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Tiivistelma

Tama kandidaatintutkielma Kkasittelee grafeenipohjaisten hydrogeelejd ja niiden biologisia
sovelluksia. Grafeenipohjaiset hydrogeelit on tutkielmassa eritelty grafeenioksidipohjaisiin,
pelkistettyd grafeenioksidia siséltaviin ja grafeeniperoksidipohjaisiin hydrogeeleihin. N&ita on
hyodynnetty muun muassa luukudosteknologiassa, sydankudosteknologiassa,

hermokudosteknologiassa, lihaskudosteknologiassa, haavasidoksissa seka ladkkeiden kuljetuksessa.

Tutkimusprojektissa perehdyttiin alhaisen molekyylipainon gelaattorien valmistukseen ja niiden
geelinmuodostusominaisuuksien alustavaan tutkimukseen. Projektin aikana syntetisoitiin ja
karakterisoitiin fenyylialaniinipohjaisia potentiaalisia gelaattoreita ja valmistettiin hydrogeeleja
Fmoc-fenyylialaniinia kdyttden joko ilman grafeenioksidia tai grafeenioksidin kanssa. Valmistettuja
geeleja kuvattiin optisella mikroskoopilla. Kuivattuja kserogeeleja kuvattiin AFM-mikroskoopilla ja

niista mitattiin IR-spektrit.



Esipuhe

Kandidaatintutkielman Kkirjallinen osa aloitettiin tammikuussa 2019 ja se saatiin valmiiksi
huhtikuussa 2019. Tutkielman Kkirjallisuusl&hteiden etsinndssé kéytettiin pééasiassa SciFinder- ja
Web of Science-tietokantoja. Tutkimusprojekti tehtiin maaliskuussa 2019 Jyvéskylan yliopiston

Nanotiedekeskuksessa.

Tutkielman ohjaajana toimi professori Maija Nissinen ja tutkimusprojektin ohjaajana tohtoritutkija
Efstratios Sitsanidis. Haluankin kiittda ohjaajiani Maija Nissistd ja Efstratios Sitsanidista hyvasta

ohjauksesta ja mielenkiintoisesta aiheesta.
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1 Johdanto

Grafeeni on yksi hiilen kidemuodoista. Se koostuu sp?-hybridisoituneista hiiliatomeista, jotka ovat
pakkautuneet tiiviisti kaksiulotteiseen (2D) hunajakennohilaan. Jokaisella grafeenin hiiliatomilla on
kolme o-sidosta ja yksi tasosta ulkoneva =-sidos. Tasosta ulkoneva m-sidos voi sitoutua

naapuriatomien kanssa.’

Grafeenin ominaisuudet, kuten korkea l&mmon- ja s&hkonjohtokyky, &arimmainen kemiallinen
stabiilisuus sek& suuri pinta-ala johtuvat sen atomirakenteesta ja elektronien jakautumisesta.
Ominaisuuksiensa ansiosta grafeeni onkin yksi monipuolisimmista nanomateriaaleista.? Viime
aikoina grafeenipohjaisia nanomateriaaleja on kaytetty laajalti erilaisissa biolaédketieteellisissa
sovelluksissa ja tutkimukset ovat osoittaneet niiden tukevan esimerkiksi solujen lisdantymista,

adheesiota ja erilaistumista ilman sytotoksisia vaikutuksia tai pienin sytotoksisin vaikutuksin.®#

Hydrogeelit ovat tulleet yha tarkeammiksi kudosteknologiassa padosin niiden ainutlaatuisten
ominaisuuksien vuoksi. Hydrogeelit ovat hyvin lapaisevia ja niiden fysikaalisia ominaisuuksia
voidaan muokata. Hydrogeeleja on hyddynnetty muun muassa alustana nanopartikkelipohjaisten

geeninsiirtojarjestelmien tukemiseksi.®

Hydrogeelit koostuvat tavallisesti luonnossa esiintyvistd tai synteettisistd polymeereistd. Niiden
mekaaniset ominaisuudet ovat tavallisesti suhteellisen heikkoja ja niiden pieni tasapaino-
turvotussuhde rajoittaa niiden kayttéa. Tutkijat ovatkin Kiinnittdneet huomionsa erityisesti grafeeniin
ratkaistakseen ndma ongelmat. Taméa johtuu siitd, ettd grafeenia voidaan valmistaa edullisesti ja
suuria maéria grafeenioksidista (graphene oxide, GO), mik& helpottaa myos grafeenihydrogeelien
valmistusta kustannustehokkaasti.®

Grafeenia voidaan kayttdd myos tehokkaana taytteend hydrogeelien mekaanisten ominaisuuksien
parantamiseksi. Grafeenihydrogeelit ovat rakenteeltaan huokoisia ja niilla on suuri vedenimemiskyky
sekda  erinomainen  bioyhteensopivuus.®  Grafeenipohjaisia  hydrogeeleja  kéytetaankin
ominaisuuksiensa ansiosta biologisissa sovelluksissa, kuten tukirunkoina kudosteknologiassa’, apuna

geeninsiirtojarjestelmissa® seké haavasidoksissa®.



2 Grafeenipohjaiset hydrogeelit ja niiden ominaisuudet

Viime vuosikymmenien aikana hydrogeelien suunnittelussa, syntetisoinnissa ja kayt6ssé, esimerkiksi
kudosteknologian ja bionanoteknologian sovelluksissa ja ladkeaineiden kuljetuksessa, on edistytty
huomattavasti. Hydrogeelien soveltuvuus biol&aketieteelliseksi materiaaliksi ja niiden suorituskyky
sovelluksissa riippuu suurimmaksi osaksi niiden rakenteesta. Tarkeimméat parametrit hydrogeelien
verkkorakenteen karakterisoimiseksi ovat polymeerin tilavuusfraktio turvonneessa tilassa,
polymeeriketjun molekyylipaino kahden vierekkaisen yhdistymispisteen valilla seka vastaava verkon

