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Tiivistelma

Tassa kandidaatintutkielmassa perehdytaan grafeeniin ja sen johdannaisiin nanomateriaaleina,
seka materiaalien kayttoon laékeaineiden kohdennetussa kuljetuksessa. Tutkielmassa
arvioidaan erityisesti grafeenin kdyttomahdollisuuksia ibuprofeenin kuljetuksessa perustuen
grafeenin ainutlaatuisiin ominaisuuksiin. Kirjallisuuskatsauksena toteutetussa tutkielmassa
pohditaan myos grafeenimateriaalien kayttoon liittyvid haasteita ja mahdollisia uhkia, joita on

tutkittava ennen prekliinisia tutkimuksia, in vivo ja in vitro.
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1 Johdanto

Hiili on materiaalina paitsi orgaanisen elaméan perusta, myos hybridisaatio-ominaisuuksiltaan
varsin poikkeuksellinen alkuaine.! Grafeeni on yksi hiilen allotroopeista. Grafeenia ja sen
johdannaisia on tutkittu vield varsin lyhyen ajanjakson ajan, mutta materiaaleista 16ytyy jo
paljon tutkimustietoa. Grafeenille on kehitetty useita mahdollisia kayttokohteita
nanomateriaalina muun muassa energian varastointilaitteissa, erilaisissa sensoreissa ja
la&ketieteellisissa sovelluksissa, kuten ld&keaineiden kuljetuksessa ja antibakteerisena

materiaalina.?

Grafeenilla on materiaalina ainutlaatuisia ominaisuuksia, kuten esimerkiksi suuri reaktiopinta-
ala.> Grafeenimateriaalien reaktiopinta-ala on jopa nelja kertaa suurempi kuin muiden
laskeaineiden kuljetukseen kaytettdvien nanomateriaalien pinta-ala.® Myds grafeeni-
nanomateriaalien pieni koko (nanometriluokka), stabiilisuus ja erinomainen yhteensopivuus
biologisten komponenttien kanssa ovat ominaisuuksia, joiden uskotaan tulevaisuudessa
avaavan uusia mahdollisuuksia laékeaineiden kohdennettuun kuljettamiseen ja annosteluun.
Kohdennetulla ladkeannostelulla voidaan esimerkiksi suojella terveitd elimid ladkeaineiden
vahingollisilta haittavaikutuksilta ja véhent&a tarvittavaa ldakeaineen maarad, koska laékeaine
kulkeutuu vain haluttuun kohteeseen.* Laikeaineiden kohdennetusta kuljetuksesta loytyy
erityisen paljon tutkimustietoa sydpahoitojen tehostamisessa. Naiden tutkimusten teoreettisia
mekanismeja on esitetty ja sovellettu myos téssa ibuprofeenin kohdennettua kuljettamista

kasittelevassa tutkielmassa.

Ibuprofeeni on professori Stewart Adamsin 1961 kehittdma yksi maailman eniten kaytetyista
tulehduskipuladkkeistd. Ibuprofeenia kdytetddn hyvin laajasti erilaisten kiputilojen hoitoon,
kuten esimerkiksi kuumeeseen ja paansarkyyn.® lbuprofeenilla on kuitenkin esimerkiksi vatsaa
arsyttavia haittavaikutuksia, joilta voitaisiin mahdollisesti suojautua kéayttamalla grafeeni-
nanomateriaaleja laakeaineen kohdennetussa kuljetuksessa.® Ibuprofeenia myydaan Suomessa

my0s ilman resepti, ja se tunnetaan parhaiten kauppaniemell& Burana.

Grafeenimateriaalien kéayttoad laédkeaineiden kuljetuksessa on tutkittu in vivo ja in vitro, mutta
ennen prekliinisid tutkimuksia on vield tutkittava muun muassa materiaalin optimaalista

valmistustapaa, kokoa ja materiaalin vuorovaikutuksia elavien solujen kanssa®.



2 Grafeenimateriaalit

2.1 Grafeeni

Hiiliatomeilla on kyky muodostaa erilaisia sidoksia, jotka mahdollistavat useita erilaisia
allotrooppirakenteita, kuten pallomaisen fullereenin ja kiderakenteisen timantin. Grafeeni on
levymdinen, yhden atomikerroksen paksuinen hiilen allotrooppirakenne, jossa hiiliatomit
muodostavat hunajakennomaisen rakenteen.! Rakenne on yksi maailman vahvimmista johtuen

hiiliatomien vélisista lyhyista kovalenttisista sidoksista.”

Jokaisella hiiliatomilla on nelja valenssielektronia. Grafeenin rakenteessa kolme hiilen
valenssielektroneista muodostaa hybridisoituneet sp2-orbitaalit ja neljas valenssielektroni
muodostaa p; -orbitaalin. sp?-hybridiorbitaalit muodostavat viereisen hiilen kanssa o-sidoksen

ja pz-orbitaali viereisen hiilen p;-orbitaalin kanssa -sidoksen.’

