohjaiset hybridihydrogeelit,
jotka sisaltdvat muunneltuja hiilinanoputkia (Ch/CNTSs), omaavat hermosolukasvatuksen
kannalta ~ parempia  ominaisuuksia  verrattuna  Kitiinihydrogeeleihin.3® Néissé
hybridihydrogeeleissa Kkitiini esiintyy molekyylikimppuina, jotka vuorovaikuttavat
hiilinanoputkien kanssa pitden geelin rakenteen koossa. Tarkeimpid Ch/CNT-hydrogeelin
koossa  pitdvista  vuorovaikutuksista ~ovat elektrostaattiset  vuorovaikutukset ja
vetysitoutuminen. Sek& kitiini ettd hiilinanoputket sisaltavat hydrofiilisia ja hydrofobisia
rakenneyksikoitd, joten myods amfifiiliset vuorovaikutukset ovat keskeisid geelin rakenteen
kannalta. Tutkimuksissa havaittiin Ch/CNT-geelien olevan vahvempia kuin Kkitiinigeelit ja
niiden biologinen hajoaminen oli hitaampaa verrattuna Kitiinigeeliin. Erot johtuvat kitiinin ja
hiilinanoputkien valisista vuorovaikutuksista. Myos fysikaalisia ristisidoksia on enemman ja

tiheammin kitiinimolekyylien valilla.3

Kitiinihydrogeelien hajoamistuotteiden, glukoosiamiinin ja N-asetyyliglukoosiamiinin, ei ole
havaittu olevan soluille haitallisia. Biologisen hajoamisen seurauksena muodostuvat liuenneet
CNT:t poistuvat virtsan mukana elimistostd. Soluviljelykokeissa PC12-solujen elinkyvyn
todettiin kasvavan, kun soluviljelyn kestoa ja CNT:n pitoisuutta nostettiin. Taman perusteella
oletettiin Ch/CNT-geelien olevan biohajoavia ja soluille myrkyttdmid. Ch/CNT:ien havaittiin

lisddvan hermosolujen kiinnittymistd hydrogeeliin ja edistdvdn hermosolujen neuriittien
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kasvua. Vastaavaa ei havaittu Kkitiinigeeleissdé. Ch/CNT-geelit, joissa CNT-pitoisuus oli
suurempi (3 ja 5 wt-% verrattuna 1 wt-%) hermosolut muodostivat laajoja hermoverkkoja

aksonien ympirille.3®

Valokemiallisen ristisitoutumisen seurauksena muodostuvan kitosaanipohjaisen hydrogeelin
on havaittu tukevan neuriittien Kkolmiulotteista kasvua ja neuronien erilaistumista.®’
Valokemiallisessa ristisitoutumisessa kovalenttisten siltasidosten muodostuminen aktivoituu
valon vaikutuksesta. Kitosaanilla on positiivinen pintavaraus fysikaalisissa olosuhteissa, mika
edistad neuronien kiinnittymista. Liséksi se hajoaa vain entsyymien vaikutuksesta ja on soluille
myrkyton.®® Tutkimuksessa kaytetty kitosaani funktionalisoitiin 2-aminoetyylimetakrylaatilla
ennen gelaatiota, ja sen gelaatio tapahtuu in situ. Tallainen hydrogeeli on fysikaalisilta
ominaisuuksiltaan ja gelaatioon kuluvalta ajaltaan muunneltavampi kuin kitosaanihydrogeeli.
Solukokeissa kontrollina kitosaanihydrogeelille kaytettiin mekaanisilta ominaisuuksiltaan
vastaavaa agaroosihydrogeelid. Hermosolujen havaittiin muodostavan 5-10 solun ryhmittymia
kitosaanigeelissd, mutta vastaavaa ei havaittu agaroosigeelissé. Lisaksi kitosaanihydrogeelissa
hermosolukimpuilla havaittiin neuriitteja maarallisesti enemman ja ne olivat pidempia.®’
Agaroosipohjaisiin hydrogeeleihin on aikaisemmin lisatty Kkitosaania edistamé&an solujen

kiinnittymista geeliin, sill4 solut tarttuvat huonosti agaroosimolekyylien pinnalle.®

Y hteenveto

Hermosolujen kasvua on tutkittu niin synteettisissd kuin luontaisissakin hydrogeeleissa.
Synteettiset hydrogeelit ovat usein muunneltavampia luontaisiin hydrogeeleihin verrattuna, kun
taas luontaiset hydrogeelit ovat yleensd mekaaniselta kestavyydeltddn heikompia. Seka
synteettiset ettd luontaiset hydrogeelit ovat usein huonosti sdhkdd johtavia, mutta niiden
séhkdnjohtavuutta voidaan parantaa liséamalla niihin hiilinanoputkista tai grafeenista koostuvia
komponentteja. Tutkimusten perusteella myds AD- ja PEDOT-yhdisteiden lisédminen parantaa
luontaisten hydrogeelien sahkénjohtavuutta. Hermosolujen on havaittu kasvavan enemmén ja

levittaytyvan laajemmin paremman sahkénjohtavuuden omaavissa hydrogeeleissa.

Hydrogeelien ominaisuuksia voidaan muunnella hermosolujen kasvatuksen kannalta
suotuisiksi. Hydrogeelit ovat vaikeita ké&sitella ja rakenteeltaan heikkoja niiden suuren
vesipitoisuuden vuoksi. Vesipitoisuutta voidaan muunnella kasvattamalla polymeerien mééraa
ja pienentdamalld siten geelin huokoskokoa, jolloin vesimaard vahenee ja geelistd tulee
kestavampi. Polymeerien maaré ei saa olla kuitenkaan liian suuri, jolloin hermosoluille ei jaisi

tarpeeksi tilaa kasvaa. Hydrogeelien hajoamisnopeuden téytyy soveltua hermosolujen
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kehittymiseen kuluvaan aikaan, silla hydrogeelit antavat fysikaalisia ja biokemiallisia vihjeita
hermosoluille. N&mé& vihjeet méaéarittavat sen, miten hermosolut kehittyvéat. Hydrogeelin
hajoaminen ei ole vélttdmaton ominaisuus soluviljelyn kannalta, mutta toivottava ominaisuus

kudosimplanteissa, kuten hermokudossiirteissa.

Tutkimusten perusteella suotuisimpia hydrogeelejd hermosolujen kasvatukseen ovat
hybridihydrogeelit. Hiilinanoputkia, grafeenikomponentteja seka synteettisia tai luontaisia
polymeereja sisaltavat hybridihydrogeelit parjésivat parhaiten hermosolukasvatuskokeissa.
Positiiviset ja hyvan sdhkonjohtokyvyn omaavat komponentit kuten grafeenikomponentit seka
AD- ja PEDOT-yhdisteet tehostavat solujen kiinnittymist& hydrogeelin rakenteisiin. T&llainen

fysikaalinen vihje ohjaa ja tehostaa hermosolujen kasvua.

Hydrogeelit kehitettiin korvaamaan perinteiset soluviljelyalustat, jotta kasvatusolosuhteet
vastaisivat enemman solujen luonnollista kasvuympdristod. Hydrogeeleilla on myos
sovelluksia esimerkiksi kudosteknologiassa ja bioldaketieteessd, missd niitd kaytetddn muun
muassa kudosimplantteina ja ladkeaineiden kontrolloidussa kuljetuksessa. Hydrogeeleista
ollaan kehittdmassa ratkaisua hitaasti parantuvien hermovaurioiden korjaamiseen ja uuden

hermokudoksen muodostamiseen.
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