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Graphen wird als bahnbrechendes Material der Zukunft angesehen.
Fiir seine weitere Entwicklung ist nun die Beurteilung des Sicher-
heitsprofils und des Einflusses auf die menschliche Gesundheit von
grofiter Bedeutung. Graphen gehort zu einer grof3eren Familie von
Nanomaterialien, die als Graphenfamilie (,,graphene family nano-
materials“ GFNs) bezeichnet wird. Es sind verschiedene Formen von
Graphen bekannt, deren biologische Wirkungen mit den physikalisch-
chemischen Eigenschaften der jeweiligen Strukturen korreliert werden
miissen. Einige In-vitro- und In-vivo-Studien zeigten keine besonde-
ren Risiken auf, wihrend andere auf mogliche gesundheitsgefihr-

dende Eigenschaften von GFNs hinweisen. Dieser Kurzaufsatz soll die
aktuellen Studien iiber die Toxizitit von GFNs kritisch diskutieren, um
die moglichen Risiken fiir ihre zukiinftige Entwicklung in den Mate-

rial- und Biowissenschaften abzuschiitzen.

1. Einleitung

Das Kohlenstoffallotrop Graphen wird als einzelne
Schicht von monokristallinem Graphit definiert, in der die
Kohlenstoffatome mit sp’>-Hybridisierung angeordnet sind. In
den bahnbrechenden Arbeiten von Novoselov und Geim!' ist
das enorme Anwendungspotenzial des Graphens in den Ma-
terialwissenschaften aufgezeigt worden.”! Auch in der Bio-
medizin findet Graphen grof3es Interesse, z.B. als Kompo-
nente fiir Biosensoren, im Gewebe-Engineering und im
Wirkstofftransport.*®! Eine Roadmap fiir Graphen mit zu-
kiinftigen Entwicklungsrichtungen auf den Gebieten der
Elektronik, Photonik, Verbundmaterialien, Energieerzeu-
gung und -speicherung, Sensoren, Meteorologie und Biome-
dizin wurde kiirzlich vorgeschlagen.”)

Prinzipiell kann die Entwicklung neuer Nanotechnologi-
en nicht von der Erforschung der Nanomaterialsicherheit
abgekoppelt werden. Wie alle neuen Nanomaterialien ist
auch Graphen nicht frei von moglichen Risiken fiir die
menschliche Gesundheit und die Umwelt. Daher kann Gra-
phen, dessen Herstellung auf groBerem Maf3stab bereits be-
gonnen hat, im Sinne einer verantwortungsvollen Verwen-
dung nicht von derartigen Untersuchungen ausgeschlossen
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werden. Bevor aber vom ,, Teufel“ ge-
sprochen wird, muss gekldrt werden,
welchen Grad an Toxizitdt Graphen
iiberhaupt erreichen kénnte und was
der Grad an gewiinschter Sicherheit
ist. Das Klédren der Sicherheits- und
Toxizitatsfragen ist nicht nur fiir die
Integration in neue Kompositmateria-
lien, z.B. fiir die Nanoelektronik, von Bedeutung, sondern
auch fiir mogliche biomedizinische Anwendungen, an denen
aktuell geforscht wird. Das biomedizinische Potenzial von
Graphen und anderen Graphen-abgeleiteten Materialien
wurde bereits in aktuellen Ubersichten behandelt.® Uber
den FEinfluss von Graphen auf die menschliche Gesundheit
und die Umwelt liegen aber nur beschréinkte Informationen
in der Literatur vor."

Dieser Kurzaufsatz behandelt den aktuellen Stand der
Toxizitatsstudien iber Graphen und verwandte Materialien,
einschlieBlich Graphenoxid (GO), reduziertes Graphenoxid
(rGO), Graphen mit wenigen Schichten, Graphen-Nano-
blitter und -Flocken, Graphenbinder und -punkte, die ge-
meinsam als Nanomaterialien der Graphenfamilie (GFNs)
bezeichnet werden. Da die Graphenfamilie so verschiedene
Mitglieder mit verschiedenen physikalisch-chemischen Fi-
genschaften umfasst, ist ihr toxikologisches Profil noch wenig
verstanden und muss daher weiter untersucht werden. Aus
den verfiigbaren Daten entwickelt sich ein Bild mit ver-
schiedenen Wirkungen, die eng mit der speziellen Beschaf-
fenheit des entsprechenden Graphens verkniipft sind. Wir
versuchen, diese Wirkungen mit den Merkmalen der unter-
suchten Graphene zu korrelieren, mit dem Ziel, die verfiig-
baren Daten zu rationalisieren und das Ergebnis in den Zu-
sammenhang der moglichen zukiinftigen Anwendungen, ins-
besondere auf dem biomedizinischen Gebiet, zu setzen. Es
liegt auf der Hand, dass chemische Modifikationen von
Graphen dessen toxikologische Wirkungen modulieren, wie
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es auch fiir Kohlenstoff-Nanorchren gefunden wurde.®*!

Dies ist giinstig fiir die Entwicklung solcher Nanomaterialien
fir die Biomedizin. Die aktuelle Beobachtung einer mogli-
chen biologischen Abbaubarkeit von GO ist ein weiterer
giinstiger Aspekt, der aber noch genauer zu untersuchen
ist.'! Mit der Entwicklung der Graphenproduktion auf dem
Grofimafstab, der Zunahme seiner Verwendung und der
Verfiigbarkeit auf dem Markt wird es auch notwendig, die
Exposition unter Realbedingungen abzuschitzen und den
gesamten Lebenszyklus des Materials zu erfassen.

2. Nanomaterialien der Graphenfamilie

Graphen gehort zu einer grofSeren Familie, die als GFNs
bezeichnet wird. Graphen wird in verschiedenen Formen
beobachtet, und fiir die Zuordnung toxischer Wirkungen zu
den physikalisch-chemischen Eigenschaften jedes Mitglieds
miissen auch die Unterschiede zwischen den Mitgliedern der
Familie verstanden werden. GFNs umfassen Einzelschicht-
Graphen, Graphen mit wenigen Schichten (2-10 Graphen-
schichten), GO (gewohnlich eine Einzelschicht), rGO (ge-
wohnlich eine FEinzelschicht), Graphen-Nanoblitter, ultra-
feinen Graphit (mehr als 10 Schichten, aber Dicken unter
100 nm), Graphenbinder und Graphenpunkte. Abbildung 1
zeigt die chemische Struktur einiger GFNG.

Innerhalb jeder dieser Formen sind vielfiltige Strukturen
moglich. Beispielsweise sind bei GO der Typ, der Grad und
die Position der oxygenierten Gruppen, die bei dem Vorgang
der Graphit-Exfoliation eingefiihrt werden, au3erordentlich
schwer auf der molekularen Ebene zu beschreiben.l'”? Die
Vorginge bei der Umwandlung von GO unter reduzierenden
Bedingungen sind noch schwerer zu verstehen.!*!”) Kénnen
wir die intakte graphitische Ebene wiederherstellen? Werden
einfach nur die sauerstoffhaltigen Gruppen eliminiert? Wer-
den diese Funktionen durch die Reduktionsmittel ersetzt?
Alle diese Fragen werden gegenwartig untersucht. Die ge-
naue Beschreibung der verschiedenen Graphenformen ist
aber notwendig, um ihre biologischen Wirkungen aufzukldren
und mit der Struktur des Materials zu korrelieren.

Zudem kann eine einzelne Graphenschicht verschiedene
Flichenabmessungen aufweisen, wobei kleine Graphen-
flocken ebenso moglich sind wie gro3e Graphenblitter, die 10
bis 100 um® erreichen konnen (Abbildung 2). Die Analyse
dieses Parameters ist auch fiir die Bewertung der Toxizitdts-
risiken von GFNs auflerordentlich wichtig.
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Abbildung 1. Reprisentative chemische Strukturen einiger GFNs:
a) Graphen, b) Graphen mit wenigen Schichten, c) Graphenoxid
(O-Atome rot) und d) reduziertes Graphenoxid.