Grafeenia voidaan valmistaa hiilesta useilla eri tavoilla, joko mekaanisesti tai kemiallisesti.
Mekaaninen kuorinta on vanhin grafeenin valmistusmenetelméd, jossa pyrolyyttista hiilta
(HOPG) kuoritaan teipilla, johon grafeenikerrokset jadvat kiinni. Kuorintaa toistamalla
saadaan aikaan suhteellisen helposti ohuita grafeenilevyjd, mutta menetelmand se on tehoton
eiké siten sovellu kaupalliseen kayttoon. Grafeenia voidaan valmistaa myds grafeenioksidista
pelkistamalla. Menetelma on suosittu, silla sen etuina ovat tehokkuus, edullisuus ja hyva
prosessoitavuus. Grafeenioksidi (GO) dispergoituu veteen, jolloin sen happea sisaltavéat
funktionaaliset ryhmét reagoivat veden kanssa, ja muodostuu yksittéisid grafeenilevyja.
Menetelmassa kéytetddn kuitenkin paljon ei-ymparistoystavallisia kemikaaleja ja
valmistusprosessissa on rajahdysvaara korkean valmistusldampétilan takia. Muita grafeenin
valmistamiseen kaytettyja menetelmida ovat epitaksaalinen kasvatus esimerkiksi SiC:stg,
hiilinanoputkien avaaminen ja kemialliset hoyrypaallystykset.®

Veteen liukenemattomalla grafeenilla on erityisia optisia, s&hkoisid, mekaanisia ja
lampoominaisuuksia, joiden takia sen kayttémahdollisuudet kiinnostavat tutkijoita.’
Grafeenilla on myo6s poikkeuksellisen suuri reagointipinta-ala. Koska grafeenimateriaalit ovat
tasomaisia, materiaalin jokaisella atomilla on teoriassa mahdollisuus muodostaa sidoksia
materiaalin molemmilta puolilta 1adkeaineiden ja muiden la&keaineen kuljetukseen tarvittavien
ligandien kanssa.> Suurempi reaktiopinta-ala mahdollistaa teoriassa myds suurempien

laakeainemaérien kuljetuksen.?



2.2 Grafeenioksidi

Grafeenioksidi on hapetettu grafeenista. Se siséltdd karboksyyli-, hydroksyyli- ja
epoksiryhmia.® GO:a voidaan valmistaa vahvojen happojen avulla, esimerkiksi kayttamalla
rikki- tai typpihappoa. Hapettamiseen voidaan kéyttdd myos esimerkiksi Hummersin
menetelm&i’®, jossa hapetukseen kéytetddn kaliumpermanganaatin ja rikkihapon seosta.’
Hummersin menetelméssa hyddynnetddn mekaanista, fysikaalista ja kemiallista kuorintaa
vahvojen happojen avulla. Menetelmad kaytetddn erityisesti silloin, kun tavoitteena on
valmistaa suuria maarid grafeenioksidia. Hummersin  menetelmé&d  kdyttdessa
grafeenioksidilevyjen muotoon ei voi vaikuttaa. Tulevaisuudessa optimaalinen muoto
kuljetinmateriaalin voitaisiin valmistaa hyodyntdmalla fysikaalisen kemian menetelmid, kuten

sahkokemiaa.®

GO:n tarkkaa rakennetta ei tunneta, mutta karboksyylihapporyhmét sijoittuvat usein rakenteen
reunoille. Hydroksyyli- ja epoksiryhmaét taas todennakdisimmin I0ytyvét rakenteen keskeltd
(kuva 1).1* GO:n rakenne siséltad noin 45 m-% hiiliatomeita.® Grafeenioksidia kiytetdan usein
useampia kerroksia péaallekkain, silla kerrokset jaykistavét grafeenioksidin rakennetta. GO:n
kerrosten ja reaktiopinta-alan suhde on kaanteisesti verrannollinen.!! Grafeenioksidin tasoja

pitavat kiinni toisissaan m-mr-sidokset ja vetysidokset.?

Grafeenioksidin polaariset hydroksyyli- ja epoksiryhmdt ovat varauksettomia. Ne
mahdollistavat ei-kovalenttisen sitoutumisen esimerkiksi vetysidosten avulla ja kemiallisia
reaktioita erilaisten funktionaalisten ryhmien kanssa. Grafeenioksidissa on myos
muokkaamatonta grafeenia, joka voi muodostaa rr-sidoksia aromaattisten materiaalien kanssa.?
Grafeenioksidin funktionaaliset ryhmét ja sen muodostamia kemiallisia sidoksia on esitetty
kuvassa 1.
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Kuva 1. a) Muokkaamattoman grafeenin hunajakennomainen rakenne, josta grafeeni voi
muodostaa b) 2-20 tasoisia levyja. c) Grafeenioksidin (GO) rakenne, jossa karboksyyliryhmat
ovat rakenteen reunoilla ja hydroksyyli- ja epoksiryhmét rakenteen keskiosissa.
Grafeenioksidi sisaltdd myds muokkaamatonta grafeenia, joka voi muodostaa r-m-sidoksia.
Reprinted with permission from*. Copyright (2011) American Chemical Society.

