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Toxizitat von Graphenoxid: Endoperoxide als Ursache
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Abstract: Potentielle biomedizinische Anwendungen von
Graphenoxid (GO), z. B. als Triger von Biomolekiilen, Rea-
gentien fiir die photothermische Therapie oder Biosensoren,
werden durch die Zytotoxizitit und Mutagenitit dieses Mate-
rials eingeschrinkt. Es wird davon ausgegangen, dass diese
Eigenschaften zumindest zum Teil auf eine von GO verur-
sachte Erhohung des oxidativen Stresses in Zellen zuriickzu-
fithren ist. Es ist jedoch nicht bekannt, auf welchen chemischen
Fragmenten dieser ungiinstige Effekt beruht. In dieser Arbeit
wurden vier GOs entwickelt, welche verschiedene redoxaktive
Gruppen wie Mn?*, C-zentrierte Radikale sowie Endoperoxide
(EPs) auf der Oberfliche besitzen. Der Vergleich der Fihigkeit
der Materialien, reaktive Sauerstoffspezies in humanen Ge-
barmutterhalskrebszellen zu generieren, zeigt, dass EPs eine
entscheidende Rolle im GO-induzierten oxidativen Stress
spielen. Diese Ergebnisse konnen fiir die gezielte Entwicklung
von biokompatiblem und nicht-toxischem GO fiir biomedizi-
nische Anwendungen verwendet werden.

Graphenoxid ist ein einschichtiges Material, das durch die
Oxidation von Graphit erhalten werden kann. Es ist wasser-
l16slich und zellmembranpermeabel. Es wurde gezeigt, dass
GO ein effizienter Transporter von sowohl hoch- (Nuklein-
sduren, Proteine) als auch niedermolekularen (Antikrebs-
mittel, Antibiotika) Wirkstoffen ist."! Weiterhin kann es
aufgrund seiner starken Absorption im nahem Infrarot-Be-
reich (NIR) in der photothermischen Therapie oder auch als
Biosensor eingesetzt werden.”) GO zeigt jedoch oftmals Zy-
totoxizitdt und Mutagenitidt, welche die mogliche Anwen-
dung in der Medizin einschrianken.l! Verursacht werden diese
ungiinstigen Figenschaften durch die Fahigkeit des GO, die
zelluldire Membran zu schiddigen, mit genomischer DNA
wechselzuwirken und diese zu verdndern, sowie die Konzen-
tration an intrazelluldren reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)
zu erhohen.* Es wurde gezeigt, dass eine gleichzeitige Be-
handlung von Zellen mit GO und N-Acetylcystein (NAC) die
Toxizitit von GO verringert.[*") Da NAC ein ROS-Fiinger ist,
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deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass der durch GO in-
duzierte oxidative Stress einer der Hauptfaktoren der Toxi-
zitdt von GO ist. Aus chemischer Sicht ist jedoch nicht klar,
welches chemische Fragment (oder Fragmente) fiir den durch
GO induzierten oxidativen Stress verantwortlich ist. Dies ist
eine wichtige Frage, da dieses Wissen fiir die Entwicklung von
nicht toxischem, biokompatiblem GO fiir biomedizinische
Anwendungen genutzt werden kann.

GO besitzt planare Regionen, welche aus einem Netz-
werk aus sp’-hybridisierten Kohlenstoffatomen bestehen,
sowie nicht-planare Regionen und Rinder, an denen sich
Epoxide, Hydroxy-, und Carbonylgruppent! sowie Sulfates-
ter’ befinden. Zusitzlich wurden verschiedene redoxaktive
Gruppen nachgewiesen oder vorgeschlagen. Insbesondere
enthilt GO, das mit KMnO, oxidiert wurde, C-zentrierte
Radikale (C)"! und Mn?*"-Tonen.® Die Existenz von Endo-
peroxiden (EPs) wurde in Ab-initio-Rechnungen® vorher-
gesagt und durch eine Reihe von indirekten, experimentellen
Hinweisen gestiitzt.'” Im Folgenden wird die Beteiligung
dieser redoxaktiven Gruppen an der durch GO ausgelosten
intrazelluliren ROS-Generierung untersucht. Die Anwesen-
heit von C' und Mn**-Tonen auf GO wurde mithilfe von ESR-
Spektroskopie untersucht.*!! Da fiir EP noch keine geeig-
nete Analysemethode vorhanden war, wurde von uns eine
EP-sensitive fluorogene Sonde entwickelt.

