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TIIVISTELMA

Timéi kanditaatintyd on tehty Oulun yliopiston Tieto- ja Sihkotekniikan tiedekunnassa
Mikroelektroniikan tutkimusryhmiissa. Tassa kandidaatintyossa kasitellédin johtavia it-
sekorjautuvia elastomeeriseoksia bioelektroniikassa ja biolidiketieteessi. Tyossi kiytet-
tavit materiaalit valmistetaan ensiksi kemian laboratoriossa, jonka jilkeen sen karakte-
risointia jatketaan solulaboratoriossa. Pyrimme optimoimaan niytteita bioelektroniikan
ja biolaiketieteen sovelluksiin bioyhteensopivuuden, solujen Kiinnittymisen ja lisédinty-
misen seké johtavuuden suhteen. Esille nostetaan alustavia tutkimustuloksia, joita on jo
saatu. Lopuksi pohditaan, kuinka materiaalin kehittimisti voidaan jatkossa jatkaa.
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ABSTRACT

This bachelor thesis was done at the University of Oulu in the Faculty of Information
Technology and Electrical Engineering, in the Microelectronics Research Group.The the-
sis examines conductive self-healing elastomer composites for bioelectronics and biomed-
icine. The materials used in this work are first prepared in a chemistry laboratory, after
which its characterization continues in a cell laboratory. Our goal is to optimize the sam-
ples for bioelectronics and biomedical applications in terms of biocompatibility, cell ad-
hesion and proliferation, as well as electrical conductivity. The thesis also presents pre-
liminary research results that have already been obtained. Finally, we discuss how the
development of the material can be further advanced in the future.
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1 JOHDANTO

Materiaalitekniikka kehittyy jatkuvasti. Tarvitsemme tulevaisuudessa uusia materiaaleja bio-
ladketieteen sovelluksiin sekd bioelektroniikkaan. Pehmeit sekd venyvit elektroniikan materi-
aalit ovat avainasemassa nykyisin uuden elektroniikan sovelluksien kehityksessd. Néitd mate-
riaaleja voidaan hy0dyntdd tulevaisuudessa myds bioelektroniikassa sekd biolddketie-
teessd.[1][2]

Biolddketiede on tutkimusala, joka yhdistié lddketieteen ja luonnontieteet. Se tutkii ihmiske-
hon toimintaa solu- ja molekyyli tasolla. Sen avulla voimme ymmartid esimerkiksi sairauksien
syntymekanismeja ja kehittdd parempia hoitomuotoja sairauksiin.[3] Bioelektroniikassa kudok-
set ja solut ovat yhteydessa elektroniikkaan. Esimerkiksi implantoitavat syddmentahdistimet
ovat bioelektroniikkaa. Bioelektroniikan kehityksestd kdydddn jatkuvaa kilpailua ja sen kehi-
tyskulku kasvaa tulevaisuudessa. [2]

Bioelektroniikka ja biolddketieteen sovellukset aiheuttavat materiaaleille uudenlaisia vaati-
muksia, silld niiden tulee kestdd niiltd vaaditut olosuhteet. Ihmisen elimistd reagoi erilaisilla
kudosreaktioilla jaykkiin vierasesineisiin. Kudosvasteet vaihtelevat suuresti eri kudosten vi-
lilld. Kudoksen tyyppi, fysiologinen tila ja sairaudet vaikuttavat sithen, miten materiaaleihin
reagoidaan. Tdma aiheuttaa haasteita materiaalikehitykselle. [4][5] Kehitys vaatii moniamma-
tillista yhteistyotd, jotta ndma haasteet saadaan huomioitua. Jos tuote halutaan markkinoille,
tulee sille suorittaa liséksi lain vaatimat testaukset, joka luo myos haasteita [6].

Vaativat olosuhteet aiheuttavat suuremman riskin materiaalin ja laitteiden sdahkdiselle tai me-
kaaniselle vikaantumiselle. Laitteen korjaaminen tai vaihtaminen voi olla esimerkiksi implan-
toitaville laitteille todella haastavaa tai mahdotonta. Johtavat itsekorjautuvat elastomeeriseokset
voivat olla ratkaisu ndihin ongelmiin, silld niiden sisddnrakennettu materiaalitason itsekorjau-
tuvuus voi parantaa suorituskykyé ja toimivuutta pitkélld aikavélilla. Poikkeuksellinen materi-
aalirakenne luo my0s uusia kédyttokohteita ja mahdollistaa monikdyttdisyyden [2][7].

