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Tiivistelma

Tamé kandidaatintutkielma késittelee grafeenin biologisia sovelluksia, jotka tutkielmassa
eritelld&n  sovelluksiin  bioteknologiassa, biologisessa terapiassa, soluviljelyssa ja
antibakteerisissa materiaaleissa. Tutkielmassa perehdytadn lisaksi eri grafeenimateriaaleihin,

grafeeniin liittyviin haasteisiin ja grafeenin tulevaisuuden ndkymiin.

Tutkimusprojektissa perehdyttiin  fenyylialaniinijohdannaisten hydrogeeleihin. Projektin
aikana syntetisoitiin kanelifenyylialaniinia ja valmistettiin hydrogeeli&d Fmoc-fenyylialaniinia
kayttden. Kanelifenyylialaniinista mitattiin -~ NRM-spektri  ja Fmoc-fenyylialaniinista

valmistettua hydrogeelia kuvattiin optisella mikroskoopilla.



Esipuhe

Kandidaatintutkielman kirjallisen osan tydstaminen aloitettiin syyskuussa 2018 ja saatiin
valmiiksi joulukuussa 2018. Tutkielman kirjallisuuslahteiden etsinndssa kaytettiin pééasiassa
SciFinder- ja Web of Science -tietokantoja. Tutkimusprojekti tehtiin lokakuun 2018 ja
marraskuun 2018 aikana Jyvaskylén yliopiston Nanotiedekeskuksessa. Tutkielman ohjaajana
toimi professori Maija Nissinen ja tutkimusprojektin ohjaajana tohtoritutkija Efstratios

Sitsanidis.
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1 Johdanto

Grafeeni on hiilen yksi allotrooppinen muoto, joka koostuu yhden atomikerroksen paksuisesta
sp?-hybridisoituineista hiiliatomeista. Grafeenin IUPAC:n mukainen maaritelma tuli voimaan
vuonna 1997. Vuonna 1999 valmistettiin levy, joka koostui useista grafeenikerroksista ja 2004,
valmistettiin  yksittaisia grafeenikerroksia  Scotch-teippi  -menetelmalla.!  Grafeenin
ominaisuudet, kuten suuri pinta-ala, bioyhteensopivuus seka korkea funktionaalisuusaste
mahdollistavat sen kayton esimerkiksi biologisessa kuvantamisessa sek& terapeuttisena
alustana esimerkiksi ladkekuljetuksessa.? Biologisiin kayttokohteisiin kuuluvat myos grafeenin
hyédyntaminen fototermisessd hoidossa ja biologiseen tunnistukseen tarvittavissa
biosensoreissa grafeenin sahkoisten ja optisten ominaisuuksien ansiosta.? Grafeenioksidi on
yhden atomikerroksen paksuinen grafeenin johdannainen, jota voidaan valmistaa
grafiittioksidista ja syntetisoida Hummersin menetelmilla.® Se on bioyhteensopiva ja
hydrofiilinen materiaali, jonka happiryhmat mahdollistavat sen edelleen funktionalisoinnin ja

hyodyntamisen esimerkiksi terapeuttisena alustana laakkeiden kuljetuksessa.*

2 Grafeenimateriaalit ja nildden ominaisuudet
2.1 Grafeeni

Grafeenin fysikaalisiin ja kemiallisiin ominaisuuksiin lukeutuvat suuri pinta-ala, hyva sahkon-
ja lammonjohtokyky seka suuri funktionaalisuusaste.? Grafeeni on puolijohde ja sen kyky
johtaa elektroneja on suuri.* Grafeeni on mekaanisesti vahva materiaali johtuen sen sisaltamista
hiili-hiili-kaksoissidoksista. Monien hiiliyhdisteiden, kuten grafiitin, hiilinanoputkien seka
fullereenin rakennusaine on grafeeni. Grafeeniin pystytéan liittiméaan molekyyleja n-sidoksilla,
ja lisdksi se on hydrofobinen materiaali. N&iden ominaisuuksien johdosta esimerkiksi
lagkemolekyylien liittaminen grafeeniin on mahdollista.® Grafeenia on syntetisoitu grafiitista
kayttaen Scotchin pilkkomista, jossa grafiittia hajotetaan mekaanisesti.! Muita kaytettyja
grafeenin synteesimenetelmid ovat esimerkiksi nestefaasimenetelmd, grafiittioksidia ja
fluoridia siséltava pilkkomismenetelma, interkalaatio seka kemiallinen kaasufaasipinnoitus eli
CVD.! Grafeenista voidaan valmistaa erilaisia grafeeninanomateriaaleja (Kuva 1), ja niihin
liitettyjen yhdisteiden avulla voidaan muokata grafeenimateriaalien vesiliukoisuutta,
bioyhteensopivuutta sekd selektiivisyyttd. Liitetyt yhdisteet voivat olla polymeereja tai
makromolekyyleja, kuten DNA, proteiinit, entsyymit, polyvinyylipyrrolidoni (PVP) ja
polyetyleeniglykoli (PEG).



Grafeeni Grafeenioksidi Pelkistetty grafeenioksidi

Kuva 1. Grafeenin ja sen johdannaisten, grafeenioksidin ja pelkistetyn grafeenioksidin,
rakenteet.’ [Chem. Soc. Rev., 2017, 46, 4400-4416] — Published by The Royal Society of
Chemistry.

