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1. STAV PROBLEMATIKY INTERAKCE BIOLOGICKE
MEMBRANY S NANOCASTICI

Burika je oddélena od okolniho vodného prostiedi fosfolipidovou dvojvrstvou
bariérou - biologickou membranou. Funkci bunééné membrany je ochrana
vnitiku bunék pted vnéjSim prostiedim a udrzeni kontrolovanych podminek v
bunééném cytosolu. Fosfolipidova dvojvrstva obsahuje proteiny, cholesterol a
lipopolysacharidy, umisténé uvnité biologické membrany nebo na jejim
povrchu [1 - 3]. VSechny tyto slouCeniny, které jsou soucasti lipidové
membrany, zaji$t'uji, aby burnika reagovala na vnéjsi prostiedi a komunikovala
s jinymi bunikami. Na zaklad¢ této komunikace mezi buitkami a bunécnym
prostiedim jsou pies fosfolipidovou membranu transportovany Ziviny. Mensi
a nepolarni molekuly, jako je kyslik, prochazeji pfes biologickou membranu
prostou difuzi. VEétsi a polarni molekuly (vCetné iontil) potiebuji pro transport

ptes biologickou membranu proteinovy nosic.

Obecné se velké makromolekuly vymeénuji mezi extracelularnim prostfedim a
bunéénym cytosolem prostfednictvim endocytézy a exocytdzy [4 - 5]. Tyto
mechanismy jsou ve veét§in¢ piipadd fizeny bunéénou membranou
prostfednictvim specifickych receptorti zprosttedkovavajicich interakei (napf.
klatrin, kaveolin, endocytoza zprostredkovana flotolinem) [4, 6 - 7]. Ukazalo
se, Zze mnanocastice mohou také prochazet bunécnou membranou
prostiednictvim endocytdzy (nebo exocytdzy), aniz by se ucastnily jakékoliv
specifické receptory zprostfedkovavajici interakci [8 - 11]. Lipidové
membrany jsou flexibilni a dvojvrstvy mohou byt deformovany diky adhezi
nanocastic na svém povrchu, coz vede k uplnému pohlceni nanocastice a jeji
kone¢né absorpci. Tento nespecificky pfijem nanoéastice byl také pozorovan
u vezikul, coz vypovida, Ze pfijem nanocastice do biologické membrany mtize

byt dosazen pouze obecnymi fyzikalné-chemickymi interakcemi [12].
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Obr. 1 - (A) lipozom s nano¢asticemi navazanymi na povrchu, (B) lipozom s nano¢asticemi
uvnitf lipidové dvojvrstvy. Vargas a Shon (2019) [13].

Pro ticely nasi prace jsou stavy lipozomi a nanocéstic kategorizovany do dvou
typi na zéklad¢ lokalizace nanoc¢astic v lipidové struktufe. Na obrazku 1A je
znazornén lipozom s nanoéasticemi, které ulpély na povrchu a na obrazku 1B
je vidét stav lipozomu, kde jsou nanocastice zaclenény uvnitf lipidové

dvojvrstvy.

Pii pouziti modelu navrzeného Helfrichem [14 - 15] pasivni proces pohlceni
nanocastice tvofi tfi energetické piispévky: adhezni energie v oblasti kontaktu
mezi biologickou membranou a nanogastici (Eapn), modul ohybu biologické
membrany (xb) a povrchové napéti biologické membrany (). Adhezni energie
prispiva k integraci nanocastice s biologickou membranou, zatimco odolnost
membrany bunék proti deformaci, charakterizovana tuhosti biologické
membrany v ohybu, brani procesu pohlceni. Za pfedpokladu, ze biologicka
membrana je bez piedpéti a zaroven tento proces pohani nespecificka adhezni
interakce, dochézi k pohlceni nanocastice, kdyz je adhezni energie dostatecna
k pfekonani energetickych bariér spojenych s ohybanim biologické membrany

kolem povrchu castice.



2. CILE DISERTACNI PRACE

V ptipad¢ nanocastic adsorbovanych na membranu, které siln¢ interaguji s
funkénimi skupinami lipid, byl vztah mezi vlastnostmi nanocastic,
vlastnostmi membrany a agregaci nanocastic rozsahle zkouman za pouziti
experimentalnich a simula¢nich metod. Ukazalo se, Ze interakce membrany s
nanocastici je mozné dobie popsat na zadkladé¢ ohybové tuhosti membrany,
jejiho lateralniho napéti a povrchové hustoty adhezni energie. V piipadé
nanocastic zabudovanych do hydrofobniho jadra membrany je situace zcela
odlisna. Stav téchto membranové zapouzdienych nanocastic byl zatim feSen
pomoci metod molekularni simulace a experimenti, které vétSinou zkoumaji
jenom jednu specifickou nanocastici nebo maly rozsah velikosti nanocastic.
Tyto simulace Casto poskytuji pouze kvalitativni data a vzhledem k naro¢nosti
vypoctl jsou provedeny pro jedno specifické slozeni membrany. Ve srovnani
s pfipady adsorbovanych nanocastic, pro zabudované nanocastice nejsou
definovany konstitutivni parametry piedstavujici silu interakce s membranou.
Proto hlavnim cilem prace je pochopit mechanismus interakce mezi
zabudovanou nanoc¢astici a membranou s ohledem na mechanické vlastnosti

membrany a geometrii nanocastice.
Specifické cile prace jsou:

1. Popsat vliv mechanickych parametri membrany pro stanoveni kritické

velikosti nanoc¢éstice zabudované do hydrofobniho jadra biomembrany.

