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Ku biomechanike bunkovych membran

Angela Ottovd, Bratislava

1. Uvod

Biomechanika je najstarSia oblast biofyziky. Predmetom jej vyskumu je vplyv mecha-

nickych zdkonov na biologické systémy a odpoved tychto systémov na mechanické vplyvy
prostredia. Nie je preto Ziadnym prekvapenim skutoénost, Ze biomechanické vedecké
prace patria do raného obdobia histdrie vedy, lebo aj mechanika charakterizuje prva
fazu vyvoja fyziky. Biomechanika je uzko spéta s fyzioldgiou a anatémiou a spolu
s tymito vedami sa aj v minulosti vyvijala [1, 5, 9, 13].
Podobne, ako to plati pre iné vedné discipliny, podnietili rozvoj biomechaniky najmi
dva dinitele: tvoriva zvedavosf — zdrava tuzba po novom poznani a ucelovy vyskum,
podmieneny spologenskymi potrebami. Tieto dve tendencie, ktoré sa vzajomne dopliiaju,
mozZno v biomechanike zretelne pozorovat. V tejto suvislosti treba spomenut vyskum
kibového mechanizmu zvierat, pohyb hmyzu, $§tidium mechaniky pohybu &ervov a vela
dalsich swadii z oblasti dynamiky pohybu v ZivocCiSnej risi a statiky zvierat a rastlin.
Tieto prace mali v minulosti velky vyznam pre rozvoj biomechaniky. V poslednom
obdobi sa zaraduju do vyskumu v oblasti biomechaniky také ulohy, ktoré su tizko spité
s biomedicinskou problematikou a dal§imi vyskumnymi smermi orientovanymi na
biologické piostredie. V tejto suvislosti treba spomenut prudky rozvoj hemoreoldgie
a vyskum biomaterialov pre medicinsku techniku [2, 10, 12]. V neposlednej miere sa
biomechanika zasliZila aj o rozvoj telovychovného lekarstva.

V minulosti, najmi v obdobi 60. rokov doslo k rozvoju bioniky, s ¢im suvisi uplat-
fiovanie biologickych konstrukénych principov v technickej praxi. Slovo bionika vzniklo
spojenim slov ,,biolégia‘“ a ,technika‘ na kongrese v Daytone (USA) v roku 1960
a predstavuje realizaciu pradavnej snahy Tudstva pri technickych kons$trukciach hladat
vzory v prirode. Rozvoj bioniky podnietil okrem iného aj vyvoj mechaniky lietania
a plavania, ako aj nicktoré zakladné uvahy o biostatike. Biomechanika nie je len ,,me-
chanika pre bioldgiu a medicinu®, ale je uplatnenim zakonitosti tejto fyzikalnej disci-
pliny na v8etky procesy prebiehajuce v Zivych systémoch, so vistkymi ich zvlastnostami.
Treba vychadzat zo skutoénosti, Ze funkéné Struktury biologického systému podliehaju
evoluénému optimalizacnému procesu, ktory sa zasadne li§i od optimalizacie v technic-
kych vedach. Konstrukiér navrhne na zaklade technickych parametrov a vedomosti
urdité zariadenie, prepodita a teoreticky overi jeho funkcieschopnost a neché ho postavit.
I ked skusenosti ziskané pri prvom modeli moZno uplatnit na konstrukciu vylepSeného
typu zariadenia, predsa je pocet spitnovdzbovych prepojeni zanedbateIne maly v porov-
nani s reproduk&nymi cyklami biologickych systémov. V Zivych systémoch prebieha
pomocou varidcie a selekcie pribliZenie sa optimalnej hodnote v nepredstaviteIne velkom
pocte genericii. Tento biologicky optimalizaény proces je neporovnatelne pomalsi nez
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technicky optimalizaény proces. Na rozdiel od vyvoja technickych zariadeni a pristrojov
sa tzv. dcérska generdcia v bioldgii neudi zo skisenosti rodiovskej generacie, ale len
mierne modifikuje niektoré jej vlastnosti. Z hladiska biomechaniky st prekvapivé kon-
Strukéné rieSenia vysledkom evoluéného optimalizaéného procesu v Zivej prirode.
Biologické druhy, o ktorych nahodnosti mozZno diskutovat, podliehali v jednotlivych
geologickych obdobiach optimalizaénému procesu, samozrejme za predpokladu, Ze sa
ich Zivotné podmienky nezmenili rychlejSie, neZ sa mohlo realizovat prispdsobenie
sa tymto faktorom prostredia.