Nykyisin jo kédytossd olevia pehmeitd materiaaleja ovat esimerkiksi hydrogeelit ja siliko-
nipohjaiset materiaalit. Polymeeripohjaiset hydrogeelit ovat suosittuja materiaaleja bioldéketie-
teessd. Niiden etuna on kyky sitoa itseensd suuri méérd vettd. Niitd voidaan kéyttdd esimerkiksi
kudosteknologiassa, farmasiassa, diagnostiikassa ja implanteissa [8]. Silikoni on pii-happi run-
koon perustuva polymeeri, joka on yleensa lddketieteellisessd kdytossd elastomeeri. Sitd kiyte-
tddn mm. implanteissa, haavanhoidossa ja ladkinnallisissd vilineissd. [9]

Tassd tutkielmassa tarkastellaan johtavia itsekorjautuvia elastomeeriseoksia, jotka voivat tu-
levaisuudessa soveltua biolddketieteelliseen kiyttdon sekd bioelektroniikkaan. Materiaali on
kehitetty Oulun yliopistossa, jossa sen kehitys jatkuu edelleen. [10][11] Tutkielmassa tutustu-
taan materiaalin valmistamiseen ja ndytteiden karakterisointiin. Ndytepaloja testataan fibroblas-
teille, jotka ovat ihmisen sidekudoksen perussoluja [12]. Pyrimme optimoimaan niytteitd bio-
elektroniikan ja biolddketieteen sovelluksiin bioyhteensopivuuden, solujen kiinnittymisen ja li-
saantymisen sekd johtavuuden suhteen. Esille nostetaan alustavia tutkimustuloksia, joita on jo
saatu. Lopuksi pohditaan, kuinka materiaalin kehittdmistd voidaan jatkossa jatkaa.



2 KOKEELLISET MENETELMAT

Téssd kappaleessa késitellddn elastomeeriseosten valmistaminen, inkubointi kasvualustassa
sekd tyossa kédytetyt karakterisointimenetelmait.

2.1 Elastomeeriseosten valmistaminen

Tutkimuksessa kéytettdvit niytteet koostuvat kahdesta osasta eri kerroksissa. Pohjalla on elas-
tomeerisubstraatti, jota kutsutaan EC7-CNT:ksi. Substraatin pinnalle tehddén johtavakerros
siirtopainatuksella, jossa poly(3,4-etyleenidioksitiofeeni): polystyreenisulfonaatti (PE-
DOT:PSS) -pohjainen elastomeerikalvo siirretdén jélkikéteen substraatin pinnalle. Molemmat
osat valmistetaan erikseen ja ne liitetddn lopuksi toisiinsa.

Materiaalin valmistaminen aloitetaan EC7-CNT:n valmistamisesta, joka toimii pohjana kai-
kille materiaalirakenteille. Valmistaminen esitetdéin Kuvassa 1. Ensimmaiseksi hiilinanoputket
(CNT) punnitaan ja joukkoon lisdtdédn tolueenia. Tdmén jélkeen seos ultraddnitetddn, jotta ai-
neet esisekoittuvat. Boorioksidinanopartikkelit (B2O3) punnitaan jauheena ja sekoitetaan A-
komponentin kanssa morttelissa. Hydroksyyliterminoitu polydimetyylisiloksaani (PDMS-OH)
ja CNT/tolueeniseos yhdistetddn ja sekoitetaan keskenéddn. Tdmai seos lisdtddn B.O3/A-kompo-
nentti seokseen. B-komponentti toimii kovettajana ja se lisdtdan lopuksi seokseen. Sekoituksen
jélkeen seos voidaan kayttdd vakuumissa, jotta ilmakuplat poistuvat. Seos nauha valetaan ha-
luttuun paksuuteen tai valetaan késin muottiin. Tdmaén jélkeen elastomeerisubstraatti laitetaan
70 asteiseen uuniin, jossa se on viahintddn 24 tuntia ennen kuin sitd voidaan kayttéa.

EC7-CNT:n valmistaminen ja koostumus
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Kuva 1. EC7-CNT-substraatin valmistaminen.

PEDOT: PSS-pohjaisen elastomeerikalvon valmistus aloitetaan kuivatusvaiheesta, jossa ve-
siliukoinen PEDOT: PSS-komponentti ja dimetyylisulfoksidi (DMSO) pipetoidaan dekantteri-
lasiin. DMSO:n méiéra riippuu halutusta konsentraatiosta/tilavuusosuudesta. Seosta kuivatetaan
noin 41 % ladhtopainosta (Kuva 2). Kuivatuksen jélkeen seokseen lisdtddn haluttu surfaktantti.
PEDOT: PSS-pohjaisissa elastomeereissa (2PEC7) voidaan kdyttdd erilaisia surfaktantteja,
joita ovat esimerkiksi kaupalliset nimikkeet kuten Tween 20, Tween 80, Triton X100, tai Brij
58. Surfaktantti ja sen tilavuusosuus vaikuttaa merkittdvasti 2PEC7-kalvon johtavuuteen. Sur-
faktanttien ja DMSO:n maarii sdddellddn samanaikaisesti, jotta ndytteet pysyvit johtavina. Lo-
puksi joukkoon lisdtdén vield CNT/tolueeniseos ja PDMS-OH. Néiden lisdyksen jilkeen seos
nostetaan jddkaappiin viilentymaan, jossa sen tulee olla vihintddn kaksi tuntia, mutta mieluusti
vuorokausi (Kuva 2).



Kun seos on viilentynyt, voidaan siihen lisdtd loput aineet. BoO3 punnitaan ja sekoitetaan
morttelissa yhdessd A-komponentin kanssa. Tamén jdlkeen huoneen lampotilassa ollut viilen-
netty seos lisdtddn joukkoon. Lopuksi seokseen lisdtdédn B-komponentti, joka toimii kovetti-
mena. Seos valetaan nauhavaluna metallikehikon avulla polyeteenitereftalaatin tai polytetraf-
luorieteenin pédlle riippuen seoksen koostumuksesta. Metallikehikon raon avulla voidaan sai-
tad kalvon paksuutta. 2PEC7-kalvon tulee olla 70 asteisessa uunissa vihintdédn tunti, jonka jal-
keen se voidaan siirtdd substraatin pintaan.