Einige Untersuchungen widmen sich der Beurteilung der
toxischen Wirkungen von GFNs in vitro und in vivo. Bei ei-
nigen der Studien wurden keine besonderen Risiken gefun-
den, wiahrend andere auf gesundheitsgefihrdende FEigen-
schaften der Materialien hinweisen. Einer der Hauptexposi-
tionswege des Menschen ist die Inhalation. Einige GFNs
haben eine aerodynamische Grofe, die zu Inhalation und
Absetzen in den Atemwegen fithren konnen, mit moglichen
Folgen der Entstehung von Granulomen und Lungenfibro-
se.” Die biologische Antwort variiert abhingig von der
Anzahl der Schichten, der lateralen Grof3e, der Steifigkeit,
der Hydrophobie, der Oberflichenfunktionalisierung, der
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Abbildung 2. Optische (links) und AFM-Aufnahmen (rechts) von Gra-
phenoxid, das durch Schleuderbeschichtung auf eine Siliciumoxid-
Oberfliche aufgetragen wurde (Bildnachweis: Vincenzo Palermo und
Emanuele Treossi).

verabreichten Dosis und der Reinheit des Materials.!''

Uber die moglichen Unterschiede des biologischen Verhal-
tens zwischen groBen und kleinen Graphenblittern oder
zwischen Graphen mit wenigen Lagen und solchem mit vielen
Lagen ist nur wenig bekannt. Dies ist ein potenziell interes-
santes Thema, das eine griindliche Analyse verdient. In den
néchsten Abschnitten werden wir die wichtigsten Ergebnisse
in Hinblick auf weitere Studien, die im Zusammenhang der
Sicherheit von GFNs ins Auge gefasst werden kénnen, vor-
stellen und kritisch diskutieren. Die aktuellen Arbeiten sind
weder umfassend noch decken sie alle Aspekte der Auswir-
kungen von Graphenen auf die Gesundheit ab. Die meisten
der verfiigbaren Studien behandeln GO und rGO. Dies liegt
wohl an der besseren Loslichkeit/Dispergierbarkeit in Wasser
und unter physiologischen Bedingungen gegeniiber den an-
deren GFNs. Die Parameter, die bei diesen Untersuchungen
beriicksichtigt worden sind, umfassen Typ und Qualitit des
Materials (das Vorhandensein von Verunreinigungen konnte
zu falsch positiven Ergebnissen fithren), der Typ von Zellen,
die Dosen (der Konzentrationsbereich erstreckt sich von 0.01
bis 1000 ugmL™"), die Inkubationsdauer und bei Tierversu-
chen den Verabreichungsweg. In den meisten Féllen sind die
Priifdosen, die mit einer potenziellen Gefahr in Verbindung
gebracht werden konnen, hoher als die Konzentrationen von
Nanomaterialien, die im Allgemeinen fiir therapeutische,
Bildgebungs- oder diagnostische Zwecke verwendet werden.

3. In-vitro-Wirkungen von GFNs

Bei Studien iiber den Einfluss neuer Materialien auf le-
bende Systeme wird im Allgemeinen das erste Screening auf
der Zellebene durchgefiihrt, liefert also eine In-vitro-Beur-
teilung moglicher zytotoxischer Wirkungen. Was geschieht
nun, wenn GFNs in Kontakt mit Zellen kommen? Es kann
vermutet werden, dass sie, wenn sie die richtige Grof3e haben,
iiber verschiedene Mechanismen internalisiert werden kon-
nen (siche unten). Sobald es sich im Inneren der Zelle be-
findet, konnte das Material aus subzelluliren Kompartimen-
ten austreten, im Zytoplasma wandern und in den Kern ge-
langen. Zudem konnten GFNs oxidativen Abbau erfahren
(Abbildung 3). Neben einem mechanistischen Verhalten
konnen GFNs einen gewissen Grad an Zytotoxizitét zeigen.
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Abbildung 3. Magliche Wechselwirkungen von GFNs: mit der Plasma-
membran, wihrend der Zellaufnahme, mit der Kernmembran und im
Zytoplasma, in dem Abbau erfolgen kann.

Die folgenden Beispiele erldutern die biologischen Wirkun-
gen von GFNs und die moglichen Mechanismen, die zu un-
erwiinschten Wirkungen fiihren.

Bei einer ersten Vergleichsstudie wurden Graphen und
einwandige Kohlenstoff-Nanorohren in einem Konzentrati-
onsbereich von 0.1 bis 100 pgmL™" an neuronalen PCI12-
Zellen der Ratte gepriift (Tabelle 1).*!! Beide Materialien
zeigten eine dosisabhéngige Zytotoxizitidt. Bei kleinen Kon-
zentrationen (< 1 pygmL™") induzierte Graphen eine stirkere
metabolische Wirkung als einwandige Nanorohren. Bei den
hoheren Konzentrationen war das Verhalten umgekehrt.
Ferner wurde bei Graphen ein hoher oxidativer Stress be-
obachtet, bei dem konzentrations- und zeitabhingig reakti-
onsfihige Sauerstoffspezies entstanden. Caspase-3-Aktivie-
rung wies auf den Beginn eines apoptotischen Vorgangs hin.
Der Vergleich von Graphen mit Kohlenstoff-Nanorohren
zeigte, dass die Morphologie des Materials eine wichtige
Rolle spielt. Diese Studie ergab ein Zytotoxizitétsprofil von
Graphen mit einem oxidativen Potenzial, das von der Zell-
expositionsdosis abhéngt. Bei einer weiteren Studie wurden
GO (unpassend als unbehandeltes Graphen, ,,pristine gra-
phene*, bezeichnet) und carboxyliertes GO (GO, das einer
milden Sdurebehandlung unterzogen wurde, um mehr
COOH-Gruppen anzufiigen) mit 10 bis 300 pgmL™"' an Af-
fennierenzellen gepriift.”” Wihrend sich GO hauptsichlich
an der Zellmembran akkumulierte und zu einer wesentlichen
Destabilisierung der F-Actin-Ausrichtung fiihrte, wurde das
starker hydrophile carboxylierte GO von den Zellen inter-
nalisiert und akkumulierte im perinukledren Bereich, bis zu
der groBten gepriiften Dosis (300 pgmL™') ohne die Mor-
phologie des Zytoskeletts zu beeintrédchtigen. Fiir beide Na-
nomaterialien wurde keine zu Nekrose fithrende physische
Schidigung der Zellmembran beobachtet, eine Erhéartung der
Hypothese, dass ein anderer Apoptosemechanismus, ver-
mutlich mit intrazellulirem Stress, der programmierten
Zelltod auslost, zur Zytotoxizitdt beitrdgt. Besondere Auf-
merksamkeit ist fiir die Definition des Materials erforderlich,
das in diesen Studien behandelt wurde, da ,,pristines Gra-
phen® eigentlich GO entsprach, was zu Unstimmigkeiten
beim Vergleichen des zytotoxischen Verhaltens der Materia-
lien fithren konnte. Kiirzlich wurde auch die Lokalisierung
von mit Polyethylenglycolamin modifiziertem GO in F-Ac-
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tinfilamenten beschrieben.” Bei einer Konzentration von
75 ugmL ™" wurden Verinderungen des Zellzyklus, Apoptose
und oxidativer Stress beobachtet. Bei &dhnlichen Studien
wurde gezeigt, dass die Zytotoxizitdt von GO und oxidierten
Graphen-Nanobindern (im Bereich 10400 ugmL ™" gepriift)
stark vom Zelltyp und den Zellkulturbedingungen abhéngen
kann. %29

In Verbindung mit der Entdeckung der antibakteriellen
Aktivitdt von GO (siehe Abschnitt 5) und der Moglichkeit,
diese Eigenschaft fiir die Behandlung von Erkrankungen des
Auges zu nutzen, wurden bei einer interessanten Untersu-
chung Ergebnisse iiber die intraokuldre Biovertriglichkeit
dieses Materials beschrieben.””’ Der Einfluss von GO auf
Morphologie, Viabilitdt (Lebensfihigkeit), Membranintegri-
tdt und Apoptose wurde an menschlichen Retinapigment-
Epithelzellen untersucht. Nur nach Langzeitkultur wurden
Verédnderungen von Viabilitdt und Morphologie der Zellen
beobachtet.