Zvlastnostou biomechaniky rastlin a zvierat su dalej aj hierarchické funkéné Struk-
tlry biologického systému. Existuji vzajomné funk&né pri¢innosti, ktoré siahaji od mo-
lekuldrnej tirovne aZ po uroveii celého organizmu a niekedy e$te dalej. Ku komplexu
tychto otazok patri napr. zataZenie kostrového systému Zivo¢ichov na zéklade $pecifickej
konstrukcie kosti, dalej je to problematika adaptacie Cervenych krviniek podmienkam
kivného rietidta na zaklade Specialnych viskoelastickych vlastnosti krviniek, ktoré si
dané molekularnym zloZenim bunkovej membrany [6, 8], a mnohé dalsie. Biomechanika
vyzaduje $tadium skimaného objektu — urditej biologickej Struktiry, a to z hladiska
jeho postavenia v biologickom systéme ako celku [3, 4, 6, 7, 8, 11].

Hierarchicka §truktira Zivého organizmu ma eSte jeden dal§i fyzikalny dosledok.
Zatial ¢o v mechanike kontinua st definované fenomenologické vlastnosti, ktoré moZno
odvodit zo Statistického rozdelenia Castic, v biologickych systémoch sa uplatiiuji mole-
kularne organiza¢né principy, ktoré sa neriadia zdkonitostami mechaniky kontinua.
Mechanické vlastnosti bunkovej membrany nemozno odvodif z vlastnosti rozhrania
zloZeného zo zmesi lipidov a bielkovin, ale ich moZno vyjadrit ako lokalne velidiny,
ktorych velkost v §tudovanom mieste je dand funkéne podmienenym lateralnym pohybom
membranovych zloZiek. VSetky vymenované vlastnosti biologickych systémov vedu
k dalsej zvlastnosii biofyzikalneho vyskumu, ktorad sa uplatiiuje v biomechanike: je to
problematika pouZitia fenomenologickych veli¢in v zavislosti od volIby velkosti biolo-
gickych podsystémov. Opravnenie pouZitia tychto parametrov sa tyka najmé viskozity,
pruZnosti biologickych materialov, ale aj nemechanickych parametrov, ako su dielektric-
ka konstanta, koncentracia, teplota a dalsie.

V dal$om sa pokusime pribliZif niektoré aspekty biomechaniky membran, vychadzajuc
z vlastnych pokusov s Eervenymi krvinkami [6, 8, 11].

2. Mechanika bunkovych membran

2.1. Viskoelastické vlastnosti bunkovej membrsiny

Pri biomechanickej analyze bunkovej membrany moZno jasne vy&lenit hranice mecha-
niky kontinua, ked sa hovori o takych parametroch, ako su modul pruzZnosti v tahu,
viskozita, alebo ked sa zavedu pojmy ako neutrilna plocha pri ohybani materialu. Tieto
parametre moZno v mechanike bunkovych membran povazZovat za efektivne veli€iny,
ktoré st per definitionem zavislé od nameraného efektu, t. j. od pouZitej meracej metddy.

Na zéklade uz diskutovanej molekularnej $truktiry bunkovych membran mozno
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kvalitativne vypovede o ich mechanickych vlastnostiach zhrnuf do nasledovnych, nami
navrhnutych téz [6, 8, 11]:

— Hrubku membrany (6—10 nm) nemoZno takmer vdbec ovplyvnif pri mechanickom
zataZeni membrany. Hribka zavisi od molekuldrneho zloZenia membrany a fazového
stavu lipidov.