2. Vysvétlit mechanismus interakci zprostfedkovanych membranou pfi

vzajemném pusobeni dvou nanocastic.

3. Vytvofit matematicky model a na jeho zaklad€ popsat vliv tvaru nanocastic

na jejich zabudovani do biologické membrany.



Vzhledem k rozmériim biologické membrany (~ 10 nm) jsme pro porozuméni
témto interakcim zvolili teoreticky pfistup zalozeny na matematickém
modelovani. Na rozdil od pfedchézejicich studii nevyuzivdme metod
molekularnich simulaci. Interakce nanocastice je popsdna na zaklade¢
deformacni energie membrany podobné, jak je tomu v piipad¢ absorbovanych
nanocastic. Definici energie syst¢ému membrana-nanocastice jsme museli
roz§itfit o deformacni energii uhlovodikovych fetézcu, diky niz popiSeme
naruseni jadra membrany nanocastici. Zakladnim predpokladem nasi prace je
stabilita komplexu nanocastice a biologické membrany urend minimem

celkové deformacni energie.



3. METODY ZPRACOVANI

Zakladnim predpokladem nasi prace je hydrofobicita povrchu nanocastice. Je-
li hydrofobni nanocastice uvedena do kontaktu s vodou, neni schopna zesilit
moznost vzniku vodikovych mistk. Pfi styku s vodou tak dochazi k
energetické penalizaci. V rdmci experimentalnich studii bylo pozorovano, ze
k zamezeni vzniku rozhrani voda-nanocastice mizZe dojit, kdyZz se dana
nanoCastice ptimo integruje s hydrofobnim jadrem lipidické membrény. V
ramci nasi prace jsme na zaklad¢ studia literatury identifikovali dva zékladni
mozné stavy topologie nanocastice a biologické membrany. V souladu s praci

Wi a kol. (2008) je oznacujeme nasledovné [16]:

1) NP-lipozomovy komplex (NP-L), kdy je nanocastice soucasti lipidové

dvojvrstvy,

2) NP-micelarni komplex (NP-M), kdy je nanocastice obklopena lipidovou

monovrstvou.

Pro konstrukci vypoctového modelu popisujiciho interakci biologické
membrany a nanocastice je nutno znat jak pfesnou geometrii nanocastice, tak
vlastnosti a strukturu membrany [1X]. Pfesné udaje o struktuie fosfolipidi a
konformaci jejich uhlovodikovych fetézcti v okoli nanocastice nejsou zatim
znamé z divodd obtizné analyzy semifluidnich struktur v nanometrovém
rozliSeni. Proto uvazovany model pouziva zakladni zjednodudujici

predpoklady:

1) Nanocastice je aproximovéana jako hydrofobni tuha sféricka Eastice o

poloméru Ryp.

2) Lipidova dvojvrstva je uvaZzovana jako rovinna vzhledem k velkému rozdilu

ve velikosti mezi nano¢astici a buiikou, piipadné lipozomem.



3) Lateralni napéti membrany je zanedbatelné z divodu velké plochy volné
membrany vuci interagujici nanocastici.

4) Z divodu symetrie problému piedpokladame, ze vnitini a vn&jsi lipidova
monovrstva se deformuji symetricky v blizkosti nanocastice zaclenéné do

lipidové dvojvrstvy.
5) Zabudovanim nanoc¢astice do membrany nevzniknou poruchy (vodni kapsy)
v olejovém jadru membrany.

6) Optimalni stav a optimalni geometrie je uréena minimem volné energie. Na
zékladé porovnani energii stavi NP-M a NP-L je mozné rozhodnout o

konfiguraci systému a popsat interakci nanocastice s biologickou membranou.

Obr. 2 — Geometrie NP-L a NP-M uspotadani. Reznickova a Daniel (2015) [V].

Dva hlavni typy deformace membrany zplsobené hydrofobni nanocastici jsou
hydrofobni nesoulad zptisobujici deformaci uhlovodikovych fetézcl (Gstretcn) @
ohyb membrény (Gpeng). Dale miizeme jesté uvazovat energii v disledku pfimé
interakce rozhrani mezi nanocastici a lipidy ve formé van der Walsovych sil
(Gadnesion) @ nelokalni natazeni membrany z divodu zmény v ploSe vnitini a
vnéjsi fosfolipidické monovrstvy (Gape). Celkova energie spojend s vlozenim
nanocastice do membrany je urcena jako prosty soucet vSech uvazovanych

energii: G = Gpena + Gstretch + Gadnesion + Gape
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PARAMETRY MODELU

Vsechny nase vypocty jsou zalozené na vhodné volbé jednotlivych parametrt
pouzitelnych v nasich vypoctovych modelech. Pii vypocltech vyuzivame jak
parametry zvolené autory predchozich publikaci, ale také rozsifené parametry

pouzivané pro naSe modely [I11, 1V].
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Tab. 1 — Zakladni parametry modelu podle Wi a kol. (2008) [16]