PEDOT: PSS
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Kuva 2. 2PEC7 kalvon valmistaminen.

Palat liitetdéin yhteen asettamalla 2PEC7-kalvo substraatin péélle. Tarkedd on huomioida,
ettd johtava puoli on oikein pdin, jotta ndytteiden yldpinta sdilyy johtavana siirtopainatuksen
jéalkeen. 2PEC7-kalvo siirretddn siirtoalustan kanssa substraatin paille ja siirtoalustan irrotus
tapahtuu, kun materiaalirakenne on ollut uunissa lyhyen aikaa. Yhdistettyjen kalvojen annetaan
olla 70 asteisessa uunissa vahintdén tunti, jonka jilkeen niytepalat voidaan leikata halutun ko-
koisiksi (Kuva 3). Yksittdiset palat ovat kooltaan yleensd noin 1 cm x 1 cm. Valmiit ndytteet
sdilytetddn muovirasioissa huoneenlammaossi (Kuva 3).

Kuva 3. Kuvassa eri koostumuksella tehtyja ndytepaloja.
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2.2 Inkubointi kasvatusalustassa

Kasvatusalusta sisdltdd monimutkaisen seoksen erilaisia ainesosia, kuten aminohappoja, glu-
koosia, vitamiineja, suoloja sekd kasvutekijoiti, jotka voivat adsorboitua materiaalien pinnoille
ja muodostaa kalvon. Nami komponentit vaikuttavat myos kasvatusalustan ionivahvuuteen,
mika voi puolestaan vaikuttaa 2PEC7-pohjaisen materiaalin sihkdnjohtavuuteen muuttamalla
varauksia, ionien sitoutumista sekd polymeeriketjujen vélisid vuorovaikutuksia. Lisdksi kasva-
tusalustan koostumus voi muuttaa veden imeytymistd kalvoihin, mikd vaikuttaa niiden tur-
poamiskayttdytymiseen ja voi aiheuttaa pitkdaikaisia muutoksia johtavuudessa.

Kuvan 3  kaltaisten nédytteiden stabiilisuuden arvioimiseksi  realistisissa
soluviljelyolosuhteissa suoritettiin inkubointikokeita seuraavasti. Ennen inkubointia kaikki
ndytepalaset sterilisoitiin Sensor Steril ARTEM Mod. Sensor Art. 600901/1-laitteella, joka
kayttad UV-C-valoa. Steriloidut néytteet siirrettiin tdmén jdlkeen 24 kuoppaiselle
soluviljelylevylle. Kasvatusalusta valmistettiin kéyttdien DMEM/F12-viliainetta ilman
glutamiinia (Gibco), johon liséttiin sikion naudan seerumia (Fetal Bovine Serum, FBS, Gibco),
L-alanyyli-L-glutamiini-dipeptidid (GlutaMAX, Gibco) sekd penisilliinistreptomysiinid
(ThermoFisher). Jokaiseen kuoppaan liséttiin yhteensd 2 ml kasvatusliuosta. Naytelevyja
inkuboitiin Heracell™ VIOS 1601 CO: -inkubaattorissa (Thermo Fisher Scientific) 37 °C:n
lampdtilassa ja 5 % COz-pitoisuudessa 3, 7, 14, 21 ja 28 vuorokauden ajan. Kussakin
aikapisteessd kasvatusliuos poistettiin ja ndytteet huuhdeltiin kerran DPBS-liuoksella. Tamén
jilkeen ndytteet kuivattiin steriileissd olosuhteissa laminaarikaapissa. Kuivatus tapahtui
huoneenldammossa kolmen péivin ajan ennen karakterisointia.

Kontrollindytteind kdytettiin identtisid ndytepaloja, joita sdilytettiin inkubaattorissa il-
man kasvatusliuosta jokaisessa aikapisteessd, jotta voitiin arvioida materiaalin muutoksia riip-
pumatta kasvatusliuoksesta. Jokaisena mittauspéivina analysoitiin viisi ndytepalaa. Yksittdisen
kasvatusliuoksen ainesosien vaikutuksen tutkimiseksi suoritettiin lisdksi inkubointikokeita kah-
della eri glukoosipitoisuudella: korkea glukoosi (4 g I'") ja matala glukoosi (1 g 1'"). Glukoo-
sipitoisuuden vaihtelut voivat muuttaa osmoottista tasapainoa, miké vaikuttaa kalvojen veden-
ottoon ja turpoamiseen. Liséksi se saattaa siten muuttaa niiden sdhkonjohtavuutta. Inkubointi-
kokeita tehtiin myds DPBS-puskuriliuoksessa, jotta voitiin eristdd ionisten suolojen vaikutus
ilman ravinteita ja glukoosin lasndoloa. Nama lisdkokeet suoritettiin saman inkubointiprotokol-
lan mukaisesti kuin edelld on kuvattu.

