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Sissejuhatus

Nanotehnoloogia on hetkel iiks kiiremini arenevaid to0stus- ja teadusvaldkondi
nanoosakeste unikaalsete omaduste tottu. Makroosakestega vorreldes omavad nad erinevaid
keemilisi kui ka fiitisikalisi omadusi, milleks voib pidada néditeks paremaid elektromagneetilisi-
kui ka kataltiitilisi omadusi vOi suuremat kdvadust ja termilist vastupidavust. Juba praegu
leiavad nanoosakesed kasutust erinevates tarbeesemetes nagu néiteks sokid, pdikesekreemid ja
arvutikiibid [1]. Meditsiinis on nanoosakesed kasutusel kui biosensorid  ja ravimi
kohaletoimetajad [2,3]. Nanoosakesi on ka edukalt katsetatud vdhiravimina hiirte peal [4].

Nanoosakeste positiivsete omaduste korval tuleb &ra maérkida ka nende toksilised
omadused, mille uurimisega alles tegeletakse. Téheldatud on nanosakeste pohjustatud
okstidatiivset stressi kehas kui ka poletiku teket [5]. Seega on oluline iiksikasjalikult uurida
erinevate nanoosakeste moju nii elusorganismidele kui ka keskkonnale. Usaldusvairseimaks
uurimise meetodiks on siinkohal in vivo ja in vitro katsed. Samas on sellised katsed viga
aegandudvad ja kallid otsese rakendamise jaoks. Seetdttu otsitakse paralleelselt ka alternatiivseid
in silico meetodeid toksilisuse madramiseks ehk ennustamiseks.

Kuna in silico meetodite usaldusviirsus ja efektiivsus on juba tdestatud tavasuuruses
osakeste peal, siis iiritatakse neid rakendada ka nanoosakestele. Uks enim arendatud ja kasutatud
meetod nanoosakeste toksilisuse arvutamiseks on kvantitatiivse struktuuri-aktiivsuse sdltuvuse
meetod (i.k. QSAR). Kasutades arvutuslikult eksperimentaalsete andmete baasil arendatud
mudelit, saab QSAR meetodiga kiirelt ennustada toksilisuse vadrtusi seni veel modtmata
erinevatele (sh. eri suurustega) nanoosakestele.

Kéesoleva t60 kirjanduse iilevaate osas on toodud kokkuvote nanotoksilisuse olemusest
ja senini tehtud toksilisuse uurimustest nii in vitro kui in silico meetoditega. T66 praktilises osas
arendati ja arvutati metalli (nano)oksiididele suurusest sdltuvad numbrilised parameetrid ehk nn.
nanodeskriptorid. Loodi deskriptorite maatriks 24 erinevale metalli oksiidile tehes igale oksiidile
arvutuse 12. erineva suurusega. Lisaks arendati QSAR mudelid, et ndidata kdesoleva t66 raames

arendatud deskriptorite kasulikkust ja asjakohasust nanotoksilisuse ennustamisel.



1 Kirjanduse iilevaade

1.1 Nanotoksilisus

Nanoosakeseks peetakse osakesi, mille vdhemalt {iks modde on véiksem kui 100
nanomeetrit (nm). Suurest eripinnast ja ka puhtusest tulenevalt on neil palju unikaalseid omadusi
vorreldes makroosakestega, nditeks suurem vastupidavus ja reaktsioonivoime. Samas peetakse
nende suurt eripinda ja puhtusastet ka pohiliseks toksiliste omaduste esinemise pohjuseks. [6]

Uheks levinumaks nanoosakeste kehasse sattumise viisiks peetakse nende sissehingamist
ohust. Nanoosakesed suudavad tinu oma viikestele modtmetele kehas igale poole tungida.
Naiteks saavad nad siseneda rakkudesse, mitokondrisse voi jouda ajuni. Nanoosakesed vdivad
siduda ka raskmetalle ja neid endaga koos kehas edasi kanda, mis omakorda pdhjustab rakkude
saastumist [5,6]. Tédheldatud on nanoosakeste koondumist, moodustades suuri kogumeid, mis
endotsiitoosi kéigus saavad litkuda rakku. Joonis 1 kirjeldab nanoosakeste ja nendega seotud

tihendite sattumist rakku ja seal toimuvaid interaktsioone nii raku enda kui ka mitokondriga. [7]
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Uheks enim uuritud tervisekahjustuse tekkimise viisiks nanoosakeste sissehingamise
puhul on reaktiivsete hapnikuradikaalide (hapniku aatom liidab tihe elektroni) tekkimine [5,7,8].
Uldjuhul tekib kehas ka iseenesest reaktiivseid hapnikuradikaale, aga nende tekkimise sagedus ja
hulk on piisavalt vdike ning kehas olevad ensiiiimid ja antioksiidandid suudavad need vaga kiirelt
eemaldada. Nanoosakeste pideval sissehingamisel ja hapnikuradikaalide kasvul antioksiidantide
ja ensiiiimide redutseeriv toime viheneb. Ulekaalus on sel juhul hapnikuradikaalide teke, mis
pohjustab kehas oksiidatiivset stressi. Viimane v3ib pdhjustada nditeks hingamisteede poletikku

voi interstitsiaalset kopsufibroosi. [5]

1.2 Nanotoksilisuse eksperimentaalne uurimine

Nanoiihendite toksiliste omaduste madramiseks kasutatakse ECsy (i.k. Effective
Concentration, 50% maksimaalsest inhibeerimis-kontsentratsioonist) modtmisi, mida teostatakse
algloomade, bakterite, vetikate vOi viiksemate loomade peal laboritingimustes. Kahru jt.
kirjutasid 2009. aastal iilevaate artikli, kus nad kogusid kirjanduses leiduvaid ECsg viirtusi ja
hindasid selle pohjal seitsme nanoosakese (TiO,, CuO, ZnO, Ag, Cgo-fullereen, iihekihiline
slisinik-nanotoru, mitmekihiline siisinik-nanotoru) toksilisust. Lisaks vordlesid nad nende
toksilisuse andmeid tavasuuruses osakestega tehes jdrelduse, et nanoosakestel on suurem
toksiline moju keskkonnale. Tulemusena t3id vélja, et iihtegi uuritud nanoosakestest ei saanud
nad kvalifitseerida kui mitte kahjulikku, sest kdigi seitsme puhul esines mingil mééral toksilist
moju uuritud organismidele. Lisaks mérkisid nad, et seitsme uuritud nanoosakese seas leidub
sama vOi korgema toksilisusega nanoosakesi vorreldes PCP-ga (pentaklorofenooliga). [6,9]