Grafeenioksidia voidaan muokata kovalenttisin tai ei-kovalenttisin menetelmin. Kovalenttisiin
menetelmiin kuuluu atomien ja molekyylien lisdédminen grafeenin rakenteeseen ja reaktiot
funktionaalisten ryhmien kanssa, kuten esimerkiksi epoksiryhméan reaktio aminoryhman
kanssa. Ei-kovalenttiset menetelmat perustuvat mm. van der Waals -voimiin, elektrostaattisiin
vuorovaikutuksiin, vetysidoksiin ja  m-sidoksien muodostumiseen. Pienet
ladkeainemolekyylit, kuten esimerkiksi ibuprofeeni, sitoutuvat grafeenioksidiin ei-

kovalenttisesti.?

Grafeenioksidin epoksiryhmille ominaisia reaktioita ovat nukleofiiliset substituutioreaktiot,
jossa epoksiryhma aukeaa hydroksyyliryhmaksi. Nukleofiili, esimerkiksi aminoryhma,
luovuttaa elektroniparin ja muodostaa kovalenttisen sidoksen hiiliatomiin. Hydroksyyliryhma
voi grafeenioksidin pinnalla deprotonoitua, reagoida nukleofiiling tai esimerkiksi muodostaa

estereitd reagoidessaan happojen kanssa.



3 Grafeenimateriaalien toksisuus

Grafeenimateriaalien toksisuuteen vaikuttavat seka materiaalin kemialliset ettd fysikaaliset
ominaisuudet. Materiaalien toksisuus on vahvasti sidoksissa materiaalin funktionaalisiin
ryhmiin ja niiden maardédn materiaalin pinnalla. Toksisuuteen vaikuttaa my6s materiaalin

valmistustapa ja puhtaus.'?

Grafeeni ja grafeenioksidi eivat kumpikaan ole biohajoavia eli elimisto ei sellaisenaan pysty
poistamaan niitd elimistosta. Grafeenikuljettimen funktionalisoinnilla, kuten esimerkiksi
polymeerin PEG lisdédmiselld, on kuitenkin todettu olevan biohajoavuutta ja vesiliukoisuutta

lisaavia vaikutuksia.!?

Grafeenimateriaalin toksisuuden on tutkittu liittyvan keskeisesti myds materiaalin kokoon.
Tulehduksellisia reaktioita tutkittaessa mikrokokoisen grafeenioksidin vaste oli nanokokoista
materiaalia suurempi.? Kuljettimen kokoa voidaan kasvattaa lisaamalla useampia
grafeenikerroksia péaallekkdin, mik& kuitenkin lisad materiaalin jaykkyyttd, ja vaikuttaa
materiaalin solulépéisevyyteen. Optimaaliseen kokoon vaikuttaa my6s kuljetettavan
la&keaineen kuljetuskohde. Esimerkiksi verenkierrosta aivoihin kulkeutuvien ladkeaineiden
koossa pitdd huomioida veriaivoeste, joka on fyysinen este verenkierrosta aivoihin
kulkeutuville aineille.!* Grafeenimateriaalien muoto eroaa myos biologisista komponenteista.?

Rakenteen terdvat kulmat voivat rikkoa solukalvoa.!?

Grafeenioksidin toksisuuteen vaikuttaa merkittavasti my6s materiaalin konsentraatio
elimistossa. Grafeenioksidin on tutkittu olevan genotoksinen aine, joka aiheuttaa vaurioita
DNA:ssa. Grafeeni aiheuttaa DNA-vaurioita jo hyvin pienind maarind (1pg/mL), kun taas
esimerkiksi vertailuna tutkitun la&keainekuljetinmateriaalin SiO2:n todettiin aiheuttavan

vahinkoa vasta suurissa pitoisuuksissa (100 pg/mL).*2

Grafeenioksidin hydrofobiset osat voivat vaikuttaa suoraan solukalvon hydrofobiseen ulko-
osaan aiheuttaen vahinkoa. Suorien solukalvoon kohdistuvien vaikutusten lisaksi
grafeenimateriaalit aiheuttavat oksidatiivista stressid kohdesoluissa. Oksidatiivinen stressi
kohdesolussa aiheutuu reaktiivisista happiryhmistd, joiden madadrdn arvellaan kasvavan
materiaalin konsentraation ja altistusajan kasvaessa. Reaktiiviset happiryhmat syntyvét
esimerkiksi hydroksyyliryhman irrotessa grafeenioksidista. Vapaa happiatomi reagoi



ympariston kanssa helposti, koska atomilla on pariton mééra ulkoelektroneja. Antioksidantit

voivat korjata ja eliminoida syntyneita reaktiivisia happiryhmia elimistossa.'?