Parametr Oznacdeni Hodnota
Ohybovy modul K [KsT] 9
Tloustka monovrstvy d [nm] 13
Kompresni modul K [kKeTnm™?] 23
Spontanni kfivost monovrstvy Co[nm™] -1/16




Tab. 2 — Parametry pouZité pro citlivostni analyzu, Reznitkovéa a Daniel (2015) [IV]

Parametr Oznaceni Hodnota
Polomér nanodastice r [nm] 2
Vnitini kiivost Co [1/nm] 0
Kompresni modul K [keT/nm?] 23
Ohybovy modul &b [ksT] 9
Plocha lipidu ao [nm?] 0,724
Tloustka monovrstvy & [nm] 1,45
Délka lipidové membréany [nm] 30
Velikost elementu [nm] 0,2
Rozsah [nm] 0-10
Krok [nm] 0,25
Pocet elementti [-] 150




VLIV VELIKOSTI NANOCASTICE A MECHANICKYCH VLASTNOSTI
MEMBRANY

Nejprve jsme studovali vliv velikosti nano¢astice a mechanickych vlastnosti
membrany na zabudovani do membrany. Byl implementovan analyticky
model interakce nanoc¢éstice a biologické membrany, ktery nasledné slouzil

pro ovéieni vlastni metody optimalizace tvaru membrany.

Zakladnim piedpokladem feSeni analytického modelu NP-L je, Ze tvar profilu
deformace lipidové monovrstvy obklopujici nanocastici se sklada ze dvou
kruhovych oblouki s riznymi poloméry (Obr. 3) [I, VII]. Prvni ¢ast kopiruje
povrch nanocastice, zatimco v druhé ¢asti je stied kiivosti ur¢en souradnicemi
[a, b] vychéazejicimi z podminky kontinuity a hladkosti profilu. Hranice
odd¢lujici tyto dva oblouky je urcena thlem 8 (Obr. 3). Deformacni energie
se sklada z piispévku ohybové energie membrany Gpeng @ €nergie natazeni
uhlovodikovych fetézci Gstretch.

ZA
4la, b]

R

PN NN TN TN

LN o

N

: -ru< i and >—/\ P gy
Rwe My SO VAL A A R
‘,' “z ' WA \ AR \

Wiy

0 A L n r

Obr. 3 - Znazornéni axisymetrického problému - prifez vnéj$i monovrstvy obklopujici
nanoéastici. Daniel a Rezni¢kova (2014) [VII].



VLIV TVARU NANOCASTICE

Puivodni model interakce nanocastice a membrany piedpoklada sféricky tvar
nanocastice. Nanocastice ale mohou byt pfipravovany v Siroké skale tvart: od
sférickych tvart az po komplexni struktury s vybézky [17]. Do dnedni doby
byly studovany zejména interakce mezi sférickou nanocastici a membranou
[12, 16]. V nasi praci jsme dosavadni studie rozsitili o studium cylindrickych

nanodastic.

CNP-M CNP-L

Obr. 4 — Geometrie valcové nanocastice obklopené lipidovou membranou. CNP-M a CNP-L
oznacuje micelarni a lamelarni komplex fosfolipidi a nanocastic. Otahal a kol. (2019) [11].

Kvili jednoduchosti je energie CNP-L faze vyjadiena samostatné pro kulové
vrchliky a valec. Vliv sférickych vrchliki se bere jako energie sférické
nanocastice o poloméru r zaclenéné do lipidové dvojvrstvy, tj. uvazuje se
sféricka symetrie. Valcovy segment ma valcovou symetrii s nulovou druhou
hlavni kfivosti. Pfedpoklada se, Ze valcova nanocastice je umisténa uprostied

lipidové dvojvrstvy, tj. ob& monovrstvy jsou symetricky deformovany.

Obr. 5 - (A) Micelarni faze a (B) lamelarni faze valcové nano¢astice (CNP) a fosfolipidt. Prifez
je kolmy k podélné ose v oblasti valce valcové nanocastice. Otahal a kol. (2019) [11].
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VLIV INTERAKCE NANOCASTIC V BIOLOGICKE MEMBRANE

V ramci nasi studie jsme se zaméfili na specifické jevy, které¢ ukazuji, Ze
zpusob pfipravy lipidovych vezikul v roztoku 2 nm velkych nanoc¢astic zlata,
ovliviiuje ~ distribuci  nano¢astic v  biologické membrang. Jsou-li
fosfatidylcholinové lipidové vezikuly pfipraveny extruzi, tvofi nanocastice v
hydrofobnim jadru lipidové dvojvrstvy hustou monovrstvu (Obr. 6A).
Vezikuly ptipravené dialyzou obsahuji membranovou oblast s nanoc¢asticemi
a membranovou oblast bez nanod¢astic (Obr. 6B). V téchto vezikulech, tak
zvanych Janusovych vezikulech, se nanodastice pfitahuji a tvofi shluky v
membranovych oblastech, které jsou bohaté na nanoc¢astice. Dva stabilni stavy
nanocastic ve vezikularni membrané lze vysvétlit existenci energetické bariéry
mezi kondenzovanymi a oddélenymi nanocasticemi zprostfedkovanymi
biomembranou [18]. Cilem na$i studie je ovéfit tuto hypotézu na zakladé

odhadu energie biomembrany vyvolané redistribuci nanocastic [l, I11].