Jotta grafeeniin perustuvia nanomateriaaleja voidaan kéayttaa biologisessa systeemissa, taytyy
grafeeni muokata vesiliukoiseksi, silld grafeenin luontainen kyky liueta veteen on alhainen.®
Grafeenin vesiliukoisuuden parantamisessa kaytetyt yhdisteet saattavat aiheuttaa toksisuutta.
Usein kéaytettyja liukoisuutta parantavia yhdisteitd biolaaketieteessa ovat polyetyleeniglykoli
(PEG) sekéd sen polymeerijohdannainen Pluronic F108. Yhdisteiden kaytdn vaikutuksesta
grafeenin liukoisuus paranee, mutta grafeenipinnan kemiallinen muoto muuttuu merkittavésti.
Pluronic 108 vuorovaikuttaa grafeenin hydrofobisten alueiden kanssa, kun taas PEG-yhdiste
pystyy liukenemaan hydrofiiliseen vesiliuokseen. Pluronic 108:n ja grafeenin muodostama
yhdiste aiheuttaa hiirilld solun apoptoottista kuolemaa ajan kuluessa. On todettu, etta
apoptoosin aiheuttaa nimenomaan grafeeni, eikd Pluronic 108.5 Kyseisissa tutkimuksissa
kaytettiin pelkéstaén grafeenia, jonka huomattiin lisddvan mitokondriossa sijaitsevan ROS-
yhdisteen kasvua, mika johti solun metabolisen toiminnan vahentymiseen ja usein myds solun
apoptoottiseen kuolemaan.® Liséksi joissain tapauksissa seurauksena oli solun tukirangan
toimintahdiri6. El&vissd organismeissa tehdyt tutkimukset ovat my0ds osoittaneet
muokkaamattoman grafeenin myrkyllisyyden solussa.’

Grafeeninanopartikkelien soluun paasyn jilkeen ne voivat vuorovaikuttaa DNA:n kanssa.®
Partikkelien fysikaalisista tai kemiallisista ominaisuuksista johtuen ne voivat olla genotoksisia
ja seurauksena voi olla solun kuolema. Tarkeitd fysikaalisia ominaisuuksia ovat esimerkiksi
partikkelin muoto, atomikerrosten lukumaara, hydrofobisuus ja lateraalinen koko. Kemiallisia
ominaisuuksia puolestaan funktionaaliset ryhmat ja partikkelien kanssa vuorovaikuttavat
molekyylit. Ominaisuuksien suhteellinen térkeys vaihtelee riippuen grafeenimateriaalista seka
solu- tai kudostyypistd. Erityisesti eldvissa organismeissa grafeenin toksisuudella on suuri

merkitys, johtuen erilaisten solumuotojen suuresta maarasta ja systeemin monimutkaisuudesta.



2.2 Grafeenioksidi

Yksi grafeenista valmistettu johdannainen on grafeenioksidi GO (Kuva 1). Grafeenioksidia
voidaan valmistaa grafiittioksidia pilkkomalla, jonka jalkeen grafeenioksidin syntetisointiin
kaytetaan muokattua Hummersin menetelméai.” Menetelmassa kaytetaan grafiittioksidin lisaksi
hapettavaa yhdistettd, kuten kaliumpermanganaattia, rikkihappoa tai natriumnitraattia, minka
vaikutuksesta grafiittioksidikerrokset hajoavat. Grafeenioksidilevyn rakennetta kuvataan Lerf-
Klinowskin mallilla.® Sen mukaan grafeenioksidilevyssa atomit ovat sp-hybridisoituineita,
mutta satunnaisesti myds sp3-hybridisoituneita. Grafeenioksidilevyssi voi olla epoksidi- tai
alkoholiryhmia sekd levyn reunoissa karboksyylihapporynmid. Pinnalla olevat happea
sisdltdvat ryhmat saavat aikaan grafeenioksidin vesiliukoisuuden, eli grafeenioksidi on
hydrofiilinen materiaali. Grafeenioksidilevyyn on mahdollista liittd4 lukematon maara erilaisia
funktionaalisia ryhmid, jotka voidaan liitt4d hydrofobisesti, kovalenttisesti, elektrostaattisesti
tai m-sidoksia kayttden. Esimerkkejé liitetyistd yhdisteista ovat doksorubisiini, polyetyleeni,
polyetyleeniglykolidiamiini  sekd disulfidia sisdltavd vasta-aine.®  Grafeenioksidin
funktionalisointi on tarkead grafeenimateriaalien hyddyntdmisen kannalta, ja liitetyt ryhmét
parantavat materiaalien vesiliukoisuutta, selektiivisyyttd sekd bioyhteensopivuutta.®
Grafeenioksidia kaytetdankin biologisissa systeemeissd sen hyvan vesiliukoisuuden ja

bioyhteensopivuuden johdosta.®

Grafeenioksidilevyssa olevat hapettuneet funktionaaliset ryhmét ovat kuitenkin mahdollisia
solumyrkyllisyyden aiheuttajia.® Grafeenioksidin aiheuttaman solumyrkyllisyyden on
huomattu riippuvan solulinjasta. Eri tutkimuksista saadut tulokset ovat osoittaneet, ettd
myrkyllisyyden maara kuitenkin vaihtelee.® Grafeenioksidin myrkyllisyyden on raportoitu
olevan vahéistad ja riippuvainen annoksen maéarasta. Ihmisen fibroblastisoluja viljeltéessa,
solumyrkyllisyytta on huomattu aiheutuvan grafeenioksidin pitoisuuden ollessa yli 50 pg/ml.°
Ihmisen A549 epiteelisoluissa grafeenioksidin myrkyllisyyden on havaittu riippuvan

annoksesta.®

2.3 Pelkistetty grafeenioksidi

Pelkistettyd grafeenioksidia, r-GO (Kuva 1), voidaan valmistaa grafiittioksidista tai
grafeenioksidista. Grafeenioksidista pelkistetty grafeenioksidi r-GO voi olla termisesti
(TRGO), kemiallisesti (CRGO) tai sahkdkemiallisesti (ERGO) pelkistettya grafeenioksidia.
Pelkistetyn grafeenioksidin sanotaan olevan grafeenin ja grafeenioksidin valimuoto. Se on
yksikerroksinen rakenne, jossa on seka grafeenin ettd grafeenioksidin ominaisuuksia.’

