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ABSTRAKT

Bakalafska prace se zabyva vzajemnymi interakcemi dvou fetézct hyaluronanu ve vodném
prostiedi o rtiznych koncentracich chloridu sodného prostiednictvim softwaru pro moleku-
lovou dynamiku NAMD. Teoreticka ¢ast prace pojednava o kyselin€ hyaluronové, popisu-
je princip molekulové dynamiky a jak muze byt pfi studiu kyseliny hyaluronové pfinosna,
a shrnuje poznatky z piedchozich podobnych zkoumani. V rdmci praktické ¢asti je pak na
dvou riznych modelech — fetézce zcela volné a fetézce fixované v mistech, kde se mezi
nimi spontanné tvoii vodikové vazby — pfi teploté¢ 275 K a rtiznych koncentracich soli
zkouména cetnost intermolekularnich vodikovych vazeb a vliv sodnych iontl a molekul

vody na tyto vazby.

Kli¢ova slova: molekulova dynamika, virtualni simulace, hyaluronan, vodikova vazba

ABSTRACT

The bachelor thesis deals with interactions of two chains of hyaluronan in an aqueous solu-
tion with various concentrations of sodium chloride by means of NAMD — software for
molecular dynamics studies. The theoretical part of the thesis deals with hyaluronic acid,
describes the principle of molecular dynamics and how it can be useful in the study of
hyaluronic acid, and summarizes the findings from previous similar investigations. In the
practical part, the frequency of intermolecular hydrogen bonds and the influence of sodium
ions and water molecules on these bonds are examined on two different models — chains
completely free and chains fixed in places where hydrogen bonds are spontaneously for-

med — at a constant temperature of 275 K and at various salt centcentrations of NaCl.

Keywords: molecular dynamics, virtual simulations, hyaluronan, hydrogen bond
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UvVOoD

Kyselina hyaluronova je vysokomolekularni linearni biopolysacharid. Byla objevena ve
30. letech minulého stoleti a od t€¢ doby se hojn¢ uplatituje ve véde€. V piirozené formé po-
lyanionu se nachazi v télech lidi, zvitat, vlastné prakticky vSech zivych organismi, kde
hraje velmi dtlezitou roli. I diky jejim specifickym viskoelastickym vlastnostem a velmi

nizké toxicité s ni bylo od doby jejiho objevu provadéno mnoho experimentt.

Poslednich par desetileti se vlivem rozkvétu pocitacovych technologii kyselina hyalurono-
va zkouma i pomoci metod molekulové dynamiky. Ta se zabyva simulovanim fyzikalné-
chemickych systémil o velkém poctu stupiiti volnosti na zakladé numerického feseni pohy-
bovych rovnic jejich jednotlivych atomi. Metody molekulové dynamiky nejsou finanéné
ani ¢asove narocné a jsou tak vyhodnym doplitkem redlnych experimentt. Navic umoznuji

ziskat néhled do struktury latky a to i za extrémnich podminek.

V soucasné dob¢ je kyselina hyaluronova velmi popularni — vyuziva se do kosmetickych
ptipravkl, ve farmaceutickém primyslu, zkouma se jeji vyuziti v lékatstvi a tkanovém
inzenyrstvi, nebo tfeba ve vyzkumu protirakovinné 1écby. Jeji potencidl je vSak mnohem

vetsi, jelikoz je toho jeste spousta, co se o ni nevi a je potieba zjistit.

Tato bakalafskd prace se zabyva simulacemi vzajemnych interakci dvou fetézct hyaluro-
nanu pomoci softwarti molekulové dynamiky VMD a NAMD. Hlavnim cilem prace je
zkoumat zavislost poctu mist, ve kterych se tvoii vodikové vazby mezi fetézci hyalurona-
nt, na koncentraci soli v okolni vod¢. Dale potom tato mista popsat a zhodnotit vliv sod-
nych iont na tvorbu vodikovych vazeb, a to jednak lokdln€ v konkrétnich mistech, ale 1

globalné jako vliv koncentrace ionti na jejich celkovy pocet.
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I. TEORETICKA CAST
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1 KYSELINA HYALURONOVA

Kyselina hyaluronova (HA) je vysokomolekuldrni linedrni biopolysacharid [1]. Byla obje-
vena 1. 1934 némeckym biochemikem Karlem Meyerem a jeho asistentem Johnem Palme-
rem piiblizn€¢ padesat let po prvnich zminkéch o slozce sklivce, kterd se chova odlisné od

ostatnich [2].