In weiteren Studien zur Wirkung von GO auf Zellviabi-
litdt und zelluldre Antworten wurden Schichten mit ver-
schiedenen lateralen Groen (350 nm und 2 pm) gepriift. Von
sechs verschiedenen mit GO kultivierten Zelllinien konnten
nur die beiden phagozytischen Zelllinien sowohl nanometer-
groBes als auch mikrometergroBes GO internalisieren.!
Beziiglich der Zellviabilitit wurden bei Dosen bis zu
20 ugmL™" GO (der groBten gepriiften Dosis) nur kleine
Unterschiede beobachtet. Das Vorhandensein von Mangan
als Verunreinigung in den Proben durch ungeniigende Rei-
nigung wihrend des Oxidationsverfahrens zur Herstellung
von GO fiihrte dagegen zu hoher Zellmortalitdt. Dieses Er-
gebnis zeigt die Bedeutung der Reinigungsschritte, um falsch
positive Ergebnisse zu vermeiden, die filschlicherweise mit
einer unerwiinschten Wirkung des gepriiften Nanomaterials
in Verbindung gebracht werden konnten. Die Aufnahme
durch Makrophagen wurde in einem Konzentrationsbereich
zwischen 2 und 6 pgmL ™" untersucht. Die Zellinternalisie-
rungskinetik zeigte eine identische intrazellulare Akkumu-
lation von GO mit 350 nm und GO mit 2 um nach 24 h. Zur
Aufkliarung der grofSenunabhéngigen Aufnahme wurden die
Mechanismen der Zellpenetration analysiert. Diese Analyse
zeigte klar, dass die ersten Zellwechselwirkungen der beiden
GOs unterschiedlich sind (das GO mit 350 nm GO wurde von
den aktiven Filopoden von Makrophagen umwickelt, wih-
rend das GO mit 2 um GO beinahe senkrecht in die Zell-
membran eintrat) und dass die intrazelluldre Lokalisierung
von der GroBle bestimmt wurde, was zu unterschiedlicher
Kompartimentalisierung fiihrte. Sobald sich das GO inner-
halb der Zelle befand, bildete das groBere GO mit 2 um
Falten und neigte zu einem gewissem Maf3 zur Faltung zu
Lysosomen mit Sequestrierung. Nach der Internalisierung
wurde beobachtet, dass die groBeren GO-Flocken eine viel
stirkere entziindliche Antwort mit hoher Freisetzung von
Schliisselzytokinen induzierte. Diese Ergebnisse sind aufler-
ordentlich interessant, da das unterschiedliche Verhalten der
beiden Typen von GOs in anderen biomedizinischen Zu-
sammenhdngen genutzt werden kann. Die unerwartete
Hochregulierung der Zytokine durch mikrometergroes GO
kann beispielsweise als Hilfswirkung bei Impfstoffsystemen
genutzt werden, um schwache Immunantworten zu aktivie-
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ren. Das niedrige Entziindungsprofil von nanometergro3em
GO kann fiir Anwendungen bei der Krebstherapie giinstig
sein, bei der verbesserte Biovertriglichkeit gewiinscht wird.
Bei einer dhnlichen Untersuchung wurden C2C12-Zellen
(mesenchymale Progenitorzellen der Maus) mit Protein-
(BSA)-iiberzogenem GO unterschiedlicher GréBen behan-
delt, um die Aufnahmemechanismen aufzukliren.?” GO mit
lateralen Abmessungen von 500 nm wurde durch Clathrin-
vermittelte Endozytose internalisiert, wihrend groBere
Blitter (etwa 1 um) durch Phagozytose aufgenommen wur-
den. Fiir beide Typen von Graphen wurde bis 100 ugmL ™" nur
eine sehr geringe Hemmung der Zellproliferation beobachtet.
Abbildung 4 zeigt ein in unserem Labor durchgefiihrtes Bei-
spiel der GO-Aufnahme durch peritoneale Makrophagen der
Maus.

Abbildung 4. GO wird von peritonealen Maus-Makrophagen internali-
siert. Die Pfeile markieren in Phagosomen vorhandene GO-Blatter.

Die Studie an Makrophagen wurde auch auf pristines
Graphen erweitert, das in 1% Pluronic F108 dispergiert
war.’”! Maus-Makrophagen, die mit Graphenkonzentratio-
nen zwischen 20 und 100 pgmL ™' behandelt wurden, durch-
liefen eine dosisabhéngige Apoptose iiber einen Mechanis-
mus mit einer Abnahme des mitochondriellen Potenzials und
einer Zunahme von reaktionsfihigen Sauerstoffspezies
(ROS). Das Identifizieren verschiedener Mechanismen, die
Makrophagen-Apoptose auslosen, ist auBerordentlich niitz-
lich und liefert wichtige Informationen fiir die Entwicklung
moglicher Strategien zum Steuern von programmiertem
Zelltod, der von Graphen induziert wird. Mit GO inkubierte
Maus-Makrophagen (Maximaldosis 100 ygmL ') konnten
auch Autophagie und mit Toll-artigem Rezeptor (TLR) ver-
bundene entziindliche Antworten auslosen.®!! Es ist interes-
sant, dass Autophagie von Zellen genutzt wird, um endogene
Molekiile zu beseitigen, und weist auf einen méglichen Weg
hin, der von Zellen zum R&umen von internalisierten gra-
phenbasierten Materialien eingesetzt wird. Neben Makro-
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phagen sind dendritische Zellen (DCs) eine weitere Klasse
von wichtigen Immunzellen. DCs sind wichtig, da sie T-Zel-
len-vermittelte Immunitdt und Immuntoleranz induzieren
und aufrechterhalten. Mit GO behandelte (im Konzentrati-
onsbereich 1-25 uygmL™") DCs waren in ihrer funktionellen
Aktivitit beeintrichtigt.”? Die DC-Antigen-Prisentation
wurde durch GO gehemmt. Diese Verdnderung war mit einer
Abregulierung der intrazelluldren Spiegel einer fiir die An-
tigen-Verarbeitung in DCs verantwortlichen Immunprotea-
som-Einheit verbunden. Diese Untersuchung unterstreicht
die Bedeutung einer sorgfiltigen Beurteilung der immun-
modulierenden Wirkungen neuer Nanomaterialien.

Fiir die Entwicklung von Graphen und anderen GFNs als
Transportsysteme fiir die systemische Verabreichung thera-
peutischer Molekiile®®”! muss auch die Blutvertriglichkeit
bestimmt werden, da das Material mit Blutkomponenten in
Beriihrung kommen wird.®>* Im Vergleich zwischen Gra-
phen und GO zeigte das erstgenannte eine etwas stdrkere
zytotoxische Wirkung durch die starke hydrophobe Wech-
selwirkung mit Zellmembranen. Beide Graphene zeigten
aber nur wenig Hamolyse von roten Blutzellen (im Konzen-
trationsbereich 10-75 pgmL ™). Graphen zeigte keinen
Einfluss auf die Koagulationswege, ein Hinweis auf ein nur
geringes Thromboserisiko bei intravendser Verabreichung.
Obwohl die gepriiften Materialien nur schwer zu vergleichen
sind, stehen die fritheren Ergebnisse in klarem Gegensatz zu
jenen von zwei Studien, die klar ein Thrombotoxizitéts-
potenzial von GO belegten.?*>* Es wurde gezeigt, dass GO
eine wesentliche hdmolytische Aktivitdat aufweist und hoch-
gradig thrombogen ist, indem es starke Aggregation von
Blutplittchen des Menschen induziert (bei 2 pgmL™"). Zum
Modulieren der Zytotoxizitdt wurde GO mit Chitosan iiber-
zogen,? oder seine Carbonsiurefunktionen wurden entwe-
der durch Wirmebehandlung reduziert oder iiber Cur-
tius-Umlagerung zu Ammoniumgruppen umgewandelt.!
Die zweitgenannte Umwandlung fiihrte zu einem neuen
funktionalisierten Material ohne Stimulationswirkung auf
Blutpldttchen, ohne Lyse von Erythrozyten und ohne In-
duktion von Thromboembolyse. Es bleibt aber unklar, was
wihrend der chemischen Umwandlung der Carbonsiure-
gruppen zu Aminen wirklich geschieht, da Graphenoxid auch
Hydroxygruppen, Epoxide, Ketone und Aldehyde enthilt,
die keine Curtius-Umlagerung durchlaufen sollten. Diese
Untersuchungen zeigen, wie die toxischen Wirkungen von
GO auf rote Blutzellen durch chemische Modifikation des
Materials gemildert werden konnen.