Verrattuna grafeenioksidin siséltdmiin funktionaalisiin ryhmiin, pelkistetyssa muodossa



funktionaalisia ryhmia on vahemman, sill& suurin osa niisté poistuu pelkistettya grafeenioksidia
valmistettaessa. Pelkistetty grafeenioksidi on hydrofobinen materiaali, ja se voi aiheuttaa
solussa toksisuutta. Toksisuuteen solussa vaikuttavat esimerkiksi r-GO-levyjen valimatkat. r-
GO:n on todettu olevan toksisempi silloin, kun materiaalina on nauhamainen tai hiutalemainen
r-GO.° Eri valmistusmenetelmilla valmistettujen r-GO-levyjen pinnan kemialliset ominaisuudet
voivat erota toisistaan, ja onkin huomattu, ettd r-GO-partikkelit, jotka ovat ohuita ja terdvia,

aiheuttavat eniten toksisuutta.®

3 Grafeenin hyddyntaminen bioteknologiassa
3.1 Biosensorit

Biosensoreiden avulla pystytadn havaitsemaan lukuisia biologisesti aktiivisia yhdisteitd, jotka
kertovat esimerkiksi elimiston terveydellisesta tilasta tai ympariston turvallisuudesta.®
Biosensorit voivat havaita eri yhdisteitd sensitiivisesti tai selektiivisesti niiden
spektrokemiallisten, s&hkokemiallisten ja magnetokemiallisten ominaisuuksien avulla.
Grafeenimateriaalien kayttd biosensoreissa on mahdollista puolijohteisen grafeenin erityisten
ominaisuuksien, kuten sahkokemiallisten ominaisuuksien ja lapindkyvyyden ansiosta.
Grafeenia voidaan hyodyntda esimerkiksi sahkokemiallisissa ja optisissa biosensoreissa.'
Biosensoreissa voidaan kayttdd sekd muokkaamatonta grafeenia, grafeenioksidia, etta
pelkistettya grafeenioksidia.* Grafeenipohjaiset biosensorit koostuvat kahdesta eri osasta, jotka
ovat biomolekyylista koostuva reseptori ja grafeeniin pohjautuvasta materiaalista koostuva
muunnin.’® Reseptori vuorovaikuttaa yhden analyytin tai analyyteistd koostuvan ryhman
kanssa. Tunnistettava biomolekyyli liittyy reseptoriin, ja muunnin muuttaa yhdisteesta saadun

signaalin maaritettavissa olevaksi signaaliksi.°

3.1.1 Sahkdkemialliset biosensorit

Biomolekyylien havaitsemiseen kéaytetdan sahkokemiallisia biosensoreita muun muassa niiden
herkkyyden vuoksi.? Grafeenin erityisten ominaisuuksien, kuten sihkokemiallisuuden ja
lapindkyvyyden takia sitd voidaan kayttda sensoreissa elektrodimateriaalina. Kemiallinen
biosensori muuttaa kemiallisesta yhdisteesta peréisin olevan signaalin analyyttiseksi
signaaliksi. Sahkokemiallisen biosensorin avulla pystytddn tunnistamaan esimerkiksi
vetyperoksidi H2O> seka pienid biomolekyyleja. Vetyperoksidin havaitsemista voivat kuitenkin
vaikeuttaa muut elektroaktiiviset yhdisteet. Grafeenipohjaisilla biosensoreilla voidaan vahentaa

elektroaktiivisten yhdisteiden hapettumisesta ja pelkistymisesta johtuvaa ylipotentiaalia. On



my06s huomattu, ettd typpea siséltdvaa grafeenin eli N-grafeenin avulla ylipotentiaali pienenee
enemman kuin Kkaytettaessd typped sisaltimatonta grafeenielektrodia.’' N-grafeenin kyky
vahentdd vylipotentiaalia johtuu rakenteen sisaltdmistd typpiryhmistd, happiryhmistd ja
rakenteellisista vajaavuuksista.'! Grafeenielektrodin elektroninsiirtonopeus on suurempi kuin

grafiitista koostuvan tai paljaan elektrodin.

Dopamiini on hormoni, jonka konsentraation muutokset kertovat elimiston terveydellisesta
tilasta.? Se on sidhkokemiallisesti aktiivinen yhdiste, joten se voidaan havaita sahkokemiallisella
grafeenibiosensorilla. Dopamiinin havaitsemista voi kuitenkin hairitd samankaltaisen
hapettumispotentiaalin omaava askorbiinihappo, mutta grafeenilla muokatun elektrodin avulla
dopamiini pystytaan maarittamaan selektiivisesti.’? Tutkimuksessa dopamiinin havaitsemiseen
kaytettiin tyrosiinientsyymilld kasiteltya grafeeni-p-syklodekstriini biosensoria (Kuva 2).13
Dopamiinin havaitseminen osoittautui olevan hyvin herkkaa ja selektiivist, ja valmistetun

biosensorin osoitettiin soveltuvan dopamiinin havaitsemiseen ladketuotteissa, ihmisseerumissa

seké virtsassa.

1 GRAPHENE é B-CYCLODEXTRIN PEI Qﬁ TYROSINASE
ey

Kuva 2. Dopamiinin havaitsemisessa kaytetty grafeeni-p-syklodekstriini biosensori.'®

Grafeenista rakentuvan sédhkokemiallisen immunosensorin avulla pystytddn havaitsemaan
proteiineja ja DNA:ta.? Immunosensorin rakenteessa on priméadrinen vasta-aine (Abi), joka
liittyy havaittavaan proteiiniin sek& useita primaariseen vasta-aineeseen liittyvia sekundaarisia
vasta-aineita (Ab.). Grafeenioksidista koostuvaan sahkdkemialliseen immunosensoriin
pystytédan liittimaan Ab.-vasta-ainetta runsaasti sen suuren pinnan alan sek& rakenteessa
olevien happiryhmien ansiosta. Grafeeniin perustuvaa sdéhkdkemiallista immunosensoria on
kéaytetty myos sydvan biologisen indikaattorin, a-fetoproteiinin (AFP), sensitiiviseen
tunnistamiseen.* Tutkimuksessa funktionalisoituja grafeenilevyja kaytettiin sensorialustana

laajentamaan elektrodin pintaa seka sitouttamaan suuri maaré Abi-vasta-ainetta.