— Vzijomnu vzdialenost membranovych molekdl a ich individudlny povrch uréuja
elektrostatické a Van der Waalsove sily. Tieto sily moZno $pecificky ovplyvnit
prostredim, v ktorom membrana existuje. Priebeh vzdjomnych interakcii pri konstant-
nej teplote sa viac podoba typu pruznych deformacii ocele neZ kauGuku.

— Rozne membranové molekuly, ale najmé lipidy moZno v hrubom pribliZeni aproxi-
movat pomocou valcov alebo kuzelov, pricom na vrchole kuZela moZno umiestnit
polarnu hlavi¢ku alebo tzv. lipofilni chvostikova &ast molekuly. Usek membrany,
ktory sa sklada blavne z kuzelovitych typov molekul, sa vyznacuje tzv. ,,aktivnym‘
zakrivenim, t. j. bez napétia. Membranové zakrivenie si moZno predstavit i na ziklade
zmeny plo$ného povrchu jednej z dvoch membranovych monovrstiev, analogicky
bimetalickému efektu (,,bilayer-couples‘‘-model) [11].

— Zmena priestorového rozloZenia jzdnotlivych typov membranovych molekil pod-
miefiuje deformaciu membrany Smykom, priCom sa zachovava konStantny objem
vnatorného prostredia uzatvoreného membranou, ak ide o uzavreté membranové
Struktury, ale zaroveri aj konStantny povrch membrany [6, 8]. Tento proces je do
uréitej miery brzdeny tzv. cytoskeletilnym systémom, ktory predstavuje akusi
cytoplazmatickt podpornu kostru membrany.

Meranie mechanickych vlastnosti bunkovej membrany siaha od pouZitia molekular-
nych metdd az k fenomenologickym pokusom zmeny tvaru buniek pri pdsobeni uréitého
napitia. Napr. signaly elektronovej spinovej rezonancie (ESR-metéda) spinovych znag-
kovanych molekul alebo rozne fluorescenéné merania poskytuju informacie o rotaénych
diftznych koeficientoch tychto molekil v membranach. Pomccou tychto koeficientov
mozZno s urlitym pribliZenim vypoéitat viskozitu a fluiditu Studovanej membrany. Este
stale existuje pochybnost o tom, ¢i znatkované molekuly skutoéne poskytuji charakte-
ristické signaly esencidlnych membranovych molekul a &i snimané signaly nepredstavuja
urité $pzcifické membranové oblasti, napr. oblasti najvyssej fluidity, v ktorych sa
membranové sondy prednostne zabudovavaju. V tejto suvislosti vznika otazka o feno-
menologickom vyzname nameranych parametrov membran. Vysledky ziskané réznymi
fyzikalnymi metédami potvrdzuju zakladné postulaty, ktoré boli odvodené na zaklade
poznatkov o §trukture biologickych membran. Bunkova membrana je takmer neroztaZi-
telna na rozdiel od membrany gumy, ktord na ucet svojej hriibky pri prisnej konstant-
nosti fiou uzavretého objemu dokaZe zvacsit svoj povrch pri izotropickom roztahovani.
Tento proces je graficky znazorneny na obr. 1. Rozne meracie metddy poskytuju rozne
vysledky. Metddou nasdvania Tudskych Cervenych krviniek moZno ziskat pre modul
pruZnosti membrany hodnoty v intervale 7,3 . 10° az3,0 . 107 N . m™?, zatial o merania
zataZenia krviniek pridenim davaja podIa literatury [3, 4, 6] pre modul pruznosti hodno-
ty radove 103 N. m™ 2, Odhad modulu pruZnosti membrany z fyzikalneho hladiska
vzhladom na molekuldrnu membranova $truktiru je radove 108 N . m~ 2. Tieto rozdiely
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nazorne demonstruji zloZitost definicie mechanickych parametrov supramolekularnych
Struktur a v neposlednej miere aj ich merania.

Vysledky zdvisia od spésobu a miery membranového zataZenia poCas merania [3, 6,
10, 11, 12]. Okrem toho je aj fyziologicky stav bunky po&as pokusu déleZitym faktorom,
na ktory nemozno zabudat, ako sme sa presved¢ili vo vlastnych pokusoch s Tudskymi
Cervenymi krvinkami [6, 8, 11].