Bei komplementidren Untersuchungen zur Beurteilung
der Auswirkung von Kohlenstoff-Nanomaterialien auf Zellen
wurden mogliche Verdnderungen des Proteinprofils analy-
siert.’”*¥ rGO (erhalten durch Hydrazinbehandlung von GO
und unrichtig bezeichnet als Graphen) und einwandige
Kohlenstoff-Nanorohren wurden auf die Expression von
Proteinen, die am Stoffwechsel, der Redoxregulation, der
Zytoskelettbildung und dem Zellwachstum beteiligt sind,
verglichen. Wahrend Kohlenstoff-Nanorohren die Expressi-
on einer Reihe dieser Proteine stark hemmt, wurden bei mit
rGO behandelten menschlichen Hepatomzellen nur méBige
Veranderungen der Proteinspiegel beobachtet. Dies weist
darauf hin, dass reduziertes Graphenoxid hinsichtlich mogli-
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cher Verédnderungen von Proteinfunktionen weniger zyto-
toxisch ist als Kohlenstoff-Nanorshren. Freies oder mit Ten-
siden dispergiertes GO wurde auch an menschlichen und
Maus-Fibroblasten gepriift.”**! Es wurde eine dosisabhin-
gige Toxizitit an Zellen beobachtet (Konzentration 3-
100 pygmL ™). Ein umgekehrtes Ergebnis wurde bei zwei un-
abhéngigen Untersuchungen beschrieben, die zeigten, dass
GO im Konzentrationsbereich zwischen 7.8 und 200 pgmL™!
nur eine leichte Verringerung der Proliferation der A549-
Zelllinie ohne Zeichen von Apoptose oder Zelltod induzier-
te."*l Nach Behandlung mit Hydrazin zur Herstellung von
rGO fiihrte das Material dagegen zu hoher Zytotoxizitit mit
einer erheblichen Verringerung der Viabilitdt des gleichen
Typs von Zellen.!

Alternativ zu der Reduktion mit Hydrazin konnen auch
andere chemische Ansidtze zum Modifizieren von GO ein-
gesetzt werden. Die kovalente PEGylierung oder Funktio-
nalisierung mit biovertriglichen Polymeren (beispielsweise
Dextran) moduliert die zytotoxische Wirkung fiir eine Reihe
von Zelllinien und ergibt bis zu einer Dosis von 200 pgmL™"
eine erhohte Zellviabilitit.***! PEG-GO mit weniger als
50 nm Seitenldnge war unter physiologischen Bedingungen
stabil, drang vermutlich tiber einen Endozytosemechanismus
in die Zellen ein und zeigte bei verschiedenen Konzentra-
tionen keine erkennbare Toxizitit.[!

Die aktuellen Ergebnisse stellen wichtige erste Daten
iiber die In-vitro-Toxizitdt von GFNs dar. Um eine dhnliche
Situation wie bei Kohlenstoff-Nanorohren zu vermeiden ist es
aber wichtig, nicht zu verallgemeinern, sondern die grof3e
Variabilitdt des Materials zu betrachten. Die verschiedenen
Typen von GFNs miissen miteinander verglichen und ihr
Einfluss auf Zellen muss mit ihren physikalisch-chemischen
Eigenschaften und gegebenenfalls eingefiihrten chemischen
Modifizierungen korreliert werden. Dies vermeidet eine
Verallgemeinerung und Beschreibung aller Typen von
Graphenen als letztlich gefdhrlich fiir die menschliche Ge-
sundheit, wenn dies fiir einige von ihnen nicht zutrifft.

4. In-vivo-Wirkungen von GFNs

Parallel zu der Untersuchung des Einflusses auf zelluldrer
Ebene wurden auch die toxischen Wirkungen in Tiermodel-
len gepriift, wenn auch zu einem geringeren Ausmaf (Ta-
belle 2). Fiir GO und rGO wurde die Wirkung auf Blut-
plattchen analysiert, die Zellen, die fiir das Aufrechterhalten
von Héimostase und Thrombusbildung verantwortlich
sind.’>*! GO loste eine starke Plittchenaggregation aus, und
intravendse Verabreichung an Méuse induzierte ausgedehnte
Lungenthromboembolie. Dieses Verhalten stand mit der
Ladungsverteilung an der Oberfldche von GO in Beziehung,
da das Aggregationsverhalten bei Material, das zur Erzeu-
gung von rGO chemisch behandelt wurde, wesentlich ver-
ringert war. Die In-vivo-Toxizitdt von GO wurde an Méusen
und Ratten nach intravendser Verabreichung bestimmt.*4!
Bei einer Dosis von 10 mgkg™' Korpergewicht wurden we-
sentliche pathologische Verédnderungen gefunden, ein-
schlieBlich entziindlicher Zellinfiltration, Lungenédem und
Entstehung von Granulomen. Andererseits zeigte GO bei
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Tabelle 1: In vitro untersuchte GFNs und ihre biologischen Wirkungen.

gngewandte
Ch

Material In-vitro-Modell Gepriifte Biologische Wirkungen Lit.
Dosis
Graphen neuronale PC12-Zellen 0.01- erhohte Aktivierung von Caspase-3; geringe [27]
100 ugmL™"  Freisetzung von LDH; starke Freisetzung von
ROS

pristines Graphen Affen-Nierenzellen (Vero) 10— Zellmembran-Akkumulation; F-Actin-Destabili-  [22]

(GO) 300 ugmL™"  sierung; dosisabhingiger oxidativer Stress; Zell-
tod bei 50 ugmL™'

carboxyliertes GO Affen-Nierenzellen (Vero) 10- Zellaufnahme; kein Austreten von LDH; keine  [22]

300 ugmL™"  Apoptose bis 300 pgmL™"

GO dekoriert mit Po-  Saos-2-Osteoblasten; MC3T3-E1 Priosteoblas- 75 pgmL™"' F-Actin-Lokalisierung; Veridnderung des Zell- [23]

lyethylenglycolamin ten; Maus-Makrophagen RAW 264.7 zyklus; Apoptose; oxidativer Stress

GO Neuroblastom-SH-SY5Y-Zellen 10— dosis- und zeitabhingige Wirkung auf die Zell-  [24]

100 pgmL™"  viabilitét bei iiber 80 pgmL™'; erhdhte Retinol-
siure-induzierte Differenzierung

GO normale menschliche Lungenzellen (BEAS-2B) 10— konzentrations- und zeitabhingige Apoptose [25]

100 pgmL™!

oxidierte Graphen- Hela-Zellen; NIH-3T3-Zellen; SKBR3-Zellen; 10— dosisabhingige und zeitabhangige Abnahme der [26]

Nanobinder, tiberzo- MCF-7-Zellen 400 ugmL™"  Viabilitat; zellspezifische Zytotoxizitat; wesent-

gen mit PEG-DSPE lich héhere Zytotoxizitit fur HelLa-Zellen (mit
10 ugmL™") als Folge einer hdheren Aufnahme
durch diese Zellen im Vergleich zu den anderen
Zellen