3.1.2 Optiset biosensorit

Optisten biosensoreiden toiminta perustuu grafeenioksidin kykyyn fluoresoida infrapunavalon
aallonpituudesta  ultraviolettivalon  aallonpituuteen.?  Grafeenioksidi  pystyy — myos
sammuttamaan muiden fluoresoivien vdriaineiden fluoresenssit. Esimerkki optisesta
biosensorista on fluoresenssiresonanssienergiansiirtobiosensori eli FRET-sensori. FRET-

sensorissa molekyylin virittyminen siirtyy ei-radiatiivisesti grafeenioksidiin.

Grafeenista rakentuvia FRET-sensoreita on kehitetty yksijuosteisen DNA:n (ssDNA)
tutkimiseen.?2  ssDNA voidaan adsorboida grafeenioksidin pinnalle grafeenioksidin
aromaattisten ryhmien seka nukleiinihapon emasten valisten hydrofobisten ja =n-n
vuorovaikutusten avulla. Taman jalkeen grafeenioksidin pinnalle voidaan lisatéa
komplementaarinen sekvenssi, jolloin muodostuu kaksijuosteinen DNA (dsDNA). dsDNA
pystytédén poistamaan GO:n pinnalta sen ja grafeenin valisen heikon vuorovaikutuksen takia.
Grafeenioksidin pinnalle sitoutunut DNA pystytddn maarittimaan sek& ilmaisemaan
méarallisesti GO:n  optisten ominaisuuksien ja nukleiinihappoihin  kohdistuvien

vuorovaikutusten ansiosta.?

Grafeenia on kaytetty trombiinia havaitsevassa optisessa biosensorissa.l® Trombiinin
tunnistaminen perustuu fluoresenssivdriaineella merkityn aptameerin tunnistukseen, ja
grafeenia kéytetdén siind aptameerin substraattina. Grafeeni sammuttaa fluoresenssisignaalin,
joka aiheutuu fluoresenssiresonanssienergian siirtymisestd variaineesta grafeeniin. Kun
trombiinia lisatddn, muodostuu neliosainen trombiinikompleksi, jonka affiniteetti grafeenille
on heikko. Kompleksin muodostumisen vaikutuksesta aiheutunut konformaation muuttuminen
saa aikaan konfiguraation, jossa vériaine ei ole enda vuorovaikutuksessa grafeenilevyn kanssa,

ja talléin grafeeni ei enaa sammuta fluoresenssia. *

3.1.3 Zika-viruksen havaitseminen

Afsahi et al.'® ovat kehittaneet grafeeniin perustuvan biosensorin, jolla voidaan havaita Zika-
virustartunta.  Biosensorisiruina  kaytetyt  grafeenisirut  muokattiin  kemiallisella
kaasufaasipinnoituksella (CVD), ja yksikerroksiset grafeenikalvot kasvatettiin niin ikd&dn CVD-
tekniikan avulla. Tutkimuksessa grafeenibiosensorisiruja luettiin kéyttden Agile R100-
systeemid, jossa oli kaksi uloslukukanavaa; I-kanava, joka naytti kanavan lapi kulkevan virran
sekd C-kanava, joka néytti biosensorista nesteeseen kulkevan kapasitanssin. Tutkimuksessa

kaytettiin jalkimmaistd. Sensorisirut funktionalisoitiin kayttden hiiren Anti-Zika NS1-



proteiinia. ZIKV NS1 rekombinanttiantigeeni laimennettiin haluttuun konsentraatioon, ja

laimennokset liséttiin yksittaisille biosensorisiruille sensorivasteen aikaansaamiseksi.™

Grafeenibiosensorisirussa  hyddynnettiin  kenttavaikutusbiotunnistusta  (FEB).!® FEB-
tunnistuksessa grafeenin kanavassa kulkeva virta seka porttikapasitanssi muuttuvat silloin, kun
sopivat biologiset kohteet tehdaan liikkumattomiksi eristeportissa. Tutkimuksessa osoittautui,
ettd grafeenibiosensorin herkkyys kasvoi, miké voitiin havaita transkonduktanssin kasvun
perusteella.’® Anti-Zika NS1 -proteiinia grafeenibiosensorilla testattiin lisaamalla yksittaiselle
biosensorille ZIKV NS1 tai JEV NS1 -proteiinia. Osoittautui, ettd JEV NS1 jakaa osan
aminohapposekvenssista Anti-ZIKV NS1 -proteiinin kanssa, minké& perusteella JEV NS1 onkin
mahdollinen ristireagoija. Tutkimustuloksia analysoitaessa ilmeni kuitenkin, ettd ZIKV NS1 -
proteiinin C-vaste oli 8% ja ettei JEV NS1 aiheuttanut mééritettdvaa sensorivastetta, kun sita
altistettiin anti-ZIKV NS1 -proteiinille. Taten biosensori on selektiivinen ZIKV NS1 -