Im ersten Schritt wurde das Protokoll zur Entfernung von
Mn** von GO optimiert."? Es konnte gezeigt werden, dass
ein Waschen von GO mit einer Losung von Ethylendiamin-
N,N,N'.N'- tetraessigsdure (EDTA) ausreichend ist, um die
ESR-aktiven Mn*"-Ionen zu entfernen (Abbildung 1 A). In-
teressanterweise reagiert EDTA nicht mit C, was mithilfe des
charakteristischen Peaks bei g=2.003 im ESR-Spektrum
bestédtigt werden konnte. Das so erhaltene Material wird hier
GO(—Mn) genannt, um die Abwesenheit von Mn?" anzu-
zeigen. Die AFM-Analyse von GO(—Mn) zeigt eine dhnliche
Morphologie wie das urspriingliche GO (Abbildung 1B).[*”
Auch die statistische Raman-Analyse der Intensitidten der D-
und G-Banden (Ip, I;) sowie die Halbwertbreite der 2D-
Bande (I';5) des Raman-Spektrums des in situ reduzierten
GO(—Mn) zeigen, dass die Anzahl an Defekten fiir das be-
handelte und unbehandelte GO-Material identisch bleibt: I,/
I6=28402, Ip=70+£5cm™* fir GO(—Mn) (Abbil-
dung 1C) und I)/I;=3.040.3, T,, =624+8 cm™! fiir GO."”
Diese Daten belegen, dass EDTA das Kohlenstoffgeriist nicht
beschddigt, was eine Bildung von neuen funktionalisierten
Enden beinhalten wiirde. Laut Zhang et al. ist GO in der
Lage, Todid zu oxidieren.'™! Dies konnte fiir GO bestitigt
werden, GO(—Mn) konnte dies allerdings nicht mehr. (Ab-
bildung S1 in den Hintergrundinformationen (SI)). Es kann
demnach gefolgert werden, dass I"™ nicht einfach durch die C*
auf der GO-Oberfliche oxidiert wird,” sondern diesem

Wiley Online Library

An dte

Chemie

413


http://dx.doi.org/10.1002/anie.201507070
http://dx.doi.org/10.1002/ange.201507070
http://dx.doi.org/10.1002/ange.201507070

414

10 mT

GO

GO(-Mn)

Zuschriften

dte

Chemie

Alterung bei 4°C, bis nach 3 Wochen
eine Sittigung dieses Effekts eintritt
(Abbildung 2B). Um reproduzierbare
Ergebnisse zu erhalten, wurde daher in
den weiteren Versuchen GO, welches
dlter als 3 Wochen war, verwendet.
Nach 80 min Inkubation von F1~ AN~
ON (100 nm) mit GO (10 ygmL™") er-
reicht die Fluoreszenz einen Wert von
ca. 15, wohingegen eine &quimolare
Losung von Fl einer Fluoreszenzinten-

+ GO(-Mn)

GO(-Mn,EP)

GO(-all)

Abbildung 1. A) ESR-Spekten der gefrorenen (—78°C) Suspensionen der GOs in Wasser
(10 ugmL™"). B) Beispielhaftes AFM-Bild von GO-Mn. C) Spektroskopische Raman-Daten von
GO-Mn und GO-Mn-EP, welches in situ zu Graphen reduziert wurde (siehe SI).

Prozess ein komplexerer und von Mn**
nismus zugrundeliegt.

Im weiteren Verlauf sollte eine EP-sensitive Sonde ent-
wickelt werden. Da EPs durch Thermolyse in Singulett-Sau-
erstoff ('O,) umgewandelt werden kénnen,™! kann vermutet
werden, dass kleine Mengen an 'O, in der Nihe der auf der
Oberfliche gebundenen EPs vorhanden sind. Um diesen 'O,
zu detektieren, wurden von uns in einem ersten Versuch zwei
bekannte 'O,-Finger verwendet: 4,4-(Isobenzofuran-1,3-
diyl)dibenzoesdure (P1)!"* und 9,10-Di(3-hydroxypropyl-
oxy)-anthracen (P2)."! Sowohl P1 als auch P2 zeigten jedoch
keine Reaktion mit GO. Um die Sensiti-
vitit der Detektion zu erhohen, wurde

abhingiger Mecha-

50 100
Tyl cm'—>

30 sitdt von 35 entsprechen wiirde. Es
kann somit berechnet werden, dass
42 +1 nMm der Sonde in Produkt umge-
wandelt wurden, was einem EP pro ca.
2x10* C-Atomen auf GO entspricht.
Diese Schitzung beruht auf der be-
griindeten Annahme, dass die Fluores-
zenz des an GO gebundene Fl1~ AN~
ON vernachléssigbar ist. Es wurde beobachtet, dass die
Fluoreszenz der Modellsubstanz F1~ON bei einer Bindung
an GO vollstandig geloscht wird (Abbildung S2). Die Zugabe
von > 100 nm Sonde fiihrt nicht zu einer substanziellen Ver-
starkung der Spaltreaktion und zeigt somit, dass die Bindung
der Probe an GO bei 100 nm gesiittigt ist. Uberraschender-
weise wurde festgestellt, dass die Aktivierung der Probe
praktisch nicht von NaNj; oder einem Austausch von H,O zu
D,O (Abbildung S4) beeinflusst wird. Diese Ergebnisse
zeigen, dass, im Gegensatz zu unseren anfianglichen Annah-
men, kein 'O, an der Reaktion beteiligt ist.