Nanoosakeste toksilisuse sdltuvust suurusest ja suhtelisest eripinnast on teinud uurimusi
ka teised teadlased. Passagne jt. [10] uurisid rénioksiidi toksilisust 20 nm ja 100 nm osakese
puhul neeru rakkude peal. Nad tdheldasid, et 20 nm osakesel on IC50 vaartus raku kasvule 7
korda vidiksem kui 100 nm osakese puhul. Pdhjenduseks suuremale toksilisusele toodi
viiksemate osakeste suhteliselt suuremat pinna aktiivsust. Viiksemate kui 30 nm osakeste puhul
on pindkihis 40% aatomitest vorreldes suurematega, kus pindkihis on vihem kui 20% aatomitest.
Ka suhteline eripind kasvab 100 nm osakeselt 20 nm osakesele liikudes umbes 5 kordseks, mis
suurendab ka nende interakteerumise voimet rakuga. Karlsson jt. [11] viisid 1dbi toksilisuse
uuringu 4 metallioksiidi peal (CuO, TiO,, Fe304 ja Fe,03), kus uuriti nende toksilist mdju nii

makro- kui nanoosakeste puhul. Molema rauaoksiidi puhul ei tdheldatud mikro- ega
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nanosuuruses osakeste puhul erilist toksilist efekti. Titaan(IV)oksiidi osakeste puhul leiti, et
mikrosuuruses osakesed pdhjustavad suuremat DNA kahjustust kui nanosuuruses osakesed, kuid
toksilised mojud rakule olid peaaegu olematud. Samas margiti &ra, et vask(ll)oksiidi
nanoosakesed kahjustavad rakke rohkem kui nende mikrosuuruses osakesed, tuues pdhjenduseks
nende vOime kahjustada rakus olevat mitokondrit. Seega voib jareldada, et alati ei ole
nanoosakesed mikrosuuruses osakestest ohtlikumad.

Horie jt. [12] uurisid 24 metallioksiidi nanoosakeste toksilist moju rakule. Tulemusena
leidsid nad, et koige ohtlikumad on tsink(IV)-, vask(ll)- ja nikkel(Il)oksiidi nanoosakesed.
Viiksema efektiga olid veel rédni(IV)-, koobalt(Il)- ja moliibdeen(VI)oksiidi nanoosakesed.
Erinevaid nanoosakesi ja nende suurusi ning suhtelist eripinda vorreldes leiti, et puudub nende
parameetrite otsene mdju osakese toksilisusele. See viide laheb lahku Passagne t66 jareldusega,
kuid samas on Horie jt. ning Passagne jt. oma t6os teinud eripinna moju kohta jarelduse erinevate
vaatluste pohjal. Kui Passagne tegi oma jérelduse vorreldes sama metallioksiidi toksilisusi ja
eripinda, siis Horie vordleb oma t60s erinevate nanoosakeste eripinna ja toksilisuse suhet. Pakuti
ka vilja, et toksilisus vOiks olla seotud metallioksiidi voimega siduda enda kiilge valk ja viia see
rakku endotsiitoosi kaudu, kuid ka see likkati eksperimendi tulemuste pohjal iimber. Lopuks
jareldati, et toksilisust vdib pohjustada ka nanoosakeselt metalli ioonide vabanemine rakus, mis

andis ka parima korrelatsiooni toksilisusega.

1.3 Nanotoksilisuse uurimine in silico meetoditega

Kuna eksperimentaalsed modtmised on kulukad, siis alternatiivselt tegeletakse erinevate
QSAR mudelite arendamisega, mille abil oleks véimalik nanoosakeste toksilisust ennustada. Sel
viisil saaks vélja eraldada need nanoosakesed, mille toksilisust pole esmajirjekorras vaja
eksperimentaalselt uurida ehk nd. ohutud nanoosakesed. Uldkasutatava QSARi loomist takistab
ebakdla erinevate autorite eksperimentaalsetes andmetes ja seega ka iihe iihtse suure toksilisuse
andmeseeria olemasolu. Hetkel on anorgaanilistele nanoosakestele voimalik nano-QSAR mudelit
luua vaid véikeste andmeseeriate pealt, kuna erinevate autorite tehtud uuringud nanotoksilisuse
kohta on tehtud erinevate organismide peal. Lisaks raskendab in silico mudeli loomist
nanoosakeste suurusest tulenev kdrge arvutusressursi ndudlikus, mille tottu ei saa kasutada ab
initio ja paljusid molekulaarmehhaanika arvutusmeetodeid. Kui 5 nm raadiusega osake sisaldab
paarkiimmend tuhat aatomit, siis 30 nm raadiusega osake sisaldab iile kiimne miljoni aatomi.
[13]



1.3.1 QSAR meetod
QSAR on mudel ehk vorrand, mis seob omavahel keemiliste tihendite molekulaarse

struktuuri ja neile vastava bioloogilise aktiivsuse. Korrektselt loodud ja valideeritud mudeleid
kasutatakse uute iihendite bioloogilise aktiivsuse midramiseks. Mudeli loomine koosneb kolmest
peamisest etapist: (i) bioloogilise aktiivsuse kohta olemasolevate andmete kogumine; (ii) mudeli

arendamine (statistiline algoritm) ja (iii) mudeli valideerimine. Joonisel 2 on toodud QSAR

mudeli loomise tildised etapid. [14]
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Joonis 2. Uldine QSAR mudeli loomise protsess.
Mudeli arendamiseks kasutatakse mitme-muutuja-analiiiisi. Selle kéigus valitakse

eelnevalt arvutatud deskriptorite seast vélja parimad ja vajadusel jdetakse mudelist vilja ka

oluliselt hélbivate parameetritega iihendid. Analiilisi tulemuseks saadakse matemaatiline mudel

kujul,



P(tox) =a+ bD; +cD, + -+, 1)
kus P on toksilisus; a, b, ¢ jne on arvulised kordajad; D;, D, jne on deskriptorid. Lisaks
esitatakse mudeli viga ja korrelatsiooni koefitsiendid. [14]