antigeenia kohtaan.®

Analyysin mahdollinen kéaytté diagnoositarkoituksessa maaritettiin seerumissa kayttden kahta
eri laimennosta.’® Siitd huolimatta, ettd seerumin laimentaminen alensi sensorin
kokonaisvastetta, paransi se vaihteluosuuden kerrointa (CV%). Kokeellisesti tehdyn
diagnostisen testin CV%-arvo pitdisi olla < 20 %, ja kun se on < 10 % testid pidetdén
luotettavana. Laimennoksessa 1:10 arvo oli 19,89% ja laimennoksessa 1:100 9,17%.
Jalkimmaisen arvon perusteella analyysi voisi olla mahdollinen kliinisessd ympéristossa.
Kaytetty Agile R100 FEB -alusta on lupaava pohjan Zika-viruksen kliiniselle tunnistamiselle

ja aikaisen infektion testaamiseen.®

3.2 Biologinen kuvantaminen

Biologisessa  kuvantamisessa havaitaan  biologisia  komponentteja  diagnostisessa
tarkoituksessa. Biologisen kuvantaminen on tarkedd, koska sen avulla terveydellisié olosuhteita
pystytdan havaitsemaan seka eldvissd organismeissa ettd elimiston ulkopuolella tehdyissa
tutkimuksissa.® Biokuvantamistekniikat voidaan jakaa optiseen kuvantamiseen, radionukliseen
kuvantamiseen, magneettikuvantamiseen,  fotoakustiseen kuvantamiseen  (PAI),
tietokonetomografiaan (CT) sekd multimodaaliseen kuvantamiseen.! Grafeenioksidia on
kéytetty biologisessa kuvantamisessa sen bioyhteensopivuuden ja optisten ominaisuuksien
takia.? Biokuvantamisessa kaytettavien materiaalien taytyy olla hyvin spesifisia, myrkyttomia
seka herkkid.! Grafeenilla pystytdan alentamaan biologisessa kuvantamisessa kaytettivien

koettimien toksisuutta, mutta selektiivisyyden ja herkkyyden aikaansaaminen on vield haaste.



Biologisessa kuvantamisessa materiaaleja ovat grafeenikvanttipisteet (GQD) ja GO-

materiaalit.

Optisessa kuvantamisessa hyddynnetaan nakyvaa valoa ja fotonien ominaisuuksia kudosten ja
elimien visualisointiin reaaliaikaisesti.! Optisessa kuvantamisessa on hyoddynnetty typella
muokattuja GQD- ja GO-materiaaleja. Optiseen kuvantamiseen kuuluu
fluoresenssikuvantaminen, joka perustuu fluoresoivista kohteista emittoituviin fotoneihin.
Kaksifotoninen fluoresenssi (TPMI) on optinen kuvantamismenetelmd, jonka avulla saadaan
yksityiskohtaista tietoa biologisten systeemien solunsiséisistd toiminnoista. Menetelman
signaalihairiosuhde on kuitenkin korkea. Raman-kuvantamisessa kéytetdan hyvaksi fotonien

sirontaa, joka johtuu molekyylien varéhtelyeksitaatiotiloista.

Radionuklidikuvaus pystyy jaljittdméaéan tarkasti radioaktiivisesti merkityt aineet elévissa
organismeissa.? Etuina radionuklidikuvauksessa on sen alhainen taustasignaali seka sen
vaatima pieni signaalimonistus. Radionuklidikuvauksessa voidaan hyodyntaa grafeenioksidia.
Grafeenioksidimateriaaleja hyodyntavassa MRI-kuvaustekniikassa on korkea spatiaalinen

resoluutio, ja sitd on kaytetty anatomiatutkimuksissa ja kudosten toiminnan tutkimuksessa.

PAIl-kuvantamistekniikassa on my6s hyodynnetty grafeenioksidia. Menetelméssa kaytetaan
ultradéniresoluutiota elinten ja kudosten kuvantamiseen, ja sen etuna on radiotaajuusaaltoja
alhaisempi hajonta biologisissa néytteissa. Positroniemissiotomografiassa (PET) on myds
hyodynnetty grafeenioksidia. PET-kuvauksen avulla pystytddn maarittdaméén radioisotoopin

konsentraatio elavéssé organismissa.?

3.3 Kudosteknologia

Kudosteknologia on kehittyvé alue, jonka tavoitteena on korvaavien materiaalien kehittdminen
kudoksen toiminnan muokkaamista seka kudoksen ominaisuuksien yllapitdmistd ja korjaamista
varten.! Biologiset substituentit, jotka tunnetaan my6s tukirakenteina, on valmistettu
biohajoavista materiaaleista. Perinteiselld elintensiirrolla on rajoitteita trauman, infektion,
kasvaimen tai epamuodostuman aiheuttamien kudosvaurioiden korjaamisessa. Tietyt
materiaalit, kuten hydrogeelit, eivat ole mekaanisesti riittdvén vahvoja solulle, jotta ne voisivat
kiinnittyd ja kasvaa. Kehon kudoksilla on erilaisia mekaanisia, sahkdisia ja fysikaalisia
ominaisuuksia, ja yksittaisten materiaalien fysikaaliset ja biologiset ominaisuudet ovat erilaisia

kuin kudosten.?

GBN-materiaalien ominaisuudet mahdollistavat niiden kdyton materiaalien vahvistamisessa,

kuten kudosteknologiassa. GO seka r-GO ovat helposti muokattavissa, koska niiden pinnalla



olevat funktionaaliset ryhmat pystyvét vuorovaikuttamaan eri biomolekyylien kanssa. r-GO ja
muut GO-komposiitit ovatkin materiaaleja, joita kéytetddn kudosteknologiassa niiden
rakenteellisen joustavuuden ansiosta. GO pystyy indusoimaan erityisia solutoimintoja ja suoraa
soluerilaistumista sekd mukauttamaan solujen valisia vuorovaikutuksia.! GBN-materiaalien
kyky yllapitdd korkeaa elinkelpoisuutta erilaistumisen jalkeen pitkédn ajanjakson ajan on

oleellista uusiutuvassa ladketieteessa.!

