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Tiivistelma

Tama LuK-tutkielma kasittelee grafeenimateriaalien antibakteerisia ominaisuuksia.
Tutkielmassa esitelladn grafeenimateriaalien antibakteerisia mekanismeja, niihin vaikuttavia
tekijoitd sekd vaikutuksia mallibakteereihin ja biofilmeihin. Tyodssa keskitytddn
grafeenimateriaalien mahdolliseen kayttdon antibiootteja korvaavana aineena. Tutkimusten
perusteella grafeenimateriaaleja voidaan tulevaisuudessa mahdollisesti hyodyntaa erilaisissa
antibakteerisissa sovelluksissa niiden potentiaalisten bakteereita tappavien ominaisuuksien

vuoksi.



Esipuhe

Kandidaatintutkielman Kirjallisuuslédhteiden etsiminen aloitettiin tammikuussa 2021 ja
kirjoittaminen helmikuussa 2021. Tutkielma valmistui toukokuussa 2021. Kirjallisuuslahteita
etsittiin Google Scholar- ja ScienceDirect -tietokannoista. Tutkielman ohjaajana toimi

professori Maija Nissinen.

Haluan Kiittdd ohjaajaani professori Maija Nissistd hyvastd ohjauksesta sekd kemiaan ja
biologiaan liittyvéstd mielenkiintoisesta aiheesta. Lisaksi haluan kiittdd opiskelukavereitani

vertaistuesta Kirjoitusprosessin aikana.
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Kaytetyt lyhenteet

G Grafeeni

CNT Hiilinanoputki

GO Grafeenioksidi

rco Pelkistetty grafeenioksidi
AgNP Hopeananopartikkeli

GBN Grafeenipohjainen nanomateriaali
PLL poly(L-lysiinini)

PVK polyvinyyli-N-karbatsoli

oS Oksidatiivinen stressi

TEM Lé&paisyelektronimikroskooppi
GSH Glutationi

GSSG Glutationisulfidi

ROS Reaktiivinen happiradikaali
NIR Lahi-infrapunaséteily

AFM Atomivoimamikroskopia

GPB Gram-positiivinen bakteeri
GNB Gram-negatiivinen bakteeri
GONW GO-nanoseina

RGNW rGO-nanoseina

GN-S Siledpohjainen grafeenikalvo
GN-R Karkeapohjainen grafeenikalvo
In vitro elion tai solun ulkopuolella
MMP Mitokondriaalinen kalvopotentiaali
LDH Laktaattidehydrogenaasi

MDA Malonialdehydi
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NP Nanopartikkeli

MRSA Metisilliiniresistentti Staphylococcus aureus



1 Johdanto

Grafeeni on vuonna 2004 I6ydetty hiilen allotrooppi. Se on yhden atomikerroksen paksuinen,
kaksiulotteinen (2D) nanomateriaali, jota pidetaan maailman vahvimpana aineena.! Grafeenin
kuusikulmainen rakenne mahdollistaa sen erinomaiset fysikaaliset ja kemialliset ominaisuudet,
kuten suuren mekaanisen lujuuden, poikkeuksellisen hyvan séhkon- ja lammaonjohtavuuden
seka suuren pinta-alan. Grafeenipohjaisilla materiaaleilla on useita johdannaisia, joilla on
erilaisia ominaisuuksia ja toimintoja.2 Viime vuosina grafeenitutkimuksessa on edistytty
erityisesti elektroniikan, energianvarastointi- ja muunnoslaitteiden, biol&aketieteellisen

tutkimuksen, sensoreiden, komposiittien, vedenpuhdistuksen ja katalyysin osa-alueilla.

Patogeenisten mikro-organismien aiheuttamat infektiot ovat maailmanlaajuisesti suurimpia
terveysuhkia. Bakteereita tappavien aineiden ja antibioottien liiallinen k&ytt6 on johtanut
siihen, ettd mikrobit ovat kehittyneet vastustuskykyisiksi tyypillisille antibakteerisille
ladkeaineille. Tamé& on tehnyt infektioiden torjunnasta entistd haastavampaa ja siksi
antibiooteista riippumattomien ja ladkkeettdmien antibakteeristen aineiden kehittdminen on
vilttamatonta.? Tahdan kayttoon on alettu tutkia grafeenipohjaisia materiaaleja niiden
merkittdvan bakteereita tappavan aktiivisuuden vuoksi. Grafeenin antibakteeriset mekanismit
sisaltavat seka fysikaalisia ettd kemiallisia toiminnan muotoja. Grafeenipohjaisten materiaalien
etuihin kuuluvat niiden helppo valmistaminen, uusiutuvuus, ainutlaatuiset katalyyttiset

ominaisuudet seka poikkeukselliset fysikaaliset ominaisuudet.®



2 Grafeenipohjaiset materiaalit

2.1 Grafeeni

Grafeeni (G) on sp?-hybridisoituneista hiiliatomeista koostuva, yhden atomikerroksen
paksuinen, kaksiulotteinen (2D) nanorakenne.! Grafeeni on poikkeuksellisen lujaa ja silla on
suuri pinta-ala, nopea elektronien liikkuvuus, korkea lammaonjohtavuus seké vahva Youngin
moduuli. Jokaisella hilan hiiliatomilla on s-, px- ja py-atomiorbitaalit, jotka hybridisoituvat
muodostaen kovalenttisia sp?-sidoksia. Tama saa aikaan 120° sidoskulmat ja kanaverkkomaiset
kerrokset. Grafeeni on usean hiilen allotroopin, kuten grafiitin, puuhiilen, hiilinanoputkien
(CNT) ja pallofullereenin, perusrakenneosa (kuva 1).*

Grafeeni on uusiutuvaa, halpaa ja paremmin saatavilla kuin muut nanomateriaalit, silla sen
valmistaminen on helppoa ja nopeaa. Grafeenipohjaisilla nanomateriaaleilla ei tarkoiteta vain
kasittelematontd grafeenia (nk. pristine graphene) vaan my6s kemiallisesti muokattua
grafeenia, kuten grafeenioksidia (GO) tai pelkistettya grafeenioksidia (rGO).*

Kuva 1. Matalaulotteiset hiiliallotroopit: fullereeni (OD), hiilinanoputki (1D) ja grafeeni
(2D).°> Reprinted from ref. 5., Copyright 2010, with permission from Elsevier.