Grafeenimateriaalien kaytosséd on huomioitava, ettd hydrofiilinen GO voi hajota muodostaen
stabiileja kolloideja. Materiaalin valmistustavasta riippuen grafeenimateriaaliin voi j&ada
epapuhtauksia tai jaannosvalituotteita, joilla voi olla haitallaisia biologisia vaikutuksia.'
Esimerkiksi Hummersin menetelméaa kéyttaessa materiaaliin voi jaada permanganaattijaamia.
Permanganaatti-ioni voi toimia hapettimena ja se voisi siten vaikuttaa esimerkiksi veren pH-
arvoon sitd nostavasti. Grafeenimateriaalin pesuvaiheet ovat epépuhtauksien takia

merkittavassa asemassa, mutta toisaalta peseminen voi aiheuttaa levyn geeliytymisen.!



4 Grafeenimateriaalien funktionalisointi

4.1 Kitosaani (CS)

GO:iin voidaan Kkiinnittdd kovalenttisesti biohajoavaa kitosaania (CS). Kitosaani on
lineaarinen, hydrofobinen polymeeri (kuva 2), jota voidaan valmistaa deasetyloimalla kitiinia
esimerkiksi sienistd tai hyonteisistd. Kitosaanin kemialliset ominaisuudet riippuvat
polymeeriketjun pituudesta. Kitosaanin on tutkittu kiinnittyvan limakalvojen pinnoille sité
paremmin mitd suurempi sen molekyylipaino on.'® Kitosaani liukenee hyvin veteen ja se on
varaukseltaan positiivinen.}* Biohajoavuutensa vuoksi se voisi olla ihanteellinen materiaali
grafeenioksidin pinnalle, ladkeaineiden kuljettamiseen ja niiden hallittuun vapautumiseen
elimistossa.® Kitosaanin on tutkittu hajoavan lysosomien entsyymien toiminnan vaikutuksesta,

joten sen metabolisoituminen olisi mahdollista my6s ihmiskehossa.'4

Kuva 2. Kitosaani (CS) on polymeeri, joka muodostuu perdkkaisista D-glukosamiini- ja N-

asetyyli-D-glukosamiinimonomeereista.

Kitosaanin ominaisuudet muuttuvat pH:n mukaan reversiibelisti, mitd voidaan hyddyntaa
la&keaineiden kontrolloidun vapautumisen saatelyssa. Kun pH on < 4, kitosaanin aminoryhmat
ovat tdysin protonoituneita ja molekyyli liukenee veteen. pH:ssa 5-7 polymeeri on pé&&osin
deprotonoitunut, ja polymeerien véliset repulsiot kasvavat, mika aiheuttaa polymeerin
kiertymisen. pH:n ylittdessd kahdeksan tapahtuu GO-CS:n aggregoituminen suolojen ja
proteiinien vaikutuksesta. pH vaikuttaa myds GO-CS:n kokoon. GO-CS:n koko pH:ssa 4 on
keskimé&arin 300 nm, mutta pH:ssa 6 kuljetinmateriaalin koko pienenee 260 nm:iin. Materiaalin

koko kasvaa merkittavasti, kun pH liuoksessa on yli 11.%°

Pienet, steroidittomat ladkeaineet voivat kiinnittyd GO-CS-materiaaliin  muodostamalla

sidoksia nimenomaan grafeenioksidin kanssa. GO:n ja kitosaanin valinen vuorovaikutus



puolestaan on kovalenttinen ja perustuu Kitosaanin aminoryhman ja grafeenioksidin

karboksyylihapon muodostamaan amidisidoksen®® (kuva 3).
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Kuva 3. Kitosaanin kiinnittyminen grafeenioksidiin amidisidoksella. Reprinted with
permission from*®. Copyright (2011) WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim.

Bao et al.:n'® tutkimuksissa ladkeaineen kuljetusta GO-CS-levyssi tutkittiin kamptotesiinin
(CTP) avulla. CTP:n todettiin kiinnittyvdn GO-CS levyssa grafeenioksidin pinnalle
n-t —sidoksilla ja hydrofobisilla vuorovaikutuksilla. Kiinnittyvan CTP:n méaéran laskettiin
vastaavan jopa 20 painoprosenttia ladkeaineen kuljettajaan nahden.*® CTP:114 on ibuprofeenin
kanssa samanlaisia kemiallisia ominaisuuksia, silld se on aromaattinen ja veteen huonosti

liukeneva sen poolittomien hiilivetysidosten takia. (Kuva 4).