silmakoko.®

Hydrogeelit kykenevat jaljittelemdadan pehmytkudoksien rakennetta, joten niitd on kaytetty
kudosrakenteita  jéljittelevien = materiaalien  valmistamiseen. Ne ovat kolmiulotteisia
polymeeriverkkoja, joilla on korkea vesipitoisuus ja huokoinen rakenne. Hydrogeeleja voidaan
valmistaa useista eri materiaaleista. Yksi suurimmista hydrogeelien heikkouksista on niiden heikko
mekaaninen lujuus. Viime vuosina hydrogeeleja onkin vahvistettu nanokokoisten materiaalien avulla.
Polymeeriverkkoon upotetut nanomateriaalit eivét ainoastaan jaykistd ja koveta rakennetta, vaan
voivat myos tarjota uusia hyodyllisia ominaisuuksia. Hydrogeelien ominaisuuksien parantamiseksi
on valmistettu grafeenipohjaisia hydrogeeleja. Useimmat grafeenipohjaiset hydrogeelit valmistetaan
kayttamalla grafeenioksidia (GO), grafeenioksidiperoksidia (graphene oxide peroxide, GOP) tai
pelkistettya grafeenioksidia (reduced graphene oxide, rGO).°

2.1 Grafeenioksidipohjaiset hydrogeelit

Grafeenioksidi (GO) on tarkeé grafeenin johdannainen. Sen pinta siséltda runsaasti happea sisaltavia
ryhmid, kuten karbonyyli- ja hydroksyyliryhmid, jotka parantavat suuresti sen pinnan kykya sitoutua
muihin materiaaleihin. Lisaksi grafeenioksidilla on hyvéa biologinen yhteensopivuus, joten sill& on
monia mahdollisia kdyttotarkoituksia biomateriaalisovelluksissa. Grafeenioksidin on myds havaittu

parantavan hydrogeelin mekaanisia ominaisuuksia.°

Li et al® ovat valmistaneet grafeenioksidi/polyakryyliamidi-hydrogeelin  (graphene
oxide/polyacrylamide hydrogel, GO/PAM hydrogel) ja tutkineet sen ominaisuuksia. GO/PAM-
hydrogeelin ominaisuuksia verrattiin puhtaan polyakryyliamidi-hydrogeelin (polyacrylamide

hydrogel, PAM hydrogel) ominaisuuksiin. Osoittautui, ettd grafeenioksidin konsentraation kasvaessa



GO/PAM-hydrogeelin vari muistutti enemmén puhtaan grafeenioksidiliuoksen varid. Liséksi
huomattiin, ettd GO/PAM-hydrogeelin pinnan huokosrakenne muuttui huomattavasti grafeenioksidin
konsentraation vaihdellessa. Aluksi grafeenioksidin konsentraatiota lisattdessd geelin pinnan
huokosrakenteesta tuli selvempi, mutta konsentraation edelleen kasvaessa huokosrakenteesta tuli

vaikeammin havaittava.l®

Hydrogeelin pinnan huokoskoko puolestaan ei riippunut suoraan grafeenioksidin konsentraatiosta.
Hydrogeelin pinnan huokoset olivat suurimmillaan geelin grafeenioksidipitoisuuden ollessa 0,4
mg/ml. GO/PAM-hydrogeelin pinnan huokoisuus kuitenkin pieneni, kun grafeenioksidikonsentraatio

nostettiin 0,8 — 1,2 mg/ml:aan.°

GO/PAM-hydrogeelin turvotussuhdetta verrattiin puhtaan PAM-hydrogeelin turvotussuhteeseen.
GO/PAM-hydrogeelin  turvotussunde muistutti puhtaan PAM-hydrogeelin turvotussuhdetta
grafeenioksidin konsentraation ollessa alhainen, mutta suuremmilla grafeenioksidikonsentraatioilla
hydrogeelit pystyivat turpoamaan eniten. Tama selittyy grafeenioksidin siséltamien hydrofiilisten
ryhmien kyvysta sitoutua vesimolekyyleihin. Turpoamismaksimin saavuttamiseen kuluneessa ajassa

ei kuitenkaan ollut eroa puhtaan PAM-hydrogeelin ja GO/PAM-hydrogeelien valilla.t°

Vetolujuuskokeiden perusteella havaittiin, ettd grafeenioksidikonsentraation kasvaessa hydrogeelin
vetolujuusominaisuudet kasvoivat merkittavasti. Tulosten perusteella voitiin péatelld, ettd

grafeenioksidin lisdaminen paransi puhtaan PAM-hydrogeelin mekaanisia ominaisuuksia.*

Hydrogeelin hajoamissuhdemadrityksissa huomattiin, ettd puhtaan PAM-hydrogeelin hajoamissuhde
oli ensimmaisen pdivan jalkeen noin 30 %, kun taas GO/PAM-hydrogeelin hajoamissuhde oli vain
noin 17 %. Kummassakaan hydrogeelissa hajoamisessa ei havaittu ilmeistd muutosta péivien 1 ja 26

valilla.

Grafeenipohjaisilla hydrogeeleillda on havaittu myds muita ominaisuuksia edella mainittujen lisaksi.
Esimerkiksi Hou et al.!' havaitsivat valmistamallaan grafeeni-polymeerihydrogeelilld hyvéan
séahkonjohtokyvyn, suuren mekaanisen lujuuden sekd palautuvat arsykeherkat tilavuudenmuutokset.
Hydrogeeleissa  kaytetty  polymeeri oli poly(N-isopropyyliakryyliamidi) (poly(N-
isopropylacrylamide), PNIPAAmM). Palautuvia arsykeherkkié tilavuudenmuutoksia ei oltu aiemmin

havaittu milldan muulla grafeenipohjaisella materiaalilla.t!



2.2 Pelkistettya grafeenioksidia sisaltavat hydrogeelit

Pelkistetty grafeenioksidi on noussut uudeksi nanomateriaalityypiksi useille bioldaketieteellisille
sovelluksille. Osittain pelkistetylla grafeenioksidilla voidaan esimerkiksi parantaa solujen adheesiota
ja nopeaa leviamistd. Pelkistettyd grafeenioksidia sisaltavien hydrogeelien hyddyntdmisessa

huolenaiheena on kuitenkin niiden solumyrkyllisyys hydrogeelimatriisin hajoamisen jalkeen.’