Hranica pretrhnutia membrany je velmi nizka. Za normalnych fyziologickych pod-
mienok ,,in vivo* moze dojst len k 0,01%nému roztiahnutiu membranovej plochy.
Membrana sa trha pri plo§nom roztiahnuti pod 29 [6, 8, 11]. Membranu moZno napnut
na hranicu prasknutia pomocou vnitorného tlaku, ktory je nizsi nez 100 Pa. Tento tlak
mozno dosiahnuf osmotickym rozdielom tlakov asi 4. 10~ 5 osmol. dm~3/1 osmol. dm ™3
zodpoveda osmotickému tlaku idealneho roztoku nedisociovanej latky pri koncentracii
1 mol. dm™3 [5].

r _‘__ Obr. 1: Roztiahnutie pldch. Parametre predf¥enia ey
| 11 F a g, st logaritmicky nanesené pre rdzne hodnoty sil Fy,
L § X F, pri konStantnej energii prediZenia.

Y
£x. £y= konst.

material s ploSnou zmenou

————— material s nepatrnou plo§-
nou zmznou (bunkovad membrana)

—+—+—.—.— C{iary ohraniujice defor-
maciu pri zachovani kon§tantnej plochy

—= |n £y
o
[=
g

— ln ex

Zmeny v osmotickej reguldcii kompenzuje bunka len zmenou svojho tvaru, a nie
membranovym roztahovanim. Na druhej strane stabilizaciu bunky voCi osmotickym
zmenam moZno dosiahnuf ur&itymi prisadami v kultirnych médidch pri pestovani
tkanivovych kultur [5].

Relativne nizorni deformaciu Smykom mozno demonstrovat na Tudskych Eervenych
krvinkach. V prudiacom prostredi s rychlostnym gradientom moZno pozorovat pomo-
cou viditeInych membranovych znaciek (napr. tzv. Heinzovych teliesok) rotaény pohyb
membrany okolo bunky [3, 4]. Tento proces sa vystiZzne nazyva ,,fenomén tankovej
retaze (obr. 2a). Ako vidno z obrazka, tento proces sa realizuje pri bikonkidvnom
sploStenom tvare &ervenej krvinky. Aj u krvinky, ktora je fixovana na pevnom podklade,
mozno tento fenomén potvrdif. Ked je fixa¢na plocha dostatoéne velka, vali sa bunka
s pevnym bodom pri miernom bo€nom prudeni a zostdva v dosiahnutej polohe i po
odstraneni sily. Ak je fixaéna plocha veImi mala, dokonca bodov4, membrana ju doslov-
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ne ,,obtecie‘‘. Schopnost preSmykavania membrany zavisi od jej fyziologického stavu,
ako sme sa presvedcili aj v naSich pokusoch [3, 4, 5, 6, 11] (obr. 2b, c).

Obr. 2. Smykové prestivacie membrany

™
ElI e g ‘ a e é 6 Tudskych &ervenych krviniek pri zachovani
o = "' O O G

e /o) konStantného povrchu.
S0ms a Fenomén ,,tankovej refaze — pohyb na
—_— a membranu fixovanych Heinzovych teliesok

(@) ako membranovej znalky vo vzfahu ku
@ C:\JD volnému Heinzovmu teliesku (0) v &ervenej
krvinke nachédzajicej sa v pradiacom
I 1 “ prostredi s uritym rychlostnym gradientom.
Cm - Cﬁj - Obrazky predstavuja sériu postupne za sebou
nasledujucich situacii (prekreslené podlIa [4]).
l | {l b, ¢ Membranovy pohyb zviditeIneny po-
C:b ! mocou laserom indukovaného, ozna&eného
d bodu na bunkach s réznou fixaénou plochou
na pevnej podloZke pri dodasnom prudeni

b c (=) (prekreslené podIa [3]).