Mudeli valideerimise tulemusena saab hinnata mudeli kvaliteeti. Valideerimiseks on kaks
peamist moodust: andmeseeriasisene ja andmeseeriavéline valideerimine. Mudelisisesel
valideerimisel jdetakse vélja kas iiks vOi mitu andmepunkti. Seecjdrel koostatakse iilejaanud
andmepunktidega korrelatsioon deskriptorite védrtuste ja bioloogilise aktiivsuse vahel. Lopuks
saab korrelatsioonile vastavat valemit kasutada vilja jdetud punktide bioloogilise aktiivsuse
ennustamiseks. Protsessi korratakse, jittes vélja mone teise andmepunkti grupi. Olulisemad
valideerimise kiigus jilgitavad paramteetrid on Korrelatsiooni koefitsiendi ruut (R?), jaakliikme
standardhilve ja ennustav ruutkorrelatsiooni koefitsient (R%). [14,15]

Vilise valideerimise korral jagatakse kogutud andmed juba mudeli loomise alguses kahte
gruppi: treeningseeria ja testseeria. Treeningseeriat kasutatakse mudeli arendamiseks ja
testseeriat kasutatakse hiljem ainult mudeli valideerimiseks. Testseeriale tehakse bioloogilise
aktiivsuse ennustus loodud mudelist ldhtuvalt. Seejirel vorreldakse omavahel ennustuse R?
mudeli R%*ga, mille erinevust loetakse antud meetodi puhul QSAR-i usaldusviirsuse
hinnanguks. Tuleb arvestada, et kui andmed on kogutud erinevatest allikatest, on oodata
mirgatavat R? vahet kahe andmegrupi vahel. Lisaks R? erinevusele hinnatakse ka ruutkeskmist
viga ja R%.. [14,15]

1.3.2 Ulevaade nanoQSAR mudelitest

Puzyn jt. [16] 16id mudeli, mis kirjeldab 17 metalli oksiidi tsiitotoksilist mdju Escherichia
coli bakterile gaasilise metalli katiooni tekke-entalpia kaudu. Mudeli loomisel tehti eeldus, et
antud deskriptor pole suurusest soltuv ja seega teostati arvutused 1,2 nm osakestega. Geomeetria
optimeerimine ja deskriptori arvutus metallioksiididele viidi 1abi PM6 meetodi abil. Tulemuseks
saadi iihe deskriptoriga mudel, mille R?=0,85 ja RZCV:0,77.

Vilja on pakutud optimaalsete deskriptorite kaudu nanoosakestele QSAR mudelite
loomist. Optimaalsed deskriptorid on defineeritud kui vahesamm klassikaliste ja
nanodeskriptorite vahel. See tdhendab, et deskriptoreid voib arvutada nii molekulaarstruktuurist
lahtuvalt vOoi ka aine kohta olemasolevast muust infost ldhtuvalt, mis ei ole seotud tema
struktuuriga. Selliseid deskriptoreid kasutasid Toropova jt. [17] oma t60s, kus {iritati mudeliga

kirjeldada nanosuuruses metalli oksiidide tsiitotoksilisuse mddtmise tulemusi valguse mojuga

8



(i.k. photo-induced cytotoxicity) ja pimedas keskkonnas (i.k. dark cytotoxicity). T66s kasutatavad
deskriptorid on arvutatud SMILES koodi pdhjal, kus valgusindutseeritud toksilisust on eristatud
pimedas toimuvast protsessist sellega, et SMILES koodi 16ppu on lisatud °*’. 34 oksiidi jagati
treening ja valideerimise seeriatesse ning saadi mudelid, mille R* treeningseeria puhul oli
vahemikus 0,90-0,94 ja valideerimisseeria puhul vahemikus 0,73-0,98 [18]. SMILES koodi
pohjal on loonud mudeleid ka teised autorid [19,20].

Viimasel ajal on uurimise alla sattunud ka nanoosakesed, mille pindkihil on kas mdni
orgaaniline molekul vdi mone teise metalli aatomid. Nanoosakese katmine orgaaniliste
molekulide kihiga (i.k. coating) lihtsustab tema transportimisest kehasse ja vihendab voimalikku
aglomeratsiooni. Samas vd&ib nanoosakest kattev orgaanika mojutada tema toksilisust
organismile. Selliseid nanoosakesi on iritatud ka QSARI abil modelleerida. Hetkel leiduvates
toodes on aga deskriptorite arvutusi tehtud eeldusel, et omadus soltub vaid nanoosakest katvast

molekulist ja vastavad deskriptorid on arvutatud katva molekuli struktuurist. [17,21]



2 Metoodika

2.1  Andmevalim

Andmevalimi koostamisel kasutati Zhang jt. [22], Horie jt. [12] ja Puzyn jt. [16] t60st
leitud 24 metallioksiidi. Zhang jt. t60s kasutatavatest metallioksiididest jdeti maatriksi tegemisel
korvale 3 oksiidi. Nendest kaks (Fe3O4 ja Co30,4) sisaldasid kahe erineva valentsiga metalle
kristallstruktuuris, mida antud arvutusmeetodiga hetkel kirjeldada pole voimalik. Korvale jaeti ka
Ni2Os, sest sellele oksiidile ei suudetud leida seda kirjeldavat kristallstruktuuri. Horie jt. t60s
leiduvatest oksiididest jdeti korvale koik pinnamodifikatsioone omavad nanoosakesed, kuna
pinnamodifikatsioonide modelleerimine ei olnud antud t660 eesmirk vaid saab olla selle
edasiarenduseks. Samuti jdeti korvale NiO musta vérvi vorm, sest sellel puudub kindel
kristallstruktuur ja koobalt sinine ning indium-tina segaoksiid, kuna neid pole kéiesolevas t66s

kasutatud meetodiga voimalik kirjeldada.