Kiytimme tutkimuksessa WI-38-ithmisen keuhkofibroblasteja. Yksi ampulli kryoséilottyjé
WI-38-soluja (soluerd 18) otettiin nestetypestd, sulatettiin nopeasti ja resuspensoitiin tuoree-
seen kasvatusliuokseen. Solususpensio sentrifugoitiin 220 x g:ssd 5 minuutin ajan, mink jal-
keen supernatantti poistettiin. Solupelletti resuspensoitiin tuoreeseen kasvatusliuokseen ja siir-
rettiin T75-soluviljelypulloon.

Soluja inkuboitiin inkubaattorissa (37 °C, 5 % CO:) seitsemin pdivin ajan, kunnes saavu-
tettiin yli 80 %:n konfluenssi eli kasvutiheys. Halutun kasvutiheyden saavuttamisen jéilkeen
solut irrotettiin inkuboimalla trypsiinilld viiden minuutin ajan. Trypsinoitu solususpensio
sentrifugoitiin 220 x g:ssd 5 minuutin ajan, resuspensoitiin tuoreeseen kasvatusliuokseen ja ja-
ettiin kolmeen uuteen T75-pulloon jatkokasvatusta varten. Soluja viljeltiin jélleen samoissa in-
kubaatio-olosuhteissa vield seitsemdn pdivén ajan.

Laajennusvaiheen jdlkeen solut irrotettiin trypsiinilld, sentrifugoitiin 220 x g:sséd 5 minuutin
ajan, resuspensoitiin ja laskettiin. Taémén jalkeen solut valmisteltiin ndytepaloille, joita oli kuusi
johtavaa PEDOT: PSS-kalvoa. Kontrollindytteind kéytettiin kuutta lasia, silld WI-38-
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fibroblastien tiedetddn kiinnittyvén hyvin lasipinnoilla. Kaikki néytteet steriloitiin UV-C-va-
lolla 30 minuutin ajan ja siirrettiin timén jélkeen 24-kuoppalevylle.

Solut laitettiin néytteille tiheydelld 20 000 solua/cm? lisd&malld 1 ml solususpensiota jokai-
seen kuoppaan. Levyt inkuboitiin (37 °C:ssa 5 % COz2). 24:n tunnin kuluttua kasvatusliuos vaih-
dettiin ei-kiinnittyneiden solujen poistamiseksi. Soluja viljeltiin niytteilld yhteensd kolmen pii-
vén ajan. Lopussa ndytteet poistettiin inkubaattorista ja analysoitiin fluoresenssimikroskopialla
solujen kiinnittymisen ja morfologian arvioimiseksi.

2.3 Karakterisointimenetelmit

Téssé kappaleessa kdydédén 1api tutkimuksessa kiytettyjd karakterisointimenetelmid. Kaytetty-
jen karakterisointimenetelmien avulla voitiin tutkia muun muassa materiaalin mikrorakennetta,
pintamorfologiaa ja muita ominaisuuksia.

2.3.1 Sihkon johtavuus

Sahkonjohtavuus selvitettiin ndytepaloista virtamittarin (FLUKE 289 TRUE RMS MULTIME-
TER) avulla, jolla mitattiin resistanssi ndytteen pinnasta. Apuna kiytettiin hopeapinnoitettua
kangasta, jotta kontaktiresistanssia mittapdiden ja ndytteen pinnan vélilld saatiin merkittavésti
pienennettyd. Suikaleet asetettiin ndytteiden reunoille niin, ettd viliin jdi halutun kokoinen pieni
rako. Johtavan kerroksen todellinen paksuus tiedettiin etukéteen. Kaavan (1) avulla laskettiin
resistiivisyys (p). Resistiivisyyden avulla saatiin ndytteiden johtavuus Kaavan (2) avulla. Alla
on ilmoitettu resistiivisyyden (p) ja johtavuuden (o) kaavat:

p=" (1)

missd A4 on poikkipinta-ala, R on resistanssi ja L on etdisyys kankaiden valilla.

2

D+

missd p on resistiivisyys.

2.3.2 AFM-mikroskooppi

Atomivoimamikroskooppi (AFM) kuvaus suoritettiin Bruker Multimode 8-jérjestelmailld, jossa
oli Nanoscope V-ohjain. Kaikissa mittauksissa kdytettiin E-skanneria, jonka enimmaéisskan-
nausalue on 10 pm x 10 um. AFM-laitteisto on esitetty Kuvassa 4. Kuvaus suoritettiin tap-
ping-tilassa HQ:DPE-XSCI11 type C-kirkien avulla, joiden nimellinen jousivakio on 7 N-m™ ja
resonanssitaajuus 155 kHz.
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Tapping-tilassa kérki virdhtelee ldhelld sen ominaista resonassitaajuutta. Kuvantamisessa
hyodynnetddn kahta signaalia, jotka ovat amplitudi ja vaihe. Tdssa tydssd kéytettiin tapping-ti-
laa ilman kontaktia, koska se minimoi lateraaliset voimat ja siten suojaa pehmeité, helposti
vaurioituvia néytteitd samalla, kun saavutetaan korkea resoluutio.