Shin et al.” ovat tutkimuksessaan valmistaneet pelkistettyd grafeenioksidia siséltavin GelMA-
hydrogeelin (CNT-gelatin methacryolyl, GelMA), jossa pelkistetylla grafeenioksidilla pyrittiin
parantamaan hydrogeelin mekaanisia ja séhkoisia ominaisuuksia. GelMA on kemiallisesti muokattua
gelatiinia, joka on kollageenin denaturoitu muoto. GelMA:lla on erinomainen biologinen
yhteensopivuus ja siind on soluja sitovia osia. Grafeenioksidin séhkdisten ominaisuuksien

parantamiseksi grafeenioksidiarkkeja pelkistettiin askorbiinihapon avulla (Kuva 1).’
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Kuva 1. rGO-GelMA synteesin menetelmd. A) Pelkistetyn grafeenioksidin valmistaminen
grafeenioksidista askorbiinihappoa kayttaen. B) rGO-GelMA-hydrogeelien valmistusmenetelma.’
[Small, 2016, 12, 3677-3689] — © WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim



GelMA-hydrogeelin  l&péisyelektronimikroskooppikuvista ~ huomattiin,  ettd  pelkistetyt
grafeenioksidiarkit olivat kooltaan huomattavasti pienempid kuin grafeenioksidiarkit.
Atomivoimamikroskooppikuvien avulla ndhtiin, ettd yksittéiset levyt eivat kuitenkaan olleet kaikki
samankokoisia ja samalla pystyttiin maarittaméan myos arkkien paksuus. Grafeenioksidiarkkien
paksuus oli 1 nm, kun taas GelMA-pééllysteisten rGO-arkkien paksuus oli 7 nm. Tasta voitiin
paatelld, ettd pelkistettyja grafeenioksidiarkkeja oli monta paallekk&in. Tdma johtui todennakoisesti
hydrofobisten vuorovaikutusten lisdantymisesta pelkistysvaiheessa arkkien valilla.’

rGO-GelMA-hydrogeelien vérin huomattiin tummenevan pelkistetyn grafeenioksidikonsentraation
kasvaessa.  Pyyhkaisyelektronimikroskooppikuvien avulla havaittiin, ettd rGO-GelMA-
hydrogeeleilld oli huomattavasti huokoisempi rakenne kuin puhtaalla GelMA-geelilla. rGO-GelMA-
hydrogeelien huokoisuus kuitenkin pieneni rGO-konsentraation kasvaessa 0 mg/ml:sta 3 mg/ml:aan
ja rGO-konsentraation ollessa 5 mg/ml, rGO-GelMA-hydrogeelin huokoisuus oli lahelld puhtaan
GelMA-geelin huokoisuutta. Tdman lisaksi rGO-GelMA-hydrogeelien huokosten seindmat olivat
sileitd, mika osoitti GelMA-paallysteisten rGO-partikkeleiden hyvan leviamisen geeliin.’

rGO-GelMA-hydrogeeleille madritetiin myds Youngin moduuli ja sihkonjohtavuus. Kokeet
osoittivat, ettd rGO-GelMA-hydrogeelin Youngin moduuli oli huomattavasti korkeampi (22,6 kPa)
kuin puhtaan GelMA-hydrogeelin (2 kPa). Taman perusteella voidaan sanoa, ettd rGO-
nanopartikkelit paransivat hydrogeelin mekaanisia ominaisuuksia. rGO-partikkelien lisadminen
edelleen ei kuitenkaan parantanut mekaanisia ominaisuuksia, vaan pikemminkin heikensi niita (12,6
kPa konsentraation ollessa 5 mg/ml). Verrattuna GO-GelMA-hydrogeeleihin, rGO-GelMA-
hydrogeelien impedanssin arvot olivat paljon matalampia, kun mittaukset suoritettiin samoilla
massakonsentraatioilla ja samalla taajuudella. rGO-GelMA-hydrogeelin impedanssi oli noin 4 kQ ja
GO-GelMA-hydrogeelin impedanssi noin 120 kQ.’

Pelkistettya grafeenioksidia sisaltavilla hydrogeeleillda on havaittu edellda mainittujen ominaisuuksien
lisiksi myods muita ominaisuuksia. Esimerkiksi Xu et al.'> havaitsivat valmistamiensa
grafeenioksidipohjaisten hydrogeelien muuttuvan tiiviimmaéksi pelkistetyn grafeenioksidin
konsentraation kasvaessa. Taméan seurauksena hydrogeelien vesipitoisuus heikkeni myos pelkistetyn
grafeenioksidin maarén kasvaessa. Kyseiset hydrogeelit valmistettiin lammittdmallad valmistettua

grafeenioksidin vesidispersiota autoklaavilla 180 °C:ssa 1 — 12 tunnin ajan.*?



2.3 Grafeeniperoksidipohjaiset hydrogeelit

Funktionalisoidulla grafeenilla on ainutlaatuinen rakenne ja monia ainutlaatuisia ominaisuuksia
funktionalisoinnin tyypistd riippuen. Tastd syystd sitd onkin pidetty yhtend tarkeimmisté
materiaaleista polymeerinanokomposiittien valmistamisessa. Liu et al.®® ovat valmistaneet
grafeeniperoksidi-polyakryyliamidihydrogeeleja eri grafeeniperoksidikonsentraatioilla ja tutkineet
niiden ominaisuuksia. Grafeeniperoksidin (graphene peroxide, GPO) mahdollinen rakenne sekéa

hydrogeelin muodostumisprosessi on esitetty kuvassa 2.2
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Kuva 2. GPO:n ja GPO-hydrogeelin muodostumismekanismit. a) Grafeenioksidin ja
grafeeniperoksidin mahdolliset kaavamallit. b) 3D-malli GPO-hydrogeelin muodostumisesta ennen
(vasemmalla) ja jalkeen (oikealla) polymerisaatiota. c¢) Pyyhkéisyelektronimikroskoopin kuva GPO-
hydrogeelin muodostumisprosessista, reaktioaika 6 minuuttia. d) Pyyhkaisyelektronimikroskoopin
kuva GPO-hydrogeelin muodostumisprosessista, reaktioaika 12 minuuttia.’®* - Reprinted with
permission from (ACS Nano, 2012, 6, 8194 — 8202). © (2012) American Chemical Society.



