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Razumevanje mehanizmov delovanja nanomaterialov (NM) na bioloske sisteme so
bistven del v okviru nanotoksikoloskih $tudij, vendar ostajajo nepojasnjeni predvsem
glede povezave med fizikalno-kemijskimi lastnosti NM in kvarnimi ucinki.
Racunalnisko modeliranje je pogosto uporabljan pristop za povezovanje Sirokega
nabora eksperimentalnih podatkov v smiselne zakljucke, pri Cemer se je zaradi
pomanjklivega razumevanja izrazila potreba po dodatnem bioloskem deskriptorju
NM za povezavo med fizikalno-kemijskimi lastnostmi NM in njihovim bioloskim
ué¢inkom. Kot ta deskriptor smo izbrali inhibicijo encima butirilholiesteraze (BChE)
konjskega izvora (Equus caballus) z izbranimi NM in adsorpcijo BChE na NM na
podlagi baze podatkov rezultatov predhodno opravljenih poskusov. Za vsak NM smo
izracunali efektivne koncentracije NM za adsorpcijo in inhibicijo pri 20%, 50% in
80% (EC/1C20s50i80) s programom OriginPro 2016, ter opravili test viabilnosti in vitro
na trajni celi¢ni liniji humanega osteosarkoma (MG-63). Z rac¢unalniskim modelom
veéparameterske linearne regresijske metode smo ovrednotili povezavo med odvisno
spremenljivko, minimalno koncentracijo NM, kjer je opazena statisticno znacilna
razlika, ovrednotena s testom viabilnosti, ter neodvisnimi spremenljivkami (fizikalno-
kemijski in bioloski deskriptorji NM). Rezultati raCunalniSkega modela so pokazali,
da je struktura NM edini izmed izbranih fizikalno-kemijskih lastnosti, ki kaze
korelacijo z vplivom NM na viabilnost celic. Dokazemo, da bioloski deskriptorji
lahko izboljsajo napovedno sposobnost modela, ter s tem potrdijo primernost uporabe
bioloskih deskriptorjev pri racunalniSkem modeliranju vpliva NM na bioloske
sisteme.
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Nanomaterials’ (NM) mode of action is an essential part of nanotoxicological studies,
however it remains largely unexplained in the nanoscientific community, especially
the correlations between NM’ physicochemical properties and their harmful effects
on biological systems. Computational modeling is a widely employed method to find
these correlations from large databases of experimental data; where the lack of
understanding of the modes of action caused a need for a biological descriptor of NM
has arose in order to link the physicochemical properties of NM and their biological
effect. For this descriptor we have decided on the adsorption of butyrylcholinesterase
(BChE) from horse (Equus caballus) serum to the tested NM and inhibition of BChE
in the presence of the NM. Results of the biochemical enzymatic tests were gathered
from a preexistent database of experiments. For each NM type the effective
concentration of NM at 20%, 50% or 80% adsorption and inhibition (EC/IC2o/50/80)
were calculated using the software OriginPro 2016, as well as in vitro cell viability
experiments on cell cultures of human osteosarcoma (MG-63) were run using the
same NM batches. With the multilinear regression computational model we have
evaluated the correlation between the dependent variable the lowest observed adverse
effect level of the concentration of NM, based on the viability assay and the
independent variables (physicochemical descriptors and biological descriptors of
NM). The outcomes of the computational model have shown that the structure of NM
is the only physicochemical property which has exhibited a correlation with NM
effect on cell viability. We also concluded that the selected biological descriptors do
increase the computational model accuracy and are therefore suitable for applications
as biological descriptors in future computational modeling of NM’s effects on
biological systems.
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ECso — koncentracija NM, ki veze 50% molekul BChE

ECago — koncentracija NM, ki veze 80% molekul BChE

FBS — fetalni goveji serum (ang. fetal bovine serum)

GO — ploscice grafenovega oksida (ang. graphene oxide)

IC20 — koncentracija NM, potrebna, da povzroc¢i 20% inhibicijo BChE

ICso — koncentracija NM, potrebna, da povzro¢i 50% inhibicijo BChE

ICgo — koncentracija NM, potrebna, da povzroc¢i 80% inhibicijo BChE

LOAEL - statisticno znacilna sprememba pri najmanjsi opazeni koncentraciji (ang. lowest-
observed-adverse-effect level)

MG-63 — trajne celi¢ne linije humanega osteosarkoma

MILLIQ — voda ¢istosti tipa I (prevodnost pri 25°C manj kot 0,1pS-cm ™)

MTT — (1-(4-5 dimetiltiazol-2-il)-2,5 difenil tetrazolijev bromid

MWCNT — vecplastne ogljikove nanocevke (ang. multi.walled carbon nanotubes)

N/A — brez vpliva

NADPH® - nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

ND — nanodelec/nanodelci

NM — nanomaterial/nanomateriali

NSC — ang. Nano safety cluster; Evropska iniciativa za povecanje sinergij med projekti FP6 in
FP7

QSAR - kvantitativna analiza povezave strukture in aktivnosti (ang. quantitative structure—
activity relationship)

QSPR — kvantitativna analiza povezave strukture in lastnosti (ang. quantitative structure—
property relationship)

R? — korelacijski koeficient

RM — reakcijska zmes

SOP — standardiziran operacijski protokol (ang. standard operating procedures)

TiO2 — nanodelci titanovega oksida

ZP — zeta potencial
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1 UvOD

Narascajoca proizvodnja in Siroka uporaba nanomaterialov (NM) vodi do vedno vecje
izpostavljenosti ljudi in okolja razli¢énim proizvodom nanotehnologij. Posledica tega je razvoj
novih znanstvenih disciplin (npr. nanobiologija in nanotoksikologija), ki proucujejo interakcije
med NM in biologkimi sistemi. Stevilni evropski projekti se ukvarjajo z organizacijo teh
podatkov in pridobivanju novega znanja o njihovem vplivu na procese v celicah (npr.
eNanoMapper, NanoPUZZLES, EU COST MODENA action, ModENPTox, MODERN,
PreNanoTox, MembraneNanoPart in drugi (http://www.compnanotox2015.eu/)), a kljub temu
mehanizmi delovanja in kvarni u¢inki NM Se vedno niso pojasnjeni; eden od razlogov je
neustrezna organizacija in pomanjkljiva povezanost stevilnih podatkov o bio-nano interakcijah.

Nanomaterialom lahko dolo¢imo primarne lastnosti (velikost, oblika, in povrSinske lastnosti)
in njihove lastnosti v suspenziji (agregacija, aglomeracija, raztapljanje). Lastnosti NM v
suspenziji se bistveno spremenijo ob stiku s kompleksnim bioloskim okoljem, zato je skoraj
nemogoce predvideti u¢inke NM na podlagi njihovih primarnih lastnosti. Eden od nacinov
reSevanja tovrstnih kompleksnih problemov je racunalnisko modeliranje. V okviru
nanotoksikolo$kih in nanobioloskih znanosti se je izrazila potreba po dodatnem, bioloskem
deskriptorju NM, ki bi povezal fizikalno-kemijske lastnosti NM z njihovim bioloskim uc¢inkom
(Sedykh in sod., 2011).

1.1 HIPOTEZA

V nalogi predpostavljamo, da:

1. Obstajajo povezave med fizikalno-kemijskimi lastnostmi NM (povrsinski naboj NM v
suspenziji), vplivom NM na aktivnost encimov holinesteraz in kvarnim u¢inkom NM na
celice in vitro.

2. Inhibicija encimov v prisotnosti NM narekuje njihov strupenostni vpliv na celice,
ovrednoten s konvencionalnim testom viabilnosti in vitro.

3. Vrednotenje aktivnosti encimov holinesteraz predstavlja ustrezni bioloski deskriptor.

1.2 NAMEN IN IZHODISCA

V nalogi bomo kot bioloski deskriptor NM ovrednotili spremembo encimske aktivnosti ob
izpostavitvi encima specificnem NM na podlagi rezultatov Ze izvedenih testov s strani Skupine
za nanobiologijo in nanotoksikologijo, Katedre za zoologijo, Biotehniske fakultete, Univerze v
Ljubljani. Vrednotenje aktivnosti encimov ob prisotnosti NM in njihove adsorpcije na NM je
potekalo po ustaljenih eksperimentalnih postopkih (ang. standard operating procedures, SOP;
Mesaric in sod. 2013; Sopotnik in sod. 2015). Ustrezna organizacija in povezovanje (korelacije)
tovrstnih rezultatov je temelj bioloske karakterizacije NM, ki povezuje njihove fizikalno-
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kemijske lastnosti, ovrednotene v suspenziji, z izmerjenimi vrednostmi viabilnosti celic po
izpostavitvi NM na celi¢nih kulturah in vitro.

1.3 PRICAKOVANI REZULTATI

Pri¢akujemo, da NM z razli¢nimi fizikalno-kemijskimi lastnostmi, kot je npr. povrsinski naboj
Vv suspenziji, ovrednoten z meritvami zeta potenciala (ZP), razli¢no vplivajo na aktivnost
testnega encima, t.j. izolirane butirilholinesteraze iz organizma Equus caballus. Pri¢akujemo,
da bodo NM z visjimi absolutnimi vrednostmi ZP bolj izrazito vplivali na zmanjs$anje encimske
aktivnosti v prisotnosti NM. Poleg tega predpostavljamo, da bodo NM z vi§jim ovrednotenim
vplivom na spremenjeno encimsko aktivnost povzro¢ili bolj izrazit strupenostni vpliv na
sesal¢je celice v kulturi in vitro.