2.2. Membranova mechanika a tvar bunky

Moderné tedrie tekutej mozaikovej Struktiry bunkovej membrany a jej dynamiky,
ktoré st podmienené i zlozkami cytoskeletalneho systému, vytvaraju komplikovany
obraz membranovej mechaniky [5, 6, 8, 11, 13]. Na obr. 3 st schematicky zn4dzornené
moZné mechanizmy aktivnej, t. j. bunkou riadenej membranovej deformacie. Tieto
koncepcie nepredstavuju alternativne hypotézy, ale nadobudaju platnost pri rdoznych
procesoch. Mo6zZu sa dokonca vyskytovat i vo vzajomnych kombinaciach. PovaZovat
cytoskeletalnu koncepciu za analégiu pohybu sistavy sval — kost (sval predstavuje
cytoskelet, kost predstavuje membranu) je uréite nerealistické. Na druhej strane bol
jednoznaéne dokazany vplyv cytoskeletalneho systému na mozaikovu §truktiru bunko-
vej membrany, ktory sa m6Ze odohravat na zaklade mechanizmov na obr. 3b, c.

BliZSie rozoberieme nami navrhnutu koncepciu tuhych Struktirnych zloZiek membra-
ny [6, 8, 11]. Ak predpokladame, Ze membranovy element s plochou 4 ma modul
ohybania D; a je lokalizovany v membrane s modulom ohybania D,, potom moZno
vypoclitat zmenu energie AE, ktora je dané rozdielom energie ohybania tohto elementu
v oblasti so zakrivenim K a v oblasti rovinnej membranovej plochy podla vztahu

) AE=AD° 1—22 K?.
2 D,

Vo vieobecnosti veli¢ina D vyjadruje energiu ohybania pdvodne rovinnej plochy vzhla-
dom ku zakriveniu K. U Tudskych &ervenych krviniek dosahuje hodnotu 107!% az
10719 7.

Tuhé (rigidné) plo§né elementy s modulom ohybania D, > D, budu vytla€ané z ob-
lasti silného membranového zakrivenia AE > 0 — obr. 4. Vo vieobecnosti mozno
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povedat na zaklade vysledkov naSich pokusov [6, 8, 11], Ze diftiziou sa vytvara $tatisticky
rovnomerné rozdelenie membranovych zloZiek v zmieSanych fazach. Tomu zodpoveda aj
ich rozdelenie na ploche membrinovej mozaiky za predpokladu, Ze tieto zloZzky nemaji
zniZenu pohyblivost v ddsledku cytoskeletalneho systému. Posun membranovej zlozky
mozno predpokladat len v takych pripadoch, ked je rozdiel energie AE vacsi ako stredna
energia fondnov kyT (kde kg je Boltzmannova konStanta, T ie teplota). Rovnica (1)
vyjadruje vo vieobecnosti 4E ako funkciu modulu ohybania D, velkosti plochy 4 a za-
krivenia K. V oblasti $picatych vybeZzkov echinocytov (jedna z foriem &ervenych krvi-
niek), ktoré maju priemer asi 50 nm, t. ). K = 4. 10’ m~?, dosiahne uZ &astica s prie-
merom 20 nm hodnotu AE > kzT, a bude teda efektivne vytladend z oblasti silného
zakrivenia (obr. 4 a obr. 5). V membranovej oblasti, ktord sa vyznaCuje priemerom
zakrivenia 2 um, t. j. K = 10° m ™!, musi mat tuhy (rigidny) membréanovy utvar priemer
radove aspofi v mikrometroch, aby bola splnend podmienka AE > kyT. Ked sa takyto
utvar rozpadne, zmen$i sa priemer, ¢im AE < kgT bude pod kritickou hodnotou
a zlozky pdvodného rigidného utvaru sa Statisticky rovnomerne rozloZia po celej mem-
branovej ploche, nezavisle od membranového zakrivenia [6, 8, 11].

cytoskeletalna
hypoteéza

hypotéza

aktivneho zakrivenia
- vyvolaného —

dvojvrstvou

-vyvolaného
c .zakrivujdcimi —_— Obr. 4. Vytlacanie zloZiek so
zvy$znou ohybovou tuhostou

zlozkami .
(tzv. rigiditou) z oblasti silne
zakrivenych membran.

hypotéza
d struktdrnych —=
zloziek membrany

Obr. 3: McZné mechanizmy aktivnej membranovej defor-
macie.