2.2 Grafeenioksidi

Grafeenioksidi (GO) on grafeenin hapetettu muoto. Sen rakenteessa on paljon happea siséltavia
funktionaalisia ryhmia, kuten karboksyyli-, hydroksyyli- ja epoksiryhmid. Happea siséltavat
ryhmat ja erityinen nanorakenne tekevét grafeenioksidista hydrofiilisen ja parantavat sen
dispergoitumista vesiliuoksiin sekd antavat sille merkittavid antibakteerisia ominaisuuksia
useiden erilaisten mekanismien kautta.? Grafeenioksidia on tutkittu paljon seka teoreettisesti
ettd kokeellisesti sen poikkeuksellisen mekaanisen lujuuden, kemiallisen stabiilisuuden,
funktionaalisten ryhmien kemiallisen monipuolisuuden ja kustannustehokkaan synteesin

vuoksi.®

GO:a voidaan valmistaa kemiallisesti hapettamalla, liuotinavusteisesti kuorimalla tai
elektrolyyttisesti  hapettamalla grafiitista.’ Synteesimenetelmistd tunnetuimmat ovat

Staudenmaierin’ ja Brodien® metodit seka useimmiten kaytetty Hummersin® metodi (kuva 2).2
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Kuva 2. Tunnetut grafeenioksidin valmistusmenetelmat grafiittijauheesta.'® Reprinted from

ref. 10., Copyright 2021, with permission from Elsevier.



2.3 Pelkistetty grafeenioksidi

Grafeenioksidia voidaan pelkistdd pelkistetyksi grafeenioksidiksi (rGO). Pelkistdminen
palauttaa jossain méaarin grafeenin johtokyvyn ja absorbanssin seké tekee siita grafeenioksidia

hydrofobisemman happea sisaltavien rynmien pelkistymisen vuoksi.

Pelkistaminen voidaan tehdd kemiallisesti, sahkokemiallisesti tai l&ammon avulla. L&mmon
avulla pelkistdmiseen tarvitaan vain korkea lampotila eiké prosessi vaadi kemikaaleja, joten se
vaikuttaa olevan kéytannollisin ja ymparistoystavéllisin tapa valmistaa rGO:a. Reaktioliuoksen
emaéksisyys vaikuttaa myds rGO:n pelkistymisasteeseen. On todettu, ettd emaksinen ymparisto
on hyddyllinen GO:n pelkistamisessa rGO:ksi, silld eméas kykenee neutraloimaan muodostuvaa

hiilihappoa.?

2.4 Grafeenipohjaiset nanokomposiitit

Grafeenipohjaisilla nanokomposiiteilla tarkoitetaan yleisesti GO:n tai rGO:n funktionalisointia
muiden aktiivisten aineiden avulla kovalenttisen tai ei-kovalenttisen sitoutumisen kautta. Talla
saadaan tuotettua GO:lle tai rGO:lle uusia tai paranneltuja ominaisuuksia ja toimintoja.
Grafeenipohjaisia ~ nanokomposiitteja ~ ovat  esimerkiksi grafeeni-metalli- tai
grafeeni-metallioksidi- ja grafeeni-polymeerinanokomposiitit. Grafeenipohjaisia
nanomateriaaleja voidaan kayttdd nanomittakaavan rakennusmateriaalina dispersoimaan ja
stabiloimaan metalli- tai metallioksidinanopartikkeleja. Grafeeninanolevyjen kyky muodostaa
merkittdvasti ei-kovalenttisia vuorovaiktuksia, kuten van der Waals -vuorovaikutuksia,
helpottaa molekyylien ja nanopartikkelien liittdmistd grafeeniin. Muodostuneilla
nanokomposiiteilla on komponenttejaan paremmat ominaisuudet ja ne toimivat tehokkaammin

biologisissa ymparistoissa.>

Hopeananopartikkeleilla (AgNP) on bakteereita tappava vaikutus. Tamé& perustuu niiden
kykyyn tarttua bakteerin DNA:han, bakteereiden energian Kierradtyksen estdmiseen ja
partikkelin pinnalta vapautuviin hopeaioneihin,!! jotka voivat aiheuttaa mikro-organismien
kuoleman tuhoamalla solukalvon ja estdmalla DNA-replikaation. Hopeananopartikkelien
spontaani kasautuminen kuitenkin rajoittaa niiden kaytdnnon sovelluksia. Grafeenioksidi
vaikuttaa lupaavalta kantajalta kuljettamaan hopeananopartikkeleita ja tehostamaan niiden

antibakteerisia vaikutuksia. Nanokomposiitin muodossa GO:n ja AgNP:ien antibakteerinen



aktiivisuus on suurempi. Tdma johtuu siitd, ettd GO voi estad AgNP:ien nukleaatiota ja toisaalta
GO:iin immobilisoidut hopeananopartikkelit ehkaisevdt GO-levyjen kasautumista. Toisin
sanoen  nanokomposiitin - muodostuminen  parantaa  sekd grafeenioksidin  ettd
hopeananopartikkelien stabiilisuutta, mik& johtaa parempaan tehoon. On tutkittu, ettd
GO-AgNP-nanohybridien lisdantynyt antibakteerinen vaikutus johtuu myds kationien suuresta

madrasta komposiitin pinnalla. Tdma parantaa vuorovaikutusta bakteerisolukalvojen kanssa.?

My6s metallioksideja on  kéytetty vyleisesti ~muodostamaan nanokomposiitteja
grafeeninanomateriaalien kanssa. Tyypillinen esimerkki on GO-ZnO-nanokomposiitti.
GO-ZnO:n antibakteerinen aktiivisuus johtuu grafeenioksidin terévistd reunoista seka
sinkkioksidin  pitoisuudesta: ZnO:n osuuden nostaminen parantaa huomattavasti
antibakteerista vaikutusta Escherichia coli -bakteeriin. Tdma johtuu osittain bakteerisolun

osmoottisen paineen noususta, mika voi johtaa bakteerin elinkyvyn menetykseen.?