Pri¢akujemo, da bomo na podlagi analize zdruZenih rezultatov, pridobljenih s kombinacijo
eksperimentalnih podatkov encimskih testov in testov viabilnosti in vitro, z uporabo izbranih
statistiénih pristopov ponudili kriticno oceno ustreznosti vrednotenja aktivnosti encimov
holinesteraz kot bioloskih deskriptorjev NM. S tem bomo prispevali k razvoju novih bioloSkih
metod karakterizacije NM, ki bodo predstavljale povezavo med fizikalno-kemijskimi pristopi
in konvencionalnimi testi strupenosti in vitro. Tak nacin bioloSke karakterizacije NM bo
omogocil enostavno, hitrejSo in cenovno uc¢inkovitej$o oceno strupenosti in/ali aktivnosti NM,
primerno kot preliminarno oceno strupenosti NM, t.j. pred izvedbo testov viabilnosti in vitro
ter nadalje in vivo.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 NANOTEHNOLOGIJA IN NANOMATERIALI

Nanotehnologija nedvoumno predstavlja eno izmed najobetavnejSih in najhitreje rastocih
tehnologij zadnjega desetletja. Njeni proizvodi, nanomateriali (NM), se bistveno razlikujejo od
materialov vecje velikosti, a enake kemijske sestave; znano in dokazano je, da imajo manjsi
delci vecje razmerje med Stevilom atomov na povrSini in prostornino, kar pomeni, da so delci
nanometrskih dimenzij bolj reaktivni (Nel in sod., 2009). Uporaba proizvedenih NM v
vsakdanjem zivljenju strmo nara$ca in zajema Sirok spekter proizvodov razli¢nih industrijskih
panog, kot so npr. ojacevalci barv v izdelkih prehrambne in tekstilne industrije. Za §irSo javnost
je aktualna tudi uporaba NM kot antibakterijskih agensov (Hajipour in sod. 2012), v prihodnosti
pa pricakujemo dodatni porast raziskovalne usmerjenosti k uporabi NM v medicini, v
terapevtske in diagnosti¢ne namene (Aguilar, 2010). Pomembno je, da so NM kompatibilni ob
stiku z bioloskim okoljem, kar pomeni, da ne sproZijo nezelenega vnetnostnega in/ali
strupenostnega odziva v telesu. Uporaba v vseh nastetih panogah, predvsem v medicinske
namene, tako zahteva natan¢no in sistemati¢no ovrednotenje lastnosti NM Se pred stikom z
Zivimi organizmi (Naahidi in sod., 2013; Mitragotri in sod. 2015).

Rezultat hitrega razcveta nanotehnologij je velika raznolikost lastnosti NM. Nanomateriale
lahko v splosnem opisemo s primarnimi lastnostmi NM, t.j. obliko, velikostjo jedra, povrSinske
lastnosti in kemijsko sestavo. Poznamo npr. nanodelce (ND; posamezni delci sferi¢ne oblike s
premerom, manj$im od 100 nm), dvodimenzionalne NM (npr. plos¢ice grafenovega oksida),
ter NM z le eno dimenzijo, ve¢jo od 100 nm, to so nanovlakna, nanocevke in nanozice. Za
pripravo biolosko kompatibilnih delcev in hkrati dobro dispergiranih v suspenziji so na NM
pogosto adsorbirane ali kemijsko vezane razli¢ne molekule (npr. citronska ali oleinska kislina
ali razli¢ni polimeri). Glede na sestavo jedra pa so najbolj raziskani kovinski ND (zlati in
srebrovi ND) in ND kovinskih oksidov (titanov dioksid, bakrov oksid, nanodelci zelezovega
oksida, itd.), vedno vecja pozornost pa se posveca ogljikovim NM (Borm in sod., 2006; Lynch
in sod., 2014).

2.1.1 Ogljikovi nanomateriali

Zaradi edinstvene kombinacije elektri¢nih, termi¢nih, kemi¢nih in mehani¢nih lastnosti imajo
ogljikovi materiali nanodimenzij imajo posebno mesto na podro¢ju nanotehnoloskih in
posledi¢no nanobioloskih znanosti. Najpogosteje raziskani ogljikovi NM so fulereni (sferi¢na
kletka iz 60 ali ve¢ ogljikovih atomov), dvodimenzionalne ploséice grafena in njegovih
derivatov, ter ogljikove nanocevke (ang. carbon nanotubes, CNT). Vse nastete oblike NM se
uporabljajo v kompozitnih materialih, energetiki, senzorjih, ter se pospeSeno raziskujejo za
uporabo v biomedicini (Hurt in sod., 2006; Naahidi in sod., 2013).
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2.1.1.1 Grafen in njegovi derivati

Aromatski obro¢ grafena oz. molekula grafena je produkt razslojitve grafita v posamezne plasti;
oksidirane plasti pa predstavljajo ploscice grafenovega oksida (GO) (Geim in Novoselov,
2004). Dvodimenzionalnost tega NM ter kombinacija fizikalno-kemijskih lastnosti omogoca
Siroko uporabo grafena in njegovih derivatov ne le v elektronskih napravah, prevodnikih in
nanokompozitnih materialih, ampak tudi v razliénih medicinskih aplikacijah. Visok
adsorpcijski potencial in dvodimenzionalna oblika omogocata uporabo grafena kot
biosenzorskega sistema za tar¢no dostavo zdravil (Yang in sod., 2010), ali tudi kot sinteti¢nega
inhibitorja delovanja razli¢nih proteinov (De in sod., 2011).

2.1.1.2 Ogljikove nanocevke

Ogljikove nanocevke so zgrajene iz enojne, dvojne ali vecslojne plasti grafena, dolge od man;j
kot enega um do nekaj pm, s premerom od nekaj nm in tudi do 200 nm (slednje velja za
veéplastne cevke) (Meng in sod., 2012; Hou in sod., 2003). Njihova majhna molekulska masa,
a hkrati lastnosti visoke mehanske trdnosti ter visoke elektri¢ne in toplotne prevodnosti in
kapacitete adsorpcije imajo velik potencial uporabe kot nanobiokatalizatorji in biosenzoriji, pa
tudi kot prenasalci zdravil in razli¢nih proteinov, tudi encimov (Wang in sod., 2009; Zhang in
sod., 2013).

2.1.1.3 Amorfni ogljik

Posebna oblika ogljikovih NM je amorfni ogljik (ang. carbon black, CB), ki predstavlja produkt
nepopolnega izgorevanja katranskih naftnih derivatov v obliki ¢rnega praha, sestavljenega iz
agregatov delcev velikosti od 20 do 300 nm (Hussain in sod., 2009). V studijah je pogosto
uporabljen kot primerjalni, pozitivni referencni material, ter kot pozitivni modelni sistem
izpusnih delcev dizelskih goriv (Jackson in sod., 2012).

2.1.2 Nanodelci titanovega dioksida

Nanodelci titanovega dioksida (TiO.) lahko nastopajo v razli¢nih kristalnih oblikah, med njimi
sta najpogostejsi tetragonalni obliki (anatazna in rutilna). Obe kristalni obliki sta visoko
fotokataliti¢ni, kar pomeni, da ob vzbujanju s svetlobo tvorita elektronske pare (postanejo
mocan oksidant) (Sclafani in Herrmann, 1996; Hirakawa in sod., 2004).

Uporaba inertnega prahu TiO2 mikrometrskih velikosti je zelo razSirjena ze desetletja v
produktih kozmeti¢ne, prehrambne, tekstilne industrije in industriji barv, in v realnih
izpostavitvenih dozah nima znacilnega strupenostnega ucinka. V zadnjem desetletju ali dveh je
proizvodnja TiO2 intenzivno usmerjena k delcem nanometrskih velikosti za uporabo
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razkuzevanja povrsin, posledic onesnazevanja, in tudi v razli¢nih prehrambnih, kozmeti¢nih in
farmacevtskih produktih, son¢nih celicah in elektri¢nih napravah (Mital in Manoj, 2011).

2.2 INTERAKCIJE NANOMATERIALOV Z BIOLOSKIMI SISTEMI

Proucevanje bio-nano interakcij, definirano kot proucevanje interakcij med entitetami v
nanometrskem velikostnem razponu ter bioloskimi sistemi, je posebno pomembno za
razumevanje interakcij proizvedenih NM (Lynch in sod., 2014).

2.2.1 Oblikovanje (proteinske) korone

Eden od prvih stikov NM, namenjenih za medicinsko uporabo, in vivo je na nivoju Krvi, torej s
krvnimi celicami in s proteini bogato krvno plazmo. Dokazano je, da se ob stiku NM z
bioloskim okoljem na povrsini NM oblikuje plast proteinov, t.i. proteinska korona (Cedervall
in sod., 2007; Lundqvist in sod., 2008). Poleg proteinov se v manj$i meri vezejo tudi molekule
sladkorjev in mascob, in ta celotni sloj na povrSini NM igra kljuéno vlogo pri
biokompatibilnosti, bioloski prepoznavnosti, reaktivnosti NM in usodi NM v organizmu
(Monopoli in sod., 2012; Saptharsi in sod., 2013).

Trenutno velja preprianje, da je vezava bioloskih molekul na povr§ino NM v najvecji meri
odvisna od povrsinskih lastnosti NM, kar pomeni kemijsko vezane funkcionalne skupine ali
adsorbirane molekule na povrSini NM (Cedervall in sod., 2007; Tenzer in sod., 2008;
Dobrovolskaia in sod., 2009; Ruh in sod., 2012; Mu in sod., 2015; Sopotnik in sod., 2015).
Kombinacija povrSinskih lastnosti NM se lahko opiSe s t.i. adsorpcijskim potencialom oz.
indeksom adsorpcije na bioloske povrsine (ang. biological surface adsorption index, BSAI)
(Xia in sod., 2011). Ta lastnost NM je odraz tako primarnih lastnosti NM (oblika, velikost ter
predvsem povrsinske lastnosti, kot so prisotnost vodikovih vezi in prostih elektronskih parov
ter polarnost materiala/molekule), kot tudi lastnosti suspenzije ali medija, v katerem je material
dispergiran (Xia in sod., 2011). Poleg vezave bioloskih molekul se visok adsorpcijski potencial
NM lahko odrazi tudi v oblikovanju ve¢jih skupkov NM v suspenziji, t.j. tvorbi aglomeratov
ali agregatov (Walter, 2013).

2.2.2 Bioloska reaktivnost testiranih nanomaterialov s proteini

2.2.2.1 Ogljikovi nanomateriali

ey oo

majhne molekule, kot tudi vegje proteine (Valenti in sod., 2007; Ruh in sod., 2012). Stevilne
Studije porocajo o visoki stopnji vezave proteinov na CNT, in sicer albuminov,
apolipoproteinov, fibrinogena, in drugih plazemskih proteinov (Wang in sod., 2009; Ge in sod.,
2011; Holt in sod., 2011; Xia in sod., 2011; Andersen in sod., 2013; Zhang in sod., 2013), pri
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¢emer lahko nastopi moc¢na deformacija strukture vezanih proteinov (Zhao in sod., 2015).
Trenutno aktualne Studije in vitro porocajo o Visoki stopnji interakcije grafena in njegovih
derivatov s plazemskimi proteini (Feng in sod., 2015; Sopotnik in sod, 2015). V nedavni $tudiji
potencial za vezavo plazemskih proteinov, a obenem najvisjo afiniteto vezave za ostale, manj
Stevilne serumske proteine, med njimi tudi butirilholinsteraze (BChE). Lastnosti amorfne
oblike ogljikovih NM, materiala CB, so dobro raziskane in zato v $tudijah pogosto uporabljane
kot referenéni (primerjalni) material ali kot modelni sistem za izpu$ne delce dizelskih motorjev
(Jackson in sod., 2012). V studiji raziskovalne Skupine za nanobiologijo in nanotoksikologijo,
Katedre za zoologijo, Biotehniske fakultete, Univerze v Ljubljani so pokazali, da imajo CB NM
veliko afiniteto vezave na proteine, npr. acetilholinesteraze (AChE) (Mesari¢ in sod., 2013).