Ennen kuvantamista kérjet kiinnitettiin pidikkeeseen ja néytteet asetettiin magneettilevyille.
Levyt kiinnitettiin skanneriin. Laser kohdistettiin kédrkiosaan, minka jilkeen peilid sdddettiin
signaalisumman maksimoimiseksi. Fotodetektori kohdistettiin siten, ettd lasersdde osui kes-
kelle. Kédrkien resonanssi viritettiin Auto Tune-toiminnolla. Kéyttétaajuus asetettiin noin 5 %
resonanssihuipun alapuolelle. Amplitudia sdéddettiin vélilld 100-200 mV riippuen ndytteesté.

Seuraavaksi P- ja [-vahvistukset optimoitiin. Setpoint-arvo sdddettiin oikein. AFM-kuvaus
suoritettiin 0,5 Hz:n skannausnopeudella ja 5 um % 5 um skannausalueella. Jokaisesta nayt-
teestd hankittiin topografia- ja vaihekuvat viidesta eri kohdasta.

Kuvankisittely tehtiin Gwyddion-ohjelmistolla (versio 2.6). Topografiakuvista poistettiin
kannausartefaktit ja sdddettiin kontrastia. Neliollinen keskiarvo (RMS) laskettiin koko kuva-
tulta alueelta samalla ohjelmistolla.

Mirror
: Probe holder

AFM SETUP

Saﬁgle

Scanner \

Multimode 8, Bruker

Kuva 4. Kuvassa kiytossd ollut AFM-mikroskooppi.

2.3.3 Optinen mikroskooppi

Naytepalat kuvattiin optisella mikroskoopilla (Olympus BX51), jossa on U-POTP3 polarisaat-
tori. Mikroskoopilla saadaan tietoa 2PEC7-kalvon mikrorakenteesta. Mikroskoopin avulla na-
emme muun muassa onko kalvo liikkunut tai muuttunut kokeiden edetessid. Kuvauksessa py-
rimme kéyttimain samoja asetuksia ja vériskaalaa jokaiselle ndytepalalle, jotta kuvat olisivat
mahdollisimman vertailukelpoisia.

2.3.4 Fluoresenssimikroskooppi

Fluoresenssikuvaus fibroblastisoluista suoritettiin Leica DM4B -laajakenttidfluoresenssimikro-
skoopilla, joka oli varustettu CoolLED-valaistusjérjestelmailld ja kolmella eksitaatio-/emis-
siosuodinkuutiolla: UV (Ex 325-375 nm, Em 435-485 nm), vihred fluoresenssi (Ex 450—490
nm, Em 500-550 nm) ja punainen fluoresenssi (Ex 532—-558 nm, Em 572—-648 nm).

Elédvien ja kuolleiden solujen vérjdys tehtiin kiyttden Calcein AM:d4 ja Ethidium Homodi-
mer-1:td (EthD-1). Eldvét solut visualisoitiin vihredn fluoresenssisuodattimen avulla, joka
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vastaa Calcein AM:n emissiosignaalia. Kuolleet solut havaittiin punaisen suodattimen avulla
EthD-1:n emissiosignaalin perusteella. Kuvantaminen suoritettiin 10x ja 20X vesi-immer-
sio-objektiiveilla, mikd mahdollisti vérjdttyjen solujen tarkastelun polymeeristen niytepintojen
pailld. Mikroskoopin asetukset ja suodinyhdistelmét mahdollistivat fluoresenssisignaalien se-
lektiivisen havaitsemisen, mikd mahdollisti elinkykyisten ja ei-elinkykyisten solujen méaralli-
sen arvioinnin.

: V . t"sﬁ

Kuva 5. Kuvassa kéiyésséi ollut fluoresenssimikroskooppi.
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3 MITTAUSTULOKSET JA ANALYYSI

Téssd osiossa tarkastellaan tarkemmin Taulukon 1 2PEC7-kalvojen koostumuksella saatuja tu-
loksia. Ty0ssd pyrimme optimoimaan naytteitd bioelektroniikan ja biolddketieteen sovelluksiin
bioyhteensopivuuden, solujen kiinnittymisen ja lisddntymisen seké johtavuuden suhteen. Tar-
vittava johtavuusalue riippuu sovelluksesta eli siitd esimerkiksi minkélaista drsykettd soluille
haluamme antaa. Taulukossa 1 on esitetty ty0ssé tarkasteltavan koostumuksen sisdltdmat pai-
noprosentit ja tilavuusosuudet eri tdyteaineille sekd matriisille.