von uns die Sonde FI~ AN ~ON (Abbil-

dung 2 A) verwendet. Diese besteht aus FI EShsan A N GO-Addition =0 B
. . . — O i ]
einem Fluorescein-Derivat (Fl) als Sen- |g " o 5 i
soreinheit, einem 9,10-Dialkoxyanthra- O COH p-OyO Q 0. :P,{»O o B s 20!
: 1 oo o\ 30 \\O N \/
cen-Linker (AN) als 'O,-sensitives Frag- g o] Q g
5] . . . (>)3 O}\ N
ment”! und einem Oligonukleotid (ON) NH AN NH @ - 8 Wochen
als GO-Bindungseinheit. Im Gegensatz . ——| 3
TCTTCATTGTGCTGGGTGCCA | ik

zu den Standard-'O,-Fingern bindet Fl~

AN ~ ON aufgrund der starken ON-GO-
Wechselwirkungen direkt an das GO.!'
Hierdurch wird die reaktive Einheit
(AN) in die Ndhe der EPs auf der GO-
Oberfldache gebracht, wodurch die Re-
aktion zwischen ihnen erleichtert wird.
Der Einbau des Fluorophors in die
Sonde senkt die Fluoreszenzquantenaus-

GO (Il)

40
Zeit/ min —>

80

GO (m)

beute im Vergleich zu freiem Fluorescein Logs B

um den Faktor 5. Die Bindung der Sonde + Go V) T R
an GO fiihrt zunéchst zu einer Abnahme oH F'~AN(°2)~°: o S 8S8 > . .8
der Fluoreszenz, gefolgt von einer Zu- FI ON~OH ' 3, &G0 (V) T Efaeopuik

nahme, die auf die Freisetzung des Fluo-
rophors zuriickzufiithren ist (Abbildun-
gen S2 und S3). Die Spaltung wurde
mittels HPLC und MALDI-TOF-Mas-
senspektrometrie  bestdtigt  (Abbil-
dung S6, Graph4). Interessanterweise
sinkt die Reaktivitit des GO mit seiner
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Abbildung 2. A) Struktur von FI~AN~ON. B) Zunahme der Fluoreszenz der Sonde (100 nm)
nach der Zugabe von GO (10 ugmL™"), welches nach der Synthese fiir die angegebenen Zeiten
bei 4°C gelagert wurde. C) Ein postulierter Mechanismus der Aktivierung von FI~AN~ON in
der Gegenwart von GO. D) Zunahme der Fluoreszenz (F/F,) einer Lésung von FI~AN~ON
(100 nm) nach der Reaktion mit verschiedenen ROS; F, ist die Fluoreszenz der Lésung vor der
Zugabe von ROS und F nach der Zugabe von ROS (weiter experimentelle Beschreibung siehe
SI). EP: Endoperoxid. ROO": H,NC(ENH,")C(O0") (CHs)..
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Da GO sowohl EPs als auch C trégt (I, Ab-
bildung 2 C), kann vermutet werden, dass Per- GOs C"2 Rel. Zell- /I\ GO(-Mn) |
. . N . MnZ/  Perme- viabilitat 5
oxylradikale (II) gebildet werden konnen. Diese EP abilitat® (%)) S 175 |
konnen “mlt d(.a.r Sonde @agleren,'woral}f elr}e p 1 7243 g
Peroxo-iiberbriickte Spezies 111 gebildet wird, die N
durch Delokalisierung stabilisiert wird (IV). Zu- g
. GO(-M 11 1.3+0.0 5548
letzt kann IV zu Fl~AN(O,)~ON reagieren, G i = - & 100 -
s . 2 GO(-Mn,EP
welches unter Abspaltung von Fl zerfillt. Dieser GOLMN.EP)| +/- 15:02  87+10 > ( n—___)A
Vorschlag konnte durch experimentelle Ergeb- = uf
nisse gestiitzt werden, welche bestitigten, dass > GO(-all)
. GO(-all -I-I- 2.4+0.4 7 25 T |
FI~AN~ON durch Peroxylradikale ROO:, - *0 9ot 0.0 5.0 10.0