Grafeeniperoksidihydrogeelit eivat liuenneet suureen yliméaraan vettd edes kuukauden upottamisen
jalkeen. Tama viittaa siihen, ettd grafeeniperoksidihydrogeeleissa on kemiallista silloittumista.
Pyyhkaisyelektronimikroskooppitutkimukset, jotka suoritettiin eri reaktioaikojen kuluttua, osoittivat,
etta eristetyt grafeeniperoksidiarkit yhdistyivat pitkilla sdikeilld, joiden avulla kolmiulotteinen

rakenne muodostuu. Nama séikeet alkoivat usein grafeeniperoksidiarkkien reunoista.™®

Grafeeniperoksidipohjaisten hydrogeelien ominaisuuksia verrattiin tavanomaisen hydrogeelin seka
grafeenioksidihydrogeelin  ominaisuuksiin. Tavanomaisen hydrogeelin  huomattiin  olevan
ominaisuuksiltaan heikointa. Sen murtovetolujuus oli vain noin 0,064 MPa. Grafeenioksidin
lisdédminen geeliin kaksinkertaisti tavanomaisen hydrogeelin murtovetolujuuden.
Grafeeniperoksidipohjaisen hydrogeelin murtovetolujuudeksi madaritettiin 0,65 MPa. Taéman lisaksi
grafeeniperoksidipohjaisen hydrogeelin elastinen kerroin (noin 52 kPa) oli korkeampi kuin
grafeenioksidia siséltdvan hydrogeelin (30 kPa) ja tavanomaisen hydrogeelin (27 kPa). Tulokset
osoittavat, ettd grafeeniperoksidin kayttd hydrogeeleissa voi parantaa huomattavasti niiden

mekaanisia ominaisuuksia.®

Grafeeniperoksidipohjaisten hydrogeelien vérin huomattiin muuttuvan ruskeasta mustaksi
grafeeniperoksidin konsentraation kasvaessa. Kasvava grafeeniperoksidikonsentraatio vaikutti
grafeeniperoksidihydrogeelien mikrorakenteeseen kahdella tavalla: grafeeniperoksidikonsentraation
kasvaessa geeliin muodostui enemman, mutta lyhyempid haaroittuneita polymeeriketjuja. Liséksi
grafeeniperoksidiarkkien valinen etdisyys pieneni, minka ansiosta silloitus arkkien valilla oli
helpompaa. Haaroittuneiden polymeeriketjujen maaran kasvaminen l&heisissa
grafeeniperoksidiarkeissa johti parempaan murtovetolujuuteen ja korkeampaan elastiseen

kertoimeen.13

Valmistetut grafeeniperoksidipohjaiset hydrogeelit omasivat poikkeukselliset mekaaniset
ominaisuudet. Hydrogeeleilla oli hyvin suuri vetolujuus, keskisuuri elastinen kerroin, erittain suuret
venymat, hyvin matala hystereesi ja erinomainen joustavuus. Verrattuina tavanomaisiin
hydrogeeleihin, grafeeniperoksidihydrogeelin mekaaniset ominaisuudet olivat huomattavasti

parempia.’3



3 Grafeenipohjaiset hydrogeelit biomateriaalisovelluksissa

Kudosteknologiassa hyddynnetédan laaketieteen, biologian sek& tekniikan osaamista kehitettédessé
biomimeettisia kudosrakenteita ja toimivia korvikkeita vaurioituneille kudoksille ja elimille. Toimiva
kudosteknologia vaatii solujen tehokkaan jarjestaytymisen alkuperdistd kudosta morfologisesti ja
fysiologisesti muistuttaviin kudoksiin.  Biomateriaalit ovat hyvin keskeisid komponentteja
kudosteknologissa, silld ne voivat auttaa spesifisid solutoimintoja, ohjata solujen erilaistumista ja

muuttaa solujen vélisid vuorovaikutuksia.

Eri kudosten mekaaniset, sdhkoiset ja fysikaaliset ominaisuudet ovat erilaisia. Tdman vuoksi
keinotekoisten kudosten valmistamisessa kaytetdan laajasti hybridimateriaaleja, jotka soveltuvat
monenlaisiin eri tarkoituksiin erilaisissa kudostyypeissa. Alkuperdisten kudosten ominaisuuksia
voidaan jaljitelld esimerkiksi sisallyttaméalla hydrogeelimateriaaliin erilaisia nanomateriaaleja, kuten
grafeenia ja sen johdannaisia.* Grafeenipohjaisten materiaalien poikkeukselliset mekaaniset ja
séhkoiset ominaisuudet tekevét niista erityisen hyvin soveltuvia kudosteknologian ja regeneratiivisen
laéketieteen sovelluksiin. Grafeeni voidaan yhdistaa erilaisiin bioaktiivisiin materiaaleihin, jolloin
voidaan valmistaa materiaaleja kunkin kayttotarkoituksen kannalta haluttuja ominaisuuksia sisaltavia
materiaaleja.® Grafeenipohjaisia hydrogeeleja on hy6dynnetty muun muassa
luukudosteknologiassa®, sydankudosteknologiassa’, hermokudosteknologiassa®,

lihaskudosteknologiassa'!, haavasidoksissa® seka laakkeiden kuljetuksessa®®.