Taulukko 1. Kéytettyjen 2PEC7-kalvojen koostumus.
Materiaali Painoprosentti Tilavuusosuus
(p. %) (til. %)
CNT 0,099 0,047
PEDOT:PSS 0,530 0,530
X100 0,734 0,670
Elastomeerimatriisi 98,637 98,753

Tarkastellaan ensimmaéisend koostumuksesta saatuja johtavuuksien mittaustuloksia, jotka
ovat esitetty Kuvassa 6. Néytepaloja on viisi jokaista mittauspéivdd kohden. UV-C-valotus las-
kee hiukan sdhkonjohtavuutta, kun niytteitd verrataan ei-valotettuihin nédytepaloihin. Ei UV-
valotettujen niytteiden johtavuuden keskiarvo on noin 0,23 S m! ja UV-valotettujen puolestaan
0,28 Sm!. Ei-kasvatusalustallisissa niytteissi johtavuus laskee edelleen hiukan. Johtavuuden
keskihajonnat kolmannesta piivisti alkaen ovat noin 0,15 S m™, 0,05 Sm™, 0,07 Sm™, 0,09 S
m™! ja 12,89 S m™!. Ei-kasvatusalustallisissa niytteissi 28. piiviin kohdalla johtavuudessa on
isoja eroja. Tama voi selittyd ndytepalojen rakenteellisilla eroilla valmistusvariaation takia. Li-
sdksi ndytepalat kuivuvat hiukan inkubaation jilkeen, kun paloilla ei ole kasvatusalustaa, mika
voi johtaa muutoksiin mikrorakenteessa ja morfologiassa.

Johtavuuksissa tapahtuvat muutokset pysyvit tasaisimpina kasvatusalustallisissa niytteissé
verrattuna ei-kasvatusalustallisiin néytteisiin. Kasvatusalustallisten ndytteiden johtavuudet esi-
tettyni kolmannesta pdivisti alkaen ovat noin 0,23 S m™, 0,09 S m™, 0,24 Sm™, 0,21 S m™,
0,35 S m"! ja 0,34 S m''. Kuvaajasta 6 nihdiin, etti johtavuus pysyy korkeampana kasva-
tusalustallisissa nédytteissd. Vaikka ndytepaloissa on hajontaa, koostumuksen ajatellaan olevan
stabiili, koska muutosta esiintyy yksittéisilla paloilla ja kaikki ndytepalat pysyvit johtavina.

X100(1.5)-D(4),ECT-CNT, new method
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Kuva 6. Kuvaaja johtavuuksien mittaustuloksista.
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Tarkastellaan seuraavaksi lisdkokeista saatuja johtavuuksien mittaustuloksia, jotka ovat esi-
tetty Kuvassa 7. Kuvaajasta ndhddin, ettd yksittéisilld ndytteilld on ollut enemman vaihtelua
kuin ylemmassé Kuvassa 6. Korkein johtavuus on keskimédirin korkealla glukoosipitoisuudella.
Johtavuuksien keskiarvot esitettyni kolmannesta piivistd alkaen ovat noin 0,21 S m™!, 0,50 S
m™, 0,66 Sm, 1,08 S m!ja 1,50 S m™\. Huomataan, ettii johtavuus kasvaa mittauspéivien
kuluessa. 2PEC7-kerroksen mikroskooppinen turpoaminen ajan myo6td paksuussuunnassa pa-
rantaa materiaalin sisdlld olevan johtavan verkoston vilisid kontakteja, jolloin sihkdnjohtavuus
kasvaa.

Matalassa glukoosipitoisuudessa johtavuuksien keskiarvot kolmannesta mittauspdivésti al-
kaen ovat noin 0,23 S m™, 0,14 Sm™, 0,35 Sm™, 0,83 S m™! ja 0,55 S m" (Kuva 6). DPBS
liuoksessa johtavuuksien keskiarvot kolmannesta mittauspdivisti alkaen ovat noin 0,27 S m™,
0,16 Sm™, 0,28 Sm™, 0,26 Sm™ja 0,58 S m™ (Kuva 6). DPBS ja matalassa glukoosipitoisuu-
dessa néytepalat noudattavat melko samanlaista kulkua (lukuun ottamatta 21. paivéa). Viimei-
send mittauspdivand molempien olosuhteiden ndytteilld johtavuus on ldhes sama. Sdhkonjohta-
vuus sdilyy jokaisessa mittauspdivissd ja muutoksissa ei ole suurta vaihtelua, joten tutkittu
koostumus on stabiili ndissd olosuhteissa.

X100(1.5)-D(4), EC7-CNT, new method, EXTRA TESTS

1000 - DPBS
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100 4 [ ]low glucose
10+
*
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Kuva 6. Kuvaaja lisdkokeiden johtavuuksien mittaustuloksista.

Tarkastellaan seuraavaksi optisella mikroskoopilla saatuja kuvia kalvojen pinnan morfologi-
asta (Kuva 8). 2PEC7-kalvo ei liikkkunut missddn mittauspéivéssa silmamééraisesti katsottuna.
Optisella mikroskoopilla otetuista kuvista ndhddén, ettd pinnan morfologiassa ei tapahdu mer-
kittdvid muutoksia mittauspéivien kuluessa eri olosuhteissa (Kuva 8). Kuvista voidaan ndhda
heterogeeninen materiaali, jossa siniselld ndkyy rihmamainen ja kerroksellinen hunajakenno-
verkosto. Mustilla alueilla CNT on luultavasti konsentroitunut voimakkaasti.
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AFM-mikroskoopilla otetuista kuvista (Kuva 9) esitetddn vain ennen ja jilkeen UV-C-altis-
tusta otetut kuvat. Kuvista huomataan, ettd ndytepalojen rakenteessa on eroja. Naytepalojen
viliset erot selittyvit valmistuksesta, silld ndytepaloista ei saada tdysin identtisid tissd skaa-
lassa. UV-C-valotuksen vaikutusten arvioimiseksi 2PEC7-kalvon pintamorfologiaan mikro- ja
nanomittakaavassa kuvia otettiin kolmesta eri kohdasta néytteestd ennen UV-C-altistusta ja 30
minuutin UV-C-steriloinnin jdlkeen samasta niytteestd. Kuvassa 9 esitetdén vastaavat topogra-
fiakuvat, vaihekuvat ja kolmiulotteiset topografiandkymat. Kuvatut kohdat valittiin optisesti
tasaisilta alueilta; kokeellisten rajoitteitten takia ennen ja jalkeen UV-altistuksen kuvatut alueet
eivit kuitenkaan ole tdsmalleen samoja.