2.2.2.2 Nanodelci TiO>

Nanodelci kovinskih oksidov, med njimi tudi TiO., imajo nizji adsorpcijski potencial in s tem
manjso afiniteto vezave za plazemske proteine v primerjavi z ogljikovimi NM (Xia in sod.,
2011); ne glede na to se na njihovo povrsin vezejo plazemski proteini, kar je v nekaterih
primerih predvsem odvisno od primarne oblike TiO2 (Sousa in sod., 2004; Deng in sod., 2009;
Sund in sod., 2011; Saptarshi in sod., 2013).

2.3 METODE ZA PROUCEVANIE INTERAKCIJ MED NANOMATERIALI IN ENCIMI

Encimski testi so pogosto uporabljani pristopi za vrednotenje vpliva razli¢nih substanc, tudi
vpliva NM, na bioloske sisteme. Razli¢ne Studije so pokazale, da je vrednotenje adsorpcije NM
na holinsteraze (oziroma njihova imobilizacija) ter inhibicija njihove encimske aktivnosti
ustrezen sistem za testiranje vpliva NM (Wang in sod., 2009; Mesari¢ in sod., 2013; Sinko in
sod., 2014; Sopotnik in sod., 2015), pogosto pa se uporablja tudi kot biomarker pri vrednotenju
vpliva organofosfatnih in drugih onesnazevalcev (Arufe in sod., 2007). Modificirana metoda
po Ellmanu (Ellman in sod. 1961) predstavlja ustrezen sistem za spektrofotometri¢no
ugotavljanje inhibicije delovanja encimov in tudi adsorpcije NM na encime (Wang in sod. 2009;
Mesari¢ in sod., 2013; Sopotnik in sod., 2015). Nedavno so Sopotnik s sod. (2015) pokazali, da
se NM lahko vezejo na plazemske BChE in povzroc¢ijo razli¢ne stopnje inhibicije encimskega
delovanja, kar je predvsem odvisno od sekundarnih lastnosti NM v suspenziji.

2.4 TESTI VIABILNOSTI IN VITRO

Konvencionalni testi viabilnosti celic pogosto temeljijo na merjenju encimske aktivnosti
celicnih encimov kot markerju prezivetja celic ob izpostavitvi testni substanci celicnim
kulturam in vitro. Najpogosteje uporabljani testi temeljijo na merjenju nastalih produktov kot
posledica aktivnega celi¢nega metabolizma, na primer test MTT (1-(4-5 dimetiltiazol-2-il)-2,5
difenil tetrazolijev bromid, ki se uporablja za oceno mitohondrijske encimske aktivnosti
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(nastanek NADPH™) (Mosmann1983). V okviru nanotoksikoloskih $tudij smo prevzeli uporabo
standardnih testov viabilnosti, ampak to v primeru NM pogosto ne predstavlja ustreznega
pristopa (Clift in sod., 2011).

2.5 STATISTICNI PREDVIDNI MODELI

Statisticni predvidni modeli se uporabljajo za obdelavo obseznih nizov podatkov in
ugotavljanje korelacij med podatki. Tako lahko ugotovimo povezave med lastnostmi in
u¢inkom, ki niso neposredno predvidljive, ki so kombinacija ve¢ lastnosti, ali pa ko obseg
podatkov to onemogoca. Po izgradnji baze podatkov izberemo modelni sistem (npr.
kvantitativna analiza povezave strukture in aktivnosti, ang. quantitative structure—activity
relationship, QSAR, ali ve¢parameterski linearni regresijski model) glede na tip in obseg
podatkov (Sayes in sod., 2010). Trenutno so v izdelavi baze podatkov o lastnostih (fizikalno-
kemijske lastnosti, kot so npr.: velikost, povr$ina, povrsinski naboj) in u¢inkih NM (strupenost,
inhibicija encimov, adsorpcija proteinov na povr§ino NM) kot posledica Se nepojasnjenega
mehanizma delovanja NM, na podlagi katerih se izdelujejo predvidni modeli kot je projekt NSC
(ang. Nano safety cluster; Evropska iniciativa za povecanje sinergij med projekti FP6 in FP7
eNanoMapper) (Jeliazkova in sod., 2015). Najnovejse metode uporabljajo strojnisko uéenje
(ang. machine learning), kjer napredni algoritmi omogocajo prilagajanje modela samodejno,
na podlagi predhodnih rezultatov modelov in primerjave med njimi (Zhang in sod., 2006).

2.5.1 Linearni model

Veéparameterska linearna regresijska analiza je izjemno prilagodljiv sistem za pregled razmerij
med ve¢ neodvisnimi spremenljivkami (t.i. deskriptorji, prediktorji) in eno odvisno
spremenljivko (lastnost, kriterij) ve¢ snovi hkrati. Neodvisne spremenljivke oziroma
deskriptorji so lahko konstitutivni (npr. stevilo atomov, $tevilo vezi, molekularna teza),
topoloski (opis atomskih povezav znotraj molekule), geometricni (tridimenzionalne koordinate
atomov v molekuli), elektrostati¢ni (opis naboja molekule), kvantno-kemic¢ni, termodinami¢ni,
idr. (Katritzky in sod., 1994). Model na podlagi deskriptorjev opise oziroma predvidi vrednost
odvisne spremenljivke in jo primerja z dejansko vrednostjo lastnosti. Tako ocenimo povezavo
med deskriptorji in lastnostjo, kjer bolj podobni vrednosti predstavljata ve¢jo korelacijo med
deskriptorji in doti¢no lastnostjo (Montgomery in sod., 2012).

Model vecparameterske linearne regresijske analize ponuja zelo Siroko polje uporabe
(inzeniring, kemija, fizika, statistika, matematika, idr.). Uporaba modela je pogosta tudi v
nanotehnologiji, kjer se pojavlja kot orodje za optimizacijo produktov (Ghaedi in sod., 2016),
dokazovanje povezave med lastnostmi NM in mehanizmi raztapljanja (Lanzl, 2013), ali za
prikaz povezave med strupenostjo NM in njihovimi fizikalno-kemijskimi lastnostmi (Stoeger
in sod., 2009).
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3 MATERIAL IN METODE
3.1 ZAJEM PODATKOV

Podatke smo zajemali iz baze rezultatov Skupine za nanobiologijo in nanotoksikologijo,
Katedre za zoologijo, Biotehniske fakultete, Univerze v Ljubljani. Za¢etna baza podatkov je
zajemala rezultate poskusov testiranja vpliva nabora nanomaterialov (NM) na aktivnost
modelnih encimov (pregl. 7): rekombinantno Zuzel¢jo AChE iz vinske musice (Drosophila
melanogaster), izolirano ribjo AChE iz elektri¢ne jegulje (Electrophorus electricus), AChE iz
¢loveskih eritrocitov (Homo sapiens), BChE iz konjskega seruma (Equus caballus) in BChE iz
humanega seruma (objavljeno v: Mesari¢ in sod. 2013; Mesari¢ 2014; Drasler 2014; Sopotnik
in sod. 2015, poleg nabora neobjavljenih rezultatov). Vsi podatki predstavljajo rezultate
adsorpcije encimov na NM in inhibicijo encimske aktivnosti ob prisotnosti NM, ovrednoteni z
modificirano metodo po Ellmanu (Wang in sod. 2009; Mesari¢ in sod. 2013).

3.1.1 Zdruzevanje podatkov in izra¢un vrednosti IC/EC

Ker je izvedba poskusov na encimih potekala po SOP, so bili zajeti podatki med seboj
primerljivi in enakovredni in zato zdruzljivi, ne glede na datum izvedbe ali izvajalca poskusa.
To je omogocilo zdruzevanje razli¢nih serij podatkov, pridobljenih na istem encimu za enake
tipe NM. V primeru, da so bile v razli¢nih poskusih uporabljene popolnoma enake testne
koncentracije NM na istem encimu, smo za obdelavo podatkov uporabili povpre¢ne vrednosti
(adsorpcije encima na NM in inhibicije encima v prisotnosti NM), ter izrac¢unali standardno
napako. Tak nacin obdelave in zdruzevanja podatkov je omogocil velik razpon testiranih
koncentracij za posamezni tipi NM na doti¢énem encimu in je hkrati poviSal stopnjo zanesljivosti
rezultatov.

Vrednost EC/ICso predstavlja koncentracijo snovi, ki povzroci 50% spremembo odziva testne
substance, kar v konkretnem primeru pomeni koncentracijo NM, ki povzro¢i 50% zmanj$ano
stopnjo aktivnosti encima (inhibicijo) ali adsorpcijo encima na NM (Op.: z namenom veéje
preglednosti smo inhibitorne koncentracije oznacevali S simbolom »IC« ter adsorpcijske s
simbolom »EC«). Poleg vrednosti EC/ICso smo v nalogi obravnavali tudi druge odzivne
vrednosti, EC/IC2 in EC/ICgo.

Za izdelavo sigmoidne aproksimacijske krivulje za izra¢un vrednosti koncentracij NM
(EC/IC20150:80) sSmo uporabili programsko opremo OriginPro 2016 b9.3.226. S pretvorbo
koncentracije NM v logaritemsko vrednost in izdelavo razprSenega diagrama s pripadajo¢imi
vrednosti adsorpcije oziroma inhibicije smo izracunali iskane odzivne vrednosti preko analize
grafa z izrisom sigmoidne krivulje z izbrano funkcijo od doze odvisnega odgovora (ang. dose
response) na osnovi danih podatkov. Nastavitve za izris krivulje so bile: algoritem iteracije
Lavenberg Marqurdt, z dolo¢eno spodnjo asimptoto pri 0 in zgornjo asimptoto pri 100. Z
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uporabo te funkcije lahko pridobimo podatke o koncentraciji NM, ki povzroci 20 ali 50 ali 80%
stopnjo odziva, t.j. adsorpcije oziroma zmanj$ane aktivnosti encima, t.j. inhibicije.