GO menschliche Retinalpigment-Epithelzellen 5- wenig Einfluss auf die Morphologie; keine we-  [27]

100 pgmL™"  sentliche Apoptose; geringe Freisetzung von
LDH
GO (350 nm und menschliche Hepatokarzinom-Zellen (HepG2);  1-20 ugmL™" keine Zellaufnahme durch nicht-phagozytische ~ [28]
2 um laterale GréRe)  menschliche Brustkrebs-Zellen MCF-7; mensch- Zellen; keine gréRenabhingige Internalisierung
liche Umbilikalvenen-Endothelzellen (HUVEC); in Makrophagen; keine Unterschiede der Zell-
Lewis-Lungenkarzinom-Zellen (LLC); Maus-Ma- viabilitdt bis 20 ugmL™"; starke entziindliche
krophagen J774A.1; Peritoneal-Makrophagen Antwort auf 2 um GO; hohe Freisetzung von Zy-
PMQ tokinen bei 2 pm GO

BSA-liberzogenes GO C2C12 (mesenchymale Progenitor-Zellen der 10— verschiedene Aufnahmemechanismen; keine [29]

(420 nm und 860 nm  Maus) 100 pgmL™"  Veranderung der metabolischen Aktivitit

laterale Grofie)

pristines Graphen in  Maus-Makrophagen RAW 264.7 20— Apoptose durch Abnahme des mitochondrialen  [30]

1% Pluronic F108 100 pgmL™"  Potenzials und Zunahme von ROS; verschiedene
Signalwege aktiviert; Freisetzung proapoptoti-
scher Zytokine

GO Maus-Makrophagen RAW 264.7 5 und Induktion von Autophagie; Aktivierung von TLR4 [31]

100 ugmL™"  und TLRY; Zytokinsekretion (IL2, IL10, INFy und
TNFa)

GO dendritische Zellen aus Knochenmark (DCs) 1-25 uygmL™" keine Veranderung des Antigen-Einschlusses; 32]
keine Wirkung auf die MHC-1/Peptid-TCR-Wech-
selwirkung; Herunterregulierung des Spiegels
der Untereinheit LMP7 von Immunproteasom

Graphen und GO rote Blutzellen (RBCs) 10— keine Hamolyse bis 75 ugmL™"; keine Plattchen- [33]

75 ugmL™"  aktivierung oder -aggregation; kein Thrombose-
risiko
GO menschliche Erythrozyten (RBCs) 3.125- hohe hamolytische Aktivitat [34]
200 ugmL™
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Tabelle 1: (Fortsetzung)
Material In-vitro-Modell Gepriifte Biologische Wirkungen Lit.
Dosis
Chitosan-tiberzoge- menschliche Erythrozyten (RBCs) 100 pgmL™"  keine hdmolytische Aktivitat [34]
nes GO
GO Erythrozyten (RBCs) 5-25 uygmL~' Thrombotoxizitit; Aggregation von menschli- [35]
chen Blutplittchen
rGO Erythrozyten (RBCs) 2-20 ugmL™" verringerte Plattchenaggregation [35,36]
Amino-GO Erythrozyten (RBCs) 2-20 uygml™  Keine Thrombohdmolyse; keine Plittchenanre-  [36]
gung; keine Zelllyse
rGO menschliche Hepatokarzinom-Zellen (HepG2) 1 pugml™ mifige Variation von Proteinspiegeln [37,38)
GO menschliche Fibroblasten (HDF) 5- Toxizitat bei Dosen von >50 ugml™'; Abnahme  [39]
100 pgmL™"  der Zelladhision; Zellapoptose
GO mit PEG disper-  L929-Fibroblasten 3.125- leichte Toxizitat bis 25 pgmL™ [40]
giert 100 uygmL™!
GO A549-Zellen 20 und leichte Abnahme der Zellproliferation; keine 41
85ugmL™'  Apoptose oder Zelltod bis 85 ugmL™
rGO A549-Zellen 20 und erhebliche Verringerung der Zellviabilitit [41]
85 ugmL™'
GO A549-Zellen 10- keine Zellaufnahme; dosisabhingiger oxidativer [42]
200 ugmL™"  Stress; leichter Verlust an Zellviabilitat bei
200 pgmL™"
gereinigtes GO A549-Zellen 7.8- dosisabhingige Zytotoxizitit; 80% Zellviabilitat  [43]
125 ugmL™"  bei 125 pgmL™"
PEG-GO RAJI-Zellen; HCT-116-Zellen; OVCAR-3-Zellen; 0.5- keine Wirkung auf die Zellviabilitit bis [6,44]
U87MG-Zellen; MDA-MB-435-Zellen; MCF-7- 150 uygmL™" 100 ugmL™"; verringerte Toxizitat
Zellen
Dextran-GO Hela-Zellen 10, 50, erhohte Zellviabilitit; normale Zellproliferation  [45]
200 ugmL™
GO NIH-3T3-Zellen 1000 pgmL™"  keine Wirkung auf die Zellviabilitat [58a]

sehr niedrigen Dosen eine gute Biovertréglichkeit mit roten
Blutzellen, wihrend bei 80 ugmL~' Himolyse induziert
wurde.

Lungentoxizitdt ist ein Hauptproblem bei der industriel-
len Herstellung von Nanomaterialien, da ihre Atembarkeit
Schidigung und schlieBlich chronische Erkrankungen bei
Personen verursachen konnte, die mit derartigen Materialien
in Kontakt kommen. Es wurde gezeigt, dass GO und ag-
gregiertes Graphen nach direkter Injektion in die Organe von
Maiusen (50 ug pro Tier) zu schwerer und anhaltender Ver-
letzung der Lunge fithren.*”! Bei in Pluronic-Tensid disper-
giertem, pristinem Graphen waren die toxischen Wirkungen
deutlich geringer. Anscheinend ist die Oxidation des Gra-
phens die wahrscheinliche Ursache der Lungentoxizitit. Bei
einer anderen aktuellen Untersuchung wurde auch fiir pris-
tine Graphen-Nanoplidttchen aus nur wenigen Graphen-
schichten, die eine GroBe bis zu 25 pm aufwiesen und in 0.5 %
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Rinderserumalbumin dispergiert waren, ein Risiko fiir die
Atemwege belegt.” Es zeigte sich, dass sich Graphen-Na-
nopléttchen nach Inhalation (50 pg Nanopléttchen pro Tier)
hinter den ziliarisierten Atemwegen ablagern. Es wurden
akute entziindliche Antworten in Miusen, Zellentziindung
und beeintrichtigte Makrophagen-Phagozytose beobachtet.
Die Entziindungswirkung in vitro und in vivo wurde dem
atembaren aerodynamischen Durchmesser zugeschrieben,
der Kenngrofle, die die Atembarkeit eines Teilchens und den
Ort der Ablagerung bestimmt. SchliefSlich konnte die Abla-
gerung in der Lunge auf lange Sicht zu Mesotheliom und
anderen Pleura-pathologischen Zustinden fithren. Es ist
schwer zu verstehen, wo die Unterschiede dieser beiden
Studien liegen, die zu dem entgegengesetzten Verhalten von
pristinem Graphen fithren. Vermutlich gehoéren die Mor-
phologie der gepriiften Materialien, die Anzahl der Schich-
ten, die Oberfldche und das Dispergierungsverfahren zu den
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Parametern, die zu den unterschiedlichen Toxizitéitseigen-
schaften fithren konnen. Es iiberrascht nicht, dass Materialien
mit Mikrometergrofle einen besorgniserregenden Grad an
Toxizitit zeigen."**! Andererseits konnte auch das Vorhan-
densein von Begleitstoffen wie nichtumgesetztem Graphit-
oxid oder graphitischen Fraktionen fiir Entziindungen ver-
antwortlich sein. Durch mehrere Waschvorgiange und Zen-
trifugationsschritte griindlich gereinigtes GO zeigte tatséch-
lich keine Erhohung der Proteinspiegel und polymorpho-
nukledren Leukozyten an den Tagen 1 und 7 nach
peritonealer Verabreichung (injizierte Dosis 50 ug pro
Tier)." Im Vergleich zu langen pristinen mehrwandigen
Kohlenstoff-Nanorohren wurde keine Ansammlung von
Riesenzellen, entziindliche Antwort und Entstehung von
Granulom beobachtet (Abbildung 5). Das Modell, das fiir die
Beurteilung des karzinogenen Potenzials nach Exposition
gegeniiber GO verwendet wurde, war fiir faserformige Ma-
terialien ausgelegt,“” und es ist noch nicht klar, ob das Modell
auch fiir Nanomaterialien mit anderer Gestalt geeignet ist.