2.2 Nanoosakese modelleerimine

Kdigi 24 metalli oksiidi puhul valiti kristallstruktuuriks tema stabiilseim vorm
standardtingimustel. Valitud kristallstruktuurist moodustati iithikrakk, mille paljundamisel saadi
suur aatomite kogum, kust 1digati hiljem vilja sobiva suuruse ja kujuga nanoosake. Uhikraku
paljundamine ja koordinaatide alguspunktide viimine aatomikogumi keskele teostati
programmiga Moltemplate [23]. Péarast sobiva kuju ja suurusega osakese vilja 1dikamist
suurendati nanoosakese pinda 0,1 nm suuruse kihiga. Sinna kihti lisati aatomid, mis olid
vajalikud nanoosakese elektroneutraalsuse sdilitamiseks. Antud t60s kasutati arvutusteks
sfadrilisi nanoosakesi diameetriga 5 nm kuni 60 nm.

Parast nanoosakese ,,viljaloikamist™ suurest aatomite kogumist tehti ka aatomite jaotus
sise- ja valiskihi aatomiteks. Viliskihi aatomid on defineeritud kui 1 nm kiht aatomeid sféri
vélispinnast. Aatomite selline jaotus valiti, kuna suurema kihi puhul saaksime liiga sisekihi
aatomite lihedased omadused viliskihi aatomitele. Véiksema valiskihi valikul vOib aga sinna
jadda liiga vdhe aatomeid, mis omakorda vdivad arvutatud deskriptorid muuta liiga
ekstreemseteks. Kui nanoosake oli valmis viidi sellega 1ébi deskriptorite arvutused. Joonisel 3 on
kujutatud kuidas moodustub sise- ja valiskiht ning lisaks ka tiks ndide t66s loodud nanoosakesest
[24].
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Joonis 3. Vasakul on kujutatud nanoosakese jaotamine sise- ja viliskihiks ning paremal antud

t00s loodud 7 nm raadiusega NiO nanoosakest.

2.3 Nanodeskriptorite arvutamise meetod

Deskriptorite arvutamiseks kasutati LAMMPS (Large-scale Atomic/Molecular Massively
Parallel Simulator) tarkvara [25]. Antud tarkvara valiti kuna see on voimeline arvutusi 1dbi viima
viaga suurte siisteemidega ja on vabalt kdttesaadav. Tehtud arvutused teostati perioodilises
ruumis, milleks oli kindlate modtmetega kast. Nanoosake asub timbritseva ruumi keskpunktis ja
on vorreldes modelleerimiskasti modtmetega piisavalt viike, et nanoosakeses sisalduvad aatomid
modelleerimiskasti piiridest vélja ei satu. Samuti jddvad aatomite cutoff raadiused
modelleerimiskasti sisse, ehk ka interaktsioonid nanoosakeste vahel puuduvad. Arvutatud
energia koosneb kahest komponendist, milleks on Buckinhami potentsiaali [26] kaudu arvutatud
paaride vahelised interaktsioonid ja Wolf summeerimise [27] kaudu arvutatud kulonilised

interaktsioonid. Buckinghami paarivaheliste potentsiaalid arvutati jargneva valemi abil:

C
16

Eg =Axe /p— r<Tr, (@)
kus:

A, pja C - Buckinghami konstandid, mis Kirjeldavad aatomite paari vahelist interaktsiooni.

r — kahe aatomi kaugus teineteisest.

r. — cutoff kaugus ehk kaugus, milles kaugemal olevate aatomitega interaktsioone ei arvestata.
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Wolf summeerimist saab kirjeldada jargneva valemiga:

1 qixqjxerfe(ary) 1 qi*qjerf(ar;;)
Ey, = ;Zj;ti—rij + EZj;el'—rU r<r, (3)

kus:

gi, g; - vastavate aatomite laengud

erf, erfc — vastavalt vea funktsioon ja komplementaarne veafunktsioon
a - summutus tegur

r — aatomite vaheline kaugus

r. — cutoff kaugus

Energia arvutuseks valiti sellised meetodid, mis on vdimelised andma usaldusvéirseid
tulemusi ka viga suurte (paarkiimmend miljonit aatomit sisaldavate) siisteemide kirjeldamisel.
Wolf summeerimise kohta on 0eldud, et ta suudab anda ldhedasi tulemusi Ewald
summeerimisele kui kasutada piisavalt suuri cutoff kauguseid ja véikest summutustegurit [28].
Ewald summeerimist katsetati alguses kuloniliste interaktsioonide arvutamiseks, aga jéeti orvale,
kuna juba 15 nm osakese juures olid arvutusressursi ndudlused liiga suured nende labiviimiseks.
Et leida sobivad cutoff kauguste vidartused tehti enne nanoosakestega arvutuste ldbiviimist
arvutused 2x2x2 iihikraku peal. Sellise thikraku voreenergiat kasutati ka iihe deskriptori
arvutamisel, mida kirjeldatakse arvutatud deskriptorite osas. T66s on arvutused lébi viidud ilma
geomeetria optimeerimiseta aja puuduse ja meetodi lihtluse parast. Samas on antud meetodiga
edukalt labiviidud ka struktuur optimeerimisega deskriptorite arvutusi. Buckinghami
paaripotentsiaalide arvutamiseks kasutatud konstandid koos viidetega on iga metallioksiidi jaoks

toodud &ra lisas.

2.3.1 Buckinghami paaripotentsiaalide konstantide tuletamine

Kuna kirjandusest ei olnud vdimalik leida antimon(Il)oksiidi paaripotentsiaalide
konstante tuli need kdesoleva to6 teostamiseks ise tuletada. Konstantide tuletamist alustati ZnO
vastavate konstantide leidmisega. Selle oksiidi puhul olid vajalikud vairtused Kirjanduses olemas
ja nende jéargi saab otsustada, kas tuletamise metoodika on korrektne. Esimese sammuna arvutati
kristallstruktuurile energia. ZnO puhul kasutati selleks 2x2x2 wvurtsiit tihikraku struktuuri.