Kuva 4. Syopéladédkkeend kaytetty kamptotesiini (CTP). CTP kiinnittyy grafeenioksidin

pinnalle = — m-sidoksilla ja hydrofobisilla vuorovaikutuksilla.

Kitosaanin merkittavin rooli GO-CS-CTP:ssda on sen kyky vuorovaikuttaa negatiivisesti

varautuneen solukalvon kanssa elektrostaattisilla vuorovaikutuksilla mahdollistaen



laakeaineen vapautumisen kohdesoluun.®® Kitosaani on antikoagulantti'®, joka estad veren
hyytymistd. Jos GO-CS-materiaaliin kiinnittyy antikoagulantti ladke, kuten esimerkiksi
ibuprofeeni, voi ominaisuus elimistéssd vahvistua, ja aiheuttaa mahdollisesti suurempia

ongelmia veren hyytymisen ongelmista karsiville potilaille.

Reumunan-Lopétz et al.l® tutkivat in vivo natriumdiklofenaakin ladkeaineen paallystamista
kitosaanilla. Paallystetyn kuljetinmateriaalin pintaan voidaan lisétd enteerisia polymeerejé,
jotka estavét suun kautta annosteltavan ladkkeen hajoamisen vatsalaukussa. Pinnan polymeerit
mahdollistavat ladkeaineen kuljetuksen vatsalaukun ohi suoliston alueelle, jossa kitosaani
pystyy kiinnittymadn suoliston limakalvolle, ja josta ladkeaine vapautuu verenkiertoon.
Kitosaanin toiminta perustuu mukoadheesioon kitosaanin ja limakalvojen valilla ja tiukkoihin

tight-junction-liitoksiin.™

4.2 Polyetyyliglykoli (PEG) ja Porfyriini (FeN4)

Ladkeaineiden kohdennetussa kuljetuksessa lupaavia tuloksia on saatu myods kayttdmalla
polyetyleeniglykolia (PEG), joka Kiinnittyy grafeenioksidiin kovalenttisesti kitosaanin tavoin
muodostaen amidisidoksen. PEG:n kayttd perustuu molekyylin terminaalisiin amiiniryhmiin,

jotka pystyvat muodostamaan sidoksia ligandien kanssa kohdemolekyylin pinnalla.t’
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Kuva 5. PEG-funktionalisoitu grafeeni, johon on kiinnittynyt doksorubiini = — m-sidoksilla.
Reprinted from*’. Copyright (2011) Elsevier Ltd.
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Grafeenimateriaaleihin ~ voidaan my6s  lisatda  ladkeaineen  Kkuljetukseen  sopivia
nanomateriaaleja. Grafeeniin voidaan lisata suuri rengasrakenteinen porfyriinin kaltainen
rakenne, joka sisaltaa typpiatomeita.* Porfyriini kaltainen rakenne kiinnittyy grafeenin pintaan
ei-kovalenttisesti.®> Laakeaineiden kuljetuksessa voidaan hyodyntida Fe-porfyriinia (FeN4)
(kuva 6), jossa porfyriiniin lisdtty rauta-atomi koordinoituu ligandiin neljalla sidoksella.

Rakenne on samankaltainen biologisen molekyylin, hemoglobiinin kanssa.*

a) b) c)

Kuva 6. Porfyriinin kaltainen rakenne grafeenilevyssa (FeN4G) (a), yksinkertaisen

porfyriinin rakenne (b) ja hemoglobiinin rakenne (c).

FeN4:n on havaittu aiheuttavan suuremman ladkeaineen absorptioenergian (-28,5 kcal/mol)
Kiinnittyessaan  grafeeniin  (kuva 7) kuin muihin  vastaavasti  valmistettuihin
grafeenimateriaaleihin (fullereeni, hiilinanoputki). Absorptioenergia kertoo absorboituneen
ibuprofeenin méarén, johon vaikuttaa esimerkiksi materiaalin atomien ja l4&keaineen atomien

lyhyempi etaisyys toisistaan.*
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dl=191 A
d2=1.76 A
Eads= -28.47 kcal/mol

Kuva 7. lbuprofeenin absorptio FeN4G-systeemissé. Rights managed by Taylor & Francis.*

Yksi grafeenimateriaalien kdyton eduista on materiaalien suuri pinta-ala. FeN4G:hen lisattavan
porfyyriinin kaltaisen osan kiinnittymiseen tarvittava pinta-ala on selvésti kitosaania ja
polyetyyliglykolia suurempi, silla seka kitosaani ettd PEG kasvattavat pinta-alaansa (pituutta)
grafeenimateriaalista ulospain. Toisaalta kitosaania ja PEG:a kaytettdessa laakeaineet
absorboituvat suoraan grafeenimateriaalin pintaan, joten véhan tilaa vievalla ligandilla ei
valttamatta saavuteta suurta Kilpailuetua verrattuna FeN4G:hen. FeN4G-kuljettimet voisivat
mahdollistaa l&dkeaineen kuljetukseen, mutta todenndkoisesti materiaaliin tarvitaan myos

polymeereja ohjaamaan kuljetettava molekyyli kohdesoluun.