MozZno predpokladat, Ze vzijomné vztahy medzi membranovym zloZenim a membra-
novym zakrivenim ovplyviiuji procesy tvorby tenkych bunkovych vyliaCenin, tzv.
spikul, ktoré maji vyznam pri bunkovom kontakte. Ked predpokladdme, Ze zakrivenim
podmienenad separacia ploSnych faz spdtne vedie k vytvoreniu ohybove labilnych
membranovych oblasti, mdZeme postulovat vznik mechanickych nestabilit, ktoré
podmiertiuju vyliaCenie ¢asti bunkovej membrany smerom von. V tomto procese zohrava
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cytoskeletalny systém tlohu regulatora plo$nej mozaiky alebo ulohu ohybového stabi-
lizitora membranovych oblasti s réznou tuhostou (rigiditou). V sucasnosti, v experi-
mentélnej praxi overujeme platnost tychto pracovnych hypotéz [6, 8, 11].

Zaujimavym problémom membranovej dynamiky je geometricky tvar Cervenych
krviniek, ktorych polymorfizmus je znazorneny na obr. 5. Na rozdiel od gumovej lopty,
ktora pri zmen3eni objemu zmeni svoj tvar z gulovej formy na monokonkavnu pohériko-
vitu formu zvani stomatocyt, [udska &ervena krvinka nadobuda za fyziologickych pod-
mienok spontidnne bikonkdvnu formu zvanu diskocyt [6]. Tento geometricky tvar sa
vyznaduje miniméalnou energiou ohybania za predpokladu homogénnych membrano-
vych $truktdr, ako sme vypoditali z vysledkov vlastnych pokusov [8, 11]. ZloZitejsi
vyklad vyZaduje reverzibilni zmena tvaru krvinky na echinocyt (tzv. morska hviezdica)
alebo stomatocyt. V sticasnosti existuju dva pracovné modely, ktoré vysvetluji tieto

gulovy tvar v
hypotonickych
roztokoch

spontanne zmeny
tvarov vo

tyziolog. roztokoch

echinocyt diskocyt stomatocyt

B O zmena tvarov

E L4
A & vonkajsimi silami

c D

Obr. 5: Polymorfizmus [udskych Cervenych krviniek.

A — vretenovity tvar vyvolany striZnou silou,

— valcovy tvar v uzkych kapilarach,

— roztiahnuty tvar vyvolany tangencialnym trecim napétim pri bodovej fixacii na podloZke,
— polygonalny tvar pri najtesnejSom uloZeni krviniek v sedimente,

— mikrosferulacia pri zohriati nad 49 °C.

mgNw

zmeny tvaru [11]. Na ziklade nerovnomerného rozdelenia membranovych domén
s roznym stuptiom tuhosti (rigidity) mozno formulovat hypotézu tzv. rigidného modelu
(,,rigidity-pattern* model) [11]. Alternativny model tvori koncepcia tzv. dvojvrstvového
spojenia (,,bilayer-couples* model). Tato hypotéza vysvetluje dynamiku spominanych
troch tvarov &ervenych krviniek pomocou zakrivenia, priom dochiddza k rozdielnemu
roztiahnutiu plochy vniitornej a vonkajiej membianovej monovrstvy (v rdmci pripustnej
hranice <2%). Tieto dve monovrstvy vytvarajui spoloéne membranovua dvojvrstvu. Je to
jav podobny bimetalickému efektu [11].
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3. Zaver

V stcasnosti sa venuje problematike mechaniky biologickych membran znaéna pozor-
nost v celosvetovom meradle, lebo je to jeden z hlavnych smerov biofyzikalneho vysku-
mu na molekularnej a bunkovej Grovni. V predloZenej praci sme diskutovali vysledky
naSich pokusov a pracovnych hypotéz z oblasti biomechaniky Tudskych &ervenych
krviniek.
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