welche aus dem Zerfall von a,a’-Azodiisobutyr-
amidindihydrochlorid (AAPH) gebildet wurden,
effizient gespalten wird (Abbildung S6, Graph 2).
Im Gegensatz dazu ist die Sonde gegeniiber an-
deren redoxaktiven Spezies, welche moglicher-
weise auf der Oberfldche vorhanden sind, inaktiv
(Abbildung 2D). Es konnte weiterhin gezeigt
werden, dass die Modellverbindung 9,10-Di(3-
hydroxypropyloxy)anthracen durch die durch AAPH gebil-
deten ROO" zu Anthrachinon und 1,3-Propandiol gespalten
wird (Abbildung S7).

Die Reaktivitdt von GO(—Mn) und GO mit FI~- AN~ ON
ist ndherungsweise identisch (Abbildung S8). Dies zeigt, dass
die Behandlung von GO mit EDTA die EPs nicht beeinflusst.
Da bekannt ist, dass EPs unter UV-Bestrahlung abgebaut
werden,!” wurde GO(—Mn,EP) durch Bestrahlung von GO-
Mn mit UV-Licht hergestellt. GO(—Mn,EP) zeigt eine er-
heblich geringere Reaktivitit mit Fl~ AN~ON, was die
Entfernung der EPs von der Oberfliche demonstriert (Ab-
bildung S9). Diese Ergebnisse bestitigen die Anwendbarkeit
der entwickelten Sonde. Interessanterweise wurde die In-
tensitdt des C--spezifischen ESR-Signals durch die UV-Be-
strahlung sogar leicht erhoht. Demzufolge besitzt GO-
(—Mn,EP) keine Mn**-Ionen und EPs mehr, aber immer
noch C. Es konnte auflerdem von uns gezeigt werden, dass
die Behandlung von GO mit einer wéssrigen basischen
Losung zur Entfernung aller reaktiven Gruppen inklusive C
fiihrt. Dieses Material wurde GO(—all) genannt.

Im letzten Schritt wurde die Féhigkeit der hergestellten
GOs, ROS in HeLa-Zellen zu generieren, untersucht. Hierfiir
wurde 2,7-Dichlorfluoresceindiacetat (DCFH-DA) in Ver-
bindung mit Durchflusszytometrie verwendet (Abbildung 3).
Trotz der hohen Zellmembranpermeabilitit von GO(—all)
wurde fiir dieses Material bei Konzentrationen < 10 pgmL ™!
praktisch keine Beeinflussung der Menge an intrazelluldren
ROS gefunden. Im Gegensatz dazu fithren GO und GO-
(—Mn), welche eine zweimal niedrigere Zellpermeabilitét
aufweisen, zu einem konzentrationsabhédngigen Anstieg der
ROS-Menge in Konzentrationen zwischen 2.5 und 5 pgmL™".
Diese Daten zeigen, dass Mn*" bei der ROS-Generierung in
Zellen keine Rolle spielt. Im Gegensatz zu GO und GO-
(=Mn) fithrt GO(—Mn,EP) praktisch zu keinem Anstieg der
ROS-Menge in Zellen bei Konzentrationen <10 pgmL™".
Daraus kann gefolgert werden, dass oberflichengebundene
EPs und nicht Mn?* oder C' die Eigenschaft von GO, oxida-
tiven Stress in lebenden Zellen auszulGsen, bestimmen. Wie
erwartet korrelieren diese Ergebnisse mit der Toxizitdt der
GOs (Abbildung 3).

siehe SI).
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Abbildung 3. Tabelle: Zellpermeabilitit der GOs, Effekt der GOs auf die Zellviabilitit.
[a] die Permeabilitit von GO wurde als Referenz genommen; [b] HelLa-Zellen wurden
mit GO (20 ugmL™") fiir 48 h inkubiert. Graph: GO-induzierter Anstieg der ROS-Kon-
zentration (proportional zur mittleren Fluoreszenz) in Hela-Zellen (weitere Details

Zusammenfassend konnte bestitigt werden, dass auf der
Oberfliche gebundene Endoperoxide fiir den durch Gra-
phenoxid induzierten oxidativen Stress und die Toxizitit von
GO in HeLa-Zellen verantwortlich sind. Weiterhin wurden
Moglichkeiten aufgefiihrt, diese ungewollten Effekte abzu-
schwiéchen, indem das GO mit UV-Licht oder wissriger Base
behandelt wird. Diese Ergebnisse werden zukiinftige biome-
dizinische Anwendungen von Graphenoxid erleichtern.
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