Tl

Obr. 6 - (A) Vezikuly pfipravené vytlaGovanim v piitomnosti nanogastic; nano¢astice v membrané
jsou odd€lené (separované). (B) Janustiv typ nanocasticovych-vezikularnich hybridd pfipraveny
dialyzou suspenze vezikul a nanocastic-dispergovanych detergentem; nanocastice v membrané jsou
kondenzované. Rasch a kol. (2010) [18].
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Dva klicové rezimy membranové deformace zptisobené hydrofobni inkluzi
jsou hydrofobni nesoulad zptisobujici deformaci hydroxykarbonovych fetézct
(natahovani / komprese) a ochyb membrany obou membranovych lipidovych

monovrstev (Obr. 6).

C=0

280

Obr. 7 — Geometricky model lipidové dvojvrstvy se dvéma vloZenymi nanogasticemi o poloméru
r ve vzdalenosti d. Tloust’ka fosfolipidového hydroxykarbonového fetézce v nenarusené rovinné
lipidové dvojvrstvé je oznacena &, Nanocastice vyvolavaji zmény lokalnich zakiivenich
dvojvrstvy C a zménu tloustky membrany v disledku deformace hydroxykarbonovych fetézct

-5
A=,

METODA POSTUPNYCH FLUKTUACI

Pro feSeni problému jsme vytvofili ptivodni metodu optimalizace, kterd vychazi
z principtt metody Monte Carlo simulované Zihani [19] a algoritmu Basin
Hopping [20] pro uréeni lokalniho minima. Tato metoda je inspirovana
principem tepelnych fluktuaci membrany, které zabezpeéi, Ze tvar biologické
membrany neni konstantni, ale osciluje kolem rovnovazného stavu [V]. Zaroven
fluktuace umoziuji membrané zaujmout nejefektivnéjsi polohu z pohledu
energie. Nasim zakladnim ptedpokladem je, Ze pii snizovani celkové energie
fluktuaci dochazi postupné k dosazeni tvaru membrany s globalné minimalni

energii podobné, jak je tomu v piipad€ metody simulovaného zihani.

12



Objektivni funkei je v nasem piipade celkova energie membrany, ktera je v
kontaktu s nanocastici. Zasadni nevyhoda stavajicich metod je, ze pii kazdé
zmén¢ pozice jednotlivych Ghli segmenti nebo pozice jednotlivych uzl
dochazi ke zméné globalnich charakteristik membrany, jako je jeji délka nebo

v piipadé uzaviené buiiky jeji objem.

Zésadnim bodem naSeho algoritmu je zavedeni fluktuace membréany. Pod
fluktuaci membrany chapeme lokaln€ omezenou deformaci, kterd neméni
celkovou charakteristiku membrany. Naptiklad v pfipad¢€, ze dojde v daném
uzlu ke zvySeni uhlu segmentu, musi v jiném bodé¢ membrany dojit k
reciproénimu sniZeni Ghlu tak, aby z-ova soufadnice prvniho a posledniho
bodu (okrajové podminky) zistala stejna. Algoritmus byl ptivodné vyvinut pro
uzavienou membranu, kde kromé zachovani spojitosti a velikosti plochy
membrany bylo nutno zahrnout také objem buiiky jako globalni okrajovou

podminku.

Al i

=

Obr. 8 - Schematické znazornéni zmény tvaru membrany pii vyuziti algoritmu postupnych fluktuaci.

13



START

Generuj vstupni Ghly
pro dané pozice uzld
min

Goid = Gpnin
Urti energii Ega

£
/ Nahodné vyber X segmentd /—Pi Zmén Ghel nahodné vybranych segmentl
¥

Dopoditej thel ndhodné vybranych segmenti

/_’ z vazané optimalizace energie, dodrieni ckrajovych
podminek a minimalizace energie metodou SLSQP
urci Epgy, 2apis novou geometrii Guey

/ Nahodné vyber ¥ segmentd

IZvoI nahodné &islo A z intervalu {0; 1)

NE Je potet krokli

Elitelny 1007

g

Bylo nalezeno
minimum v poslednich

ANO

Byla dosaiena
minimalini teplota?

KONEC

Obr. 9 - Vyvojovy diagram algoritmu postupnych fluktuaci.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE
SROVNANI RESENI ANALYTICKEHO A NUMERICKEHO MODELU

Pro ovéfeni metody vypoctu pomoci diskrétniho modelu jsme vyuzili popis
geometrie podle Wi a kol. (2008) v konfiguraci NP-L [16]. Z publikovaného
¢lanku jsme ziskali hodnoty energie pro lamelarni fazi s nanocéstici, a nasledné
je ovefili pomoci nami odvozenych vztah. Tvar membrany definovany
pomoci jednoduché geometrie na obrazku 3 jsme vyuzili pro vypocet energie
v naSem diskrétnim modelu. Jak je patrno z obrazku 3, numericky model

predikuje stejné hodnoty energie jako v pfipadé analytického popisu.