NT-lang Graphit

:
naiv

500um

24hrs

7 Tage

naiv NT-lang Graphit

7 Tag_;e

Abbildung 5. Granulombildung an der Diaphragma-Membran nach

7 Tagen. Weiblichen C57BI/6-Mausen wurden 50 pg Trigerkontrolle
(0.5% Rinderserumalbumin/Kochsalzlésung), pristine mehrwandige
Kohlenstoff-Nanoréhren (NT-lang, pristin), Graphit und reines GO
(pGO) intraperitoneal injiziert; die Mause wurden nach 1 Tag oder
nach 7 Tagen getétet, und die Diaphragmen wurden entnommen, fi-
xiert und fiir die Visualisierung vorbereitet. SEM-Aufnahmen der Dia-
phragma-Oberfliche (A, B) und histologische Aufnahmen (C) unter
Verwendung von Himatoxylin- und Eosin-Firbung zeigen die Ansamm-
lung von Riesenzellen und verdeutlichen das Vorhandensein von gra-
nulomatéser Entziindung mit NT-lang, nicht aber mit Graphit und
pGO. Die SEM-Aufnahmen sind in niedriger und hoher Auslésung ge-
zeigt. Abdruck aus Lit. [43].
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Durch chemische Funktionalisierung kann eine Modula-
tion der Toxizitdt in vivo erzielt werden.”” Beispielsweise
verringert PEGylierung von GO die toxische Wirkung in
Mausen. Bei der Verwendung von GO als Komponente in-
jizierbarer Hydrogele zum Gewebe-Engineering wurde keine
schwere Toxizitit in vivo gemessen.® In dieser Studie blieb
die Rolle von Graphen unklar, abgesehen von der Herab-
setzung der zur Bildung eines wirmeempfindlichen Hydro-
gels erforderlichen Tensidkonzentration. Das Vermdégen von
GO zur Absorption im Nahinfrarotbereich ist einer der
Vorteile der Verwendung von GO in Kompositmaterialien fiir
die regenerative Medizin, da es so durch kontrollierte Be-
strahlung die Freisetzung eines im Hydrogel eingebetteten
Wirkstoffs erhohen kann.

Die In-vivo-Studien wurden auch auf andere Tiermodelle
als Nager erweitert.®? Caenorhabditis elegans ist ein frei le-
bender Fadenwurm mit Vorteilen wie der Moglichkeit zur
Laborkultur. C. elegans (mit einer Losung von 250 ugmL ™"
behandelt) wurde als Wirt verwendet, um die Wirksamkeit
von Graphit-Nanoplittchen, die aus 3 bis 60 Graphen-
schichten mit lateralen GroéBen von 1 bis 10 um zusammen-
gesetzt waren, als antimikrobielles Mittel nach Exposition
gegeniiber dem Pathogen Pseudomonas aeruginosa zu be-
stimmen. Das Vorhandensein dieses Materials im Inneren der
Fadenwiirmer verringerte die Anzahl der infektiosen Zellen
eindeutig, vermutlich durch mechanische Schidigung der
Bakterienmembran, wihrend es die Lebensdauer und die
Reproduktionskapazitit des Organismus nicht verdnderte
(d.h. keine Genotoxizitit). C. elegans wurde auch bei aktu-
ellen Versuchen zur Aufkldarung der chemischen Vorginge
neben der Toxizitit von GO in vivo verwendet.™ GO wurde
mit PEGyliertem Poly-L-lysin iiberzogen oder nichtiiberzo-
gen verwendet. Bei der Behandlung des Organismus mit GO
im Konzentrationsbereich zwischen 5 und 20 pygmL ™" wurde
keine Verdnderung der Lebensdauer, Schiddigung auf der
Ebene der Zellwand, Beeintrichtigung der Beweglichkeit
und Verringerung der Reproduktionsfihigkeit des Faden-
wurms beobachtet. Stattdessen verringerte das Polymer-
iiberzogene GO die Widerstandsfdhigkeit des Fadenwurms,
insbesondere unter oxidativem oder thermischem Stress, be-
triachtlich und fiihrte zum Tod. UbermiBiges Vorhandensein
von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) beeintréichtigte das
inhdrente antioxidative Abwehrsystem und fiihrte zu einer
drastischen toxischen Wirkung auf C. elegans unter patho-
physiologischen Bedingungen.

Wie bei der In-vitro-Wirkung sind viele Parameter zu
beriicksichtigen, wenn GFNs auf Toxizitdt in vivo gepriift
werden. Tatsdchlich ist die Variabilitdat der Proben auferor-
dentlich hoch. Diese Situation ist jener dhnlich, die bei Koh-
lenstoff-Nanorohren beobachtet worden ist. Erneut ist es
grundsitzlich wichtig, die morphologischen und physikalisch-
chemischen Eigenschaften fiir jeden Typ von Probe zu be-
trachten und zu beschreiben, ohne Verallgemeinerungen zu
treffen, die mit dem Risiko von Fehlern bei der Verwendung
oder Betonung von Begriffen wie ,,Sicherheit* oder ,, Toxizi-
tét“ von GFNs verbunden sind. Die Toxizitdt von GFNs kann
eng mit ihrer Oberflichenfunktionalisierung in Beziehung
stehen. Die GroBe ist der zweite wichtige Parameter, der
sorgfiltig zu beriicksichtigen ist.
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Tabelle 2: In vivo untersuchte GFNs und ihre biologischen Wirkungen.
Material In-vivo-Modell ~ Gepriifte Dosis Biologische Wirkungen Lit.
GO Kaninchen 100-300 pg/Auge keine Augenveranderungen; normaler Augeninnendruck; normales [27]
Sehen
GO Maus 250 pgkg™' Thrombotoxizitit; ausgedehnte Lungen-Thromboembolie; Blutplatt-  [35]
chenaggregation beim Menschen
rGO Maus 250 pgkg™ weniger wirkungsvoll bei der Plittchenaggregation [35,36]
Amino-GO Maus 250 pgkg™ keine Thrombotoxizitit; Gefifle erscheinen normal mit keinem Zeichen [36]
von okklusiver Pathologie
GO Maus 100, 250, 400 pg/Tier chronische Toxizitdt und Tod der Tiere bei der héchsten Dosis; Lungen-, [39]
Milz- und Lebergranulom; keine Clearance tber die Niere
gereinigtes GO Maus 50 pg/Tier keine akute und chronische Entziindung nach intraperitonealer Verab- [43]
reichung
Dextran-GO Maus 20 mgkg™' Akkumulation in Leber und Milz; allmihliche Beseitigung binnen einer [45]
Woche; keine Kurzzeit-Toxizitét
GO Maus/Ratte 1 und 10 mgkg™ (Tiere) dosisabhingige Lungentoxizitit; granulomatdse Lisionen bei [46]
10 und 80 ugmL™' (Zel- 10 mgkg™'; Lungenddem-Fibrose bei 10 mgkg™'; entziindliche Zell-
len) infiltration bei 10 mgkg™'; RBC-Hamolyse bei 80 ugmL™'
GO und aggregiertes  Maus 50 ug/Tier Erzeugung von ROS; Entziindung; Apoptose; Zunahme der mito- [47]
Graphen chondrialen Respirationsrate; Lungentoxizitit-Entziindung
Graphen in 2% Pluro- Maus 50 pg/Tier verringerte toxische Wirkungen [47]
nic F108
Graphen-Nanoplitt-  Ratte 50 pg/Tier (pharyngeale  entziindliche Zytokinfreisetzung (IL1P); akute entziindliche Lungen-  [20]
chen (25 pm) in 0.5% Aspiration) antwort
BSA 5 pg/Tier (intrapleurale
Injektion)
PEG-GO Maus 20 mgkg™! hohe Tumorakkumulation; geringe Aufnahme durch RES; kein Zeichen [50]
von Anomalie in Niere, Milz, Herz, Leber und Lunge; allmihliche
Clearance
GO-Pluronic-Hydro- ~ Maus Gel-Zusammensetzung:  keine schwere Toxizitit [57]
gele 0.49% GO/0.25-1%
Pluronic
Graphit-Nanoplatt- Caenorhabditis  50-250 ugmL™" keine Veranderung der Lebensdauer des Fadenwurms; keine Veriande- [52]
chen (1-100 um) elegans rung der Reproduktionskapazitit
GO und PEG-(Poly-L.-  Caenorhabditis 5-20 ugmL™' keine Veranderung der Lebensdauer des Fadenwurms; keine Schadi-  [53]
lysin)-uiberzogenes elegans gung auf der Ebene der Zellwinde; keine Verinderung der Reproduk-
GO tionskapazitit; keine Verringerung der Beweglichkeit
PEG-(Poly-L-lysin)- Caenorhabditis  5-20 pgmL™" Zellen werden unter oxidativem oder thermischem Stress kultiviert: [53]
iberzogenes GO elegans verringerte Bestindigkeit, die zum Tod fiihrt; intrazelluldre ROS-Bil-
dung; beeintrichtigter Elektronentransfer
PEG-GO Maus 20 mgkg™' RES-Akkumulation; Nieren- und Fizes-Beseitigung; keine Veranderung [61]
von biochemischen Blutparametern
GO (groR 1-5 pm und  Maus 1-10 mgkg™ schnelle Clearance aus dem Blut; Akkumulation hauptséchlich in Lunge [62]