3.1.2 Pregled (ang. screening) podatkov

Izvorne vrednosti, izraZzene kot inhibicija encimske aktivnosti in adsorpcija encimov na NM,
smo v okviru diplomskega dela vnesli v skupno tabelo (Microsoft Office Excel®) in obdelali
glede na vrednoteni tip NM in uporabljen testni encim. Zaradi omejitev izbrane statisticne
metode za obdelavo rezultatov smo glede na razpolozljivost in koli¢ino testiranih NM za
nadaljnjo, statisti¢no analizo uporabili le rezultate testov na encimu BChE iz konjskega seruma.

3.1.3 Priprava in karakterizacija suspenzij ogljikovih nanomaterialov in nanodelcev
TiO2, uporabljenih v testu viabilnosti

Amorfni ogljik v obliki prahu (CB) s povprecno velikostjo primarnih delcev 13 nm in ocenjeno
nominalno ¢istostjo > 99% smo kupili pri proizvajalcu Plasma Chem GmbH (Berlin, Nemcija).
Plos¢ice grafenovega oksida (GO) smo kupili pri proizvajalcu Graphene Supermarket
(Calverton, New York, ZDA), vecplastne ogljikove nanocevke (MWCNT) pa smo prejeli v
okviru FP7 EU projekta NanoValid. Nanodelce TiO2 z oznako 1 smo kupili v obliki prahu pri
proizvajalcu Sigma-Aldrich (Steinheim, Nemc¢ija). Suspenzijo ND TiO z oznakami 70, 89 in
97 smo prejeli od podjetja Cinkarna Celje (Celje, Slovenija) v obliki vodnih suspenzij z
izvornimi koncentracijami 200 mg/mL ($t. 70 in 89) ali 150 mg/mL (§t. 97). Suspenzije ND
TiO2 z oznakami 85, 85, 110 in 111 pa smo prejeli v okviru FP7 EU projekta NanoMILE v
obliki vodnih suspenzij z izvornimi koncentracijami 10 mg/mL.

Pred izvedbo testov viabilnosti smo pripravili sveze zalozne suspenzije ogljikovih NM v vodi
z izvornimi koncentracijami 1 mg/mL s pali¢no sonikacijo (Sonics VibraCell, Newtown, ZDA),
1 h pri amplitudi 40%, s ciklom 15 s vklop/15 s izklop, hlajeno na ledu. ZaloZne suspenzije
vseh tipov nanodelcev TiO2 (1 mg/mL) smo pripravili v vodi in jih sonicirali v ultrazvocni
vodni kopeli (250 W, 50 Hz; Sonis 2GT, Iskra Pio d.o.0., Slovenija; 10 minut).

Karakterizacijo NM smo izvedli v sodelovanju z Odsekom za sintezo materialov (1JS, prof. dr.
Darko Makovec in dr. Slavko Kralj). Meritve ZP NM smo izvedli v vodni suspenziji (MilliQ,
deionizirana voda visoke Cistosti, prevodnost pri 25°C manj kot 0,1uS-cm—1) v celotnem
razponu pH vrednosti ter v reakcijski zmesi (RM) za encime (0,5 mM Ellmanov reagent v
100mM fosfatnem pufru) pri vrednosti pH 8.0 in koncentracijah, uporabljenih v poskusih, z
inStrumentom ZetaPALS, Brookhaven Instruments Corp. (New York, ZDA). Za namen analize
smo uporabili podatke o primarnih velikostih delcev, podanih s strani proizvajalcev.
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3.1.4 Testiranje viabilnosti in vitro s testom MTT

Za testiranje vpliva NM na celi¢ne kulture po 24-urni izpostavitvi smo uporabili test viabilnosti
MTT invitro (MTT ali (1-(4-5 dimetiltiazol-2-il)-2,5 difenil tetrazolijev bromid)).

Trajne celi¢ne linije MG-63 (humani osteosarkom) smo gojili v gojis¢u za celi¢ne kulture (ang.
Dulbecco’s modified Eagle’s medium-glutaMAX, DMEM) z dodanim fetalnim govejim
serumom (ang. fetal bovine serum, FBS; 10%, v/v) pod nadzorovanimi pogoji (37 °C, visoka
zra¢na vlaznost, stalni dotok 5% CO>). Po ustaljenem postopku gojenja celi¢nih kultur in vitro
smo v mikrotitrsko plos¢o nasadili 5000 celic/jamico (100 pL/jamico). Pred izpostavitvijo NM
smo celice inkubirali 24 ur pod nadzorovanimi pogoji (s tem smo omogocili pritrditev celic na
dno jamice in ustrezno razrast).

ZaloZzne suspenzije NM v vodi smo razredCili v ustreznem gojiscu za celi¢ne kulture v
koncentracijskem razponu, ki je ustrezal 3-kratnim vrednostim konénim izpostavitvenim
koncentracijam NM (t.j. 10, 25, 50, 100 in 250 pg/mL) in dodali 50 pL suspenzije z ustrezno
koncentracijo NM (k Ze obstoje¢im 100 pL gojis¢a s celicami na posamezno jamico). Poleg
izpostavitve NM smo negativno kontrolno skupino celic izpostavili enaki koli¢ini vode, ali 0,5
mM vodikovem peroksidu (H20) za pozitivno kontrolo. Eno paralelko za vsak testirani NM
smo namenili merjenju ozadja, t.j. ustrezajoca koncentracijska vrsta NM v gojiscu brez celic.
Po 24-urni izpostavitvi pri nadzorovanih pogojih smo v vsako jamico dodali 15 pL predhodno
pripravljenega reagenta MTT (5 mg/mL v PBS). Celice smo ob prisotnosti MTT inkubirali 3
ure (37°C, 5% CO, visoka zra¢na vlaznost). Nato smo previdno odstranili supernatant, ne da
bi premaknili nastale ne-vodotopne kristale formazana. Te smo raztopili v 100 pl organskega
topila dimetil sulfoksida (DMSQO). Po 10 minutah inkubacije na sobni temperaturi smo
spektrofotometri¢no izmerili absorbanco nastalega produkta pri valovni dolZini 570 nm, ter
absorbanco ozadja pri 630 nm.

Izmerjena koli¢ina nastalih kristalov formazana je pokazatelj Stevila metabolno aktivnih celic,
iz Cesar sklepamo na njihovo viabilnost. Najprej smo od vseh vrednosti, izmerjenih pri valovni
dolzini 570 nm, odsteli vrednosti, izmerjene pri 630 nm. Izracunali smo povprecno vrednost
izmerjene absorbance brez celic in to povpre¢no vrednost odsteli od izmerjenih vrednosti
absorbanc celic. Vrednosti absorbanc celic smo delili s povpre¢jem negativne kontrole
absorbance celic z odStetim povprecjem absorbance brez celic. Rezultati so predstavljeni z
grafom, s statisticnim t-testom (vrednosti pridobljene v programski opremi Microsoft Excel
2013) in vrednostjo LOAEL, ki poda najmanjSo koncentracijo, kjer je opazena statisticno
znacilna sprememba Stevila Zivih celic.
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3.1.5 Statisti¢na obdelava podatkov
3.1.5.1 Priprava podatkov za statisti¢no obdelavo

Uporabljena metoda statisticne obdelave podatkov na osnovi kvantitativnega odnosa med
strukturo-aktivnostjo (ang. Quantitative structure—activity relationship, QSAR) za pridobitev
zanesljivih rezultatov narekuje uporabo ¢im ve¢ razli¢nih spremenljivk oziroma deskriptorjev
za posamezni element. V analizo smo tako vkljucili podatke o primarni velikosti in strukturi
NM, izmerjene vrednosti ZP v vodi in reakcijski zmesi za encime, ter rezultate testa viabilnosti,
izrazene kot najmanjSa koncentracija, pri kateri smo opazili spremembo prezivetja celic (ang.
lowest-observed-adverse-effect level, LOAEL) na osnovi izbranega testa za vrednotenje
viabilnosti.

3.1.6 Analiza podatkov z linearnim modelom
3.1.6.1 Linearni model

Primerjavo izmerjenih vrednosti z uporabo linearnega modela smo izvedli v programski opremi
CODESSA (Comprehensive Descriptors for Structural and Statistical Analysis), ki je
ve¢namensko orodje za QSAR/QSPR (ang. Quantitative Structure-Activity Relathionship and
Structure-Property Relathionship) za programsko okolje Microsoft Windows.

Z uporabo deskriptorjev (t.j. lastnosti NM ter vpliv NM na encim in vrednost LOAEL in vitro)
ta program omogoca prikaz razmerja med eksperimentalno pridobljenimi podatki (t.i.
eksperimentalni tok; vrednosti LOAEL) in njihovimi predvidevanimi vrednostmi (t.i.
izraCunani tok; izbrani deskriptorji). Kot fizikalno-kemi¢ne deskriptorje NM smo uporabili
primarno velikost, strukturo, zeta potencial NM; ovrednotene v vodi in reakcijski zmesi, kot
eksperimentalni tok pa vrednosti LOAEL, ovrednotene na celi¢nih kulturah in vitro s testom
viabilnosti MTT. Poleg fizikalno-kemijskih lastnosti NM smo vrsti deskriptorjev pridruzili t.i.
bioloski deskriptor NM, to je inhibicija encimske aktivnosti in adsorpcija encima na NM.

Pri modeliranju smo uporabili t.i. ve¢parametrsko linearno regresijsko metodo (ang. multilinear
regression), ki poda razmerje med uporabnisko definiranimi lastnostmi (t.j. odvisne
spremenljivke; LOAEL) in setom uporabnisko izbranih deskriptorjev (neodvisne
spremenljivke; fizikalno-kemijski in bioloski deskriptorji NM). Rezultat metodoloskega
pristopa je prikaz lastnosti [P] serije snovi (izbrani NM) z ve¢parametrsko linearno ekspanzijo
preko deskriptorjev snovi [Xjj], doti¢nih snovi [j] (izbrani NM), in doti¢nih molekularnih
deskriptorskih konstant [i]:

P =ay+X;a;x;; (1),



12
Cebela, J. Urejanje podatkov o vplivih nanomaterialov na encime za ... raéunalniiko modeliranje.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehni$ka fakulteta, Oddelek za biologijo, 2016

kjer koeficienti a; opisujejo obcutljivost lastnosti na podan i-ti parameter.

Izhodni podatki (ang. output) vkljudujejo kvadrat korelacijskega koeficienta R?, vrednost F za
regresijo in standardno deviacijo regresije s?, kjer vrednost R? blizje 1 pomenijo vecjo
korelacijo med modelom in opisno lastnostjo (LOAEL).