Nasledn¢ jsme vyuzili nasi ptivodni metodu optimalizace odvozenou z metody
Monte Carlo, metodu postupnych fluktuaci, pro uréeni tvaru membrany s
minimalni energii. Je vidét, Ze v daném piipad€ nas ptistup dava vyrazné nizsi
hodnoty energie a tim 1épe popisuje tvar membrany (Obr. 9). Relativni rozdil

v predikované energii systému je vEtsi pro nanocastice mensiho poloméru.

=[=9= NP-L analytical Wi, 2008 |
4004 A NP-L discrete, shape by Wi, 2008 Pt
@ NP-L MC shape E’

1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 rgy 35 Ferit 4.5
rnm]

Obr. 10 - Srovnani energie membrany pfi pouziti analytického a numerického modelu se stejnou
geometrii. Reznitkova a Daniel (2015) [V].
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Zakladnim nedostatkem piavodniho modelu Wi a kol. (2008) je predpoklad
jednoduché geometrie. Model Wi a kol. (2008) tak neumoziuje zahrnuti
deformace fetézcl v centralni ¢asti nanoc¢astice, coz jak ukazuji nase simulace je

kli¢ové pro snizeni celkové deformacni energie [16].

CITLIVOSTNiI ANALYZA METODY OPTIMALIZACE

Pro ovéfeni diskrétniho modelu a nastaveni parametra sit€ jsme uskutecnili
analyzu vlivu zmén vlastnosti sité¢ na vyslednou energii. Témito vlivy jsme
studovali problém separace dvou nanocastic v membran¢. Hodnotili jsme
nasledujici parametry:

- energii kondenzované faze, tj. faze kdy se obé nanocastice dotykaji;

- energii separované faze, tj. faze kdy jsou nanocastice natolik vzdalené, Ze se
navzajem neovliviiuji;

- vySi energetické bariéry mezi kondenzovanou a separovanou fazi;

- vzdalenost nanocastic pfi dosaZeni energetické bariéry.

Podle ocekavani jemna sit’ poskytla lepsi vysledky s ohledem na energii, tj.
niz§i energii. Simulace ukdzala, Ze rostouci hustota sité¢ konverguje k
optimalnimu feseni. Studie citlivosti dokazuje vynikajici konvergenci ve
viech sledovanych parametrech. S uvaZzenim ¢asové naro¢nosti a presnosti
jsme pro dalsi vypocty zvolili nasledujici parametry: délka membrany 30 nm

a pocet prvka 100.

Jak je vidét z obrazku 11, velkd délka elementu nadhodnocuje celkovou
energii, coz muze byt zptisobeno nepiesnosti v numerickém odhadu kfivosti.
Pti zvyseni poc¢tu elementti dochazi ke konvergenci energie a zaroven muzeme
konstatovat, ze pfi dodrzeni identické geometrie predpovida diskrétni model

stejné hodnoty jako model analyticky (Obr. 10).
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Obr. 11 - Energie na jednu molekulu v zavislosti na vzdalenosti nano¢astic, vliv po¢tu elementt.
Reznitkové a Daniel (2015) [V].
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Obr. 12 - Konvergence feieni se zvyiujicim se podtem elementti. Rezni¢kova a Daniel (2015) [V].

17



VLIV MECHANICKYCH PARAMETRU MEMBRANY NA KRITICKOU
VELIKOST NANOCASTIC

Dosavadni studie se zaméfuji zejména na popis interakce ruzné velké
nanocastice s membranou. Jak ukazal Wi a kol. (2008) je mozné na zakladé
matematického modelu vysvétlit a predikovat velikost kritického poloméru
nanocastice, ktery umozni udrzeni nanocéastice v lamelarni membrané [16].
Vlastnosti membrany jsou ale v tomto modelu povazovany za konstanty. V
nasi praci jsme se vénovali systematickému studiu vlivu vlastnosti membrany

na velikost kritického poloméru nanocastice.

Obrazek 13 shrnuje vysledky simulaci. Primirnim parametrem, ktery uréuje
velikost kritického poloméru je vlastni kiivost membrany. Zaroveti vidime, Ze
s rostouci ohybovou tuhosti membrany a zaroven klesajicim kompresnim

modulem roste kriticky polomér membrany.

Terit [DIN]

Obr. 13 — Vliv parametrii membrany na kriticky polomér. Reznitkové a Daniel (2015) [VI].
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Membrana s kladnou vlastni kfivosti (Co > 0) je schopna v lamelarni fazi zabudovat
nanocastice s polomérem mensim nez 5 nm (Obr. 5.10). S klesajici vlastni kiivosti
do zapornych hodnot prudce roste kriticky polomér nanocastice. V oblasti se
zapornou kiivosti je také patrnéjsi vliv dalSich parametri, jako je ohybova tuhost

membrany a kompresni modul.