Energia arvutused viidi 1dabi Gaussian09 [29] tarkvara paketiga kasutades B3LYP funktsionaali
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[30-33] ja 6-311+G** baasi [34-36]. Energia sidemepikkustest soltuvuse leidmiseks suurendati
tthikrakku 5% sammuga kuni kahekordsete sidemepiikusteni. Samamoodi vahendati tihikrakku
5% kaupa 75%-ni algsetest sidemepikkustest. Klastri ioonidevahelise interaktsioonienergia
leidmiseks lahutati nii saadud energiatest isoleeritud ioonide energia (metalli ioonide ja hapniku
ioonide energia), lisaks lahutati maha kuloniline osa energiast, mis arvutati LAMMPS
programmiga ja O-O paaripotentsiaal, et jargi jadks vaid M-O (metalli ja hapniku vaheline)
paaripotentsiaal vastavatele suurendustele. Mdlemas paaripotentsiaalide konstantide arvutamises
voeti O-O paaripotentsiaali konstantid J. Binksi doktoritdost [37]. Konstantide leidmisel tehti
lihtsustus, et M-M paaripotentsiaali véddrtus on vdrdne nulliga. M-O paaripotentsiaali kdveralt
vastavate konstantide leidmiseks kasutati NEWUOA optimeerijat [38], mis otsib etteantud
funktsioonile vajalikud parameetrid, kui muutujatele vastavad funktsiooni viairtused on ette
antud. Sel wviisil leiti ZnO jaoks konstandid, mis langesid kokku J. Binksi doktoritdos
avaldatutega. Secjérel korrati vastavat protsessi antimon(lll)oksiidi jaoks. Kuna 6-311+G**
baasiga antimoni iihendite energiat arvutada ei saa, siis kasutati selle asemel Def2-TZVDP baasi
[39]. Teiste metallioksiidide paaripotentsiaalide konstantidest ldhtudes tehti lihtsustus, et ka
antimon(l11)oksiidi puhul on konstant C (kirjeldab aatomitevahelist dispersioonist tulenevat
tombumist) vOrdne nulliga. Seega otsiti vaid kahe konstandi véértust valemist. Saadud

konstandid antimon(l11)oksiidi jaoks on antud lisas koos teiste oksiidide vastavate konstantidega.
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3 Tulemused

3.1 Nanodeskriptorite klassifikatsioon ja niited

Kéesoleva t66 kéigus loodi 35 nanoosakest kirjeldavat deskriptorit, mis sdltuvad ka

otseselt nanoosakese suurusest. Tabelis 1 on toodud loodud deskriptorite klassid:

Tabel 1. Arvutatud deskriptorite klassid koos kahe néitega

Geomeetrilised: TiO, Al,O3
Diameeter [nm] 20 60
Pindala [nm*]* 1259 11317
Ruumala [nm®]* 4201 113210
Konstitutsioonilised:*

Aatomite arv nanoosakeses* 402483 6544700
Aatomite arv sisekihis* 293465 5911572
Aatomite arv viliskihis* 109018 633128
Metalli aatomite arv* 134161 2617880
Metalli aatomite arv sisekihis* 97789 2364696
Metalli aatomite arv viliskihis* 36372 253184
Hapniku aatomite arv* 268322 3926820
Hapniku aatomite arv sisekihis* 195676 3546876
Hapniku aatomite arv viliskihis* 72646 379944
Potentsiaalset energiat kirjeldavad:

Aatomite keskmine potentsiaalne energia [eV] -40,31 -28,37
Aatomite keskmine potentsiaalne energia sisekihis [eV] -40,48 -28,43
Aatomite keskmine potentsiaalne energia viliskihis [eV] -39,88 -27,79
Metalli aatomite keskmine potentsiaalne energia [eV] -78,99 -42,53
Metalli aatomite keskmine potentsiaalne energia sisekihis [eV] -79,34 -42,62
Metalli aatomite keskmine potentsiaalne energia sisekihis [eV] -78,03 -41,66
Hapniku aatomite keskmine potentsiaalne energia [eV] -20,98 -18,93
Hapniku aatomite keskmine potentsiaalne energia sisekihis [eV] -21,05 -18,97
Hapniku aatomite keskmine potentsiaalne energia sisekihis [eV] -20,77 -18,55
Topoloogilised:

Aatomite keskmine koordinatsiooniarv 3,94 2,39
Aatomite keskmine koordinatsiooniarv sisekihis 4,00 2,40
Aatomite keskmine koordinatsiooniarv viliskihis 3,78 2,26
Metalli aatomite keskmine koordinatsiooniarv 5,91 2,98
Metalli aatomite keskmine koordinatsiooniarv sisekihis 6 3
Metalli aatomite keskmine koordinatsiooniarv viliskihis 5,67 2,83
Hapniku aatomite keskmine koordinatsiooniarv 2,96 1,99
Hapniku aatomite keskmine koordinatsiooniarv sisekihis 3 2
Hapniku aatomite keskmine koordinatsiooniarv viliskihis 2,84 1,89
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Voreenergiat kirjeldavad:

Voreenergia [eV] -120,94 -141,86
Nanoosakese voreenergia erinevus perfektse kristalli voreenergiast [eV] -0,50 -0,31
Voreenergia ja diameetri suhe [e V/A] -0,60 -0,24
Voreenergia ja pindala suhe [e V//fz]* -9,60E-04 -1,25E-04
Voreenergia ja ruumala suhe [e V//f?’]* -2,88E-05 -1,25E-06

*Mudeliarenduses kasutati logaritmilist vidrtust.

Esimeseks deskriptorite klassiks on keemilist koostist Kirjeldavad deskriptorid, kuhu kus
on kokku iiheksa erinevat deskriptorit, mis kirjeldavad aatomite arvu kogu nanoosakese ja ka
tema erinevates kihtides (sisekihis ja viliskihis). Lisaks on eraldi toodud metalli ja hapniku
aatomite arv vastavates kihtides. Maatriksis on toodud vastavate deskriptorite logaritmilised
védrtused, et maatriksis toodud viirtused oleks iihes suurusjirgus. Vastasel juhul kasvaks 5 nm
osakesest 60 nm osakeseni liikudes deskriptori véartus 4 suurusjarku. Joonisel 4 on toodud

aatomite arvu sOltuvus nanoosakese suurusest.

90 -

30 -

Aatomite arv nanoosakeses (x10°)

0 5 10 15 20 25 30

Nanoosakese raadius [nm]

Joonis 4. In,03 nanoosakeses olevate aatomite arvu sdltuvus nanoosakese raadiusest.

Aatomite keskmist potentsiaalset energiat kirjeldavaid deskriptoreid on samuti {iheksa.
Need kirjeldavad kas kdigi voi vastava aatomi tiiiibi (metall voi hapnik) keskmist potentsiaalset
energiat kogu nanoosakeses voi selle eri kihtides. Keskmine potentsiaalne energia on saadud
aatomi energiate summeerimisel ja seejérel selle 1dbijagamisel kas kdigi vOi vastavate aatomite

arvuga. Energia védrtuse Uhikuks on elektronvoldid. Jooniselt 5 on ndha, et viiksemate
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nanoosakeste puhul deskriptori vadrtus muutub rohkem stabiliseerudes umbes raadiuse 10 nm

juures.