Program poda graf, na katerem znacilnosti NM padejo med pozitivnimi vrednostmi 0si X
(eksperimentalni tok) in osi y (izracunani tok). Prikazana premica je idealna pozicija, ko
deskriptorji popolnoma opisejo odvisno spremenljivko. NM, Ki leZijo na premici oziroma blizu
nje, so dobro opisani z ra¢unalnigkim modelom oziroma imajo R? blizu 1, kar predstavlja, da je
njihova izrac¢unana vrednost LOAEL blizu dejanski eksperimentalni vrednosti LOAEL.
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4 REZULTATI
4.1 Obdelani podatki encimskih testov vpliva NM na aktivnost BChE

Izdelana podatkovna baza vpliva NM na encim BChE iz organizma E. caballus iz serije
poskusov Skupine za nanobiologijo in nanotoksikologijo, Katedre za zoologijo, Biotehniske
fakultete, Univerze v Ljubljani.

4.2 Vrednosti  adsorpcijskih  koncentracij nanomaterialov in inhibitornih koncentracij
nanomaterialov encima butirilholinesteraze

Koncentracija BChE v razli¢nih paralelkah poskusov ni bila enkaka, saj SOP narekuje merjenje
zacetne encimske aktivnosti pred izvedbo vsakega posameznega poskusa (z metodo po
Ellmanu, 20-minutna kineti¢na aktivnost). Kon¢no testno koncentracijo BChE v reakcijski
mesanici (RM) smo uravnotezili glede na rezultat izvorne aktivnosti BChE, kar pomeni, da je
bila stopnja aktivnosti BChE enaka, primerljiva med paralelkami poskusov vpliva NM na
encim. V primeru TiO2 96 so izvorne koli¢ine encima ustrezale naslednjim volumnom encimske
mesanice (5 EE/mL BChE v 1 mL K-P pufra) in sicer: (i) 1,95 uL, (ii) 2 pL, (iii) 2,15 pL.
(Opomba avtorja: razlog, da koncentracija encima ni navedena v ug/mL je, da proizvajalec ne
navaja mase BChE v liofiliziranem prahu z veé¢jo natanénostjo, kot vsebnost BChE >10%.)

Slika 1 prikazuje stopnjo adsorpcije BChE na NM TiO: 96, odvisne od koncentracije TiO2 v
pg/mL, ter aproksimacijsko krivuljo za ustrezajoCe podatke, izrazeno v programski opremi

®  Adsorpeija BChE
|— Siomoidna aproksimacija|

100 - u
-~

80 .

€0 -

B

20— -

Adsorbcija BChE na NM [%]

0

I L I ! I I ! | . ] : I
_ -0.5 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 o
Slika 1: Primer razprSenega grafa adsorpcije butirilholinesteraze (E. caballus) na TiO, 96 z aproksimacijsko

sigmoidno krivuljo narejeno z uporabo funkcije od doze odvisnega odgovora (ang. dose response). Koncentracija
TiO> 96 je izrazena kot logaritem [log(png/mL)]. N=3, prikazan interval napake predstavlja standardno napako
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OriginPro 2016 b9.3.226 z uporabo funkcije od doze odvisnega odgovora. Rezultat je podan
kot koncentracija NM, pri katerem NM adsorbira 20% ali 50% ali 80% BChE (ECao/s0i80). Na
horizontalni osi so podane logaritmirane vrednosti koncentracije TiO2 96 v ug/mL. Vertikalna
os pa predstavlja adsorpcijo encima na NM, izrazeno v %. Enak postopek je bil izveden za
izracun inhibitornih vrednosti 1C2os0/80. Pri vseh testih koncentracije NM niso dosegle iskanega,
od doze odvisnega odgovora. Vendar sigmoidna aproksimacija omogoca predvidevanje
vrednosti EC, ki so izven obmocja testiranih koncentracij NM, pri ¢emer je stopnja zaupanja
tovrstnih podatkov manj$a. Ocena kakovosti predvidevanih vrednosti EC je podana kot
primerjava vrednosti EC za polni razpon podatkov vrednosti EC s slike 1 z vrednostmi za delni
razpon podatkov (od 72% do 100% adsorpcije BChE), na primeru za TiO2 96. Razlika med
koncentracijama je predstavljena tudi kot delez od koncentracije TiO2 96 pri 100% adsorpciji

(pregl. 1).

Preglednica 1: Razlika med dejanskimi in predvidevanimi vrednosti EC, absolutna razlika in razlika v %, izraZzena
na delez celote

ECax ECso ECso
Polni razpon podatkov [pg/mL] 0,8166  3,6794 16,5789
Delni razpon podatkov (72-100%) [pug/mL] 3,7656  8,3320 17,4362
Razlika [pg/mL] 2,9490 4,6526 0,8573
Razlika v % celote 4,05 6,40 1,18

Legenda: ECaos0i80: adsorpcijska koncentracija NM pri 20% / 50% / 80% adsorpciji BChE na NM

4.3 Viabilnost celi¢ne linije MG-63 po izpostavitvi NM, ovrednoteno s testom viabilnosti
MTT

Slika 2 prikazuje viabilnost celic trajne celi¢ne linije MG-63 po 24-urni izpostavitvi NM, na
primeru GO, ovrednotene s testom viabilnosti MTT. Na podlagi rezultatov smo izvedli
statisti¢ni t-test (dvo-vzorcno, z upoStevanjem enakih varianc), s katerim smo vrednotili
statisti¢no znacilne razlike v primerjavi z negativno kontrolo (stopnja zaupanja 0,05).
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Slika 2: Viabilnost (predstavljena kot delez negativne kontrole) celic trajne linije MG-63 po 24-urni izpostavitvi

GO pri razliénih koncentracijah, ovrednoteno s testom viabilnosti MTT. Stevilo ponovitev: n=3, interval napake

predstavlja standardni odklon.

Preglednica 2 prikazuje primer analize podatkov vpliva NM na celice MG-63, pridobljenih s
testom MTT. Z uporabo t-testa smo dolo¢ili najnizZjo koncentracijo NM (poudarjena vrednost
na pregl. 2), pri kateri je viabilnost celic statisti¢no znacilno razli¢na od negativne kontrole (pri

stopnji zaupanja 0,05), t.i. LOAEL.

Preglednica 2: Obdelani podatki za viabilnost celic testa MTT

Koncentracija GO Viabilnost MG-63 SD t-test

PK 0,5mM H;0; 0,00348508 0,006578 5,34E-10
NK 1 0,112439395 1

10 pg/mL 1,336964 0,021514 0,001002
25 pg/mL 1,464169 0,164558 7,97E-05
50 pg/mL 1,621433 0,115099 1,34E-06
100 pg/mL 1,827053 0,100987 1,71E-08
250 pg/mL 1,484208 0,292392 0,000189

Legenda: PK — pozitivna kontrola (dodatek H20,); NK — negativna kontrola (dodatek gojis¢a); MG-63 — trajna
celi¢na linija (¢loveski osteosarkom); SD — standardni odklon. Odebeljena vrednost 10 pg/mL predstavlja LOAEL.
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4.4 Rezultati testa viabilnosti celic in lastnosti NM, pripravljeni za statisticno obdelavo

V preglednici 3 so zbrani podatki karakterizacije NM, rezultati encimskih testov in testa MTT
(LOAEL), ter so urejeni skladno s sledeco analizo korelacije.

Preglednica 3: Zbrani in preradunani podatki za ve¢parametersko linearno regresijsko metodo

NM OZNAKA LOAEL  Struktura Primarna ZP ZP RM
(ng/ml) velikost (nm)  MilliQ
CB NMO01 10 1 20 -32 -33
GO NMO02 10 2 1 -35 -33
CNT NMO3 250 2 40 -21 -50
TiO21 NMO04 N/A 3 10 4,5 23,7
TiO, 70 NMO05 N/A 3 6 -27,7 -29,4
TiO, 84 NMO06 100 4 20 17,90 -21,8
TiO, 85 NMO7 25 4 20 15,6 -31,6
TiO»89 NMO08 100 3 35 -25,4 -34,9
TiO, 96 NMO09 50 3,5 70 -14,3 -35,1
TiO,97 NM10 50 4 10 -33,3 -26,1
TiO2110 NM11 50 4 10 -12,9 -40,1
TiO,111 NM12 100 4 10 -8,8 -36,8
NM EC20 EC50 EC80 IC20 IC50 1C80
(ug/m)  (ug/ml)  (pg/ml)  (ug/ml)  (ug/ml) (ng/ml)
CB 0,12894 0,67034 3,48484 0,12369 0,44782 1,62138
GO 0,00042 0,02912 2,00761 0,26159 4,76957 86,9629
CNT 2,41672 35,1872 512,3217 3,79567 26,73097 188,2526

TiO21 82,42592 200,2982 486,7325 13,39392 43,41397 140,7185
TiO. 70 0,58002 82,41589 11710,53 2,39748 244,1995 24873,35
TiO2.84  314,3016 688,6017 1508,654 277,5117 768,6595 2129,054

TiO. 85  481,4617 763,9184 1212,082 736,25 1950,174 5165,6
TiO.89 45,3251 196,2118 586,5848 83,10995 240,2292 694,3821
TiO296 0,8166 3,67944 16,57891 0,81382 4,86042 29,02818

TiO2 97 30,9176 151,108 738,5319 8,15925 135,9356 2264,727
TiO2110 16,39162 82,56148 415,8466 16,77642 75,06328 335,858

TiO2111  25,61752 138,4899 748,6846 13,67052 85,46618 534,3225

Legenda: NM — nanomaterial; LOAEL — ang. lowest-observed-adverse-effect level, statisti¢no znacilno razli¢na
viabilnost od negativne kontrole pri najman;jsi koncentraciji NM; Struktura: 1 —amorfna, 2 — kristali¢na, 3 — anataz,
3,5 —rutil in anataz, 4 — rutil; ZP MilliQ — zeta potencial v vodi ¢istosti tipa I; ZP RM — zeta potencial v reakcijski
zmesi; EC — koncentracija NM pri dolo¢enem % adsorpcije BChE (20%/50%/80%); IC — koncentracija NM pri
dolo¢enem % inhibicije BChE (20%/50%/80%)
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4.5 Analiza korelacije med fizikalnimi in bioloskimi deskriptorji ter biolosko lastnostjo
nanomaterialov

Nanomateriali so opisani s $tirimi fizikalnimi deskriptorji — DF (primarna velikost, ZP v
MILLIQ, ZP v RM ter kristalna struktura NM) in Sestimi bioloSkimi deskriptorji — DB (ECxo,
ECso, ECgo, 1C20, ICs0, 1Cg0). Bioloska lastnost je predstavljena kot LOAEL, ovrednotena S
testom MTT.