klein 110-500 nm)

und Leber
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Abbildung 6. Oben links: AFM-Bild von GO-Blittern, getrocknet auf einer Glimmer-Oberfliche. Unten links: E.-coli-Zellen nach 2 h Inkubation mit
GO-Dispersion (40 ugmL™"); die meisten Bakterien werden nach Exposition gegeniiber GO-Dispersionen abgeflacht und verlieren ihre zellulire
Integritit. Rechts: Messungen der Zellviabilitat nach Inkubation mit Graphit-, Graphitoxid-, GO- und rGO-Dispersionen. Eine 5-mL-Portion von
graphenbasierten Materialien (80 pgmL™") wurde 2 h bei 37°C mit E. coli inkubiert. Der Verlust von Zellviabilitit wurde durch Koloniezahlung
bestimmt. Als Kontrolle wurde eine isotonische Kochsalzlosung ohne graphenbasierte Materialien verwendet. Abdruck aus Lit. [55], Copyright

2011, American Chemical Society.

5. Bakterientoxizitdt von GFNs

Zu den toxischen Wirkungen von GFNs auf Mikroorga-
nismen gibt es eine Reihe aktueller Untersuchungen an ver-
schiedenen Typen von Bakterien und Pilzen. Die erkennbare
antibakterielle Aktivitidt konnte interessante zukiinftige An-
wendungen von Graphen in antimikrobiellen Produkten fin-
den (Abbildung 6). Abscheidungen von GO und rGO auf
Edelstahlsubstrat zeigten antimikrobielle Aktivitdt gegen
Gram-negative E. coli und Gram-positive S. Aureus.” rGO
war in beiden Féllen wirksamer. Eine Wirkung auf die me-
tabolische Aktivitdt war mit einer Schédigung der Zellmem-
bran der Mikroorganismen kombiniert.*!] Zur Erweiterung
dieser Untersuchungen wurde der antimikrobielle Mecha-
nismus auch durch Vergleich verschiedener Typen von Gra-
phenmaterialien, einschlieflich Graphit, Graphitoxid, GO
mit verschiedenen lateralen GréBen und rGO (Konzentration
5-80 ugmL"), analysiert (Abbildung 6).**) Auch hier wurde
unter den verschiedenen Typen von Graphenderivaten die
hochste antibakterielle Aktivitidt fiir GO mit der kleinsten
Grofle gefunden.

Die physikalisch-chemischen Eigenschaften von Gra-
phenmaterialien scheinen eine wichtige Rolle fiir die Wirk-
samkeit der Bakterienabtotung zu spielen und koénnen ent-
sprechend angepasst werden, um die schédliche Wirkung auf
Gesundheit und Umwelt zu minimieren. Die Ergebnisse
wurden aber von einer weiteren Studie in Frage gestellt,® bei
der GO zu E. coli zugegeben wurde und die Bakterien
schneller wuchsen, indem sie dichte Biofilme um das sus-
pendierte Nanomaterial bildeten. Nur die Kombination mit
Silber-Nanopartikeln fiihrte zum Zelltod.”*>" In Anbetracht
dieser Befunde stellt die Untersuchung der bakteriostatischen
Eigenschaften von GO eine Herausforderung dar und wird
zweifellos weitere Studien anregen.

Graphit-Nanoplidttchen und andere Typen von GFNs
zeigten bakterizide Eigenschaften invitro auf isolierten
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P. aeruginosa und in vivo an einem gegeniiber diesem Pa-
thogen exponierten Wirt-Fadenwurm.’? Die antibakterielle
Aktivitit von GO blieb erhalten oder war sogar verbessert,
wenn es in Poly-N-vinylcarbazol dispergiert und auf einem
Substrat elektrodeponiert wurde, ohne zytotoxische Wir-
kungen auf Sdugerzellen zu zeigen, die gegeniiber einer Dosis
von 1000 ugmL ! exponiert wurden.”® Es ist interessant, dass
die Wechselwirkung von GO mit E. coli zu einer ,,griinen*
Reduktion von Graphenblittern fiihrte (Verlust von 60 % der
Sauerstoff-enthaltenden funktionellen Gruppen), die mittels
Tropfenbeschichtung auf Si,O/Si(100)-Substrat aufgetragen
wurden.”! Wihrend dieses Vorgangs zeigten die Bakterien
Proliferationshemmung und Ablosen von der Oberfliche
durch die antibakterielle Aktivitit von rGO, das durch die
bakterielle metabolische Wirkung entstanden ist. Ferner
zeigte TGO (zwischen 1 und 500 pgmL ™" gepriift) fungizide
Aktivitdt gegen nichtpathogenen Aspergillus oryzae und pa-
thogene Aspergillus niger und Fusarium oxysporum.*”
Wihrend diese Eigenschaft bei pathogenen Pilzen von Nut-
zen sein kann, muss hinsichtlich nichtpathogener niitzlicher
Mikroorganismen eine gewisse Besorgnis gelten.

Ein Vergleich der verfiigbaren Daten zur antibakteriellen
und fungiziden Wirksamkeit von GFNs ist schwierig, da die
Zellkulturbedingungen und der Typ der Ausgangsmaterialien
in den beschriebenen Experimenten variierten. Andererseits
konnten manche der widerspriichlichen Daten weitere For-
schungen zur Beurteilung der antimikrobiellen Rolle von
GFNs als Funktion ihrer physikalisch-chemischen Eigen-
schaften anregen.

