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Tiivistelma

Ihmisperaisten solujen optimaalisessa kasvatuksessa solun fysiologisten ymparistdtekijoiden, kuten happitoisuuden ja
lampétilan, tarkka kontrollointi on térkeda. Siitd huolimatta perinteisesti solut kasvatetaan isossa inkubaattorissa monen
muun soluviljelmén kanssa, jolloin solutason ympérist6tekijoiden kontrollointi ei onnistu. Siksi olemme kehittdmassa
millimetriluokan solukasvatusjarjestelmad, jossa integroimme kaasusyoton ja lampétilan tarkan kontrolloinnin solutason
optimaalisen kasvatusympariston luomiseksi. Ongelmana suorassa lampétilanmittauksessa solualueelta on se, ettd mittaus
voi hairité soluja ja estéa tarkean solutarkastelun optisella mikroskoopilla sek& anturin hankalamman asentamisen
solualueelle verrattuna ulkopuoliseen kohtaan jarjestelmassa. Tasta syysta olemme kehitténeet jarjestelmén, jossa
lampétilan s&atd pohjautuu epasuoralla mittauksella estimoituun solualueen lampétilaan. Jarjestelmassamme lampétilan
estimaatti saadaan yhdistamalla solualueen ulkopuolinen [ampdmittaus ja tydssa kehitelty matemaattisen malli.
Osoitamme, etté jarjestelma pystyy yllapitaméan solualueen [ampétilan 37°C noin 0.4°C tarkkuudella yli 15 tuntia.

Ihmisperéisten solujen avulla voidaan muun muassa tehdé laékeainekehitysté ja sitd kautta véhentaa
ongelmallisia eldinkokeita. Solujen menestyksellinen kasvattaminen vaatii solun fysiologisten
ymparistotekijoiden, muun muassa lampdtilan, happipitoisuuden, ja pH:n, tarkan kontrolloinnin.
Perinteisessa soluviljelyssa solut kasvatetaan isossa inkubaattorissa (37°C, 5% CO2, 20% Oz) monen
muun soluviljelmén kanssa. Tama kasvatustapa vaatii paljon manuaalista tyota, eiké
ymparistotekijoiden tarkka kontrollointi solutasolla ole mahdollista, jolloin myds niiden optimaalinen
kasvatus ei onnistu. Esimerkiksi fysiologisesti relevantti ihmisperdaisten solujen kasvuympaéristo
siséltdd normaaliin huoneilmaan verrattuna huomattavasti vdhemman happea. Matkittaessa
ihmiskehon olosuhteita maljalla tapahtuvassa tutkimuksessa solujen happipitoisuus pitaisi
useimmiten olla valilla 1% - 10%. Myds hiilidioksidin méaralla on valia. Solukasvatuksessa yleensa
kaytettavien elatusnesteen pH on riippuvainen hiilidioksidin maarésté nesteessa (tyypillisesti luokkaa
5% - 10%). Toisaalta solut ovat melko herkkia elatusnesteen pH:n muutoksille, joten hiilidioksidi
kaasun s&ato on tarkedd solujen hyvinvoinnin kannalta. Kaasujen liséksi lampdtila on oleellinen
kasvatusympériston parametri. Yleensa maksimissaan yhden asteen [ampdtilapoikkeama on sallittu
solukasvatuksessa. Tutkimuksissa on havaittu esimerkiksi sydénsolujen sykinnan merkittavaa
muutosta eri lamp@tilassa [Laurila, 2016].

Naiden syiden takia kehittelemme millimetriluokan automatisoitua solukasvatusympéristéa
kaytettavaksi jatkuva-aikaisesti inkubaattorin ulkopuolella. Jarjestelmdmme mahdollistaa solun
ymparistotekijoiden tarkemman ja nopeamman mittaamisen ja kontrolloimisen verrattuna
perinteisiin kasvatusmenetelmiin. Automatisoidummalla solukasvatuksella pystymme myds
vahentdmaan manuaalista tyota seka siité aiheutuvia hairioitd, esimerkiksi eliminoimalla ei-toivotut
lAmpotilan ja pH:n muutokset solujen tarkastamisen tai pidempikestoisempien mittausten aikana.
Kun tavoitteena on taysin automatisoitu solukasvatus, on ehdottoman tarpeellista pystya
kontrolloimaan solujen ymparistttekijoita tarkasti. Tasta syystd olemme integroineet
jarjestelmadmme lampdotilan tarkan sdadon ja sekd kaasujensyotdn, jolla pystytédén luomaan
vah&happisia olosuhteita seka yllapitamaén elatusnesteen pH optimaalisella tasolla. Valmistetut
solukasvatuskammio ja lampdanturilevy on esitelty Kuvassa 1.