FeN4G- ja PEG-funktionalisoidut materiaalit voisivat olla vahemman toksinen ld&keaineen

kuljetusmateriaalivaihtoehto, silla niissé kdytetaan grafeenioksidin sijaan puhdasta grafeenia.
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5 lbuprofeeni

Ibuprofeeni (R/S)-2-[4 — (2 — metyylipropyyli)fenyyli]propaanihappo (kuva 8) on yksi
maailman eniten kaytetyista steroidittomista laakeaineista kivun ja tulehduksen hoitoon.
Ibuprofeenia kaytetddn myds monien pitkdaikaissairauksien, kuten nivelreuman, hoitoon.
Ibuprofeenista voidaan hyotyd tutkimusten mukaan my6s Alzheimerin ja Parkinsonin tautien

hoidossa.!®

Ibuprofeeni on raseeminen seos, jossa metyyliryhman kolmiulotteinen suunta muuttuu
kiraalisen hiilen ymparilld. Metyyliryhmé on Kiinnittynyt ibuprofeenissa 2-hiileen, ja se
muodostaa enantiomeerit R(-) ja S(+).> Enantiomeerit eroavat toisistaan kahdella tavalla: ne
polarisoivat valoa eri suuntaan ja reagoivat kemiallisesti eri tavalla kiraalisen hiilen kohdalla.
Ibuprofeenissa on karboksyylihapporyhmé ja aromaattinen rengas. Karboksyylihapot ovat
heikkoja happoja, mutta vesiliuoksessa O-H-ryhmaé voi deprotonoitua, jolloin ryhman varaus

muuttuu negatiiviseksi.

H CHs

OH
w
@)
HsC

Kuva 8. Ibuprofeenin rakenne.

Ibuprofeeni suun kautta nautittuna hajoaa ja imeytyy verenkiertoon plasmaproteiineihin vatsan
seinamien kautta. Vaikka ibuprofeenissa on karboksyylihapporyhma, se ei liukene hyvin

veteen pitkan hiiliketjun takia (pKa = 5,3).1

Ibuprofeeni on ei-selektiivinen inhibiittori, joka estaa syklo-oksigenaasin erittymista (COX).
Ibuprofeeni vaikuttaa sekd COX-1 ettd COX-2 entsyymien erittymiseen. COX-1 ja COX-2
ovat valittdjaaineita, jotka vaikuttavat prostanoidien eritykseen esimerkiksi vahingoittuneista
soluista.'® Erityisesti COX-2 entsyymin eritys lisdantyy tulehdusreaktion yhteydessa,® jolloin

prostanoidien erityksen estaminen vaikuttaa kivun, tulehduksen ja kuumeen syntymiseen.8

Ibuprofeeni voi aiheuttaa muiden tulehduskipulddkkeiden tavoin vaurioita sekd ohut- ettd

paksusuoleen. Suuremmat pitoisuudet kaytossa lisdavat haittavaikutuksia. Yleisimpia
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haittavaikutuksia ovat ripuli ja raudanpuutosanemia, mutta my0s vakavampia
haittavaikutuksia, kuten munuaisten vajaatoimintaa, havaitaan erityisesti vanhemmalla
vaestolla. La&keaineen kayttod ei suositella ihmisille, jotka karsivét astmasta keuhkoputkia
supistavan vaikutuksen takia, eik& niille, jotka kayttavat verenohennuslaakkeité. Ibuprofeeni

vaikuttaa verihiutaleiden aggregaatioon pidentien vuotoaikaa.®
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6 Ibuprofeenin kuljetus grafeenimateriaaleilla

Ibuprofeenin kohdennetusta ladkehoidosta voitaisiin hyotyd erityisesti tapauksissa, jossa
ibuprofeenia joudutaan annostelemaan suuria maaria.* Laakeaineiden Kkuljetukseen sopivia
nanomateriaaleja, kuten metallioksideja, polymeerisia miselleja ja hiilinanoputkia, on tutkittu
jo pidemman aikaa. Grafeenin ja grafeenioksidin on tutkittu voivan kuljettaa ld&keainetta jopa

200 % kertainen maira muihin ladkeainekuljettimiin nahden.®

6.1 Laakeaineen sitoutuminen

Ibuprofeenissa on kaksi funktionaalista ryhméaéa, karboksyylihapporyhma ja bentseenirengas.
Ibuprofeeni voi kiinnittyd ei-kovalenttisesti grafeenioksidin pintaan muodostaen 1w — 7-
sidoksia. Myos vetysidokset grafeenioksidin ja ibuprofeenin valilla voivat sitoa ladkeaineen

GO:n pintaan.