Z nasich vysledkt plyne, ze na zékladé znalosti vlastni kiivosti a poloméru
nanocCastice muzeme predpovédét, jakym zptisobem bude nanocastice
interagovat s membranou. Obrézek 14 znazoriuje fazovy diagram pro
membranu s kladnou kiivosti, kde oblast NP-L zna¢i oblast, ve které
nanocastice zlstava zabudovana v lamelarni membrané, zatimco oblast NP-M
je rozsah parametra, pii kterych se nanocastice uvolni z biomembrany a nese
lipidovou obélku ve formé micely. Sed4 zéna znaéi oblast, ve které mizou

koexistovat faze NP-L a NP-M v zavislosti na dalSich parametrech membrany.

—ky = BkpT, k. =30kpT nm

14

ky = 5kpT, K. = 60kgT nm
wy = 15kgT, k. = 30 kgT nm™

2
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Obr. 14 — Fazovy diagram nanodastice v membrané. Znazornéné kfivky jsou uréeny aproximaci
exponencialni funkci pro uvedenou kombinaci parametrti. Rezni¢kové a Daniel (2015) [VI].
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VLIV VZDALENOSTI DVOU NANOCASTIC

Obrazek 15 ukazuje zavislost vypoétené membranové elastické energie na
vzdalenost mezi dvéma nanocasticemi a odpovidajici membranové deformacni

energie pro rizné hodnoty priméru nanocastic.

cond sep

Obr. 15 - Energie membrany na molekulu lipidu g v pfitomnosti nano¢astic s ohledem na
referenéni energii rovinné lipidové dvojvrstvy Gpianar (AQ = g - Qplanar) V Zavislosti na vzdalenosti
d mezi nano¢asticemi pro riizné velikosti nano¢astic [VIII, X].

Na obrézku 15 je vidét, ze kondenzovany stav dvou nanodastic je energeticky
ptiznivejsi nez, kdyz jsou nanocastice oddéleny. Malé nanocastice vyzaduji méné

energie pro zaclenéni do lipidové membrany, ve shodé s Wi a kol. (2008) [16].

Nase simulace [I, 1V] dale potvrzuji hypotézu Rasch a kol. (2010), Ze mezi
disperznim a kondenzovanym stavem nanocastic zabudovanych v biologické

membrané existuje energeticka bariéra (Obr. 15) [18].

V souladu s nasim modelem pifedpovédéla nedavno publikovana studie
molekularni dynamiky membrany [21] také existenci energetické bariéry mezi
nanocasticemi potazenymi dvéma aniontovymi ligandy zabudovanymi do

lipidové membrany neobsahujici cholesterol.
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Prispévek ohybové energie na lipidovou molekulu je vyssi nez podil natazeni

hydroxykarbonovych fetézca [111, VIII] (Obr. 16).
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Obr. 16 - Graf prispévku protazeni (Agc) a energie ohybu (Agp) vztazené k relativni elastické
energii na molekulu lipidu (g) v pfitomnosti nano¢astic (r = 2 nm) jako funkce vzdalenosti mezi
nanocasticemi. Energie se vyjadfuji tak, ze se jako referencni vezme energie rovinné lipidové
dvojvrstvy [VIII, X].

Obrazek 17 ukazuje vySku energetické bariéry ve stavu kondenzovanych
(Obr. 17A) a oddélenych (Obr. 17B) nanodastic, vypoctené pro rizné hodnoty
membranovych parametrti Co, &b @ Ac. Je videt, ze ohybova tuhost membrany
Kb ma nejvétsi vliv na velikost energetické bariéry. Cim vy3si jsou hodnoty
vnitin{ kiivosti Co, ohybu membrény x, a kompresniho modulu &z, tim vy3si
je energeticka bariéra, kterou musi nanocastice prekonat, aby se samy odd¢lily
(Obr. 17A) nebo aby se samy seskupily (Obr. 17B). Vyska elastické
energetické bariéry je obecné¢ niz§i pro prechod ze separované na
kondenzovanou fazi nez v opa¢ném sméru — ze spojenych nanocéstic do

oddé€leného stavu.
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Obr. 17 - Vy3ka energetické bariéry s ohledem na (A) seskupenou féazi a (B) separovanou fazi
nanocastic vypoctenou pro rizné hodnoty membranovych parametri Co, &5 a & [VIII, X].

VLIV TVARU NANOCASTIC

V nasi praci jsme kromé klasické sférické nanocastice uvazovali i jiny tvar

nanocastic, a to slozenou nanocastici tvofenou valcovou ¢&asti s kulovymi
vrchliky [I1].

Energie zaclenéni valcové nanocastice do membranové dvojvrstvy CNP-L se
zvySuje s velikosti valcové nanocastice. Vliv velikosti valcové nanocéastice na
ohybovou energii je méné vyrazny v micelarni fazi CNP-M (Obr. 18). NiZsi
citlivost energie komplexu CNP-M na zménu poloméru mize byt vysvétlena

pomoci ohybové energie AEpeng v Oblasti | v okoli nanocastice. Tento vztah
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ukazuje, Ze energie je zavisla na kiivosti a plose. Kiivost se zmensuje se
zvysujicim se polomérem valcové nanocastice, zatimco plocha se zvétsuje ve
fazi CNP-M a tyto dva i¢inky se navzajem rusi. Interakce mezi fosfolipidovou
dvojvrstvou a valcovou nanocastici je slozitéjsi, protoze je tieba vzit v ivahu

intersticidlni energii deformace fetézce uhlovodiku.
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Obr. 18 — Zavislost deformaéni energie lipidové vrstvy na poloméru valcové nanodastice s
riznou délkou. Plna ¢ara piedstavuje situaci, kdy je nanocastice uvniti lipidové dvojvrstvy, a
prerusovana Cara piedstavuje situaci, Ze nanocastice je zcela pokryta lipidovou monovrstvou

(micelou). Otahal a kol. (2019) [1I].