Prvo stopnjo pri izdelavi modela predstavlja izracun kvadratov korelacijskih koeficientov (R?)
med posameznimi deskriptorji in lastnostjo (pregl. 4). Pri postavitvi modela se je izkazalo, da
NM 12 (TiO2 111) pokvari opisno zmoznost statisticnega modela, zato smo ga ovrednotili kot
t.i. ubeznika (ang. outlier) in ga posledi¢no izkljucili iz nadaljnje obdelave (sl. 3). Slika 3
prikazuje oceno kakovosti predvidnega linearnega regresijskega modela za posamezne NM.
Bolj kot je model natancen, blizje toc¢ka lezi tocka posameznega NM diagonali kvadranta, Ki
predstavlja R? v vrednosti 1.

Pet oznaenih deskriptorjev (pregl. 4; odebeljena pisava) predstavlja osnovo za postavitev
linearne regresijske funkcije, ki omogoca izratun koncentracije NM pri LOAEL.

Preglednica 4: Kvadrati korelacijskih koeficientov (R?) med posameznimi deskriptorji in lastnostjo LOAEL

Oznaka Deskriptor R?

DFO1 primarna velikost 0,0014
DFO02 ZP v MilliQ 0,0745
DFO03 ZPVvRM 0,1114
DFO04 struktura 0,6712
DB05 EC20 0,3016
DB06 EC50 0,4079
DBO7 EC80 0,4380
DB08 IC20 0,3481
DB09 IC50 0,4965
DB10 1C80 0,4809

Legenda: DF — fizikalni deskriptor; DB — bioloski deskriptor
Postavljena linearna funkcija:

LOAEL = 8,2911 — 1,3090 X DF04 + 0,3628 X DB06 —
0,5671 x DB07 — 0,1327 x DB09 — 0,2511 X DB10 ...(2),

Korelacijski koeficient med tako izra¢unano lastnostjo in eksperimentalno vrednostjo je R? =
0.7450 (sl. 3).
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Slika 3: Prikaz primernosti opisnega modela LOAEL (ang. calculated LOAEL — izra¢unane vrednosti) za
posamezne nanomateriale (NM), primerjano z dejanskimi vrednostmi LOAEL (ang. experimental LOAEL —
izmerjene vrednosti)

Odraz odstranitve ubeznika NM04 so nove vrednosti deskriptorjev in ustrezajocih korelacijskih
koeficientov (pregl. 5).

Preglednica 5: Odstranjen ubeznik NM04 in ponovno izra¢unani faktorji korelacije za posamezne deskriptorje

Oznaka Deskriptor R?

DF01 primarna velikost 0,0302
DF02 ZP v MilliQ 0,2552
DFO03 ZP vRM 0,0634
DF04 struktura 0,8326
DB05 EC20 0,5757
DB06 EC50 0,6873
DBO07 EC80 0,6283
DB08 1C20 0,4851
DB09 IC50 0,6035
DB10 IC80 0,5228

Legenda: DF — fizikalni deskriptor; DB — bioloski deskriptor

Izkazalo se je, da je DF04 (struktura NM) edini smiselni izmed fizikalnih deskriptorjev.
Preostali trije (primarna velikost, ZP v MILLIQ, ZP v RM) niso pokazali korelacije med njimi
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in LOAEL, zato smo jih izkljucili iz nadaljnje obdelave. Za nadaljnjo izdelavo modela smo
primerjali razliéne kombinacije fizikalnega deskriptorja DF04 in bioloskih deskriptorjev.
Vrednost R? blizje 1 predstavlja najprimernej$o kombinacijo za izraéun modela (pregl. 5;
DF04).

Preglednica 6: Kombinacije bioloskih deskriptorjev s fizikalnim deskriptorjem.

Fizikalni Bioloski R2

DF04 DB05 0,8568
DF04 DB08 0,8347
DF04 DBO05, DB06 0,9239
DF04 DB08, DB09 0,8570
DF04 DBO05, DB08 0,8690
DF04 DBO05, DB06, DB08, DB09  0,9673

Legenda: DF04 — fizikalni deskriptor struktura NM; DB — bioloski deskriptor

Konéni model rac¢unalnisko izratunane bioloske lastnosti (LOAEL) ima obliko:

LOAEL = 7.8016 — 1.2922 x DF04 + 0.6086 X DB0S —
1.0062 x DB06 — 0.3166 x DB08 + 0.6492 x DB09 (3,
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Slika 4: Prikaz primernosti opisnega modela LOAEL (ang. calculated LOAEL — izracunane vrednosti) za
posamezne nanomateriale (NM), primerjane z dejanskimi vrednostmi LOAEL (ang. experimental LOAEL —

izmerjene vrednosti) z odstranjenima ubeZnikoma, ter upoStevane najbolj primerne kombinacije bioloskih

deskriptorjev in fizikalnega deskriptorja strukture NM s korelacijsko vrednostjo R?=0,9673



21
Cebela, J. Urejanje podatkov o vplivih nanomaterialov na encime za ... raéunalniiko modeliranje.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehni$ka fakulteta, Oddelek za biologijo, 2016

5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 Razprava

V nalogi smo proucevali povezavo med fizikalno-kemijskimi lastnostmi NM, vplivom na
encim BChE iz organizma E. caballus ter vplivom NM na viabilnost celi¢ne linije MG-63 in
vitro. Ugotovili smo, da posamezne lastnosti NM nimajo enakega doprinosa k vplivu NM na
celi¢no linijo, prav tako dobljenega rac¢unalniSskega modela ni mogoce posplositi na vse
testirane NM. Na podlagi celokupnih rezultatov naloge zakljucujemo, da je ve¢parameterski
linearni regresijski model z uporabo bioloskih deskriptorjev adsorpcije in inhibicije BChE v
prisotnosti NM primerno orodje za hitro in ugodno analizo in oceno strupenosti NM (sl. 4).

5.1.1 Priprava in obdelava podatkov

Postavitev ra¢unskega modela za izraun potencialne strupenosti NM zahteva ¢im obseznej$o
bazo eksperimentalnih podatkov. Zajem le-teh je bil opravljen na osnovi baze eksperimentalnih
rezultatov vpliva NM na AChE in BChE razli¢nega izvora (adsorpcija encimov na NM in
inhibicija delovanja encimov). Vsi poskusi so bili opravljeni v Skupini za nanobiologijo in
nanotoksikologijo, Katedre za zoologijo, Biotehniske fakultete, Univerze v Ljubljani, pod
enakimi eksperimentalnimi pogoji SOP, torej so bili rezultati medsebojno enakovredni,
primerljivi in zdruzljivi. Baza podatkov, zajetih v analizo diplomskega dela, je tako obsegala
rezultate poskusov, opravljenih na dvaindvajsetih razli¢cnih NM ter Sestih encimih.

5.1.1.1 Ustvarjanje baze podatkov iz locenih baz poskusov in pregled podatkov

Vsak par NM — encim je bil eksperimentalno ovrednoten v okviru ve¢ izvedenih poskusov
(razliéni izvajalci ter Cas izvedbe). Pri nekaterih poskusih so se testirane koncentracije NM
prekrivale, pri drugih pa dopolnjevale. Oba primera lahko interpretiramo kot ugodna za namen
diplomskega dela, saj to pomeni bodisi visjo stopnjo zaupanja podatkov (povprecenje vrednosti
ve¢ poskusov in ponovni izracun standardne napake), bodisi ve¢ji razpon testiranih koncentracij
NM, kar omogoca bolj natan¢no sliko vpliva NM na encim.

Prvi korak obdelave rezultatov je predstavljal natancen pregled vseh opravljenih testov vpliva
NM na encima AChE in BChE razli¢nih izvorov (preg. 7). Na osnovi tega smo se za nadaljnjo
analizo omejili zgolj na encim BChE, izoliran iz konjskega seruma (E. caballus), saj je bilo na
tem encimu izpeljanih najve¢ poskusov vpliva NM na inhibicijo encima in adsorpcijo encima
Primernost uporabe tega nabora podatkov je v skladu tudi z ve¢ parametrskim linearno
regresijskim racunalniskim modelom, ki zahteva vnos popolnih nizov podatkov (brez
manjkajocih podatkov na kateremkoli nivoju). To je bil nadaljnji razlog za dodatno omejitev
koli¢ine podatkov, Stevilo testiranih (analiziranih) NM na kon¢nih 12, saj nekateri NM niso bili
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Preglednica 7: Nabor delcev in testiranih encimov zaéetne podatkovne baze

NM NM s testiranim encimom
CB CB E. electricus AChE

CB Eritrocitna AChE

CB E. caballus BChE

CB D. melanogaster AChE
GO GO E. electricus AChE

GO Eritrocitna AChE

GO z BSA E. electricus AChE

GO E. caballus BChE

GO D. melanogaster AChE
CNT CNT E. electricus AChE

CNT Eritrocitna AChE

CNT z BSA E. electricus AChE

CNT E. caballus BChE
C60 Ceo E. electricus AChE

Ceo Eritrocitna AChE

Ceo D. melanogaster AChE
SiO2 SiO2-NH: E. electricus AChE

Si02-COOH E. electricus AChE
SiO; E. electricus AChE
SiOz E. caballus BChE

Au AuCi3 E. electricus AChE
AuCi4 E. electricus AChE
AuCis E. electricus AChE

TiO2 TiO2 1 E. caballus BChE

TiO2 70 CCA 100 E.caballus BChE
TiO2 84 E. caballus BChE
TiO2 85 E. caballus BChE
TiO2 89 CCA 200 E.caballus BChE
TiO2 96 E. caballus BChE
TiO2 97 E. caballus BChE
TiO2 110 E. electricus AChE
TiO2 110 E. caballus BChE
TiO2-PVP 111 E. electricus AChE
TiO2 111 E. caballus BChE

Ag Ag 29 E. electricus AChE

BSA BSA E. electricus AChE

Legenda: Ceo— fuleren, SiO, — ND silicijevega dioksida, AuC — zlati ND s plas¢em citronske kisline, Ag — srebrovi

ND, BSA — goveji serumski albumin,
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testirani na BChE, medtem ko je bil razpon testiranih koncentracij nekaterih drugih NM
premajhen za potrebe uporabljenega modela oziroma zeljenih izsledkov (izra¢un EC/IC20/5080).
Izbira enega samega encima je bila klju¢na tudi v okviru predpostavljenih ciljev diplomske
naloge; pri izbiri dveh encimov bi obravnavali manjse Stevilo testiranin NM. Slednje bi se
najverjetneje odrazilo v racunalniSkem modelu z bolj natan¢no analizo (kot posledica vecjega ,
Stevila vkljucenih deskriptorjev (Cherkasov in sod., 2014), vendar tega ne moremo z gotovostjo
predvideti. Potrebno je poudariti, da zaradi omejitve s koli¢ino podatkov visoka natanc¢nost
modela ne predstavlja prednosti za namen dosega Zeljenega cilja diplomskega dela, t.j. za prikaz
povezav med fizikalno-kemijskimi lastnostmi NM in vplivom NM na aktivnost izoliranih
encimov holinesteraz v primerjavi s prikazom teh povezav z manj natanénim modelom, Ki
zajema vec razli¢nih testiranih NM.