Kuten jo aikaisemmin grafeenioksidin funktionalisointikappaleessa esitettiin, grafeenioksidin
karboksyylihapporyhmaén voi kiinnittyd polymeereja tai muita ligandeja, jotka vaikuttavat
muun muassa nanomateriaalin solun lapéisevyyteen ja auttavat grafeenioksidia kiinnittymaan
kohdesolun solukalvon reseptoreihin?. Ibuprofeeni voidaan kiinnittdd FeN4:ssa (kuva 7)
grafeeniin liitettyyn porfyriinin kaltaiseen osaan. Ibuprofeenin ja kitosaanin vélisestd
sidoksesta ei loydy tutkimusaineistoa. Teoriassa olisi mahdollista, ettd ibuprofeenin
karboksyylihappo kiinnittyisi kitosaanin hydroksyyliryhmiin muodostaen esterin. Tallin
ibuprofeenin hallitussa irtoamisessa voitaisiin hyddyntdad kitosaanin ominaisuuksien

muuttumista ympariston pH:n muuttuessa.

Grafeenioksidilla on suuri reagointipinta-ala, johon voidaan kiinnittda useita ladkeaineita tai
reseptoreita samanaikaisesti.  Zang et al.!’®  ovat onnistuneesti kiinnittineet seka
doksorubisiinin etta kamptoteesin samanaikaisesti grafeenioksidilevylle.?
Tulehduskipuldékkeind  kaytettyjen  ibuprofeenin  ja  parasetamolin  kuljettaminen
samanaikaisesti grafeenioksidilevylla voisi mahdollistaa tulevaisuudessa esimerkiksi

tulehdustilojen tehokkaamman hoidon.

GO:n sitoutumista ja sen irtoamista kohdesolun kaksikerroksisesta lipidikalvosta on tutkittu

vain vahan. Liu et al:in® tutkimuksissa grafeenioksidin on tutkittu fysiologisessa liuoksessa
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olevan varaukseltaan negatiivinen. Solukalvolla on Na*- ja Ca®*-ioneita, joiden on todettu
voivan sitoutua GO:n pintaan neutraloiden materiaalin varauksen. Solukalvon paaryhmét ovat
my0s vahvasti hydratoituneita, jolloin hydratoitumiselle alttiit grafeenioksidin funktionaaliset
ryhmét voisivat muodostaa repulsiivisia entropisia voimia, ja siten sitoutua solukalvon

pinnalle.?

6.2 Grafeenimateriaalien siirtyminen soluun

Grafeenimateriaali siirtya solun sisaan kahdella eri tavalla riippuen materiaalin koosta
(kuva 9). Mu et al.?! tutkivat in vitro proteiinilla paallystettyd grafeenioksidia (500 nm)
(PCGO). PCGO siirtyi soluun Klaritiinivélitteisen endosytoosin avulla. Suuremmat
grafeenioksidi levyt (~1 um) puolestaan siirtyvét solun sisaan fagosytoosin avulla. Molemmat

PCGO:t paatyivat tutkimuksissa lysosomiin, jossa siséltd pilkotaan entsyymien avulla.

Large PCGO Small PCGO
1 Pseudopodium
2 N b a
u e Cell Membrane
3 Clathrin-coated c

Pit

Phagosome o € Endosome

= d
Lysosome

m

Kuva. 9 Suuremmat proteiinilla paallystetyt GO:t siirtyvat soluun fagosytoosin avulla (1-4),
kun taas pienemmat GO:t paésevét soluun endosytoosin avulla (a-d). Reprinted from with
permission from*2. Copyright (2012) American Chemical Society.



16

6.2 Ladkeaineen hallittu irtoaminen

Passiivisessa ladkeaineiden vapautumisessa ladkkeen vapautumista elimistdsséd ei voida
annostella tai ajoittaa ajallisesti. Nanomateriaalit voisivat tulevaisuudessa mahdollistaa
kontrolloidun ladkeaineen vapautumisen. Ladkeaineiden hallittu irrottautuminen laékeaineen
kuljetinmateriaalista voi tapahtua kehon sisaisten mekanismien avulla, kuten esimerkiksi pH:n
muutoksen stimuloimana, tai se voidaan saada aikaan kehon ulkopuolelta esimerkiksi

magneettikentan avulla.