Ennen UV-C-kisittelyd topografiakuvat osoittavat sileitd pintoja, joiden korkeuserot ovat
alle 25 nm. UV-altistuksen jélkeen merkittdvid morfologisia muutoksia ei havaita, vaikka piir-
teiden korkeuseroissa on havaittavissa lievdd pienenemistd, arvojen jaddessa alle 16 nm. Vai-
hekuvissa nékyvé kontrasti johtuu johtavien kalvojen heterogeenisesta koostumuksesta. UV-
altistuksen aiheuttamien pintamuutosten kvantitatiiviseksi arvioimiseksi laskettiin RMS-arvo
koko alueelta ja keskiarvotettiin kolmesta kuvasta ennen ja jilkeen UV-C-valotuksen, kuten
kuvassa 10 esitetddan. Keskimidrdinen RMS-karheus pienenee arvosta 2,40 £ 0,90 nm ennen
UV-altistusta arvoon 1,87 + 0,18 nm UV-C-kisittelyn jalkeen. Taémé vdahdinen RMS-arvon pie-
neneminen viittaa sithen, ettd 30 minuutin UV-C-altistus ei merkittdvasti muuta 2PEC7-kalvo-
jen pintamorfologiaa.
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Kuva 9. Havainnollistaa kolmen néytepalan vaihe- ja topografia kuvantamista ennen UV-C-
valotusta. (A) ennen ja (B) UV-C-valotuksen jilkeen.
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Kuva 10. Havainnollistaa RMS-arvon muutosta.

Kuvassa 11 esitetiddn fluoresenssimikroskoopilla otettuja eldvien ja kuolleiden solujen kuvia,
kun solut ovat kasvaneet 3 pdivdi alustan kanssa. Vihred viri ndyttdd eldvét solut ja punainen
kuolleet. Lasilla olevia soluja kéytetdan vertailukohteena. Fibroblastit ovat levinneet hyvin ja
ne muodostavat pitkulaisia rakenteita, mikd on tyypillistd niille. Solut koskettavat toisiinsa,
miké tarkoittaa hyvdi kasvua. Punaisia soluja ei ndly eli joukossa ei ole kuolleita soluja.
Vertailun vuoksi testasimme myds pelkdn elastomeerisubstraatin eli EC7-CNT:n, jotta ni-
emme, onko 2PEC7-kalvon ja EC7-CNT:n vililld eroja. Kuvasta voidaan huomata, ettd soluja
on vain muutama. Solut ovat yrittdneet levitd hieman, mutta tyypillinen pitkulainen rakenne
puuttuu. Solujen ulkondkd viittaa sithen, ettd ne alkavat pyoristyd. Sama ilmi6 ndhdddn Triton
X100-ndytepalalla olevista soluista. Liséksi kuvassa on yksi kuollut solu. Suoritimme soluille
lisédksi F-aktiini kuvauksen, jonka avulla saamme tarkempaa tietoa solujen tumista ja aktiini
sdikeistd. Naméa kuvat ovat esitetty Kuvassa 12.

Glass EC7-CNT X100(1.5)-D(4), EC7-CNT

—
100 pm

Kuva 11. Fluoresenssimikroskoopilla otettuja kuvia fibroblasteista eri alustoilla, kun solut ovat
kasvaneet alustan kanssa kolme péivdd. Ensimmadiisend lasi, substraatti (EC7-CNT) ja néyte-
pala(X100(1.5)-D(4),EC7-CNT).

Day 3.
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Kuva 12. F-aktiini kuvaus fibroblastisoluista lasilla ja substraatilla. TRITC-falloidiini niyttaa-
aktiinisdikeet punaisina. DAPI nédyttdd tumat sinisena.
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Materiaalin jaykkyys, pinnan karheus ja -koostumus todennikdisesti vaikuttavat solujen ad-
heesioon. Tulevissa kokeissa pyrimme optimoimaan materiaaleja, jotta solujen kiinnittyminen
paranee. Ensimmadiseksi selvitimme, vapautuuko materiaalista liukenevia yhdisteitd tai ai-
nesosia, jotka estdvit solujen adheesion. Jos nditd ilmenee, kehitimme menetelmid ndiden te-
kijo6iden poistamiseen. My0s ndytepalojen pinnoitusta tulee miettid. Pinnoitus voi tapahtua esi-
merkiksi fibronektiinilld, joka on proteiini.