6. Bioverteilung und Pharmakokinetik von GFNs
Die In-vivo-Untersuchung von Bioverteilung, Akkumu-
lation und Beseitigung von Graphen-Nanomaterialien ist ein

wichtiger Schritt zum Verstidndnis der Risiken, die mit ihrer
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Verwendung verbunden sind. Untersuchungen der Biover-
teilung (injizierte Dosen von 1 oder 10 mgkg™") zeigten, dass
intravends injiziertes GO vornehmlich in der Lunge akku-
muliert, wihrend eine nur geringe Aufnahme durch das reti-
kuloendotheliale System (RES) beobachtet wurde (Tabel-
le 2).1 GO zeigte lange Zirkulationszeiten im Vergleich zu
anderen Formen von Kohlenstoff. Nach Injektion von
1 mgkg ! Korpergewicht wurden keine pathologischen Ver-
dnderungen in verschiedenen Organen beobachtet, wihrend
bei einer Dosis von 10 mgkg ™" wesentliche Veridnderungen in
der Lunge auftraten. Es ist interessant, dass PEG-PO
hauptsdchlich im Tumor von xenotransplantierten Tieren
akkumuliert, mit geringerer Aufnahme durch das RES und
ohne wesentliche toxische Wirkungen. Nach einer anfing-
lichen Akkumulation in RES-Organen wurde zwischen den
Tagen 3 und 15 eine allméhliche Beseitigung beobachtet.
Nach drei Monaten waren die Graphenblitter ohne Zeichen
von Anomalie in Hauptorganen (d.h. Nieren, Leber, Milz,
Herz und Lunge) vollstindig beseitigt. Dieser Typ von mo-
difiziertem, mit '®I radiomarkiertem Graphen wurde auch
verwendet, um die Pharmakokinetik, die Langzeit-Biover-
teilung und die toxischen Wirkungen eingehender zu unter-
suchen.® Die intravends verabreichten Graphenblitter
wurden durch Clearance iiber Niere und Fézes allméhlich
beseitigt. Die gepriifte Dosis von 20 mgkg™' fiihrte iiber ei-
nen Zeitraum von 3 Monaten zu keiner ersichtlichen Toxizi-
tét, wie durch Messung der biochemischen Parameter im Blut
und der hdmatologischen Marker (weile und rote Blutzellen,
Hiamoglobin, Blutplattchen usw.) gezeigt wurde. Die histo-
logische Untersuchung der verschiedenen Organe zeigte
keine Schiadigung oder Lésionen, mit der Ausnahme einer
Zunahme der Féarbung von Milz und Leber durch Akkumu-
lation von braunem GO. Die Auswirkung der lateralen Gro3e
von GO-Blittern auf Organverteilung und Akkumulation
wurde ebenfalls mit iodiertem Material untersucht.” GroBes
GO (1-5 pm) und kleines GO (110-500 nm) wurde jeweils
mit Na'*I markiert. Unabhiingig von der GroBe wurde GO
schnell aus dem Blut beseitigt und akkumulierte hauptséch-
lich in Lunge und Leber. Wéhrend kleines GO in der Leber
gefunden wurde, akkumulierte groles GO in der Lunge. Mit
Ansteigen der injizierten Dosen des kleinen GO von 1 auf
10 mgkg ' dnderte sich dessen Verteilung und zeigte eine
hohere Lokalisierung in der Lunge als Folge der bei hohen
Dosen erfolgenden Aggregation. Ein Vergleich des pharma-
kologischen Profils der beiden Typen von GO weist darauf
hin, dass das Material mit der kleineren lateralen GroBe fiir
mogliche biomedizinische Anwendungen besser geeignet
ist.[*

Die Daten aus diesen Untersuchungen sind aufleror-
dentlich interessant und werden weitere Untersuchungen
anstof3en. Tatsédchlich muss das Verhalten anderer Graphen-
Nanomaterialien, anderer Tiermodelle, hoherer Dosen und
anderer Verabreichungswege gegeniibergestellt werden.
Diese Untersuchungen werden das Verstdndnis der Wirkun-
gen von GFNs bei gezielter Verabreichung oder bei Kontakt
durch unbeabsichtigte Exposition verbessern.
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7. Zusammenfassung und Ausblick

Dieser Kurzaufsatz fasst verschiedene Fallstudien iiber
die In-vitro- und In-vivo-Wirkung von GFNs zusammen. Sind
GFNs also sicher oder toxisch? Die verfiigbaren Ergebnisse
zeigen, dass dieses neue Nanomaterial zu einer Gefahr fiir die
menschliche Gesundheit werden konnte, dass aber chemische
Manipulation ein Weg ist, die moglichen Risiken in Verbin-
dung mit der zukiinftigen Entwicklung von GFNs auf den
verschiedenen Anwendungsgebieten (beispielsweise Kom-
positmaterialien, elektronisch gesteuerte biomedizinische
Werkzeuge usw.) zu mildern. In dieser Hinsicht ist kiirzlich
eine Gegeniiberstellung von GFNs und Kohlenstoff-Nano-
rohren erschienen, die einige Leitlinien zum Modulieren der
toxischen Wirkungen von Graphen gibt.”] Wenn wir solche
»Regeln*“ beachten, konnten wir eine Verzogerung der Pro-
blembetrachtung, wie sie bei Kohlenstoff-Nanorohren auf-
getreten ist, vermeiden, indem wir die zehnjédhrige Erfahrung
bei deren Entwicklung nutzen. In diesem Zusammenhang
kann der Kurzaufsatz auch als vorgreifend angesehen werden,
da er die Aufmerksamkeit der Forscher bei der Entwicklung
neuer Nanomaterialien gewinnen will. Auf die Anfangsfrage
kann keine klare Antwort gegeben werden, es gibt aber starke
Hinweise darauf, dass die toxischen Wirkungen modular sind.
Ferner sollte die Verallgemeinerung der Toxizitdt von GFNs
vermieden werden, da die mit ihnen verbundenen Risiken
von den spezifischen Anwendungen und Entwicklungen ab-
héngen.

Es ist allerdings noch Forschungsarbeit notwendig, um die
biologischen Antworten und die Sicherheitsfragen von Na-
nomaterialien der Graphenfamilie genauer zu untersuchen,
wobei die verschiedenen physikalisch-chemischen Eigen-
schaften zu beriicksichtigen sind. Die am hiufigsten unter-
suchten GO und rGO sind hydrophiler als ein- und mehr-
schichtiges Graphen. Die Schwierigkeit, stabile kolloidale
Dispersionen von hydrophoben Graphenoberflichen auf-
rechtzuerhalten, ist eine der Beschrinkungen bei der Be-
stimmung des Sicherheitsprofils dieses Nanomaterials. In je-
dem Fall sollten die Analysen auf all die Mitglieder der
Graphenfamilie ausgedehnt werden, die bisher weniger ge-
nauer gepriift wurden (beispielsweise Graphenpunkte).®’!

Es gibt mehrere wichtige Faktoren, die mit der Toxizitét
neuer Nanomaterialien verbunden sind. So miissen die Er-
zeugung reaktionsfdahiger Sauerstoffspezies, die indirekte
Toxizitdt durch GFN-Adsorption wichtiger Biomolekiile und
die physikalische Toxizitdt in Verbindung mit der Wechsel-
wirkung mit den Lipiden in Zellmembranen, Geweben und
Organen sorgfiltig untersucht und analysiert werden. Ferner
muss die Aufnahme als Funktion der Gro3e untersucht wer-
den. Die laterale Gro3e von Graphen konnte die verschie-
denen Rezeptoren, die bei den Eindringmechanismen betei-
ligt sind, auf energieabhingige Weise beeinflussen (d.h. En-
dozytose/Phagozytose-aktive Mechanismen). Wenn passive
Mechanismen ablaufen, wie es bei Kohlenstoff-Nanorohren
der Fall ist,!* wire es interessant zu verstehen, wie sich die
flache Form des Materials auf die Organisation der Membran
auswirkt (d.h. Unterbrechen der Membran oder einfach
Gleiten zwischen den Lipid-Doppelschichten).l” Alle diese
Untersuchungen werden fiir die sicherere Entwicklung und
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Herstellung von GFNs von Nutzen sein, um die Risiken fiir
die menschliche Gesundheit und die Umwelt zu minimieren.
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