5.1.1.2 Vrednosti EC/1C20/50/80

Iz podatkov o stopnji inhibicije aktivnosti encima in adsorpcije BChE na razlicne NM smo
izraCunali vrednosti 1C2os0/80 (inhibicija) in ECaoisois0 (adsorpceija) za vsak testirani par NM-
encim (sl. 1). Te vrednosti predstavljajo bioloski deskriptor NM. Kljub podatkom, zdruzenih iz
ve¢ razli€nih poskusov, pri dolo¢enih NM testirane koncentracije niso dosegle zadostnih
vrednosti, t.J. razpona koncentracij, ki bi zajemale celotno obmocje inhibicije ali adsorpcije od
0% do 100%, oziroma za namen izbranega obsega od 20% do 80%. Program OriginPro 2016
omogoca predvidevanje vrednosti EC/IC2o5080 manjkajo¢im podatkom navkljub, torej smo
lahko pridobili manjkajo¢e vrednosti z ustrezno ekstrapolacijo podatkov. Posledi¢no je
potrebno lo¢iti dva tipa predvidevanih vrednosti. V prvem primeru eksperimentalni podatki
vpliva NM na encim obsegajo razpon koncentraciji NM na adsorpcijo ali inhibicijo od
katerekoli stopnje do 100% adsorpcije oziroma inhibicije (primer v: pregl. 1; popolni razpon
podatkov, uporabljen za namen ocenitve kakovosti predvidnega sistema in iz njega ustvarjen
delni razpon podatkov adsorpcija od 72% do 100%). Razvidno je, da program ustrezno predvidi
vrednosti pri manjkajocih podatkih (npr. pri nizu podatkov za zadnjih 28%, t.j. od 72 do 100%
adsorpcije za TiO2 96). Predvidena vrednost ECz, kljub veliki oddaljenosti od dejanskih
podatkov, ostaja v istem velikostnem razredu kot EC2o vrednost pri polnem razponu podatkov,
dejanska predvidena koncentracija EC2o (3,7656 pg/mL) pa bi na sigmoidni aproksimaciji s
polnim razponom koncentracij NM ustrezala vrednosti ECz4. lzkazalo se je torej, da so
predvidene vrednosti EC/IC v takem primeru manjkajoc¢ih podatkov ustrezne.

Drugi primer manjkajoc¢ih podatkov je, ko vrednosti vpliva NM na inhibicijo encima ali
adsorpcijo encima na NM ne dosezejo 100% oziroma 80%. To predstavlja problem za namen
predvidevanja vrednosti na osnovi ekstrapolacije eksperimentalno pridobljenih podatkov, saj je
izraun predvidenih vrednosti EC/IC v veliki meri odvisen od vodoravnih asimptot sigmoidne
krivulje (nastavitve programa OriginPro 2016). Slednji skupaj s podatki oblikujeta sigmoido,
ki napove vrednosti EC/IC. Mesto spodnje asimptote dolo¢imo za 0%, saj vedno obstaja tako
nizka koncentracija NM, da je vpliv na encim neobstoje¢. Idealna pozicija zgornje asimptote bi
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bila pri 100% inhibiciji encima ali adsorpciji NM na encim, vendar je potrebno poudariti, da
brez eksperimentalnih dokazov ni mogoce preprosto ekstrapolirati te stopnje in trditi, da doti¢ni
NM dejansko lahko inhibira ali adsorbira BChE do te stopnje. Postavitev zgornje asimptote na
zadnjo eksperimentalno dolo¢eno vrednost (t.j. koncentracijo NM) se lahko odrazi v popaceni
obliki sigmoidne krivulje (pozicija izmerjenih podatkov je precej oddaljena od krivulje).
Podatke za vrednosti EC/IC v takih primerih smo dobili s prilagajanjem vrednosti zgornje
asimptote med zadnjo izmerjeno vrednostjo in 100%, tako da je ¢im ve¢ izmerjenih adsorpcij
pri dolo¢enih koncentracijah ustrezalo krivulji. Predvidenim vrednostim, ki leZijo dlje kot za
vrednost 10% od zadnje izmerjene vrednosti, pripiSemo Ze mo¢no zmanj$ano stopnjo zaupanja
(upoStevamo pri analizi, sl. 6 — upostevane zgolj EC/ICxs0). Kot posledica tega
predpostavljamo, da vrednosti EC/ICgo obravnavanih zdruzenih podatkov za izbrane pare
testiranin NM in BChE vec¢inoma niso neposredno dovolj kakovostne za uporabo kot bioloski
deskriptor pri izgradnji racunskega modela. Kakovostne in primerne postanejo, ko z dodatnimi
poskusi (eksperimentalno testiranje vpliva na encim) to potrdimo.

5.1.1.3 Testiranje viabilnosti in vitro s testom MTT in vrednost LOAEL

Za vzpostavitev encimskih testov kot bioloskih deskriptorjev NM je potrebno vkljuéiti dodatni
pokazatelj vpliva NM, kot biolosko lastnost — lastnost, ki jo racunski model predvideva
(Montgomery in sod., 2012). Za ta namen smo izbrali vpliv NM na celi¢ni kulturi MG-63
(humani osteosarkom). Izbrani test viabilnosti MTT po 24-urni izpostavitvi celic NM in vitro
poda rezultat prezivetje celic, primerjano glede na negativno kontrolo (dodatek celi¢nega
gojis¢a namesto suspenzije NM, sl. 2). Za opis bioloske lastnosti NM smo izbrali koncentracijo,
pri kateri se viabilnost izpostavljene skupine statisti¢no znacilno razlikuje od te pri negativni
kontroli (Lewandowski in sod., 2003). Za namen statisticne analize smo uporabili t-test (dvo-
vzoréno, z upostevanjem enakih varianc, s stopnjo zaupanja 0,05, pregl. 2) in oznacili statisti¢no
znacdilno razli¢en rezultat viabilnosti pri najmanjsi koncentraciji NM kot LOAEL (pregl. 2).

Viabilnost celi¢ne linije MG-63 pri nekaterih NM se je po izpostavitvi povecala v primerjavi z
negativno kontrolo (sl. 2, pregl. 2). Interpretacija nepri¢akovanega vpliva NM (CB, GO, TiO2
84) na povisano viabilnost celic v primerjavi s kontrolno skupina presega okvire obsega
diplomskega dela in hkrati ni potrebna za razumevanje rezultatov uporabljene racunalniske
analize. Predpostavljamo, da pride do pojava t.i. hormetskega ucinka, kjer nizka koncentracija,
pri vi§jih dozah strupenih snovi, povzroci stimulativen uc¢inek (Mytych in sod. 2016). Pri vseh
zgoraj nastetih NM smo zabelezili zmanjs$an ucinek pri visjih koncentracijah (pregl. 2), izgine
ali celo se celo prevesi v negativen vpliv NM na viabilnost MG-63. Za namen diplomskega dela
smo kot biolosko lastnost NM dolo¢ili LOAEL, pri katerem smo upostevali prve koncentracije
NM, kjer je bil ucinek statisticno znacilno razli¢en od tega pri celicah negativne kontrole.
Zakljucujemo, da je stimulativni u¢inek lahko posledica lastnosti NM.
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5.1.1.4 Pomen izbranih-fizikalno kemijskih in bioloskih deskriptorjev za analize z
racunalniskimi modeli

Primarne fizikalno-kemijske lastnosti NM (oblika, velikost, povrSina, kemijska sestava) in
sekundarne lastnostih, ki se oblikujejo v suspenziji (povrSinski naboj, hidrodinamska velikost),
dolo¢imo s pomocjo kombinacije razli¢nih metodoloskih pristopov. Poleg transmisijske
elektronske mikroskopije (TEM) in meritev dinami¢nega sipanja svetlobe (ang. dynamic light
scattering, DLS) za ovrednotenje velikosti NM in njihovih skupkov v suspenziji, so meritve ZP
ene izmed najpogosteje uporabljanih metod za dolocanje lastnosti NM. S slednjo metodo
ovrednotimo posredni naboj na povrSini NM; in obe lastnosti (hidrodinamski radij in povrSinski
naboj) sta posledica lastnosti okolja, v katerem so NM suspendirani, kar bistveno vpliva na
interpretacijo rezultatov (Murdock in sod., 2008).

5.1.1.5 Pomen izbranih metodoloskih pristopov za vrednotenje vpliva NM na bioloske sisteme

V okviru in vitro in in vivo pred-klini¢nih in klini¢nih $tudij vpliva NM na bioloske sisteme se
pogosto uporabljajo standardni testi strupenosti (Hussain S.M. in sod. 2005), torej enaki
metodoloski pristopi kot za testiranje vpliva konvencionalnih kemikalij. Tako vrednotenje je
pogosto neustrezno, saj se z manjso velikostjo delcev na nivoju nano-dimenzij ustvarjajo nove,
edinstvene lastnosti (nano-specifi¢ne lastnosti; Becker in sod. 2011, Lynch in sod. 2014), ki ne
dovoljujejo neposrednega ugotavljanja njihovih lastnosti na podlagi lastnosti kemikalij ali
materialov ve¢jih dimenzij. Hkrati tako proizvajalci NM kot tudi avtorji Stevilnih Studij pogosto
podajo le primarne fizikalno-kemijske lastnosti NM, kot so velikost in kemijska sestava, in
lastnosti v suspenziji (hidrodinamski radij, povrSinski naboj), in tudi lastnosti NM v stiku s
kompleksnim bioloskim okoljem (Monopoli in sod., 2012). Obenem Stevilo S§tudij
strupenostnega ucinka NM in vitro ter in vivo strmo naraséa, vendar informacije o taki
kombinaciji lastnosti, ¢etudi sistemati¢no in natan¢no pridobljene, ne podajo celotne slike o
bioloski reaktivnosti NM. Eden najvecjih izzivov nanotehnologije in nanobiologije je najti
povezavo med vrednotenimi ucinki. Z uporabo t.i. bioloskih deskriptorjev NM, kar je npr.
njihova encimska aktivnost, smo ponudili enega od nacinov za ustvarjanje mostu med podatki
o primarnih in sekundarnih lastnostih NM in njihovi strupenosti.