Jatkossa kidytettdvid surfaktantteja ja koostumuksia tulee tarkastella uudelleen. Surfaktantteja
on mahdollista vaihtaa tai niitd voidaan kdyttdd yhdistelminé. Ensin tulee selvittdd kuitenkin
milld painoprosentilla/tilavuusosuudella néytteistd saadaan johtavia, silld muun muassa perko-
laatiokynnyksessé esiintyy vaihtelua. Rakenteen valmistamisen aikana tehtdvaa huuhtelua voi-
daan myos kokeilla.
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4 YHTEENVETO

Téassd kandidaatin tutkielmassa tutkittiin johtavia ja itsekorjautuvia elastomeeriseoksia bio-
elektroniikan ja biolddketieteen sovelluksiin. Tavoitteena oli jatkaa Oulun yliopistossa kehite-
tyn materiaalin parantamista yll& mainittuihin sovelluksiin. Lopuksi pohdittiin jo saatuja mit-
taustuloksia.

Mittaustuloksista ndhdéén, ettd johtavuudessa tapahtuu pienid muutoksia kasvatusalustalli-
sissa sekd ei kasvatusalustallisissa ndytteissd mittauspéivien kuluessa. Tuloksista ndhddén, etti
ei-kasvatusalustallisissa nédytteisséd johtavuus laskee hiukan pdivien kuluessa, miké voi selittyé
morfologisilla eroilla. Lisdkokeissa korkein johtavuus on keskiméérin korkealla glukoosipitoi-
suudella. DPBS ja matalassa glukoosipitoisuudessa ndytepalat noudattavat melko samanlaista
kulkua (lukuun ottamatta 21. pdivad). Viimeisend mittauspdivind molempien olosuhteiden
naytteilld johtavuus on ldhes sama. Sdhkonjohtavuus sdilyy jokaisessa mittauspdivissd ja muu-
toksissa ei ole suurta vaihtelua, joten koostumus on stabiili ndissé olosuhteissa.

Optisella mikroskoopilla otetuista kuvista ndhdddn, ettd pinnan morfologiassa ei tapahdu
merkittdvid muutoksia mittauspdivien kuluessa eri olosuhteissa. AFM-mikroskoopilla otetuista
kuvista huomataan, ettd ndytepalojen rakenteessa on eroja. Niytepalojen véliset erot selittyvit
valmistuksesta, silld ndytepaloista ei saada tdysin identtisid. Fluoresenssimikroskoopilla otettiin
solukuvia, kun solut ovat kasvaneet 3 pdivid alustan kanssa. Vihred viri ndyttdd elavét solut ja
punainen kuolleet. Lasilla olevia soluja kdytettiin vertailukohteena. Fibroblastit olivat levinneet
hyvin ja ne muodostivat pitkulaisia rakenteita, mikd on tyypillistd niille. Punaisia soluja ei né-
kynyt eli joukossa ei ollut kuolleita soluja.

Vertailun vuoksi testasimme my0s pelkdn pohja substraatin eli EC7-CNT:n, jotta ndemme,
onko 2PEC7-kalvon ja EC7-CNT:n vililld eroja. Kuvasta nihtiin, ettd soluja oli vain muutama.
Solut olivat yrittidneet levitd hieman, mutta tyypillinen pitkulainen rakenne puuttuu. Solujen
ulkonéko viittaa siihen, etti ne alkavat pyoristyd. Sama ilmi6 nédhdéén Triton X100 -niytepa-
lalla olevista soluista. Lisdksi kuvassa on yksi kuollut solu.

Tutkimustulokset osoittavat, ettd materiaalin kehitys on vasta alkuvaiheessa ja tutkimustu-
loksia sekd optimointia tarvitaan vield lisdé, jos materiaalin halutaan toimivan siltid vaadituissa
olosuhteissa. Suunta on kuitenkin oikea ja uusia kehitysideoita on jo valmiina.

Materiaalin jaykkyys, pinnan karheus ja -koostumus todennékdisesti vaikuttavat solujen ad-
heesioon. Tulevissa kokeissa pyrimme optimoimaan materiaaleja, jotta solujen kiinnittyminen
paranee. Ensimmadiseksi selvitimme, vapautuuko materiaalista liukenevia yhdisteitd tai muita
ainesosia, jotka estdvit solujen adheesion. Jos nditd ilmenee, kehitimme menetelmid nédiden
tekijéiden poistamiseen. Myos nédytepalojen pinnoitusta tulee miettid. Pinnoitus voi tapahtua
esimerkiksi fibronektiinilld, joka on proteiini.

Jatkossa kéytettivid surfaktantteja ja koostumuksia tulee tarkastella uudelleen. Surfaktantteja
on mahdollista vaihtaa tai niitd voidaan kayttdd yhdistelmind. Ensin tulee selvittdd kuitenkin
milld painoprosentilla/tilavuusosuudella néytteistd saadaan johtavia, silld muun muassa perko-
laatiokynnyksessé esiintyy vaihtelua. Rakenteen valmistamisen aikana tehtdvda huuhtelua voi-
daan my0s kokeilla. Aika ndyttdd voiko timé materiaali olla tulevaisuudessa biolddketieteen tai
bioelektroniikan sovelluksiin sopiva.
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