Ibuprofeenin ja grafeenioksidin valiset vetysidokset deprotonoituvat happamissa olosuhteissa,
mika irrottaa ibuprofeenin kuljetinmateriaalista.> Jos kuljetin vuorattaisiin esimerkiksi
kitosaanilla, ibuprofeenin irtoaminen ei tapahtuisi viel&d vatsalaukussa, vaan laakeaine
vapautuisi  verenkiertoon vasta ohutsuolesta, silld kitosaani suojaa l&akeainetta
deprotonoitumiselta. Grafeenioksidiin voitaisiin lisdtd myds esimerkiksi PEG, jonka avulla
laékeaine voisi kiinnittyd kohdesolun pinnalle ja vapautua solun happamissa olosuhteissa

soluun.

Laakeaine voidaan kiinnittaa grafeenioksidiin pH:n muutoksiin reagoivien polymeerien avulla.
Laskeaine voidaan siten vapauttaa ympariston pH:ta muuttamalla.® Jos ibuprofeeni
pystyttéisiin kiinnittdimaén suoraa esimerkiksi kitosaaniin, hallitussa irtoamisessa voitaisiin

hyodyntaa kitosaanin ominaisuuksien muuttumista ympériston pH:n muuttuessa.

Ladkeaine voidaan irrottaa nanomateriaalista myds stimuloimalla ulkoisesti. Esimerkiksi
grafeenin funktionalisoinnin FezOa:lla on tutkittu mahdollistavan ladkeaineen vapautumisen
ulkoisen mangneettikentin muuttuessa.® Magneettikentan muuttamista voitaisiin mahdollisesti

hyodyntdd myos Fe4NG:ssa ibuprofeenin vapauttamiseksi.
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7 Yhteenveto

Grafeenimateriaalit ovat potentiaalisia ladkeaineen kuljettimina, silld niillda on useita
ainutlaatuisia ominaisuuksia, kuten suuri reaktiopinta-ala, joka voisi mahdollistaa suurempien
la&keainemé&arien samanaikaisen kuljetuksen. Grafeenimateriaalit ovat my6s suhteellisen
helposti muokattavissa, ja ne muodostavat helposti sidoksia aromaattisten ja veteen

liukenemattomien ladkeaineiden kanssa, kuten esimerkiksi ibuprofeenin kanssa.

Grafeenimateriaalien kdyton etuna on myds se, ettd materiaalia on saatavilla luonnosta, se on
ymparistoystavallisté ja suhteellisen edullista, silla halvimmillaan sitd tuotetaan n. 1000 eurolla
tonnia  kohden. Sen ké&yttéa teollisuudessa rajoittaa  kuitenkin  materiaalien
valmistusmenetelmien  tehottomuus.®  Grafeenimateriaalien  kayttdminen ladkeaineen
kohdennetussa kuljetuksessa vaatii uusia valmistusmenetelmid, jotka ratkaisevat myds
grafeenimateriaalien valmistusvaiheessa syntyvien epédpuhtauksien ja materiaalin terdvien

reunojen aiheuttamat ongelmat.

Grafeenimateriaalien toksisuutta aiheuttavia tekijoitd on jo tutkittu in vivo ja in vitro, mutta
prekliinistd tutkimusta niista ei viel& ole. Muun muassa grafeenimateriaalien optimaalinen
koko, konsentraatio, materiaaliin lisattavat ligandit ja mahdolliset haitalliset vuorovaikutukset
elimistossa vaativat vielda lisatutkimuksia. Tutkimustietoa ei 16ydy viela materiaalien

mahdollisista pitk&aikaisvaikutuksista.

Laakeaineen vapautuminen vasta ohutsuolessa voisi helpottaa ruuansulatuskanavaa rasittavien
la&keaineiden kayttod. lbuprofeeni on tulehduskipulddke, jonka yksi haittavaikutuksista on
vatsavaivat, joista kérsii 10-45 % ladkeaineen kayttéjistd. Tulehduskipulddkkeiden kaytto
kasvaa vanhenevan vaeston keskuudessa ja suurin osa tulehduskipuladkkeiden vakavammista
haittavaikutuksista kohdistuu vanhuksiin.® Kamptotesiinin tavoin ibuprofeeni voitaisiin
kiinnittdd grafeenioksidiin ja paallystdd kitosaanilla ja enteerisilla polymeereilld, jolloin
la&keaine imeytyisi vasta ohutsuolessa ja mahan limakalvot olisivat suojassa. Tastéa voisi olla

erityisesti apua ladkeaineen pitkéaikaiskayttajille.

Grafeenimateriaalien kayttod laékeaineiden kuljetuksessa on tutkittu erityisen paljon
syOpéhoitojen kehittdmiseksi. Tulevaisuudessa grafeenimateriaalien avulla voisi olla

mahdollista parantaa ladkkeiden tehokkuutta, saddelld ladkeaineen irtoamista ja suojata terveita
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kudoksia. Kohdennettu l&&keaineen kuljettaminen voisi my6ds mahdollistaa pienempien

la&keainemaarien kayton.
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