700

600

soo

Effg T

1 =0nm
I=Inm
{1 =2nm
3nm
nm
Inm

2nm

CNP-L
CNP-L
CNP-L
CNP-L
CNP-M
CNP-M
CNP-M

—_— =

400

=3nm CNP-M

ion

200
1.5

Obr. 19 — Zavislost deformaéni energie lipidové vrstvy na délce valcové nano¢astice s riznym
polomérem. PIna ¢ara predstavuje situaci, kdy je nanocastice uvniti lipidové dvojvrstvy, a
pferusovana Cara piedstavuje situaci, Ze nanocastice je zcela pokryta lipidovou monovrstvou
(micelou). Otahal a kol. (2019) [11].
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Muizeme identifikovat kritickou velikost valcové nanocastice, ktera indukuje
prechod z micelarni na lamelarni fazi. Pod kritickou velikosti je energie CNP-
L niZsi neZ energie CNP-M a nanocastice je pravdépodobné v lamelarni fazi
(Tab. 3). Pokud je velikost Castice vy$si nez kriticka, ¢astice se oddéli od

membrany a mize proniknout membranou do buriky.

Tab. 3 — Odhadované hodnoty kritickych poloméri a délek

I [nm] Ferit [NM)] r [nm] lerit [nm]
0 32
1 2,3 2 1,6
2 1,9 2,5 0,6
3 1,6 3 0,2

Kriticka velikost valcovych nanocastic by mohla vysvétlit odlisné biologické
chovani valcovych a sférickych nanocastic. Napiiklad Zhang a kol. (2017)
zjistil, Ze pocet internalizovanych zlatych cylindrickych nanoc¢astic ((prameér) 12
nm, (délka) 50 nm) byl téméf 1,5 krat vyssi nez zlaté sférické nanocéstice (22
nm) v burikach HepG2 (lidska buné¢na linie rakoviny jater) [22]. Podobné Meng
a kol. (2011) prokédzal, ze pro tfi druhy cylindrickych nanocastic oxidu
ktemicitého ((primeér) 70 nm a (délka) 120 nm; (pramer) 75 nm a (délka) 175
nm; (prumér) 60 nm a (délka) 280 nm), bylo mnozstvi cylindrickych nanocastic

v burice signifikantné vyssi nez mnozstvi sférickych nanocastic [23].
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LIMITY MODELU A DALSI POSTUP

Nase studie vyuziva mnoho ptedpokladii k zamérnému udrzeni jednoduchosti
modelu. Nasim hlavnim cilem bylo kvalitativné ilustrovat interakce mezi
nanocasticemi a biomembranou, které jsou fizeny pruznosti membrany. Pfijali
jsme piistup kontinua, i kdyz studované objekty jsou v molekularnich dimenzich.
Popis biomembrany jako elastického kontinua je tak mozné povazovat za prvni
aproximaci. Studie proteinovych kanali [24] vSak ukazuji, Ze hydrofobni
parovani a interakce zprostiedkované membranou lze dobie pochopit také v
ramci jednoduché teorie pruznosti. Model by mohl byt dale vylepSen
uvazovanim naklonéni lipidi. May a kol. (2004) ukazal, ze modul naklonéni
lipid ma dva energetické piispévky [25]. Prvni z nich je zahrnut v tomto modelu
jako natazeni uhlovodikovych fetézcll a odrazi ztratu konformacéni svobody
fetézce. Druhym piispévkem, ktery nebyl v této praci zohlednén, je entropicky
piispévek vyplyvajici z omezeni vyvolanych deformaci ndklonu na fluktuace
hydroxykarbonového fetézce. Mlizeme ptedpokladat, ze entropicky piispévek je
méné vyrazny v pfipadé plné zaclenéné nanocastice nez v piipadé
konformacnich omezeni, ktera se vyskytuji u exibilnich hydroxykarbonovych

fetézcl v blizkosti rigidni transmembranové inkluze [17].

rrrrrrr

by mél byt Gausstiv energeticky stav zahrnut do rovnic a mél by se zvazit entropicky
piispévek [26] kvili nehomogenni lateralni distribuci lipid. Gaussova ohybova
energie by také mohla byt povazovana za konstantni, pokud je zkoumana oblast
membrany soucasti uzaviené oblasti vezikuly a pfitomnost nanocastic nebude mit

vliv na tvar membrany mimo zkoumanou oblast.