3.1 Grafeenipohjaiset hydrogeelit luukudosteknologiassa

Xie et al'* ovat valmistaneet  grafeeni/hydroksiapatiittinanopartikkeli-hydrogeelin.
Grafeenipohjaisen hydrogeelin ympdrille muodostui grafiitinkaltainen kuori. Tatd kuorta voitiin
kayttad esimerkiksi  dialyysikalvona  ylimdardisten ionien  poistamiseksi.  Valmistetut

grafeenipohjaiset hydrogeelit olivat mekaanisesti vahvoja, bioyhteensopivia ja ne johtivat sahkoa.**

Geelin rakenteen muutosten huomattiin vastaavan hyvin vastaavia muutoksia mekaanisissa
ominaisuuksissa ja séhkonjohtavuudessa. Vaikka hydrogeelien mekaaniset ominaisuudet vaihtelivat

eri ndytteiden vélilla, ne olivat yleensd verrattavissa polymeerihydrogeeleihin ja biologisiin



kudoksiin, kuten rustoon. Hydrogeelien mekaaniset ominaisuudet ja sdéhkdnjohtavuus heikkenivat

selvisti hydroksiapataattipitoisuuden ollessa matala tai korkea.'*

Grafeenipohjaisilla hydrogeeleilla huomattiin olevan lineaarinen suhde virran ja jannitteen vélilla.
Tama todisti, ettd hydrogeeleissa oli hyvin kytketty grafeeniverkko, mikd mahdollisti hyvan
sédhkdnjohtokyvyn. Hydrogeelien hyva sahkonjohtavuus ja niiden mekaaniset ominaisuudet voivat

edistaa luiden uudistumista.

Tutkimuksessa tehtiin my6s alustava soluviljelma kéyttden hiiren multipotentteja mesenkymaalisia
kantasoluja (mesenchymal stem cell, MSC). Grafeenipohjaisessa hydrogeelissd solujen
elinkelpoisuus oli korkea ja verrattavissa kudosviljelypolystyreenissé havaittuun elinkelpoisuuteen.
Grafeenipohjaisten hydrogeelien hieno huokoinen rakenne paransi todennakdisesti solujen

kiinnittymista, vaikka grafeeni on jo yksinkin hyvin bioyhteensopivaa.'*

Tutkimuksissa havaittiin, ettd grafeenipohjaisilla hydrogeeleilld oli erinomaiset mekaaniset
ominaisuudet, hyva sdhkonjohtavuus, suuri spesifinen pinta-ala ja hyva soluyhteensopivuus. Néiden
havaintojen perusteella voitiin paatelld, ettd grafeenipohjaiset hydrogeelit ovat erinomaisia
ehdokkaita luukudosteknologisiin sovelluksiin.

Myos Yu et al.'® ovat tutkineet grafeenipohjaisia hydrogeeleja luukudosteknologiassa. Heidan
valmistamansa  hydroksiapatiitti/grafeenioksidi/kitosaani-hydrogeelit ~ olivat ~ mekaanisilta
ominaisuuksiltaan vahvoja. Elektronimikroskooppikuvien avulla hydrogeelien huokosten koon
huomattiin olevan suotuisa osteoblastien lisdantymiselle ja erilaistumiselle. Alustavassa
soluviljelméssa rotan luuytimen mesenkymaalisilla kantasoluilla (rat bone marrow mesenchymal
stem cells, rBMSC) oli korkea elinkyky. Ominaisuuksiensa perusteella
hydroksiapatiitti/grafeenioksidi/kitosaani-hydrogeelit vaikuttavat olevan hyvin sovellettavissa

luukudosteknologisiin sovelluksiin.®

3.2 Grafeenipohjaiset hydrogeelit sydankudosteknologiassa

Talla hetkelld syddamen kudosteknologiassa kaytetyilld biomateriaaleilla on heikkouksia, kuten
puutteita sahkodnjohtavuudessa ja mekaanisissa ominaisuuksissa. Naméa ominaisuudet ovat hyvin
tarkeitd sydamen solujen kayttaytymisen sadtelyssé. Grafeenipohjaiset hydrogeelit voisivat sopia

kaytettaviksi sydankudosteknologisiin sovelluksiin.’
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Shin et al.” tutkivat valmistamiensa rGO-GelMA-hydrogeelien mahdollista kayttoad
sydénkudosteknologiassa. rGO-GelMA-hydrogeelin soveltuvuutta tutkittiin NIH-3T3-soluviljelmén
avulla ja tuloksia verrattiin puhtaan GelMA-hydrogeelin kanssa. Solut muodostivat rGO/GelMA-
hydrogeelilld homogeenisemman kerroksen kuin puhtaalla GelMA-hydrogeelilla, jolla ne
muodostivat klustereita. Solujen elinkykya hydrogeeleilld arvioitiin myds mittaamalla solujen DNA-
pitoisuus. DNA-pitoisuuden kasvaminen osoitti, ettd rGO ei aiheuttanut merkittdvad toksisuutta
verrattuna puhtaaseen GelMA-hydrogeeliin. Solujen elinkyvyn huomattiin olevan kaikissa
rGO/GelMA-naytteissa yli 90 %.’

rGO-GelMA-hydrogeelien biologista yhteensopivuutta sydénkudosteknologiaan tutkittiin vield
tarkemmin lisaédmélla rGO-GelMA-hydrogeelille vastasyntyneistd rotista eristettyja primaarisia
kardiomyosyytteja. Solujen DNA-pitoisuus pysyi vakiona yhdekséan péivan ajan kaikissa naytteissé,
joten rGO-GelMA-hydrogeelit eivat olleet myrkyllisia sydamen soluille. rGO-GelMA-hydrogeeleilla
kaksiulotteidet sydankudokset nayttivat jarjestyneemmiltd ja tehostetusti solukytkeytyneiltd. Tama

on edullista sydankudoksen supistumisominaisuuksien parantumisen kannalta.’

Valmistettujen sydénkudosten sédhkofysiologisia ominaisuuksia arvioitiin seuraamalla rGO-GelMA-
hydrogeelien ja GeMA-hydrogeelien péélle asetettujen sydénlihassolujen spontaania kayttaytymista.
Spontaani lyontikayttdytyminen Kkirjattiin ylos péivittdin. Kaikki kudokset osoittivat spontaania
synkronista lyontiaktiivisuutta. Spontaani lydntinopeus oli merkittavasti suurempi 5 mg/ml
rGO/GelMA-hydrogeelinaytteille verrattuna puhtaisiin GelMA-hydrogeelinaytteisiin. Havaintojen
perusteella rGO-GelMA-hydrogeelit ovat lupaavia materiaaleja sydénkudosteknologiassa
kaytettavaksi.’