Nanoosakese raadius [nm]
0 5 10 15 20 25 30 35

_42’8 1 1 1 1 1 1 )

-43,0 -

-43,2 -

-43,4 -

-43,6 -

-43,8 -

energia kogu nanoosakeses [eV]

-44,0 - i ° °

Metalli aatomite keskmine potentsiaalne

-44,2 -

Joonis 5. Fe,O3 metalli aatomite keskmise potentsiaalse energia soltuvus nanoosakese

raadiusest.

Nanoosakese voreenergiat kirjeldavaid deskriptoreid on loodud viis. Nanoosakese
voreenergia on leitud nanoosakese potentsiaalse energia jagamisel MOy iihikute arvuga vastavas
nanoosakeses. Lisaks vOreenergiale endale on loodud viie deskriptori hulgas ka nanoosakese
voreenergia sOltuvused erinevatesse nanoosakese parameetritesse nagu diameeter, pindala ja
ruumala. Toodud on ka perfektse kristalli (antud juhul 2x2x2 iihikraku) ja nanoosakese
voreenergia erinevus. Energia on ka siin arvutatud elektronvoltides. All toodud jooniselt 6 on
néha, et nanoosakese kasvades hakkab tema voreenergia jérjest ldhenema perfektse kristalli
voreenergiale, millest vOib jdreldada, et nanoosakese suurenedes hakkavad tema omadused

muutuma perfektse kristalli 1dhedaseks.
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Joonis 6. Cr,03 nanoosakese voreenergia ja perfektse kristalli voreenergia vahe muut raadiuse

kasvades.

Topoloogiat kirjeldavaid deskriptoreid on kokku iiheksa. Need kirjeldavad nanoosakeses
olevate aatomite keskmiseid koordinatsiooni arve. Aatomi keskmine koordinatsiooni arv on
saadud sarnaselt tema keskmisele potentsiaalsele energiale liites kokku koigi aatomite
koordinatsiooni arvud ja seejirel jagades kogu aatomite arvuga. Uhe aatomi koordinatsiooni arv
saadakse tema Umber sfddri moodustamisel ja sfddri keskel oleva aatomi naaberaatomite
loendamisel. Sfaari raadius (Rs) on arvutustes antud valemiga:

R, =1,2% (Ry + Ry), 4
kus Ry, ja Ry on vastavalt metalli ja hapniku aatomite ioonraadiused.
Naitena sellesse gruppi kuuluva deskriptori sdltuvusest nanoosakese raadiusest on toodud
joonisel 6. Sealt on ndha et koordinatsiooni arv sdltub nanoosakese suurusest ja nanoosakese
kasvades selle muutus stabiliseerub. Nanoosakese sisekihis olevate aatomite keskmine

koordinatsiooni arv on stabiilne ja vordne perfektse kristallis esinevale véartusele.
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Hapniku aatomite keskmine koordinatsiooni arv kogu
nanoosakeses
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Nanoosakese raadius [nm]

Joonis 7. SiO, hapniku aatomite keskmine koordinatsiooni arv kogu nanoosakeses.

Lisaks eelnevalt nimetatud 4 deskriptori Klassile arvutati veel kolm nanoosakese
modtmetest otse arvutatavat deskriptorit. Nendeks on nanoosakese diameeter, pindala ja
ruumala. Neist esimese leidmiseks kasutati algoritmi, mis mootis kahe teineteisest kdige
kaugemal oleva aatomi kauguse. Ulejisinud kaks deskriptorit arvutati leitud diameetri kaudu.
Deskriptorite maatriksis on nii pindala kui ruumala esitatud sarnaselt aatomite arvule

logaritmilisel kujul. Néide seda tiiiipi deskriptorist on esitatud joonisel 7.
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Joonis 8. CuO nanoosakese ja perfektse kristalli vOreenergiate vahe soltuvus nanoosakese

raadiusest.

3.2 Nanodeskriptorite kasutamine QSAR mudelites

Deskriptorite maatriksi valideerimiseks loodi kaks QSAR mudelit, mille eesmérk oli
vilja selgitada, kas loodud deskriptorite pdhjal on vdimalik nende osakeste omadusi ennustada.
Mudelite tegemisel kasutati CODESSA PRO programmipaketti [40] ja HMPRO (i.k. Heuristic
Method Professional) ning BLMR (i.k. Best Multilinear Regression) meetodit [41]. Lisaks
korrelatsiooni koefitsiendi ruudule (R?) ja ristvalideeritud korrelatsiooni koefitsiendi ruudule
(R%,) on iga mudeli juures dra toodud ka mudeli standardhélve (s?) ja F-testi viirtus (F).

Esimeses mudelis kasutati Puzyn jt. 2011 aasta artiklis [16] leiduvaid toksilisuse andmeid
(logaritm 1/ECsy védrtusest soolekepikesele), mis oli mdddetud 17 metallioksiidile.
Nanoosakeste tegelike mootmete saamiseks kontakteeruti ka personaalselt antud t66

eksperimendi tegijaga, kes lubas antud t66s need suurused avaldada. Mudeli loomiseks kasutati

19



HMPRO meetodit. Mudeli ennustatud ja eksperimendis saadud toksilisuse vdartused on toodud
tabelis 2.

Tabel 2. QSAR mudelist saadud toksilisuse andmed koos kasutaud deskriptori véartuste ja
arvutuses kasutatud nanoosakeste suurustega. Lisaks on toodud valideerimisel saadud toksilisuse

vadrtused.