Optimaalisessa solukasvatuksessa on erittéin tarpeellista pystyd mittaamaan ja ylléapitdméaén haluttu
[ampotila solualueella. Siksi ldmpdtila olisi tarpeen mitata suoraan nimenomaan solualueelta, ei
kauempaa muualta solukasvatuslaitteessa ja olettaa mittauksen patevan myds solualueelle.



Ongelma suorassa mittauksessa on se, etté se voi haitata soluja, ja toisaalta anturin asettaminen
solualueelle voi olla hankalaa ja se myds vaikeuttaa solukasvatusympariston sulkemista, samalla
kasvattaen kontaminaatioriskid. Anturi myos yleensé estéa solukasvatuksessa tarkean
mikroskopoinnin kdyton solujen tarkastelemiseen.

Edella mainittujen syiden johdosta olemme kehittdneet lampdotilasaatojarjestelmén perustuen
l&mpdtilan approksimointiin epdsuoran mittauksen perusteella. Jarjestelmassamme ei tarvitse
asentaa anturia solualueelle, koska halutun alueen lampdtilan estimaatti on saatu alueen
ulkopuolisen lampdanturin mittauksen ja tydssa kehitellyn matemaattisen mallin avulla.
Ensimmaisessé kokeessa mittasimme samanaikaisesti seké solualueen (Tsow) etté lampdlevyn (Tievy)
lampdotilaa, kuten on esitetty Kuvassa 2. Sitten, kdyttden mittausdataa ja identifiointia kehitimme
l&mpdtilan estimoinnin matemaattisen mallin. Saadulla sisédnmeno-ulostulo datalla ja MATLAB:n
avulla loimme 3.kertaluvun tilaesityksen, joka kuvaa solualueen dynaamista lampdtilaa tarpeeksi
tarkasti, kuten voi havaita Kuvasta 3. Kuvassa 4a esitetysté lohkokaaviosta ndhd&én koko lampétilan
saatojarjestelma, jossa takaisinkytkentahaarassa mitatulla ulkopuolisen anturin lampétilalla (Tievy)
seké luodulla mallilla estimoidaan halutun alueen lampotilaa (Test), jota sitten verrataan
asetusarvoon. Demonstroimme, kuinka jarjestelméa pystyy yllapitaméaén soluymparistén lampdétilan
epasuoralla mittauksessa. Tassa kokeessa mittasimme myos solualueen lampétilan (Tsow) ja
vertailimme miten mitattu ja estimoitu solualueen lampdtila erosivat toisistaan. Tulosten perusteella
jérjestelma pystyy yllapitdmaan solualueen lampdtilan asetusarvossa 37°C noin 0.4°C tarkkuudella
yli 15 tuntia, kuten on esitetty Kuvassa 4b.

Kuva 1: a) Lampdanturilevyn skeema ja kdytetty anturi suurennettuna, seka b) solukasvatuskammio
valmistetun lampdanturilevyn paalla.
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Kuva 2: a) Mittausjarjestely: 1) solukasvatuskammio sisaltden 1 ml nestettd, 2) lampdanturilevy, 3)
l&mmityslevy (ITO-levy), 4) pt100 anturi jonka data antaa lamp@tilan Tievy, ja 5) kontrolleri ja b)
identifiointimallin luomiseen kéytetty mittaus.
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Kuva 3: a) Lohkokaavio esittad, kuinka solualueen lampdtila (Tsoy) estimoidaan (Test) perustuen levyn
l[&mpdtilan mittaukseen pt100-anturilla (Tievy), ja b) MATLAB:n ja identifioinnin avulla saadun mallin

vertailu mittausdataan.
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Kuva 4: a) Séatojarjestelmén lohkokaavio, b) mittausdata, jossa tavoitteena on yllapitéda 37°C
solualueella levyn lampdtilan perusteella.
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