Paul et al.®> valmistivat grafeenioksidi/hydrogeelipohjaisen injektoitavan geeninsiirtojarjestelman
vaskulogeneesille (verisuonten kehittyminen alkion mesodermista) ja syddmen korjaukselle (kuva
3).° Jotta  GO/GelMA-nanokomposiittinydrogeeleja ~ voidaan  kayttad  injektoitavana
geeninsiirtoaineena, tulisi hydrogeelin kulkea Kirurgisten neulojen lapi mahdollisimman pienella
vaivalla. Tamén lisaksi hydrogeelin tulisi séilyttdd mekaaniset ominaisuutensa ja rakenteensa
injektion jalkeen. fGOvecr-nanoarkkien (DNA:ta koodaava verisuonen endoteelin kasvutekija
sidottuna funktionalisoituun grafeenioksidiin, fGOvecr) helpon vapauttamisen aikaansaamiseksi
kaytettiin GelMA:ta. Alustavat tutkimukset osoittivat, ettd kaikki nanokomposiittihydrogeelit eri

koostumuksilla voitiin injektoida helposti.®
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Kuva 3. Injektoitavan GG -hydrogeelin valmistus akuutin sydaninfarktin hoitoon. a) Vaiheittainen
kaavio nanobioaktiivisen hydrogeelin valmistusprosessista ja seuraavasta injektiosta akuutin
sydéninfarktin jéalkeisestda sydamen hoidosta. (1) GO-nanoarkit funktionalisoidaan amidisidoksella
haaroittuneen polyeetteri-imidin kanssa kationisen fGO:n muodostumiseksi. (2) fGO:n pinta
funktionalisoidaan anionisilla plasmideilla fGO/DNAvece:n muodostumiseksi. (3) Bioaktiiviset
hybridit suspensoidaan GelMA-hydrogeelin esipolymeeriin ja silloitettiin UV:lla optimoituun tilaan
muodostamaan (4) injektoitavaa fGO/DNAvecr:84, joka sisdltdd GelMA-hydrogeelid (GG’). (5)
Hydrogeeli injektoidaan akuutin sydaninfarktin aikana rotan syddmeen, mika (6) edistdd sydamen
vaskulogeneesid ja johtaa pienempéan arpialueeseen ja parempaan syddmen toimintaan. b) Kehitetyn
GO:ta kuljettavan GelMA-hydrogeelin injektoitavuus.® — Reprinted with permission from (ACS
Nano, 2014, 8, 8050 — 8062). © (2012) American Chemical Society.
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Hydrogeelit pitaisi pystya ruiskuttamaan helposti vaurioituneen kohdan lahelle ja niilla pitaisi myds
olla riittdva mekaaninen lujuus, jotta ne kestavéat in vivo -jannitykset. Viskositeetin lasku
murtumisnopeuden kasvaessa 0soitti, ettd nanokomposiittinydrogeelit alkavat virrata mekaanisen
rasituksen alaisena. fGO:n lisdédminen kasvatti merkittavasti hydrogeelin viskositeettia. T&ma johtui
padasiassa pinnan funktionalisoitujen fGO-nanoarkkien fyysisestd vuorovaikutuksesta GelMA:n
kanssa. fGO:n lisddminen myos paransi GelMA:n hydrogeeliverkon mekaanista lujuutta. Nain
fGO/GelMA-hydrogeelit olivat helposti injektoitavissa kayttaen Kirurgista neulaa.®

fGO/GelMA-hydrogeelit olivat bioyhteensopivia, eivatkd ne aiheuttaneet merkittavia
sivuvaikutuksia. Injektoitavat nanokomposiittihydrogeelit vaikuttivat edullisesti kudoksen
verenkierron palauttamiseen vaurioituneeseen paikkaan ja paransivat supistumiskykyé. fGO/GelMA-

hydrogeelit ovat siis mahdollinen hybridimateriaali akuutin sydaninfarktin hoitoon.®

3.3 Grafeenipohjaiset hydrogeelit hermokudosteknologiassa

Martin et al.® ovat tutkineet valmistamansa grafeeni/polyakryyliamidi-hydrogeelin ominaisuuksia
hermokudosteknologiassa. Valmistettujen grafeenia sisdltdvien hydrogeelien tehokkuutta
hermosolujen kasvun ja aktiivisuuden tukemisessa verrattiin puhtaiden
polyakryyliamidihydrogeelien tehokkuuteen. Tutkittavissa hydrogeeleissa grafeenin pitoisuus oli 0,2

mg/ml, koska talldin hydrogeelin huokoskoko oli sopiva viljellyille neuroneille.®

Hermosoluja viljeltiin  kolmessa eri tilassa: perinteisessa 2D-polyornitiinikerroksisessa
kasvualustassa seké hydrogeeleissé grafeenilla ja ilman grafeenia. Vaikka kokeet toistettiin useita
kertoja, puhtaalle polyakryyliamidihydrogeelille istutetut hippokampuksen solut eivét tarttuneet
rakenteeseen eivatka kasvaneet. Namé tulokset osoittivat, ettd polyakryyliamidimateriaaleilla on
huono bioyhteensopivuus hermosolujen kanssa. Sen sijaan grafeenia sisaltavat hydrogeelit

mahdollistivat neuronaalisen kehityksen.®

Neurobiologisten tutkimusten tuloksena huomattiin, ettd grafeenin lasndolo hydrogeelissa on
ratkaisevan tarkeda solujen tarttumisen sekd kypsien ja aktiivisten synapsisten verkkojen
muodostumisen kannalta. Neuronit kasvoivat vain grafeenia sisdltavissa hydrogeeleissd, jotka oli
syntetisoitu kayttamalla grafeenidispersiota vedessa ja joiden grafeenipitoisuus oli vain 0,2 mg/ml.
Geelin mekaanisten ominaisuuksien ei huomattu olevan kriittisida hermosolujen kasvulle grafeenin