Nachéazi se nejen v télech lidi a zvifat, ale ve vSech zivych organismech. Zde se obvykle

vyskytuje v ionizované formé polyanionu (v tomto ptipadé€ hyaluronanu) [1].

Tato biologicky aktivni molekula hraje v t¢le dilezitou roli. Mezi funkce HA patii udrzo-
vani elastoviskozity kapalnych pojivovych tkani (jako je synovidlni tekutina nebo oc¢ni
sklivec), kontrola hydratace a transport [1]. Dale hraje prostfednictvim interakce s proteiny
a proteoglykanem kli¢ovou organizac¢ni roli ve vlastnostech mnoha extraceluldrnich matric,
jako je tfeba chrupavka [2]. Také pii mitdze [3] a vyvoji naddora (i diky ni se da vysledovat,
v jakém je nador stadiu) [4]. Podili se i na diilezitych procesech bunécné adheze, prolife-
race a migrace [5]. Vyznamné mnoZstvi HA se také vyskytuje v plicich, ledvinach, mozku

a svalovych tkénich [1].

1.1 Struktura

Chemicky je HA pfirodni polysacharid slozeny z opakujicich se jednotek kyseliny B-D-
glukuronové (GCU) a B-D-N-acetylglukosaminu (NAG), kdy mezi monomernimi jednot-
kami se stfidaji beta-1,4 a beta-1,3 glykosidické vazby (viz Obr. 1) [6].

coo CH,OH
— o S
, I
H /§ N
7 H H *, H
o Koo 9 Dk
~, OH 7 H HO I;/ H -
OH K NHCOCH,
kyselina D-glukoronova N-acetylglukosamin

Obr. 1 — Chemicka struktura hyaluronanu [1]
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Oba monomerni cukry jsou prostorové piibuzné s glukézou, ktera v beta konfiguraci
umoznuje, aby vSechny jeji objemné skupiny (hydroxylové skupiny, karboxylatova ¢ast a
anomerni uhlik na sousednim cukru) byly ve stericky ptiznivych polohach, zatimco vSech-
ny malé atomy vodiku obsadily méné stericky vyhodné axialni polohy [1]. Vysledna struk-
tura takového Cistého roztoku disacharidu je pak energeticky velmi stabilni a je blizka troj-
nasobné levostranné Sroubovici se stoupanim 28,17 A na jeden zavit a 9,39 A na disacharid
(viz Obr. 2). Podle simulacnich dat jsou navic molekuly HA jesté zpevnény siti docasnych
intramolekularnich vodikovych vazeb na lokdlni Grovni [7]. Na globalni Grovni v§ak HA

vzajemné nijak vyznamné neinteraguje.

| 2817 (9,39) & |

Obr. 2 — Trojnasobna levostranna Sroubovice HA [7]

V roztoku piebird fetézec hyaluronanu formu expandovaného nahodného klubka. Kostra
molekuly HA je pak zpevnéna kombinaci chemické struktury disacharidu a vySe zmiiova-
nych intramolekularnich vodikovych vazeb. Naopak naruSovat ji bude interakce s rozpous-

tédlem [1].

1.2 Vlastnosti a vyuziti

HA je polyelektrolyt, ve fyziologickych podminkach prakticky pln€ disociovany. V piirodé
je jednou z nejvice hydrofilnich molekul [1]. Ve vodném prostiedi vytvari vysoce nabobt-
nand nadhodna klubka, jejichz tvar a rozméry jsou ovlivnény sloZenim roztoku [6]. Pfitom-
nost kationtl (a iontl obecn¢) totiz silné ovliviiuje jeji konformaci i fyzikélni vlastnosti.
Naptiklad s rostouci koncentraci sodiku se zvySuje viskozita a s pfitomnosti jednotlivych

typl iontll se mirn€¢ méni 1 konformace Sroubovice [8].

Chovani HA v roztoku je i pfi nizké koncentraci velmi daleko od ide4lniho newtonského,
protoze ma velmi vyrazné viskoelastické vlastnosti [2] [7]. Reologické vlastnosti roztoki
HA by se dokonce daly oznacit jako mimotadné, coz je Cini idedlni jako mazadla. Hyalu-

ronany proto oddéluji vétsinu téméet piiléhajicich tkanovych povrcht [1].
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Z 1ékatského hlediska je dulezité, ze HA je v Cisté form& neimunogenni, neantigenni, podle
doposud provedenych studii se zdd, ze neni nijak toxickd, ma jedine¢né viskoelastické

vlastnosti a vykazuje klicové role v bunécné diferenciaci a motilité [7].