Ennust. | Eksp. |Val. | D [eV] | Diam. [nm]
AlLO; 2,68| 249| 2,69]| -4545 71,00
Bi,O; 3,04| 2,82| 3,06| -30,32 28,00
CoO 3,29| 351| 3,25| -19,93 44,00
Cr,04 2,69| 251| 2,70| -4494 45,60
CuO 3,29 3,2| 3,30| -19,86 32,00
Fe,Os 2,73| 2,29| 2,76| -43,18 46,10
In,04 2,77| 2,81| 2,77 -4157 42,30
La,0; 290| 2,87 2,90 -36,30 38,00
NiO 3,29| 345| 3,26| -19,81 90,00
Sh,0; 2,77| 2,64 2,78| -41,69 46,70
SiO, 1,85 22| 1,72] -80,31 15,00
Sno, 201| 2,01| 2,00| -73,55 29,80
TiO, 190 1,74] 195| -78,05 90,00
V,03 2,74| 314| 2,71] 4291 90,00
Y,04 2,80 2,87| 2,80| -40,24 60,00
ZrO, 2,12| 25| 2,11| -68,83 20,00
Zn0O 330| 345| 3,28] -19,31 95,00

Mudelit kirjeldav vorrand avaldub kujul:

log(1/ECsp) = 3,761 + 0,024Dx (5)
kus Dx on metalli aatomi keskmine potentsiaalne energia nanoosakese valiskihis.
Selle mudeli pohjal vaib jareldada, et mida kdrgema energiaga on metalli aatomid nanoosakese
pinnal, seda suurem on nende toksiline mdju. Ehk mida ebastabiilsemad nad on, seda kergemini
interakteeruvad iimbritsevate molekulidega. Statistilised parameetrid sellel mudelil on R?=0,83,
R%.,=0,78, F= 74,85 ja s?=0,05. Varreldes saadud mudeli R? ja R%, Puzyn jt. mudeli vastavate
parameetritega (R°=0,85 ja R%,=0,77) tuleb vilja, et iilaltoodud mudelis on natuke viiksem R?,
samas aga natuke suurem RZCV. Seega voiks mudeleid pidada suhteliselt vordvaarseteks. Erinevus
Puzyn jt. mudeliga on kasutatud deskriptorites. Kui Puzyn jt. kasutasid 1,2 nm osakestele
arvutatud deskriptorit, siis antud t60s kasutati deskriptoreid, mis on arvutatud ldhtudes

eksperimendis kasutatud nanoosakeste suurustest.
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Joonis 9. Log(1/ECsp) QSAR mudeli graafiline esitus.

Mudeli valideerimiseks kasutati antud t66s Bootstrap meetodit [41], kuna antud mudel oli
loodud véga vidikese andmekogumiga. Valideerimine teostati jattes mudeli loomisel punkte vilja
ithekaupa ning seejdrel arvutati neile toksilisuse véértus loodud mudeli pdhjal. Protsessi korrati
kuni koikidele punktidele oli sel viisil toksilisuse véartus arvutatud. Valideerimisel arvutatud
vaartused on toodud tabelis 2. Seejarel leiti koigi loodud mudelite keskmine RZC\,, mille
vidrtuseks oli 0,78. Keskmise R%y jirgi otsustatakse ka antud meetodil mudeli robustsust, ehk
mida suurem R?, vadrtus, seda robustsem mudel.

Teiseks modelleeriti Pathakoti jt. [42] artiklis leiduvaid toksilisuse andmeid. Kokku loodi
kolm mudelit, milles jirjest kasvatati kasutavate deskriptorite arvu. Uhe deskriptoriga mudeli
puhul kasutati HMPRO meetodit, kahe ja kolme deskriptoriga mudeli puhul kasutati aga BMLR
meetodit mudeli leidmiseks. Modelleeritavaks omaduseks koigi mudelite puhul oli soolekepikese

peal moodetud logaritm ECsg védrtusest. ECsg véddrtused mdodeti pimedas keskkonnas. Tabel 3
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abil on vdimalik vdrrelda statistiliste parameetrite muutumist deskriptorite arvu kasvades.

Tabelist on ndha, et deskriptorite arvu kasvades kasvab nii R? kui ka R%,.

Tabel 3. log(1/ECsp) mudelite statistilised parameerid ja valemid.

Nyee | R° | Rl F s> | QSAR mudel log 1/ECs, arvutamiseks
1 0,70 | 0,57 | 28,45 | 0,23 | P,=5,24-0,08*D,
2 0,81| 0,68 | 23,49 | 0,16 | P;=5,30+0,06*D,+0,01*D,
3 091 0,84 | 34,66 | 0,08 | P,;=6,05-0,37*D,4+0,41D5+0,56D¢

Mudelite loomisel kasutatud deskriptorid olid:

D; — Koigi aatomite keskmine potentsiaalne energia nanoosakeses

D, — Hapniku aatomite keskmine potentsiaalne energia nanoosakese véliskihis
D; — Nanoosakese voreenergia

D, — Hapniku aatomite arv nanoosakese véliskihis

Ds — Hapniku aatomite keskmine koordinatsiooni arv nanoosakese sisekihis
Dg — Metalli aatomite keskmine koordinatsiooni arv nanoosakese véliskihis

Tabel 4. Mudelitega saadud toksilisuse vaartused (I, II, IIT) koos eksperimentaalsete védrtustega.

Diameeter
Eksp. | 1 11 D, [eV]|D; [eV]| D;[eV] | D4 Ds | Dg [nm]
CuO 4,24 3,96 3,63 3,80 | -20,33 | -20,14 | -40,65 | 5,05 | 3,50 | 3,32 28,00
TiO, 214 | 224 | 2,34 2,11 | -40,87 | -25,88 | -122,60 | 5,53 | 3,00 | 5,69 | 42,00
CoO 313 | 3,65 | 3,50 331 |-20,12 | -22,31 | -40,25 | 5,67 | 6,00 | 5,67 | 55,00
In,04 2,83 2,45 2,56 2,47 | -28,19 | -18,72 | -140,95 | 5,71 | 4,00 | 5,66 60,00
NiO 379 | 369 | 3,64 3,78 | -20,11 | -20,02 | -40,21 | 4,44 | 6,00 | 5,64 | 14,00
Al,O4 2,42 2,37 2,29 2,40 | -30,85 | -20,56 | -154,83 | 5,83 | 4,00 | 5,70 55,00
SiO, 2,54 2,78 2,47 3,01 | -42,44 | -2290 | -127,31 | 4,78 | 2,00 | 3,82 20,00
SnO, 2,53 2,32 2,77 2,50 | -38,11 | -20,25 | -114,34 | 4,54 | 3,00 | 5,63 15,00
ZrO, 2,58 2,41 3,34 2,34 | -32,63 | -13,87 | -97,88 | 5,08 | 3,75 | 6,12 27,00
Cr,03 2,06 2,37 2,28 2,49 | -30,83 | -20,83 | -154,16 | 5,62 | 4,00 | 5,69 47,00
Fe,O4 24 2,39 2,36 2,36 | -30,00 | -20,25 | -149,93 | 5,96 | 4,00 | 5,69 68,00
Bi,O3 3,55 3,76 3,77 355 |-17,69 | -853 | -88,44 | 6,44 | 6,00 | 4,73 | 144,00
La,O; 4,96 4,78 4,78 501 |-12,53 | 3,51 | -62,69 | 5,70 |10,00| 5,58 65,00
Sh,03 3,12 3,12 2,56 3,14 | -28,40 | -18,54 | -142,01 | 5,91 | 2,00 | 2,83 84,00
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Kokkuvote