5.1.2 Vecparametrska linearna regresijska metoda

Z vec¢parametrsko linearno regresijsko metodo smo dolo¢ili kvadrate korelacijskih koeficientov
R? med posameznimi deskriptorji in lastnostjo LAOEL (pregl. 4). Vkljuéili smo stiri fizikalno-
kemijske deskriptorje (DF01-04) in Sest bioloSkih deskriptorjev (DB05-10). Na podlagi prve
analize smo en tip NM, t.j. TiO2 111, odstranili iz analize kot ubeznika (ang. outlier) (pregl. 4).
Razvidno je, da izmed deskriptorjev izstopa deskriptor 4, t.j. struktura NM. Za ostale fizikalno-
kemijske deskriptorje pa smo izra¢unali vrednosti R? pod 0,111. Slednje lahko razlozimo za
vsak posamezni deskriptor, in sicer (i) primarna velikost: kljub temu, da je visoka reaktivnost
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NM posledica njihove majhnosti, v primeru obravnavanega nabora NM z deskriptorjem
primarne velikosti ni mogoce razloziti razlik med reaktivnostjo, saj so vsi NM bolj ali manj v
istem velikostnem razredu, (vsaj v eni dimenziji). (ii) vrednosti ZP za vse NM, ovrednotene v
reakcijski zmesi za encime, v negativnem obmocju (-21,8 do -50 mV), razen TiO> 1, Kkar je
ponovno premajhna variacija za razlago razlik med LOAEL. Kljub ve¢ji variaciji vrednosti ZP
v MilliQ pa je le-ta manj relevantna, saj takoj ko NM pridejo v stik z bioloskim okoljem, nase
vezejo proteine t.j. nastanek proteinske krone (Cedervall in sod., 2007), in lahko pride menjava
oziroma odcepljanja ligandov, kar bistveno vpliva na vrednost ZP NM; v obravnavanem
primeru to pomeni, da so vrednosti v relevantnem, kompleksnem bioloskem okolju bolj
primerljive med posameznimi tipi NM (Monopoli in sod., 2012).

Pet deskriptorjev z najvedjo vrednostjo R? (pregl. 4) smo uporabili za postavitev zacetne
linearne regresijske funkcije, ki poda izracun vrednosti LOAEL. Vrednost korelacijskega
Koeficienta med izra¢unanim in dejanski LOAEL je pri tej funkciji R?=0,7450. Na grafu
korelacije (sl. 3) med eksperimentalno dolofenim in izraunanim LOAEL za to linearno
regresijsko funkcijo vidimo da NMO04 (t.j. TiO2) lezi dale¢ od diagonale med osema, katera
predstavlja idealno pozicijo, ko je R?=1 in ra¢unalniski model idealno izra¢una LOAEL. Mozna
razlaga za slabo napovedano vrednost LOAEL za NMO04 je lahko, ker pri modelu ni bila
upostevana vrednost ZP v reakcijski zmesi, Kjer je ta delec imel zelo izstopajoco vrednost. Ob
odstranitvi NM04 in ponovnim izratunom R? med deskriptorji in LOAEL, smo deskriptor
DFO04 (struktura NM) potrdili kot edini smiselni fizikalni deskriptor z R?=0,8326 (pregl. 5). Za
dolo¢anje konéne oblike modela smo najprej primerjali vrednosti R moznih kombinacij DF04
z bioloskimi deskriptorji (Montgomery in sod., 2012). Kombinacija z najvisjo vrednostjo R?se
je izkazala v primeru ECoos0 in 1Coos0, kar ni presenetljivo, saj so bile vrednosti EC/ICgo
predvidevane s programom OriginPro 2016 s sigmoidno aproksimacijo, in ne eksperimentalno
dolocene, kot je Ze interpretirano v poglavju 5.1.2. Konéni model z upostevano strukturo NM
in EC/ICz0550 ter z ustrezajogo vrednostjo R?=0,9673 tako predstavlja izjemno dober predvidni
model za to bazo podatkov.

Izkazalo se je, da je zastavljeni sistem za hitro ocenitev oziroma izra¢un vpliva NM na celice
primeren za tovrstno analizo predvidevanja bioloSkega vpliva NM na osnovi fizikalno-
kemijskih in bioloskih deskriptorjev. Izmed dvanajstih analiziranih NM smo z uporabo
veCparameterskega linearnega regresijskega modela analizirali deset NM z visoko natanénostjo
predvidevanja. Primer ubeznika bi bilo mogoce pojasniti z dodatnimi opisi/lastnostmi NM, ki
bi jih vkljuéili med fizikalno-kemijske deskriptorje, kot je na primer povrSinska modifikacija
NM, saj ta klju¢no vpliva na interakcije NM z bioloskimi sistemi (Murdock in sod., 2008).

Uspesnost uporabljenega raunalniSkega pristopa za predvidevanje vpliva NM na bioloske
sisteme smo potrdili tudi na osnovi bolj okrnjenega Stevila podatkov (npr. DF04 z DBO0S in
DBO06 oziroma ECzo in ECsp; pregl. 5).
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Razvidno je, da v vsakem primeru ob uporabi bioloskega deskriptorja pove¢amo uspesnost
racunskega modela.

Zaklju¢ujemo, da je uporaba vrednotenja adsorpcije NM na BChE in inhibicije aktivnosti
encima v prisotnosti NM ustrezna in zelo ugodna kot bioloski deskriptor pri modeliranju, saj
tako enostavno opiSemo in zajamemo kompleksne lastnosti NM, mehanizme interakcij NM z
encimi, vklju¢no s spremembo aktivnosti encima in posledi¢nega vpliva na celice z eno
vrednostjo, brez potrebe specificne definicije in natanénega razumevanja mehanizmov vsakega
posameznega obravnavanega dela.

5.2 SKLEPI

e Stopnji adsorpcije encima na NM in inhibicije delovanja encima v prisotnosti NM vsaj
deloma narekuje njihov vpliv na celice.

e Vrednotenje aktivnosti encimov holinesteraz v kombinaciji s primernim ra¢unalniskim
modelom in upostevno strukturo NM predstavlja ustrezni bioloski deskriptor NM.

e Najvecjo korelacijo med vplivom na encimsko aktivnost BChE iz organizma E.
Caballus (adsorpcijo encimov na NM in inhibicijo) in vrednostim LOAEL ima struktura
NM (vrednost R?=0,8326).

e Vzpostavitev in upoStevanje standardnega operacijskega postopka (SOP) je izjemno
pomembno in uc¢inkovito orodje za zagotavljanje dolgoro¢ne in enostavne primerljivosti
eksperimentalnih rezultatov vpliva NM na bioloske sisteme.

e 7 uporabo bioloskih deskriptorjev NM je mogoce enostavno opisati in upostevati
kompleksne lastnosti NM v racunalniSkim modelih, vkljuéno z morebitnimi
nepojasnjenimi mehanizmi delovanja NM in vpliva posameznih lastnosti NM.

e Z dodelanim rac¢unalniskim modelom, uporabo bioloskih deskriptorjev NM in zajetne
podatkovne baze lahko hitro, ekonomiéno in z dovolj$no natan¢nostjo ocenimo kvarni
uc¢inek NM na bioloske sisteme (npr. strupenost).
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6 POVZETEK

V diplomskem delu smo predpostavili, da je mogoce z ustrezno kombinacijo fizikalno-
kemi¢nih lastnosti NM in izbranim bioloSkim deskriptorjem t.j. spremenjena stopnja encimske
aktivnosti BChE ob prisotnosti NM, vzpostaviti enostaven, a natan¢en racunalniski model za
opis vpliva NM na bioloske sisteme (npr. celice v kulturi in vitro).

Z izdelavo baze podatkov o poskusih vpliva NM na aktivnost encimov holinesteraz smo poleg
izboljSanja kakovosti rezultatov zaradi zdruzevanja ve¢ poskusov dobili pregled nad podatki in
si omogo¢ili preprosto izbiro primernih nizov podatkov za vzpostavitev rac¢unalniSkih modelov,
npr. ve¢parameterska linearna regresijska analiza.

Z izratunom adsorpcijskih in inhibitornih koncentracij NM na aktivnost BChE iz organizma
E.caballus pri stopnjah zmanjSane aktivnosti ali adsorpcije 20%, 50% in 80% (t.j. EC/I1C20/50/80)
smo na podlagi razpolozljivih nizov podatkov dobili ustrezne bioloske deskriptorje za izbran
racunalniski model. Kot fizikalno-kemijske deskriptorje smo uporabili bodisi dostopne
podatke, navedene s strani proizvajalcev, bodisi eksperimentalno ovrednotene lastnosti NM (ZP
v vodi in reakcijski zmesi za encime).

LOAEL (ang. lowest-observed-adverse-effect level) smo izbrali kot odvisno spremenljivko, t.j.
lastnost, ki jo racunalniski model ve¢parameterske linearne regresijske analize predvideva na
osnovi vnesenih podatkov. t.j. fizikalno-kemijskih in bioloskih deskriptorjev. LOAEL smo
izrazili na podlagi eksperimentov na humani celi¢ni liniji in vitro po 24-urni izpostavitvi
izbranim NM, ovrednoteno s testom celi¢ne viabilnosti MTT. Z uporabo t-testa kot statisticnega
orodja smo poiskali najnizjo koncentracijo, pri kateri je vpliv NM statisti¢no razli¢en od
negativne kontrole (t.i. LOAEL).

S podatki o strukturi NM, primarni velikosti NM, vrednosti ZP v MilliQ in RM in vrednostim
EC/1C20/50i80 smo vzpostavili racunalniski model (veCparameterska linearna regresijska analiza)
za izraun vrednosti LOAEL in ga nato z odstranitvijo ubeZnikov in izbiro optimalne
kombinacije fizikalno-kemicnih in bioloskih deskriptorjev izboljsali do kon¢ne natan¢nosti
modela s korelacijsko vrednostjo R?=0,9673.

Potrdili smo predpostavko povezave med fizikalno-kemijskimi lastnostmi NM in vplivom NM
na aktivnost izoliranih encimov holinesteraz. Poleg tega smo pokazali, da z vkljucitev bioloskih
deskriptorjev EC/IC izbolj$a natan¢nost modela, torej zakljucujemo, da inhibicija encimov v
prisotnosti NM vsaj deloma narekuje njihov strupenostni vpliv na celice. Vrednotenje
aktivnosti encimov holinesteraz se je izkazalo kot ustrezni bioloski deskriptor pri vrednotenju
bioloskega uc¢inka NM na celice v kulturi z racunskimi modeli.
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