Grafeeninanomateriaalien antibakteerisen aktiivisuuden ja vesidispersiteetin (water-dispersity)
tehostamiseksi voidaan kéyttdd myos joitakin funktionaalisia polymeereja muodostamaan
nanokomposiitteja grafeenipohjaisten nanomateriaalien (GBN) kanssa. Naista on tutkittu
esimerkiksi poly(L-lysiinin) (PLL) ja polyvinyyli-N-karbatsolin (PVK) grafeenikomposiitteja.
PLL:n antibakteerinen aktiivisuus séilyi samalla kun sen bioyhteensopivuus kasvoi
grafeenijohdannaisen l&sndolon vuoksi. PVK puolestaan paransi merkittavéasti GO:n

dispersiota ja nain ollen tehosti antibakteerista aktiivisuutta.?



3 Grafeenimateriaalien antibakteeriset ominaisuudet

Suuren pinta-alan ja erinomaisten fysikaalisten ja kemiallisten ominaisuuksiensa vuoksi
grafeenipohjaiset nanomateriaalit ovat osoittautuneet kiinnostaviksi ehdokkaiksi biologisissa
sovelluksissa tarvittaville nanomittakaavan rakennusosille. Lisaksi grafeenia voidaan
luontaisten antibakteeristen ominaisuuksiensa vuoksi kayttdd uutena, tehokkaana ja

vihredna antibakteerisena aineena.*

3.1 Antibakteerisuuden mekanismit.

Grafeenimateriaalit voivat vaikuttaa bakteereihin useilla eri tavoilla. Antibakteerisista
mekanismeista (kuva 3) yleisimpia ovat grafeenimateriaalin aiheuttama kalvostressi, jota
kutsutaan my06s nanoveitsi- tai nanoterdvaikutukseksi (nanoknife / nanoblade effect),
oksidatiivinen stressi (OS) ja kaarimis- tai sieppausmekanismi (wrapping or trapping
mechanism).!  Grafeenimateriaalien varauksensiirtokyky ja fototermiset ominaisuudet
vaikuttavat myGs materiaalien antibakteerisuuteen. Liséksi GO:lla on havaittu niin sanottu
itsensa tappamismekanismi (self-killing mechanism). Grafeenimateriaalit voivat tappaa

mikro-organismeja myos edelld mainittujen mekanismien yhdistelmana.*2
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Kuva 3. Grafeenimateriaalien antibakteerisia mekanismeja.? Reprinted from ref. 2., Copyright
2019, with permission from Elsevier.



Yleisimmin havaittu mekanismi on nanoveitsi- tai nanoteravaikutus eli terdvien reunojen
aiheuttama fysikaalinen vaurio mikrobin soluseindan tai -kalvoon. Tdéma aiheuttaa solun
rikkoutumisen, jolloin sen rakenneosat vuotavat ympéristoon ja mikro-organismit kuolevat.t
Bakteerin solukalvoon voi tulla myds aukkoja, jolloin bakteerisolun osmoottinen paine
muuttuu. Tdmé johtaa lopulta solun kuolemaan.? GO-nanolevyjen erinomaiset antibakteeriset
vaikutukset on osoitettu ja havaittu lapaisyelektronimikroskoopin (TEM) avulla. TEM-kuvista
(kuva 4) ndhdaan selvésti, ettd GO-nanolevyille altistaminen vaurioittaa vakavasti

E. coli-solujen eheytt4 ja johtaa solunsisiisen sisillon vuotamiseen.?

Kuva 4. TEM-kuva normaaleista E. coli-soluista (A) ja E. coli-soluista kahden tunnin
GO-nanolevyille altistamisen jalkeen (B).? Reprinted from ref. 2., Copyright 2019, with

permission from Elsevier.

Oksidatiivinen stressi johtaa oksidaation ja anti-oksidaation epétasapainoon, miké hairitsee
bakteerien aineenvaihduntaa, tuhoaa solurakenteen ja johtaa lopulta bakteerien elinkyvyn
menetykseen. Grafeenimateriaalit voivat aiheuttaa bakteereissa lipidien peroksidaatiota.
Lipidien peroksidaatiolla tarkoitetaan sarjaa vapaiden radikaalien ketjureaktioita, missé
bakteerien aktiivinen happi lisdd rasvahappojen hapettumista. Tama johtaa lipidiperoksidien
muodostumiseen ja sen myo6td solukalvon rikkoutumiseen seka lopulta bakteerin kuolemaan.
Glutationi (GSH) on bakteerien tarked reduktaasi ja sen mééra voi indikoida oksidatiivisen
stressin suuruutta, koska se voidaan helposti hapettaa glutationidisulfidiksi (GSSG). Eradssa
tutkimuksessa havaittiin, ettd GO:lle ja rGO:lle altistamisen jalkeen pelkistetyn glutationin
(GSH) pitoisuus laski huomattavasti ja reaktiivisten happiradikaalien (ROS) pitoisuus kasvoi

GO:lla 3,8-kertaiseksi ja rGO:lla 2,7-kertaiseksi P. aeruginosa -bakteerissa. Taman vuoksi



uskotaan, ettd grafeeninanomateriaalien tuottama suuri maard ROS:a aiheuttaa bakteerien

oksidatiivisen stressin.?

Grafeenimateriaalit ovat rakenteeltaan erittain joustavia.'? Kaarimis- tai sieppausmekanismi
perustuu bakteerin eristimiseen ulkoisesta ymparistosta, miké rajoittaa bakteerin ravinnon
saamista.? GO:lla on happea sisiltdvien funktionaalisten ryhmiensé vuoksi huomattava kyky
sitoa E. coli sisdansd. GO eristdd valiaikaisesti bakteerin ymparistostdan, mika johtaa sen

inaktivoitumiseen.!?

Varauksen siirron on katsottu olevan tehokas antibakteerinen mekanismi ottaen huomioon
grafeenimateriaalien  hyvd  elektronien  liikkuvuus  (highelectronic ~ mobility).
Varauksensiirtomekanismia on tutkittu muun muassa grafeenikalvoilla pé&allystettyja
germanium-substraatteja tutkimalla. Néaytteet, jotka olivat paallystetty kokonaan grafeenilla
(Full-G) olivat antibakteerisempia S. aureusta ja E. colia kohtaan kuin néytteet, jotka olivat
vain osittain grafeenilla paallystettyja (Half-G) tai eivat siséltdneet grafeenia ollenkaan
(None-G). Antibakteerisuus oli S. aureusta kohtaan suurempi kuin E. colia, silla
jalkimmaiselld on suojaava ulkokalvo. Toisaalta bakteerin vioittumisen havaittiin liittyvén
bakteerin ja grafeenin véliseen elektronien siirtymismekanismiin, mikd johtaa kalvon
hajoamiseen ja solun sisallon vuotamiseen. Tassa tapauksessa grafeeni toimii solun
ulkopuolisena elektronien vastaanottajana, joka kykenee sieppaamaan
hengitysaineenvaihdunnan elektroneja. Tam& johtaa kalvon fysiologisen toiminnan

hairioihin.*?