Nanoosakeste unikaalsete omaduste tottu nende kasutamine tarbeesemetes jérjest kasvab.
Samamoodi kasvab pidevalt ka uute nanoosakeste arv. Tdnaseks on tehtud juba palju uurimusi
nanoosakeste moju kohta nii elusorganismidele kui ka neid timbritsevale keskkonnale.
Nanoosakeste kiire arengu tottu tuleks aga leida ka kiiremaid ja odavamaid viise nende toksiliste
mdjude hindamiseks. Sellist lahendust pakkuvad in silico meetodid, kus teadaolevate suuruste ja
toksilisus andmete pdhjal saab leida kiirelt uue osakese toksilisust.

T606s anti lilevaade nanoosakeste toksilisuse senistest in vitro ja in silico meetoditel
tehtud uurimustest. T60 praktilise osa eesmérgiks oli uute suurusest sdltuvate nanodeskriptorite
loomine. Selle jaoks loodi sfdarilise kujuga nanoosakesed, mille aatomid jagati kahte kihti.
Sisemise kihi aatomid omavad perfektses kristallis olevate aatomitega sarnaseid omadusi ja
véliskihi aatomid on destabiliseeritud. Nanoosakese energia arvutused viidi ldbi Buckinghami
paaripotentsiaale ja Wolf summeerimist kasutades. Selline meetod ei ndua suuri arvutus
ressursse. Hetkel loodud deskriptorid on arvutatud ilma geomeetria optimeerimiseta.

Kokku loodi 24 metalli oksiidile 35 nanoosakest kirjeldavad nanodeskriptorit. lgale
metallioksiidi puhul tehti arvutused 5 nm kuni 60 nm diameetriga osakeseni suurendades
nanoosakese diameetrit 5 nm kaupa. Loodud nanodeskriptorid koosnevad konstitutsioonilistest,
topoloogilistest, geomeetrilistest, potentsiaalset energiat ja voreenergiat Kirjeldavatest
deskriptoritest. Loodud deskriptorite valideerimiseks modelleeriti ka kahest artiklist leitud
toksilisuse andmeid. Saadud mudelid niitasid, et loodud deskriptoreid on vdimalik kasutada

nanoosakeste toksilisuse madramiseks.
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Summary in English

Development and utilization of nanoparticles to predict nanotoxicity

The number of consumer products consisting nanoparticles is vastly growing due to their
unique properties. Many studies have been carried out to investigate how nanoparticles affect
living organisms as well the surrounding environment. Rapidly growing development of
nanoparticles has brought the need for novel toxicity assessment methods. In silico methods can
be used to quickly and accurately predict nanotoxicity values.

This work provides a short overview of current in silico and in vitro approaches for
determination of nanotoxicity. The aim of this study was to develop novel type of size-dependent
nanodescriptors. To do this, spherical nanoparticles were developed, where atoms in nanoparticle
were categorized into core and shell regions. The atoms in shell are destabilized while the atoms
in core region are assumed to have similar properties to bulk material. The energy calculations
were carried out using Buckingham pairwise potentials and Wolf summation due to its ability to
calculate large systems. All descriptors are calculated from single-point energy, but it is easily
expandable to include energy minimization.

In total 35 nanodescriptors were developed for 24 different metal oxides. For each metal
oxide the calculations were carried out for sizes ranging from 5 nm to 60 nm of diameter with 5
nm step. The developed descriptors consist of constitutional, topological, geometrical, average
potential energy related and lattice energy related descriptors. Two QSAR models were
developed for relevance and validation purpose. These models showed that the novel descriptors

can be used to predict nanotoxicity.
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5 Lisad

Tabel 1. T66s Buckinghami paarivaheliste potentsiaalide arvutamisel kasutatud konstandid.

Interaktsioon | A [eV] |p [A] C [eV/A®] | Viide
0-0 9547,96| 0,21916 32 [37]
Zn-0O 529,7| 0,3581 0 [37]
Al-O 1725  0,2897 0 [37]
Cr-O 1204,17| 0,3165 0 [37]
Co-O 778,02 0,3301 0 [37]
Ag-O 1335,80| 0,1424 0 [37]
0O-0 9547,96| 0,2192 32|[43,44,45]
Ce-O 1809,68| 0,3547 20,4 [43]
Gd-O 1885,75| 0,3399 20,34 [43]
In-O 1495,65| 0,3327 433 [43]
Y-O 1766,4| 0,33849 19,43 [43]
La-O 2088,79 0,346 23,25 [43]
Fe-O 14146| 03128 0 [43]
Sn-O 1414,32| 0,3479 13,66 [44]
Ti-O 2131,04| 0,3038 0 [44]
Zr-O 1502,11| 0,3477 51 [44]
W-O 767,43 04386 0 [45]
Bi-O 4952035 0,2223 0 [45]
Bi-Bi 24244 5| 0,3284 0 [45]
0-0 22764| 0,149 43 [46]
Cu-O 3860,6| 0,2427 0 [46]
0-0 227643| 0,149 20,37 [47]
Yb-O 1309,6| 0,3462 0 [47]
Ni-O 683,5| 0,3332 0 [47]
Hf-O 14546| 035 0 [47]
Mn-O 1257,9| 0,3214 0 [47]
Mg-O 710,5| 0,3242 0 [47]
0O-0 22764 0,149| 10,93704 [48]
Si-0 1315,2480,317759| 10,14112 [48]
Sb-O 1512,887|0,301897 0
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