HA se pouziva uz vice nez 30 let v mnoha vyrobcich po celém svéte. Diky své biokompa-
tibilité, biologické rozlozitelnosti a snadno modifikované chemické struktufe je predmétem
zajmu farmaceutického i kosmetického pramyslu [6]. Jeji konzistence a biokompatibilita

umoziuje, aby byla pouzita ve vyrobcich pro péci o plet’ jako vynikajici zvlh¢ovac [1].

Jelikoz HA je pfirozené pfitomna ve vysokych koncentracich v kizi a mékkych pojivovych
tkanich, je vhodnou volbou pro matrici podporujici regeneraci a augmentaci kiize, obvykle
ve form¢ hydrogeli. Také se aplikuje pti ortopedickych operacich jako mazivo a byla
zkoumana jako nosi¢ 1€ku pro rizné cesty podani, v€etné oc¢nich, nosnich, plicnich, paren-
terdlnich a lokalnich [9]. I v dalSich oblastech se objevuje stale vétsi zajem o vyzkum toho-
to polysacharidu [2].

V posledni dob¢ se pak, i pfes to, Ze jeji u€innost v tomto smeru nebyla nikdy zcela proka-
zana, vyuziva také do vSemoznych krémi, pfipadé€ injek¢nich procedur, urcenych k omla-

zovani pleti a vyhlazovani vrasek, coz ji €ini v o€ich vefejnosti velmi popularni.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 9

2 MOLEKULOVA DYNAMIKA

Molekularné-mechanicka molekulova dynamika (MD) je technika pocitacové simulace,
schopna na zakladé pohybovych rovnic mnoziny interagujicich atomi popsat jejich dalsi
casovy vyvoj, ktery je pocatecni mnozinou pozic a rychlosti zcela uréen [10]. Jedna se o
jednu ze zékladnich metod statistické mechaniky, umoziujici popisovat interakce molekul
od atomarni arovng, az po systémy s velkym poctem stupiii volnosti [11]. Je velmi vyhod-
nd naptiklad pro zkoumani struktury a vlastnosti makromolekul, pficemz programy ptvod-
n¢ vznikly pro simulovani proteint, ale dneska se uz simuluji i jiné makromolekuly, jako

jsou tfeba polysacharidy (a tedy i HA) [12].

V klasické MD popisujeme molekulu jako soubor bodovych néboji a vazeb mezi nimi, a

proto k popisu dynamiky systému vyuzivime Newtonovskou mechaniku [13].

2.1 Princip a vyuZiti

Hlavni soucésti simulace je model systému [10]. Ten je v MD definovéan polohou a hyb-
nosti jednotlivych &astic. Castice se nachazeji v potencidlovém poli, které je tvofeno su-
perpozici potencialu kazdé Castice. Pro provedeni samotné simulace je potfeba znat jejich
soutadnice (polohy) a pocatecni rychlosti (vektory rychlosti), které jsou pfifazovany na-

hodné podle Maxwell-Boltzmannova rozdéleni pro danou teplotu [13].

Castice, jako jsou protony, neutrony a elektrony, nejsou v MD uvazovany oddélené, ale
jako soucasti atomu [14]. Atomy reprezentuji sférické ¢astice s urcitym nabojem (lokalizo-
vanym vV jejich stfedu) a polomérem (van der Waalstiv polomér, odpovidajici naméfenym
hodnotdm). V mistech, kde mezi sebou atomy tvofi kovalentni vazbu, aplikujeme harmo-
nickou funkei (potencidl), jejiz analyticky tvar se voli podle pevnosti vazby. Na chemické
vazby se tedy v molekulové mechanice nahlizi jako na pruziny s charakteristickou délkou a

tuhosti (popsanou urcitou konstantou) [13].