4 Grafeeni biologisessa terapiassa

4.1 Terapeuttiset alustat

Grafeenin suuren pinta-alan, sp?-hybridisoituneiden hiilien, seké sen sisaltimien happiryhmien
ansiosta yksittdiseen grafeeniatomikerroslevyyn pystytddn liittamaan ladkeainemolekyyleja
molemmille puolille.? Kuljetukseen kiytettdvd GO koostuu yleensd yhdestd, kahdesta tai
kolmesta levystd, jotka ovat 1-2 nm paksuisia. Lisdksi grafeenioksidi on bioyhteensopiva,
veteen liukeneva ja stabiili materiaali. Grafeenioksidiin pystytdan liittdm&an suuri maara
ladkeainemolekyyleja tai geeneja. Lisdksi GO:ssa olevat COOH- ja OH-ryhmat mahdollistavat
erilaisten systeemien, kuten DNA:n, biomolekyylien ja proteiinien liittamisen sen pinnalle.*
Ihanteellinen kuljetin kohdistaa terapeuttiset tekijét tarkasti niiden kohteeseen ja suojaa niita
hajoamiselta. Siten kuljetin vdhent&4 epatoivottuja sivuvaikutuksia ja terapeuttisten tekijoiden
laimentumista, sekd mahdollisesti kasvattaa tehokkuutta.® Taman takia kuljettimen on oltava
stabiili ja inertti ja sen fysikaalis-kemiallisten ominaisuuksien on mahdollistettava sen

kulkeminen monimutkaisten fysiologisten ymparistojen l&pi.

Kun ld&dkemolekyylit on liitetty grafeenimateriaaliin, ne kohdistetaan soluun tai kudokseen ja
vapautetaan sielld.> Kun Kkyseessi on passiivinen kohdistamismekanismi, laajaa
funktionalisointia ei tarvita. My0s biojakautumien havaitseminen levylld on mahdollista

grafeenista rakentuvien terapeuttisten koettimien avulla.

Grafeenin ja grafeenioksidin kyky lahi-infrapuna-absorptioon mahdollistaa fototermisten
vaikutusten hyodyntamisen hypertermian avulla.® Hypertermiassa infrapunavaloa kéytetdan
vain kohteena olevaan alueeseen, minka on osoitettu kasvattavan soluldpdisevyytta seka
grafeenikompleksien transfektiota silld alueella, johon infrapunavalo on kohdistettu.
Grafeenista rakentuvia nanopartikkeleja on valmistettu siten, ettd ne pystytddn kohdistamaan
paikallista magneettikenttad kayttamalla.® Spesifisempi vuorovaikutus soluun tai kudokseen
voidaan saada aikaan sitomalla grafeenimateriaaliin ligandeja, jotka solupinnan reseptorit

tunnistavat. Menetelman avulla ladkeainegrafeenikompleksit pystytdadn kohdistamaan tiettyihin
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solutyyppeihin tai kudoksiin. Lisaksi menetelmén avulla voidaan helpottaa solujen vastaanottoa

seka edistaa solunsisaista toimintaa.®

Jotta la&kkeen vaikutus saadaan aikaan sen kohteessa, ladke taytyy vapauttaa tehokkaasti sen
toiminta-alueella. L&&kkeen vapauttamismekanismi riippuu grafeenialustan valmistustavasta
seka laakemolekyylien sitomiseen kaytetystd menetelméasta.® Vahaisesti funktionalisoitujen
grafeenimateriaalien tapauksessa sitomiseen kaytetdadn yleensd m-sidoksia tai hydrofobista
vuorovaikutusta, jolloin l&&kemolekyylit voidaan vapauttaa muuttamalla ympariston fysikaalis-

kemiallisia ominaisuuksia, kuten pH:ta, jolloin sitoutumisaffiniteetti muuttuu.

n-vuorovaikutusten avulla tapahtuvaa fysikaalista adsorptiota voidaan kayttaa syopaléaékkeiden
seka doksorubisiinin liittimisessd nanografeenioksidiin  (NGO).? DOX- sekd CPT-
antisyopaladkeitta on esimerkiksi liitetty FA-NGO-levyille =-vuorovaikutusten ja
hydrofobisten ~ vuorovaikutusten  avulla.?  Kahdella  syopalaakkeella  Kkasitellyt
foolihappokonjugaattia siséltadvat NGO-levyt (FA-NGO) olivat kohdesoluille sytotoksisempia
kuin yksittaisella ladkkeella kasitellyt foolihappoa sisaltdmattomat NGO-levyt.

Yksikierteista nukleiinihappoa liitettdessa nukleotidiemds ja polyaromaattinen grafeeni
vuorovaikuttavat keskenaan.® Adsorboitu geneettinen materiaali on suojassa hajoamiselta ja
vapautuu solussa toivotusti. Jotta kaksijuosteista nukleiinihappoa pystytdan kuljettamaan
grafeenin avulla, taytyy grafeenia funktionalisoida sellaisia yhdisteilld, joita on jo hyddynnetty
geeniterapiassa. Polyeetteri-imidia (PEI) on kédytetty GO:n funktionalisointiin geenikuljetusta
varten. PEIl:n avulla kaksoiskierteinen siRNA liittyi funktionalisoituun grafeeniin
elektrostaattisella vuorovaikutuksella. PEI ja muut kationiset polymeerit auttavat negatiivisesti
varautuneiden nukleiinihappojen  kondensaatiota ja kompleksointia ja edistavét
vuorovaikutuksia negatiivisesti varautuneiden solukalvojen kanssa.® Grafeenin ja polymeerin
tai muiden funktionaalisten yhdisteiden kompleksointi saattaa merkittdvasti muuttaa
grafeenilevyn kokoa ja geometriaa. Esimerkiksi PEI- ja PEG-yhdisteelld kasiteltyjen r-GO-