Fototermiset vaikutukset aiheutuvat energianldhteen, kuten laserin, luomasta l&mmdosta
materiaalissa. Lampd6tila mikro-organismien, kuten bakteerien, ymparilla nousee, miké lopulta
tappaa ne. Samaa menetelmdd voidaan kéayttdd myos sydpahoidoissa sydpasolujen
kohdennettuun lampokasittelyyn, joka johtaa syOpésolujen kuolemaan. Esimerkiksi
vankomysiinia sisaltdvd rGO on osoittanut fototermistd antibakteerista aktiivisuutta
lahi-infrapunaséteilylla (NIR) kasiteltdesséd oksasilliini-la&keresistenttia S. aureusta ja

kanamysiini-laakeresistenttia E. colia vastaan.*?

Itsemurhavaikutus tai itsensa tappamismekanismi on GO:n antibakteerinen mekanismi, joka
perustuu bakteerien tapaan rajoittaa itseddn (self-limiting manner). Tam& mekanismi on
huonosti tunnettu kirjallisuudessa, mutta on raportoitu, ettd bakteerilajit voivat passiivisesti

tappaa itsensa poistamalla happea sisaltavia funktionaalisia ryhmida GO:sta. Tama johtaa



grafeenioksidin muuntumiseen grafeeniksi. Kyseinen mekanismi on havaittu esimerkiksi E.

coli -bakteerilla.*

Grafeenimateriaalit voivat tappaa mikro-organismeja yhdistelemélla edelld mainittuja
mekanismeja. Esimerkiksi GO:n antibakteerinen vaikutus E. colia kohtaan aiheutuu
todennakoisesti useista fysikaalisista ja kemiallisista vuorovaikutuksista. GO-nanolevyt voivat
tunkeutua bakteerikalvoon terdvien reunojensa ansiosta ja toisaalta oksidatiivisella stressilla on
merkitys ROS:ien ja vapaiden radikaalien muodostumiseen. Tamé& aiheuttaa bakteerin
proteiinien denaturoitumisen ja DNA-vaurioita, mikd johtaa bakteerin kuolemaan.*?
Pelkistetyn grafeenioksidin tarkeimmat antibakteeriset mekanismit ovat nanoveitsivaikutus
seka oksidatiivinen stressi. Erdassa tutkimuksessa havaittiin, ettd pelkistetyn grafeenioksidin
antibakteerisuusaste gram-positiiviseen S. aureus -bakteeriin oli 48,6 %. Kun rGO yhdistettiin
hopeananopartikkeleihin, antibakteerisuusaste oli 89,35 %. Gram-negatiivisiin bakteereihin
rGO:n antibakteerisuusaste oli keskimaarin 84,59 % ja yhdistettynd hopeananopartikkeleihin
9950 %. rGO/Ag-nanokomposiittien  korkeampi  antibakteerinen  aktiivisuus
selittyy kiinniotto-tappamismekanismilla (capturing-killing mechanism), johon yhdistyy myos
nanoveitsivaikutus ja oksidatiivinen stressi. rGO/Ag-nanokomposiitin hyva dispersio veteen
lisdd huomattavasti kontaktia materiaalin ja bakteerin valilla ja rGO:n pinnalle kerdantyy
bakteereja sen suuren pinta-alan ansiosta. Tamén jalkeen rGO ja hopea vahingoittavat
bakteerien solukalvoja ja tuottavat vapaita happiradikaaleja, jotka vahingoittavat bakteerien
hengityselimistoa.*

3.2 Antibakteeriseen aktiivisuuteen vaikuttavat tekijat

Grafeenimateriaalien antibakteerinen aktiivisuus riippuu grafeenilastujen ja aggregoituneiden
partikkelien koosta, silla tdmé& vaikuttaa antibakteerisen aineen ja bakteerin véliseen
vuorovaikutukseen.'? Bakteerisolujen ansaan joutuminen korreloi grafeenipohjaisten
nanomateriaalilevyjen koon kanssa: GO:n antibakteeriset ominaisuudet paranevat, kun sen
sivuttaismittoja (lateral dimensions) kasvatetaan. Atomivoimamikroskopialla (AFM) on voitu
todentaa, ettd isommat GO-levyt saivat E. coli-soluja tehokkaammin ansaan. Solut eivat

voineet lisdantya, silla ne olivat taysin eristettyini.?

GO-komposiittinanolevyjen antibakteerinen aktiivisuus riippuu myos nanopartikkelien koosta.

Tutkimuksessa, jossa GO:hon aggregoitiin kooltaan 0,31 + 0,20 um kokoisia nanopartikkeleja
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ja grafiittioksidiin 6,28 £ 2,50 um kokoisia partikkeleja, havaittiin, ettd GO:n antibakteerinen
kyky oli huomattavasti parempi (69.3 £ 6.6 %) kuin grafiittioksidilla (15.0 + 3.7 %), vaikka
niiden pinnoilla on lahes samat funktionaaliset ryhmat. Tama ero selittyy naytteisiin
aggregoitujen nanopartikkelien merkittavalla kokoerolla.*2