Energie pnuti vazeb (neboli potenciadlova funkce) je, jak uz bylo feceno, vytvofena na za-
klad¢ klasické Newtonovy mechaniky. Pocita potencialni energii jako soucet energii vSech
interakei v ramcei molekuly. Ty jsou parové a d€li se na vazebné a nevazebné (piehled na

Obr. 3) [14].
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E i i E ie ohybani E ie defi azebné
nergie pnuti nergie chyhini nergie deformace .
vazeh vazebmjich hli torznich iihl interakce
- suma pies - suma pies viechny - suma pies viechny
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Nevazebné

interakce
Energie van der Energie elektrostaticloych
Waalsovskyich interakei interakei
- suma pies viechny - suma pies viechny
dvojice atomn dvojice atomn

Obr. 3 — Prehled slozek potencidlové funkce (vazebnych a nevazebnych interakci) [15]

Vazebné interakce popisuji, jak moc se geometrie molekuly li§i od ,,ide4lniho stavu*
(v ramci silového pole jsou definovany idealni délky vazeb, vazebné thly a torzni uhly).
Cim vice se urdity realny parametr lisi od idealniho, tim vétsi méa dana interakce energii.
Nevazebné interakce jsou pak elektrostatické (urcuji vzajemné interakce naboju jednotli-
vych atomu a jejich potencidlni energie je popsana Coulombovym zdkonem) a van der
Waalsovské. Ty byly objeveny na zékladé studia chemickych vlastnosti zkapalnénych
vzacnych plyni a jsou zplsobeny tfemi typy sil: coulombickymi, indukénimi a disperznimi

[14].

Nejleps§im znamym modelem téchto interakci je Lennard-Jonesova 12-6 funkce, tvoiena
repulzni a atrak¢ni slozkou, kterd ma pro vypocet energie van der Waalsovské interakce
mezi dvéma atomy tvar, jaky vidime na Obr. 4 (kdy » je vzdalenost atomu, o je vzdalenost,
v niz na sebe atomy zacinaji silov€ plsobit, a € nejmensi energie, kterou mize dana dvojice

atomul mit) [14].

= 4e[(5) - (9]

e M e
repulze atrakce
atomu atomu

Obr. 4 — Lennard-Jonestv potencial [15]
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Pokud chceme zkoumat vlastnosti makromolekul ve vodném prostiedi, nabizi se ndm hned
nékolik jiz preddefinovanych modeld této molekuly. Jednd se napiiklad o modely TIP3P,
TIP4P, SPC, rozsifené¢ modely SPC/E a F3C. Pravdépodobné nejcastéji pouzivanym mode-
lem je TIP3P [16]. Je pro n&j charakteristické to, ze vzdalenosti kysliku a vodikt ztistavaji
stale stejné a thel mezi vazbami k vodikiim také (i ptesto, ze ve skutecnosti se tyto vzdale-
nosti i uhel neustdle méni). Z toho pochopitelné vyplyvaji uréitd omezeni, ov§em pokud
nechceme neimérné zvysovat ¢asovou narocnost simulaci (kterou by obrovsky pocet mo-

lekul vody bezpochyby zna¢né zvysil), musime je pfijmout.

Silova pole, urend pro simulace, jsou stale vyvijena a zdokonalovéana. V soucasné dobé
jsou nejvice vyuzivany nejnovejsi verze silovych poli AMBER, CHARM a MacroModel
[14]. Silova pole obsahuji idedlni parametry pro interakce atomu (jako jsou délky vazeb,
vazebné thly a torzni Uhly) a silové konstanty [14]. Ziskavaji se bud’ z experimentu (RTG
a neutronova difrakce, NMR, rotac¢ni spektroskopie, vibracni spektroskopie), nebo vypo-

¢tem [15].

VSechny vlastnosti silového pole a také dalsi parametry se do simulace zadavaji pomoci

souboru s piiponou ,,namd*. Ukazku z tohoto souboru je mozné vidét na Obr. 5.

FhE AR R S E S RS E B H 8
## SIMULRTICN EPARZMETERS i

S S E S S R S S H S R S S S H H 48
¥ Input

paraTypeCharmm
parameters
¥ temperature

on
fetorage/prahal/home/a3 kolarikova/par top.inp
Stemperature

f Force-Field Parameters

exclude scaledl-4
l-4scaling 1.0
cutoff 10.0
switching on
switchdist g.0
pairlistdist 12.0

¥ Integrator Parameters

timestep 1.0 ;¥ 1f=/step
rigidEonds water

molly on
nonbondedFreq 2
fullElectFrequency 6

stepspercycle 30

Obr. 5 — Ukazka parametrq, které je potieba nastavit pii zadavani simulace
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Dale se v simulacich nastavuji teplota, tlak, frekvence restartll, pocatec¢ni ¢as simulace i
délka béhu. Casovy vyvoj je feSen numericky s integracnim krokem, ktery se voli v rozme-

ziod 1do2fs[13].