25



5. ZAVER

Cilem prace bylo pomoci matematického modelu zhodnotit vliv mechaniky
membrany na zabudovani hydrofobni nanoc¢astice rizného rozméru, tvaru a
poc¢tu. Pro ur€eni vlivu mechanickych parametri jsme zvolili metodu
optimalizace tvaru membrany, kde jako optimalizacni funkce vystupuje

deformacni energie vnitini a vn&js§i monovrstvy [TV, VIII, IX].

Zésadnim pozadavkem pro naSi studii bylo zvoleni metody, kterd by v
piiméieném vypocetnim Case dokdzala minimalizovat celkovou energii.
Dosud uzivané metody se ukazaly jako nedostate¢né, protoze jsou schopny
zachytit jenom lokalni minima a zavisi vyrazné¢ na volbé vstupnych parametrti.
Proto jsme v ramci nasi prace vytvofili novou metodu vazané optimalizace,
ktera je navrzena unikatné pro studium membran a vychazi z principt tepelné
fluktuace membrany. Principialné nase metoda vychazi z metody Monte Carlo
a zohlednuje globalni okrajové podminky. Tato metoda se ukazala jako vhodna
pro popis nami studovaného problému. Ukézali jsme, Ze dana metoda je
schopna pro stejné parametry membrany predpoveédét tvar s nizsi energii v
porovnani s analytickym modelem a metodou kvadratického programovani

[III, VII, VIII]. Parametry sité jsme zvolili na zaklad¢ studie citlivosti [V].

Ukazali jsme, ze kriticky polomér nanocastice zabudované do membrany ve
velké mife ovlivitluje mechanické vlastnosti membrany. Jako primarni
parametr, ktery urcuje interakci nanoc¢astice s membranou jsme identifikovali
vlastni kiivost monovrstvy. Zaroven jsme ukéazali, ze membréna je schopna
pojmout nano¢astice s velkym pramérem, je-li jeji vlastni ktivost zaporna [VI].

Uvedené vysledky jsou v souladu s experimentalnimi studiemi.

Na zaklad¢ studia interakce sférické a cylindrické nanocastice a biologické
membrany jsme ukazali, ze kriticky polomér cylindrické nanocastice je vétsi

nez v pfipad¢ sférické nanocastice stejného objemu. To vysvétluje vyssi
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biologickou aktivitu cylindrickych nanocastic, ktera byla pozorovana v

experimentech. [11]

Vysvétlili jsme princip, jakym biologickd membrana zprostredkuje interakci vice
nano¢astic. MiiZeme konstatovat, Ze neni mozné povazovat membranu za pasivni
slozku, ale jeji deformace vede ke vzniku sily plisobici na nanocéstice. Ukazali
jsme, Ze tato pusobici sila miize byt jak ptitazliva, tak odpudiva, v zavislosti na
vzéjemné vzdalenosti a velikosti nanocéstic. Vysvétlili jsme tak experimentalni
pozorovani Janusovych lipozoml s nanocasticemi na zakladé existence dvou

energetickych minim oddélenych energetickou barié¢rou [I, VIII, X].
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ANOTACE

Prace je vénovana zhodnoceni vlivu mechaniky membrany na zabudovani
hydrofobni nanoc¢astice rizného rozméru, tvaru a poctu. Kriticky polomér
nanocastice zabudované do membrany ovliviiuji zejména mechanické
vlastnosti membrany a jako primarni parametr se jevi vlastni kiivost
monovrstvy. Je-li vlastni kiivost zapornd, je membrana schopna pojmout i
nanocastice s velkym primérem. Prace ukazuje mensi kriticky rozmér
cylindrické nanocastice v porovnani se sférickou nanocaéstici stejného objemu,
ktery muze vysvétlit vyssi biologickou aktivitu cylindrickych nanocastic
pozorovanou Vv bunéénych experimentech. Membrana v mechanické popisu
neni jen pasivni slozkou, ale jeji deformace vede ke vzniku sily pisobici na
nanocastice. Tato sila mize byt jak pfitazliva, tak odpudiva, v zavislosti na
vzajemné vzdalenosti a velikosti nano¢astic. Na zaklad¢é vysledkd je v praci
vysvétleno experimentalni pozorovani Janusovych lipozomt s nanoc¢asticemi

na zaklade existence dvou stavii oddélenych energetickou bariérou.
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SUMMARY

The work is devoted to the evaluation of the influence of membrane mechanics
on the incorporation of hydrophobic nanoparticles of various sizes, shapes and
numbers. The critical radius of the nanoparticle incorporated into the
membrane is mainly influenced by the mechanical properties of the membrane,
and the intrinsic curvature of the monolayer appears to be the primary driving
parameter. If the intrinsic curvature is negative, the membrane is able to
accommodate even nanoparticles of a large diameter. The work shows a
smaller critical dimension of a cylindrical nanoparticle compared to a spherical
nanoparticle of the same volume, which may explain the higher biological
activity of cylindrical nanoparticles observed in cell experiments. The
membrane in the mechanical description is not only a passive component, but
its deformation leads to a force acting on the nanoparticles. This force can be
either attractive or repulsive, depending on the distance and the size of the
nanoparticles. Based on the results, the work explains the experimental
observation of Janus liposomes with nanoparticles based on the existence of

two states separated by an energy barrier.
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