Grafeenimateriaalien muodolla on todettu olevan merkittédvé vaikutus niiden antimikrobiseen
aktiivisuuteen. Tama on linjassa aiempiin tutkimuksiin, joissa on havaittu, ettd myds
hiilinanoputkien ja hopeananopartikkelien osoittama sytotoksisuus on muodosta riippuvaista.
Nanopartikkelien muodot ovat ratkaisevan tarkedssd roolissa nanopartikkelien ja
lipidikaksoiskerroksen valisessé translokaatioprosesseissa, joiden uskotaan olevan suoraan
yhteydessé antimikrobiseen aktiivisuuteen. Grafeenilevyt, joilla on terévét kulmat ja ulkonevat
reunat, voivat lapdistad solukalvon helposti. Kokeellisissa tutkimuksissa on havaittu, etti
GO-nanoseinien (GONWSs) ja rGO-nanoseinien (RGNWSs) terdvat reunat laskivat
huomattavasti sekd E. colin ettd S. aureuksen selviytymisastetta. Muodon vaikutuksen
varmistamiseksi Pseudomonas aeruginosa - ja S. aureus-kannoilla tutkittaessa on valmistettu
grafeenikalvoja (graphene film), joissa on eri muotoja yla- ja alapuolella. Havaittiin, etta
grafeenikalvo, jolla on siled yl&puoli (GN-S) on tehokas tappamaan sek& sauvamaisen
P. aeruginosan ettd pyoredn S. aureuksen. Karkeapohjainen grafeenikalvo (GN-R) pystyi

inaktivoimaan tehokkaasti vain sauvamaisen P. aeruginosan.*

Grafeenioksidilevyissa olevat funktionaaliset ryhmat kuten karboksyylihapporyhma,
hydroksyyliryhma ja epoksidiryhméd lisddvat materiaalin  dispergoituvuutta. GO
vuorovaikuttaakin paremmin bakteerien, esimerkiksi E. colin, kanssa kuin grafiitti ja rGO.
Tamé johtuu siitd, ettd grafeenioksidi dispergoituu paremmin valiaineessa, jolloin sen
vuorovaikutus ympdriston kanssa tehostuu. Enemman happea siséltdvia ryhmid omaavat
grafeenioksidilastut ovat antibakteerisempia jopa matalilla GO-konsentraatioilla. GO-
nanolevyilld on havaittu voimakas antibakteerinen vaikutus Streptococcus mutans -bakteeria

vastaan, seka planktonisiin (yksittaisiin/vapaisiin) soluihin etta biofilmeihin.!2

Grafeenioksidin antibakteerinen vaikutus on aika- ja konsentraatioriippuvaista. Tutkittaessa
grafeenioksidin vaikutusta gram-positiivisiin (GPB) ja gram-negatiivisiin bakteereihin (GNB)
havaittiin, ettd grafeenioksidin  konsentraation kasvaessa myo6s  rikkoutuneiden
bakteerikalvojen méara kasvaa. Grafeenioksidin bakterisidista (bakteereita tappava) vaikutusta
E. coli -bakteeriin arvioitaessa havaittiin, ettd suurin osa bakteereista oli inaktiivisia

ensimmadisen tunnin jalkeen. Solukuolleisuus kasvoi grafeenioksidin konsentraation noustessa
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ja ajan kuluessa, miké viittaa myds siihen, ettd grafeenioksidin antibakteerinen aktiivisuus

riippuu ajasta ja konsentraatiosta.t

Ympériston pH-arvo voi vaikuttaa grafeenimateriaalien antibakteeriseen aktiivisuuteen.
Esimerkiksi GO/Ag -hybridimateriaali on antibakteerisempi E. colia ja S. aureusta kohtaan
matalammilla pH-arvoilla. Havaintoa on selitetty silld, ettd happamissa olosuhteissa Ag-
nanopartikkeleista irtoaa enemman hopeaioneja, mika kasvattaa kokonaisuudessaan
antibakteerista suorituskykyé. Myds rGO/Ag on osoittanut tehokkaampaa antibakteerisuutta P.
aeruginosaa ja S. aureusta kohtaan pH:ssa 5,6 verrattuna pH-arvoihin 7,2 ja 8,6.
Matalammassa pH:ssa on enemman liukoista happea ja H™-ioneja. Hopeananopartikkelit voivat
siten hapettua reaktion (1) mukaisesti tuottaen enemman Ag'-ioneja, mika edistda

antibakteerisia vaikutuksia.?
4Ag+0,+4H" > 4Ag" +2 H,0 (1)

Bakteerityyppi, gram-positiivisuus tai gram-negatiivisuus, on myos tarkedd méaaritettdessa
grafeenimateriaalien antibakteerisia ominaisuuksia. Erityyppisissd bakteereissa voidaan
havaita erilaisia antibakteerisuuden asteita ja mekanismeja. GO:lla on parempi antibakteerisuus
gram-positiivisiin bakteereihin (S. aureus ja Enterococcus faecalis) kuin gram-negatiivisiin
bakteereihin (E. coli ja P. aeruginosa). Eri bakteerityyppeihin vaikuttavat eri antibakteeriset
mekanismit. Gram-positiivisiin bakteereihin vaikuttaa padasiassa kaarimismekanismi ja
gram-negatiivisiin ~ fysikaalisen  kontaktin  vélitykselld  tapahtuva  kalvovaurio.
GO/Ag -hybridimateriaali on osoittanut bakteereita tappavia ominaisuuksia gram-negatiivisiin
bakteereihin (E. coli) ja bakteerien kasvua estdvida ominaisuuksia gram-positiivisiin
bakteereihin (S. aureus). Antibakteerisen mekanismin havaittiin perustuvan E. colissa

solukalvon vaurioon ja S. aureuksessa solun jakautumisen estamiseen.!?

3.3 Sytotoksisuus

Grafeeninanomateriaalit voivat olla biologisesti yhteensopivia tai toksisia biologisia soluja
kohtaan. Materiaalin kerrosten lukumaarg, lateraalinen koko, puhtaus, annos, pintakemia ja
hydrofiilisyys vaikuttavat siihen, millainen vaste eldvilla soluilla on materiaaliin.
Grafeeninanomateriaalien pintakemiat vaihtelevat riippuen kédytetystd synteesimenetelmasta
seka eri molekyylien ja polymeerien saatavuudesta pinnan funktionalisoimiseen. Yleensa

toksisuuden arvioinnissa in vitro kéytetddn useita péé&solulinjoja. Né&ihin p&&solulinjoihin
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kuuluvat fagosyytit, esimerkiksi makrofagit, seké ei-fagosyyttiset solut, kuten endoteelisolut,
epiteelisolut, sydpasolut ja punasolut. Laaketieteellisten sovellusten kannalta on térkeda