lasna ollessa.®
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Myos Li et all® ovat tutkineet valmistavansa GO/PAM-hydrogeelin ominaisuuksia
hermokudosteknologiassa, tarkemmin sen vaikutuksista Schwannin solujen kiinnittymiseen ja
lisdantymiseen. Schwannin soluja voidaan mahdollisesti hyddyntéa perifeeristen hermovaurioiden,
jotka voivat aiheutua muun muassa liikenne- ja teollisuusonnettomuuksista, hoidossa. Nykyiset
perifeeristen hermovaurioiden korjauskeinot ovat hyvin rajoitettuja ja tdmén wvuoksi uusien

materiaalien kehittaminen on tarkeaa.°

Viiden paivan soluviljelyn jalkeen puhtaalla PAM-hydrogeelilla ja 3,0 mg/ml GO/PAM-
hydrogeelilld solujen méaara oli vahentynyt merkittavasti verrattuna ensimmaiseen ja kolmanteen
paivaan. Schwannin solujen olivat vdhemman levinneitd puhtaalla PAM-hydrogeelilld. Sen sijaan
kaikilla GO/PAM-hydrogeeleilld solut olivat levinneet suuremmalle alueelle. 1,0 mg/ml GO/PAM-

hydrogeelilla oli viiden paivén viljelyn jalkeen suurin méira Schwannin soluja.°

Kaiken kaikkiaan, valmistetut GO/PAM-hydrogeelit olivat edullisia ravinnon kuljetukselle, solujen
kasvulle seka kudosten uudistumiselle. GO/PAM-hydrogeelit osoittivat myds, ettd Schwannin
solujen normaalit biologiset toiminnot sailyivét niissa. Ndiden ominaisuuksien vuoksi GO/PAM-

hydrogeelit ovat mahdollisesti hyddynnettavissa perifeerisen hermovaurioiden korjaamiseen.°

3.4 Grafeenipohjaiset hydrogeelit lihaskudosteknologiassa

Hou et al.l! valmistivat drsykeherkan tilavuutta muuttavan grafeeni/PNIPAAm-hydrogeelin.
Kyseisen hydrogeelin tilavuus pystyi muuttumaan vasteena sahkovirralle. Grafeeni/PNIPAAmM-
hydrogeelien tilavuuden muuttumisen ansiosta niistd voidaan mahdollisesti hyddyntaa

keinotekoisissa lihaksissa.!

Grafeeni/PNIPAAmM-hydrogeelien avulla voidaan estaé keinotekoisten lihasten muodon muuttumista
ja taten myos vahentdd kudosvaurioita. Tilavuudenmuutoksen aikaansaamiseksi hydrogeelit
hyodyntavat vesiliikennettd ionisen kuljetuksen sijasta. T&ma osoittaa, ettd grafeeni/PNIPAAM-
hydrogeelit toimivat muuttamatta ympériston ionikoostumusta, mik& on hyvin térkeda ihmisen

terveydelle.!!

Grafeeni/PNIPAAmM-hydrogeeli ei siis muuta ymparistonsa ionikoostumusta. Taman lisaksi sité
voidaan saédelld turvallisella jannitteelld ja sopivalla Iampétilalla. Kaikki ndmé ominaisuudet tekevat

siita sopivan materiaalin hyodynnettaviksi keinotekoisissa lihaksissa.!
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3.5 Grafeenipohjaiset hydrogeelit haavasidoksissa

Iho on hyvin tarke& elin, joka suojaa sisdelimid ymparistolta ja estdd kehon kuivumista. lhon
vaurioituessa nama ominaisuudet heikkenevat. Vaikea haavan kuivuminen voi vaikuttaa haavan
paranemiseen, koska paranemiselle ideaalista kosteaa ympéristdd ei endd ole. Perinteiset
haavasidokset, kuten puuvilla ja sideharso ovat kuivia ja jadvat usein kiinni kuivuneeseen haavaan,
jolloin ne aiheuttavat poistettaessa vaurion. T&mén vuoksi tutkijat ovat alkaneet valmistaa kosteita
haavasidoksia, kuten hydrogeeleja. Esimerkiksi Fan et al.® valmistivat hopea-grafeeni-hydrogeelin,

jota voidaan mahdollisesti hyddynt4a haavasidoksissa.®

Grafeeni-hydrogeeleihin lisattiin hopeaa bakteerien haavainfektioiden valttdmiseksi. Hopea on yksi
yleisimpid ja tutkituimpia antibakteerisia aineita. Valmistettujen hopea-grafeeni-hydrogeelien
antibakteerista aktiivisuutta Gram-negatiivisia ja -positiivisia bakteereja vastaan tutkittiin kayttamalla
shaking flask- ja disc diffusion-metodeita. Eniten hopeaa siséltavat hydrogeelit pystyivat parempaan

antibakteeriseen vaikutukseen.®

Hopea-grafeeni-hydrogeelien huokoskoon huomattiin kasvavan hopeakonsentraation kasvaessa.
Huokoinen rakenne on tarked ominaisuus hapensaannin ja suuren vesimaaran yllapitdmisen kannalta.
Né&in ollen valmistetut korkeamman Ag-nanohiukkasten pitoisuuden omaavat hydrogeelit voivat
helpottaa hapen vaihtoa, yllapitaa sopivaa kosteutta seka edistaa solun kiinnittymista ja kasvua.®

Hopea-grafeeni-hydrogeelien bioyhteensopivuutta tutkittiin fibroblasti-soluviljelmalla.
Hopeapitoisuuden nostaminen ei aiheuttanut haitallisia vaikutuksia solujen elinkykyyn. Korkeimman
hopeapitoisuuden omaavien hydrogeelien suurempi huokoskoko johti parempaan solujen
elinkykyyn.®