levyjen koko pieneni ja niista tuli enemman pallonmuotoisia.®

4.2 Valohoito

Fotodynaaminen hoito (PDT) ja fototerminen hoito (PTT) ovat valohoidon muotoja.? PTT-
hoidossa kaytetddn optisesti absorboivasta aineesta peréisin olevaa l&hi-infrapunaséteilya,
minka vaikutuksesta lampo6tila kasvaa hoidettavalla alueella. Hoidon avulla voidaan tuhota
syopasoluja. PTT jaetaan vahvaan ja heikkoon fototermiseen vaikutukseen. Heikon

fototermisen vaikutuksen seurauksena lampdétila kasvaa hoidettavalla alueella véhemmaén kuin
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vahvaa fototermista vaikutusta kéyttéen ja vaikutus etenee yleenséd apoptoottisen reitin kautta.
Hoito vaikuttaa normaaleihin solutoimintoihin esimerkiksi parantamalla solul&péisevyytta,
soluun paésya (cellular uptake) sekd metabolista soluhdiriotd. Liséksi heikon fototermisen
vaikutuksen seurauksena kasvainsolujen kyky uusia aiheuttamiaan vahinkoja vahenee. Vahvan
fototermisen vaikutuksen seurauksena tapahtuu yleenséa nekroottinen solukuolema solukalvon

hajoamisen takia.®

Grafeenioksidilla ja pelkistetylla grafeenioksidilla on luontaisesti korkea l&hi-infrapuna-alueen
absorbanssi, joten niit4 voidaan mahdollisesti hyddyntad syovan hoidossa kéytettdvassa PTT-
hoidossa.'® PEG-yhdisteell4 kasiteltyja nanografeenilevyja testattiin hiirilla tehdyssi kokeessa.
Koehiirien kasvaimia injektoitiin NGS-PEG-levyilld, minka jalkeen kasvaimia sateilytettiin
kayttden lahi-infrapuna-alueen aallonpituutta. On osoitettu, ettd pelkistetty grafeenioksidi
absorboi  l&hi-infrapuna-alueella  paremmin  kuin grafeenioksidi. NGO-PEG-levyja
valmistettaessa niilld huomattiin olevan hyvd muuntamistehokkuus sekd erinomainen
bioyhteensopivuus. Levyihin liitettiin peptidiketju ja ne kohdistettiin sydpasoluihin, jolloin
syopasolut tuhoutuivat taysin. Taman perusteella NGO-PEG-levyja voitaisiin kéyttdd syovan
PTT-hoidoissa.'®

PDT-hoidon on todettu olevan hyva syépahoitomuoto.'® Sen etuina perinteisiin hoitomuotoihin
verrattuna ovat epdinvasiivisuus, spesifisyys seké kyky hoitaa toistuvilla annoksilla ylittamatta
kokonaisannosrajaa. Lisaksi PDT:sta ei aiheudu sivuvaikutuksia. PDT-prosessissa tarvitaan
valoherkiste, happea ja valoa. Valoherkiste absorboi fotonin ja virittyy. Virittyneen tilan
energia voi havita lammon tai fluoresenssiemission vaikutuksesta. Vaihtoehtoisesti virittynyt
singlettitila voi siirtyd alemman energian triplettiviritystilalle ja tuottaa reaktiivisia yhdisteita
kahden eri mekanismin avulla. Tyypin 1 mekanismissa valoherkistin siirtda virittyneeltd
triplettitilalta elektronin eri reseptorimolekyyleille, jolloin syntyy vapaa radikaali. Tyypin 2
mekanismissa valoherkistin reagoi suoraan hapen kanssa tuottaen reaktiivista happea. PDT-
hoidossa tyypin 2 mekanismin on todettu olevan merkittdvadmpi. Tuotetun hapen on havaittu
reagoivan solukomponenttien kanssa ja siten tuhoavan kohteena olevan syodpésolun.
Grafeenioksidi voisi mahdollisesti tutkimusten perusteella kohdistaa valoherkistimen

kuljetuksen tiettyyn soluun.®

PTT ja PDT ovat non-invasiivisia valohoitomuotoja, joita voidaan ohjata etaaltd.*® Hoitojen
toksisuus on vahaisté ja ne ovat selektiivisia. Yhdistettdessa PTT ja PDT terapeuttinen vaikutus
parantuu. Esimerkiksi nanokompleksi Pluronic/GO-MB kertyi merkittavasti kasvaimeen seké
maksaan ja vain vahan pernaan, minka jalkeen PTT:n, PDT:n sek& PDT-PTT-yhdistelmén

terapeuttinen indeksi arvioitiin.!” Kasvainkudoksia sateilytettiin laserilla tarkoituksena saada
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valoherkistin tuottamaan happea PDT-hoitoa varten. PTT-hoidossa kaytettiin lahi-infrapuna-
alueen laseria ja kasvainkudoksen reaaliaikainen lampétilanmuutos tallennettiin  IR-
lampokuvaussysteemiin.  Tulosten  perusteella  osoittautui, ettd vain PTT-PDT-
yhdistelm&hoidon vaikutuksesta terapeuttinen tehokkuus parani huomattavasti ja kasvain
tuhoutui taysin. Toisessa tutkimuksessa soluja kaésiteltiin GO-PEG-Ce6-nanokompleksilla