ymmartia, miten grafeeninanomateriaalit vuorovaikuttavat naiden solujen kanssa.®

Grafeeninanomateriaalien vuorovaikutus solukalvojen kanssa voi aiheuttaa kalvovaurioita ja
sytotoksisuutta. Solukalvojen fosfolipidit koostuvat fosfaattipddryhméstd ja kahdesta
rasvahappoketjusta. Peruspéaryhmiin kuuluvat muun muassa koliini, seriini, glyseroli,
etanoliamiini ja inositoli (Kuva 5). Fosfolipidien ominaisuudet eroavat riippuen siitd, mita
paaryhmia niissa on. Solukalvot sisaltavat myos kolesterolimolekyylejd, joilla on térkeé
vaikutus kalvorakenteen stabiilisuuteen, juoksevuuden yllapitamiseen (fluidity) ja kalvoon
liittyvien proteiinien aktiivisuuden mukauttamiseen. Puhtaalla grafeenilla ei ole varauksia
pohjatasossa (basal plane), joten se ei vuorovaikuta sahkostaattisesti fosfolipidien kanssa vaan
suosii  hydrofobisia vuorovaikutuksia lipidihdntien kanssa. Liséksi hydrofobinen
vuorovaikutus grafeenin ja  kKkolesterolihdnndan vélilla voi uuttaa tai poistaa

kolesterolimolekyylej4 kalvosta johtaen sen vaurioitumiseen.®

A) B) NH, )
H,C CH,
\ / i O OH HO OF
Fil‘ﬂ)N CH3 l"f
OH
D) E) {

'///’ s \\\\\\ |

Kuva 5. Fosfaattipdaryhmat: koliini (A), seriini (B), glyseroli (C), etanoliamiini (D) ja
inositoli (E).

Grafeenioksidin pintavaraus ja -kemia vaikuttavat merkittavasti solujen kanssa tapahtuviin
vuorovaikutuksiin. GO:lla on hapetettujen funktionaalisten ryhmien vuoksi korkea

negatiivinen varaustiheys. Taméan vuoksi GO:n ja kalvon lipidien valilla voi esiintya
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séhkostaattisia vuorovaikutuksia. Grafeenioksidi voi vuorovaikuttaa sdhkdstaattisesti lipidien
kanssa, jotka sisaltdvat positiivisesti varautuneen lipidipadryhmén, mutta séhkdostaattista
vuorovaikutusta ei esiinny neutraalin tai negatiivisesti varautuneen lipidin kanssa. Nisakkaiden
soluissa fosfolipidien s&hkodvaraukset ovat neutraaleja tai negatiivisia. Taéman takia on
epatodennakdistd, ettd negatiivisesti varautuneet lipidit vetéisivat puoleensa grafeenioksidia,
jolla on sama varaus: negatiivisesti varautunut GO ja saman varauksen omaavat lipidit hylkivat
séhkostaattisesti toisiaan, kun taas hydrofobiset vuorovaikutukset negatiivisesti varautuneen
GO:n ja lipidien vélilla edistdvat GO:n adsorptiota lipideissa. Namé& havainnot osoittavat, ett4
grafeenioksidi voi hydrofobisten vuorovaikutusten kautta vaurioittaa solukalvoa eiké siis vaadi

tunkeutumista soluihin.t?

Grafeeninanomateriaalit pystyvéat pienen kokonsa ja terévien reunojensa vuoksi myds
tunkeutumaan sytoplasmaan. Ne voivat lavistdd helposti solukalvon johtaen kalvon
vaurioitumiseen ja sytoplasman sisallén vuotamiseen solun ulkopuolelle. Solun siséllad GO voi
aiheuttaa toksisuutta luomalla reaktiivisia happiradikaaleja, jotka voivat aiheuttaa hairiota
mitokondrioiden toimintaan laskemalla mitokondrioiden kalvopotentiaalia (MMP) ja
aiheuttamalla solukalvoon vaurioita vapauttamalla laktaattidehydrogenaasia (LDH). Liséksi
reaktiiviset happiradikaalit voivat aiheuttaa lipidiperoksidaatiota reagoimalla kalvon lipidien
tyydyttymattomien rasvahappojen kanssa. Reaktiossa syntyy lipidiperoksideja, kuten
malondialdehydida (MDA). GO voi siis luoda reaktiivisia happiradikaaleja sek& solun
ulkopuolella etta sisapuolella, jopa pienilla maarilla riippuen annoksesta ja ajasta.
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4 Grafeeni ja antibiootit

4.1 Antibioottiresistenssi

Antibiootit ja mikrobiladkeaineet (antimicrobial agent) ovat véhentdneet huomattavasti
infektiotautien aiheuttamia komplikaatioita. Naiden ladkkeiden liiallinen kayttd on kuitenkin
lisannyt laédkkeille resistentteja taudinaiheuttajia. Useille laékeaineille vastustuskykyiset
(multi-drug resistant) mikrobit aiheuttavat maailmanlaajuisesti vakavia terveysuhkia.**
Bakteerien antibioottiresistenssi on syntynyt lyhyessa ajassa ja monin tavoin nopeammin kuin
on odotettu. Tama selittyy bakteerien lyhyelld lisddntymisajalla (generation time), mika
mahdollistaa niiden nopean evoluution. Liséksi bakteerit kykenevat manipuloimaan omaa
genotyyppidan, joten ne pystyvat adaptoitumaan nopeammin antibioottien vaikutuksia

vastaan.®

Monet bakteerit kykenevat myds muodostamaan abioottisille pinnoille biofilmeja. Biofilmit
voivat muodostua yhdesté tai useammasta bakteerilajista ja osoittaa korkeaa antimikrobista
sietokykya verrattuna yksittéisiin soluihin. Biofilmien muodostuminen on yksi tarkeimmista
taustatekijoista akuuttien infektioiden muuttuessa kroonisiksi. National Institute of Health and
Center of Disease Controlin mukaan noin 65-80 % infektiotaudeista aiheutuu biofilmeja
muodostavista bakteereista. Esimerkiksi virtsatieinfektiot ja niihin liittyvat biofilmit ovat
vaikeita antibiooteille ja immuunijarjestelméan vasteille kehittyneen resistenssin vuoksi. Talla
hetkell& saatavilla olevat antibiootit ovat tehottomia biofilmi-infektioiden hoidossa ja johtavat

toistuviin virtsatieinfektioihin.®

4.2 Grafeeninanomateriaalit antibioottien korvaajana

Antibiooteista riippumattomien antibakteeristen ladkeaineiden (antibiotics-independent
antibacterial agents) kehittdminen on ihmisten terveyden kannalta tdrkedd, koska uusien
antibioottien ldytaminen tai syntetisointi on vaikeaa ja hidasta.? Useiden antibakteeristen
materiaalien  kuten  metalli-ionien  ja  -oksidien, antibioottien, kvatern&aristen
ammoniumyhdisteiden ja antimikrobisten peptidien kayttoon bakteeri-infektioiden hoidossa
liittyy paljon ongelmia. Metalli-ioneilla ja -oksideilla on paljon antimikrobisia toimintoja

sieni-, virus- ja bakteeritaudinaiheuttajia vastaan, mutta ne ovat osoittautuneet toksisiksi