Valmistettujen hydrogeelien haavanparannuskyky testattiin 1 cm x 1 cm kokoisilla haavoilla (kuva
4). Haavan parantumista seurattiin 14 paivan ajan kolmella eri hydrogeelin hopea-grafeeni-suhteella
(Ag0OG1 0:1, AglG1 1:1 ja Ag5G1 5:1) ja ilman haavasidosta (kontrolli). Kontrolli ja AgOGL1 eivat
vaikuttaneet juurikaan haavan kokoon 10 pdivan jalkeen, kun taas AglG1l:n avulla haavan koko
pieneni 25 % ja Ag5G1:114 43 %.5
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Kuva 4. Pienten haavojen paranemisen visuaalinen tarkkailu. Ylhaalta alas kuluneet péivat ja
vasemmalta oikealle hydrogeelien koostumus (hopean mééara kasvaa vasemmalta oikealle).
(mittakaavapalkki = 0,5 cm).® - [Advanced Functional Materials, 2014, 24, 3933 - 3943] - ©
WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

15 paivén jalkeen Ag0G1:lla peitetty haava oli suurentunut, mikéd johtuu hydrogeelin vahéisten
huokosten aiheuttamasta hapenpuutteesta ja huonosta ilman lapaisevyydestd. Ndin ollen Ag0G1-
hydrogeeli ei sovellu kéytettavéaksi haavasidoksiin. Haava ilman sidosta oli pienentynyt 15 péivén
jalkeen 53 %. AglG1l-hydrogeelilla peitetty haava oli pienentynyt 85 % ja Ag5G1:11a peitetty haava
98 %. Tulosten perusteella Ag5G1-hydrogeeli on erinomainen parantamaan haavoja lyhyessé ajassa

ja silla voi olla mahdollisia kliinisia sovelluksia.®
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3.6 Grafeenipohjaiset hydrogeelit l1adkkeiden kuljetuksessa

Chen et al.® valmistivat hydrogeelihelmi kitosaanijohdannaisista (chitosan derivative, CSD) ja
pelkistetystd grafeenioksidista alginaatin kanssa ja tutkivat niiden toimimista pienimolekyylisten
la&kkeiden kuljetuksessa. CSD:t& hyddynnettiin GO:n lampokasittelylla pelkistdmisessa pelkistdvana
ja  stabiloivana aineena. CDS/rGO:sta  muodostettiin  hydrogeelihelmida  alginaatilla

kompleksoimalla.’®

Laakkeiden lastaus- ja vapautumiskayttaytymista testattiin kolmella eri koostumuksella: QCMC-
rGO/alginaatti- (quaternized carboxymethyl chitosan, QCMC), QCMC-GO/alginaatti- ja
QCMCl/alginaatti-hydrogeelihelmilla. 50  mg:n  fluoreseiininatriumannoksella ~ QCMC-
rGO/alginaattihelmien lastaustehokkuus oli 82,8 %, QCMC-GO/alginaattinelmien 31,9 % ja
QCMCl/alginaattihelmien 18,1 %. QCMC-rGO/alginaattihelmet vapauttivat fluoreseiininatriumista
82,4 % 20 tunnin kuluttua, QCMC-GO/alginaattinelmet 88,8 % seitsemén tunnin kuluttua ja
QCMC/alginaattihelmet yli 95 % kolmen tunnin kuluttua.®®

Valmistetut QCMC-rGO/alginaattinelmet ovat tulosten perusteella lupaavia uusia kuljettimia
pienimolekyylisille ladkkeille. Niilld on korkea ladkkeiden lastaustehokkuus, nopea

laakkeenvapautuskyky ja ne eivit ole sytotoksisia.’®

4 Yhteenveto

Grafeenipohjaisten materiaalien kehitys on mennyt nopeasti eteenpdin viimeisen vuosikymmenen
aikana. Grafeenipohjaisilla materiaaleilla on havaittu olevan useita kudosteknologisia ja
regeneratiivisen la&ketieteen sovelluksia niiden erinomaisten fysikaalisten, kemiallisten ja

biologisten ominaisuuksien ansiosta.>

Grafeenin lisaédminen erilaisiin hydrogeeleihin paransi geelien fysikaalisia, kemiallisia ja biologisia
ominaisuuksia. Grafeenipohjaiset hydrogeelit vaikuttavatkin hyvin lupaavilta nanomateriaaleilta
biologisiin sovelluksiin. Esimerkiksi luu-'4® sydan->7, hermo-°*° ja lihaskudosteknologisissa'!
tutkimuksissa grafeenipohjaiset hydrogeelit ovat antaneet lupaavia tuloksia bioyhteensopivuuden ja

fysikaalisten ominaisuuksien suhteen. T&ma on hyvin merkittavaa, silla nykyiset kudosteknologiassa
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hyodynnettdvat materiaalit eivat sovellu véalttdmatta kayttotarkoitukseensa yhtd hyvin kuin

grafeenipohjaiset hydrogeelit sopisivat.

Grafeenipohjaisten hydrogeelien hyddyntamistd on tutkittu myos haavasidoksissa®. Nykyisissé
haavasidoksissa on ongelmia, kuten niiden kuivuus ja haavaan tarttuminen. Grafeenipohjaisten

hydrogeelien hyddyntaminen haavasidoksissa voi ratkaista tdman ongelman.

Edelld mainittujen kéayttotarkoitusten liséksi grafeenipohjaisia hydrogeeleja voidaan hyddyntaa myos
pienimolekyylisten ldakkeiden kuljetuksessa®®. Grafeenipohjaiset hydrogeelit voidaan lastata hyvin
pienimolekyyliselld ld&kkeelld ja ladkeaine vapautuu nopeasti.

Vaikka grafeenia ja sen johdannaisia on hyddynnetty monipuolisesti biolddketieteellisissé
sovelluksissa, grafeenipohjaisilla nanomateriaaleilla on kuitenkin havaittu sytotoksisia ja
genotoksisia vaikutuksia. Grafeenipohjaisten materiaalien sytotoksisuuden ymmartamiseksi

materiaaleja taytyy viela tutkia tarkemmin ennen kuin niita voidaan kayttaa kliinisissa sovelluksissa.®
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