samankaltaisin tuloksin.®

5 Soluviljely ja antibakteeriset materiaalit

Grafeenilla ja sen johdannaisilla on kyky toimia soluviljelyssd substraatteina.®
Grafeenimateriaaleja on kaytetty ihmissoluviljelyn mesenkymaalisten kantasolujen (hMSCs)
substraattien pinnoitemateriaaleina. hMSCs-solujen séilyminen, profilointi seka erilaistuminen
ovat alttiita ymparistotekijoiden vaikutuksille, joita ovat muun muassa lahisolujen vaikutus,
liukoisten kasvutekijoiden vuorovaikutukset tai solun ulkoiset matriisit. Ymparistétekijoiden
vaikutusta voidaan kontrolloida grafeeniin perustuvilla materiaaleilla. Aluksi grafeenilla
peitetddn substraatti, joka voi olla esimerkiksi lasia, Si/SiO.-rakenne, polyetyleenitereftalaatti
(PET) ja polydimetyylisiloksaani (PDMS). hMSCs-solut istutetaan testisiruille, ja niitd
viljellddn normaalissa kantasolukasvualustassa. Vertailtaessa grafeenilla paallystettyjd ja
paéllystamattomi& substraatteja, ei niiden elinkelpoisuudessa tai morfologiassa ollut
merkittdvad eroa. Eroa osoittautui olevan substraattien vaikutuksessa muuttaa hMSCs-
kantasoluja eri solutyypeiksi. Kantasolut, jotka olivat grafeenilla paallystaméattomissa
pehmeissd substraateissa, eli PDMS- tai PET-substraateissa, erilaistuivat hermo- ja
lihassoluiksi. Paallystaméttémissd kovissa Si/SiO2- ja lasisubstraateissa kantasolut eivét
erilaistuneet.  Grafeenilla  péallystetyissa  substraateissa  kantasolut  erilaistuivat
luunmuodostajasoluiksi. Tdman perusteella grafeenilla todettiin olevan merkittdvd vaikutus
kantasolujen erilaistumisessa luusoluiksi. Tutkimusten perusteella grafeenilla paallystetyissa
substraateissa  solut kasvavat kehittyneelld soluadheesiolla, jakautumisella  seka
erilaistumisella, joten grafeeni onkin mahdollinen substraattien pinnoitemateriaali soluviljelya
varten. Grafeenin ja kasvutekijoiden valiset vuorovaikutukset vaikuttavat grafeenin kykyyn
nopeuttaa hMSCs-kantasolujen erilaistumista luusoluiksi, ja ettd grafeeni inhiboi kyseisten

solujen erilaistumista rasvasoluiksi.®

Antibioottiresistenssi, joka on syntynyt perinteisten antibioottien liikakdyton seurauksena, on
nykyaan merkittava terveydellinen ongelma. Ongelman ratkaisemiseksi on kehitetty useita
antibakteerisia laékkeita, kuten metalli- ja metallioksidinanopartikkeleja.

Grafeeninanomateriaalien on niiden erityisten fysikaalis-kemiallisten ominaisuuksien johdosta
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osoitettu olevan antibakteerisia. GBN-materiaaleihin perustuvia nanokomposiitteja on kehitetty
muokkaamalla niiden pintaa biomolekyyleilld, polymeereilld ja epdorgaanisilla
nanorakenteilla, joiden vaikutuksesta GBN-materiaalin toksisuus vahenee ja antibakteerinen
tehokkuus kasvaa. GBN-materiaalien antibakteeriseen aktiivisuuteen liittyy useita
mekanismeja, joten onkin valttaméatonta verrata GBN-materiaaleja sekd niiden vaikutusta eri

bakteerilajeissa GBN-materiaalien fysikaalis-kemiallisiin ominaisuuksiin.t

Grafeenimateriaalien antibakteerisen tehokkuus riippuu konsentraatiosta, materiaalin
ominaisuuksista, altistusajasta sekd testatun bakteerin tyypistd. Bakteerin elinkelpoisuus
vahenee konsentraatiossa kasvaessa sekd grafeenimateriaalille altistetun ajan kasvaessa. On
osoitettu, ettd grafeenimateriaalien kayttd polymeerimatriiseissa vahentdd bakteerisolun
elinkelpoisuutta. Grafeenimateriaalien kyky vahentdd bakteerisolun elinkelpoisuutta johtuu
todenndkdisesti niiden terdvien reunojen aiheuttamasta bakteerikalvojen vahingoittamisesta,

ja/tai oksidatiivisesta stressista.®

6 Haasteet ja tulevaisuus

Grafeenin ja grafeenimateriaalien kehittdminen edistyy nopeasti. Grafeeninanomateriaalien
toksisuutta pystytdan vahentdmaan kontrolloimalla materiaalien kokoa, muotoa ja pintaa, mutta
pitkén aikavélin toksisuuden vahentdaminen on vield keskeinen ongelma ratkaistavaksi. Tieto
grafeenimateriaalien biohajoavuudesta seké aineenvaihdunnasta on viela rajallista. Fysikaalis-
kemiallisten ominaisuuksien optimoinnilla sek& materiaalien pinnan muokkaamisella pystytaan
parantamaan grafeenijohdannaisten biohajoavuutta, minkd avulla voidaan tulevaisuudessa

saavuttaa materiaalien erinomainen bioyhteensopivuus ja bioturvallisuus.?

Eri tutkimuksissa kéytettyjen grafeenimateriaalien toksikologisten vaikutusten vertaileminen
on haastavaa materiaalien erilaisen koon, muodon, pinnan sek& valmistuksen vuoksi. Eri
valmistustapojen seurauksena grafeenimateriaalin pinnalle sitoutuu erilainen mé&aré happea,
mink& on osoitettu vaikuttavan materiaalien toksisuuteen soluissa ja muissa eldvissa
systeemeissa. Tulevaisuuden haasteena on standardisoida terminologia,
grafeeninanomateriaalien valmistaminen seka toksikologiset menetelmét. Standardisoinnin
avulla tutkijat saavat véalttamé&tonta tietoa materiaalien fysikaalis-kemiallisista ominaisuuksista
ja toksikologisista vaikutuksista, mink& johdosta materiaalien kdytannon sovellukset ihmisissa

helpottuisivat.?!
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