15

joillekin nisékkéiden soluille. Antibiootteja ja kvaterndarisia ammoniumsuoloja vastaan taas
voi kehittya resistenssi pitkittyneen kéyton vuoksi. Liséksi puhtaiden antimikrobisten peptidien
kehittdminen antibakteerisiksi  kuljettajiksi on hyvin kallista. Naiden ongelmien
ratkaisemiseksi on etsitty yhd enemman ei-perinteisida antibakteerisia materiaaleja kuten
metallinanopartikkeleja ~ (NPs),  hiilinanoputkia, = metallioksidinanopartikkeleja  ja

grafeenipohjaisia materiaaleja.®

Erityisesti grafeenipohjaisilla materiaaleilla on havaittu erinomaisia ominaisuuksia
bakteeri-infektioita vastaan.® Grafeeninanomateriaalit ovat osoittaneet laajakirjoista
aktiivisuutta gram-positiivisia ja gram-negatiivisia bakteereja seka sienipatogeeneja kohtaan.
Grafeeninanomateriaaleista  grafeenioksidi  on  osoittautunut  antibakteerisuudeltaan
tehokkaimmaksi sen teravien reunojen, solun kaappaus/sieppauskykynsé ja sen aiheuttaman
oksidatiivisen stressin vuoksi. Pelkistettyd grafeenioksidia on myos kéytetty antibakteerisena
aineena sen voimakkaan fototermisen vaikutuksen vuoksi.?  Grafeenipohjaisten
nanomateriaalien kayttd mikrobilddkeaineina on edelleen kuitenkin rajallista, silld ne
dispergoituvat huonosti useimpiin liuottimiin. Liséksi ne ovat puhtaassa muodossa sytotoksisia
ja tuotantokustannukset ovat kalliita.’

Antibakteeriset materiaalit médritetddn yleensd tyypillisid patogeenisia bakteeriryhmia
vastaan. Na&itd ovat muun muassa yleisimpid ihmisten infektioita aiheuttavat bakteerit

Escherichia coli (E. coli) ja Staphylococcus aureus (S. aureus).®

4.2.1. E. coli

E. coli on yksi ihmiskehon kaikissa jarjestelmissé esiintyva gram-negatiivinen bakteeri, joka
voi aiheuttaa muun muassa infektioita munuaisiin ja ruuansulatuskanavaan. Se sisaltaa laajan
kirjon erilaisia B-laktaameja ja on resistentti useille antibiooteille mukaan lukien -laktamaasit,
fluorokinolonit ja aminoglykosidit. Patogeenisyytensé ja ladkeresistenssinsd vuoksi sitd on
kaytetty yleisesti mallikantana testaamaan grafeeninanomateriaalien antibakteerista

vaikutusta.?

Grafeenioksidi ja pelkistetty grafeenioksidi ovat osoittaneet merkittdvaa antibakteerista
aktiivisuutta E. colia vastaan. GO:lla on rGO:ta parempi antibakteerinen vaikutus

planktoniseen E. coliin ja sen sytotoksisuus on huomattavasti alhaisempi. Taman vuoksi GO:n
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bioyhteensopivuus on parempi. rGO osoittaa puolestaan suurempaa aktiivisuutta

bakteeribiofilmeja vastaan.?

Grafeeninanomateriaaleista on muiden aineiden kanssa muodostettu nanokomposiitteja
parantamaan antibakteerista aktiivisuutta sekd fysikaalisia ja kemiallisia ominaisuuksia.
98,36 % E. coli -bakteereista menetti elinkykynsé yhdessé tunnissa keskikokoisella annoksella
GO-AgNP-materiaalia (60uL), kun taas anti-S. aureus -aste oli 96,18 %. Kun annosta nostettiin
80 pL:aan, molemmat kannat inhiboituivat tdysin. SEM-kuvista (kuva 5) ndhdaén, kuinka
bakteerisolujen eheys ja sileys on tuhoutunut késittelyn jalkeen, mika viittaa vakaviin

vaurioihin soluseinéss ja -kalvossa.?

Kuva 6. SEM-kuvat E. colista (e ja f) seké S. aureuksesta (g ja h) ennen ja jalkeen GO-Ag

altistuksen.? Reprinted from ref. 2., Copyright 2019, with permission from Elsevier.

GO-metallioksidi nanokomposiitit ovat myds osoittaneet merkittdvaa antibakteerista
aktiivisuutta E. colia vastaan. GO-ZnO:lla on raportoitu huomattavaa antibakteerista
vaikutusta E. coliin. Tdmé& johtuu sinkki-ionien ja grafeenioksidin yhteisvaikutuksesta, silla
GO-levyt vahvistavat paikallista l&heistd kontaktia sinkki-ionien ja E. colin valilla.
GO-TiO2- sekd rGO-TiO.-komposiitit ovat osoittaneet erinomaista antibakteerista kykya seka
stabiilisuutta. E. colin soluaktiivisuus oli vain 3 % sen jalkeen, kun sitd oli altistettu
GO-TiO2:lle UV-valon alla nelj tuntia.?

4.2.2. S. aureus

Gram-positiivisista bakteereista antibakteerisen aktiivisuuden testaamiseen on yleisesti
kéytetty S. aureus -bakteeria. S. aureus on yhteydessa useisiin ihmiskehon infektioihin ja
sairauksiin, esimerkiksi alkoholista riippumattomaan rasvamaksaan ja liikalihavuuteen.
Metisilliiniresistentti Staphylococcus aureus (MRSA) on useille antibiooteille resistentti ja

yksi tarkeimmista sairaalainfektioiden aiheuttajista.?
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GO-AgNP:ien MIC- (minimum inhibitory concentration) ja MBC-arvoja (minimum
bactericidal concentration) on tutkittu MRSA:ta vastaan. Molemmat arvot ovat komposiitilla
pienempid kuin yksin grafeenioksidilla tai hopeananopartikkeleilla. Tdma osoittaa
GO-AgNP:ien voimakkaan antibakteerisen aktiivisuuden MRSA:ta vastaan.?

Vertailevassa tutkimuksessa on saatu selville myds, ettd GO-Ag:lla on korkeampi
antibakteerinen aktiivisuus E. colia kuin S. aureusta vastaan, johtuen E. coli-solujen
ohuemmasta soluseindstd. Bakteerin  peptidoglykaanikerroksen paksuus méérittaa

bakteerisolukalvon kyvyn puolustautua AgNP:ta vastaan.?

Probioottien ja patogeenien valista vuorovaikutusta on tutkittu ja selville, ettd GO voisi edistaa
ihmisen suolistossa Bifidobacterium adolescentis -bakteerin lisdantymistd ja tehostaa sen
antagonistista aktiivisuutta S. aureusta vastaan muodostamalla anaerobisia kalvorakenteita.
Tutkimus osoittaa siis, ettd suoliston mikrobiotan interaktion manipulointi voisi myés olla uusi

antibakteerisen toimintamallin mahdollisuus.?*®

4.2.3. Biofilmit

Mikro-organismit voivat biofilmejd muodostamalla kiinnittya erilaisiin pintoihin, jossa ne
kasvavat ja muodostavat solun ulkoisia polymeereja. Tdma johtaa organismien fenotyypin
muutoksiin. Biofilmien muodostuminen voi aiheuttaa terveysuhkien lisdaksi monenlaisia

ongelmia myos esimerkiksi teollisuudessa.*?

Grafeenioksidin ja pelkistetyn grafeenioksidin vaikutuksia E. colin ja S. aureuksen
muodostamiin biofilmeihin on tutkittu vertailevassa tutkimuksessa. GO:n ja rGO:n vaikutuksia
biofilmin muodostumiseen arvioitiin kristalliviolettivéarjayksella (crystal violet staining
method). Konsentraatioilla 50-500 mg/l GO tehosti biofilmien muodostumista molemmilla
bakteerimalleilla. rGO ei 0-50 mg/l:n pitoisuuksilla juurikaan vaikuttanut biofilmien
biomassaan, mutta pienensi sita suurilla pitoisuuksilla. Biofilmeja havainnoitiin tutkimuksessa
myds kayttdmalla elava/kuollut-molekyylikoetin -maaritysta (Live/Dead molecular probe
assay). GO-kasittelyn jalkeen néytteessd havaittiin elédvid soluja enemmén kuin
kontrollindytteessd, kun taas rGO-késittelyn jalkeen naytteessd oli vain pieni maaré elavia
soluja (kuva 7).1°
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E.coli. GO-EcoI: .| rGO-E. coli

2

:_'GO rGO-S. aureus

Kuva 7. Konfokaalimikroskopiakuva biofilmeista objektilaseilla 48 tunnin inkubaatioajan
jalkeen. Vasemmalla ilman GO:a ja rGO:a, keskella GO:lle (500 mg/l) ja oikealla rGO:lle
(500 mg/l) altistamisen jalkeen. Kuvan valkoinen palkki osoittaa 100um.*° Reprinted from

ref. 19., Copyright 2017, with permission from Elsevier.
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5 Yhteenveto

Grafeeni ja sen johdannaiset, kuten GO ja rGO, ovat osoittaneet muiden mielenkiintoisten
ominaisuuksiensa lisaksi antipatogeenista aktiivisuutta. Grafeenimateriaaleilla on erinomaisia
antibakteerisia ominaisuuksia sek& gram-negatiivisia ettd gram-positiivisia bakteereja kohtaan

ja ne voivat olla jopa kaupallisia antibiootteja tehokkaampia.'2

Grafeenimateriaalit voivat toimia itsendisesti antibakteerisena aineena useiden mekanismien
kautta. Naistd mekanismeista tdrkeimmat ovat terdvien reunojen aiheuttama kalvovaurio,
oksidatiivinen stressi ja solun k&&rimis- tai sieppausmekanismi. Fysikaalis-kemiallisten
ominaisuuksien  parantamiseksi  ja  antibakteeristen  vaikutusten  tehostamiseksi
grafeenimateriaalit voivat toimia myds komponenttina nanokomposiiteissa muiden

bioaktiivisten aineiden kanssa.?

Grafeenipohjaisten materiaalien antibakteeriseen kayttoon liittyy edelleen ongelmia. Suurin
haaste on ymmaértaa yksityiskohtaisesti bakteerien ja grafeenipohjaisten materiaalien valinen
vuorovaikutus ja muut tekijat, jotka vaikuttavat grafeenimateriaalien antibakteeriseen
tehokkuuteen.® Esimerkiksi grafeenilastujen ja aggregoitujen partikkelien koko vaikuttavat
antibakteeriseen aktiivisuuteen. Yleisesti pienempi kokoiset grafeenimateriaalit ovat
antibakteerisuudeltaan tehokkaampia. Funktionaalisten ryhmien suurempi maard kasvattaa
grafeenimateriaalien dispergoituvuutta, mik& lisdd vuorovaikutusta grafeenimateriaalien ja
mikro-organismien véalilla parantaen antibakteerista toimintakykya. Myos grafeenimateriaalien
muoto vaikuttaa vuorovaikutukseen ja sen myotd antibakteeriseen aktiivisuuteen.
Grafeenimateriaalien antibakteerisia vaikutuksia voidaan kasvattaa konsentraatiota ja
kontaktiaikaa nostamalla. Samoin grafeenimateriaaleilla, joilla on suurempi ominaispinta-ala,

on parempia antimikrobisia ominaisuuksia.?

Grafeenipohjaisiin materiaaleihin liittyva toksisuus on myds heréttanyt huolta ja niiden
vaikutukset normaaleihin nisdkassoluihin ja ymparistéon ovat edelleen Kkiistanalaista.
Grafeenipohjaisten materiaalien antibakteeriset testit on tehty lahinnd E. colia ja S. aureusta
vastaan.® Jatkuvasti lisadntyvien antibioottiresistenttien bakteerien ja niiden aiheuttaman
maailmanlaajuisesti vakavan terveysuhan vuoksi materiaaleja téytyy tutkia myods eri
patogeenilajeja ja fenotyyppeja kohtaan. Tatd kautta saadaan myds havainnollistettua

grafeenimateriaalien bakterisidisten ominaisuuksien kirjon laajuutta.**
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