Vyznamnou roli v simulacich plni také nastaveni periodickych okrajovych podminek, je-
jichz princip je naznacen na Obr. 6. Bez nich by totiz atomy v okrajovych oblastech
(v redlném prostredi jsou tam pochopitelné dalsi molekuly, ale v pfipadé simulaci je pro-

stor omezen) nem¢ély s ¢im interagovat a simulace by byla nerealna [17].

K I

-
® ® e
° ° o -

e_ eo_ o
«— o o e |—

Obr. 6 — Princip periodickych okrajovych podminek [17]

Pokud tedy je definovany prostor, ve kterém bude simulace probihat, definované parame-
try a vS§em pfitomnym ¢asticim byly pfifazeny pocatecni pozice a rychlosti (bud’ zcela no-
vé, nebo z predchoziho béhu simulace), tak uz zbyva jen simulaci nechat zpracovat k tomu
uréenym programem, vétSinou paralelné na vice pocitacich, jelikoz tlohy MD jsou posta-
veny na opakovaném vyc¢islovani relativn€ jednoduché rekurentni formule, do které vstu-

puji pouze udaje z nejblizsiho okoli pravé zpracovavaného atomu [10].

Ptestoze MD simulace nemohou samy o sobé poskytovat nové znalosti o struktufe, jsou
velmi uZzite¢né, jelikoZ se na jejich zékladé daji vytvaret hypotézy, které mohou byt expe-
rimentalné testovany [2]. Hypotézy, které v takovém ptipadé vytvotime, pak Casto vykazu-
ji az ptekvapivé dobrou shodu s experimentdlnimi daty. Navic se simulace daji vyuzit ve
vzdélavani. Pohyby na atomérni urovni jsou Casto obtizné predstavitelné, a tak mtze vyu-
ziti MD simulaci k demonstraci popisovanych ptirodnich jevli vyborné vypomoct a skvéle

obohatit jakoukoli prezentaci [18].
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Vypocty jsou ovSem velmi rozsdhlé a zna¢né ¢asoveé narocné (napt. v MetaCentru se na
16 procesorech i pro tak ,,jednoduchy* systém, jako je HA s vodou a ionty pocita 1 ns pfi-
blizné Ctyfi dny). V z4jmu zjednoduseni je tedy obcas potieba zanedbat nékteré jevy a

efekty (naptiklad ty polarizacni). A to dodava MD dalsi omezeni.

Problémem je naptiklad ztrata informace o distribuci elektronti, protoze energie molekuly
je vyjadrena pouze jako funkce vzdjemné polohy jader. Hlavnim nedostatkem téchto metod
je tedy znemoznéni studia procest, kde dochazi ke zméné elektronové distribuce, jako jsou
napiiklad chemické reakce [13]. Moc realné neni ani to, Ze aby bylo mozné simulaci spus-
tit, vyzaduje se celkova elektroneutralita systému [17]. Pokud si ale ten, kdo méfeni prova-
di, tato omezeni uvédomuje a pocita s nimi, nebo méfi v takové oblasti, aby to vysledky
néjak vyznamné neovlivnilo, d4 se fici, Ze jsou simulace MD velmi dobrym nastrojem,
diky kterému je mozné popisovat a zkoumat dynamiku systémi na molekulérni 1 atomérni

urovni [11].

2.2 Software NAMD a VMD

NAMD je paralelni kod molekuldrni dynamiky, navrZzeny pro vysoce vykonné simulace
velkych molekulovych systému. Pro simulace vyuziva zna¢né mnoZstvi jader — v fadu sto-
vek pro ty jednodussi a az pres 500 000 jader pro ty nejvétsi. Byl vyvinut Teoretickou a
vypocetni biofyzikéalni skupinou z Beckmanova institutu pro pokrocilé védy a technologie

na Illinoisské univerzité v Urbana-Champaign [19].

NAMD (Nanoscale Molecular Dynamics) je k dispozici jako bezplatny software pro ne-
komeréni uziti jednotlivell, akademickych instituci 1 firem. Je distribuovan 1 se zdrojovym
kédem [19]. Pro nastaveni simula¢nich parametr vyuziva, jak uz bylo zminéno vyse, za-
davaci soubor s ptiponou ,,namd®, pro analyzu trajektorii graficky program VMD a pracuje

se silovymi parametry z CHARMM [19].

Program VMD (Visual Molecular Dynamics) je pak uren pro praci s vystupy simulaci
MD, jejich vizualizaci a analyzu biochemickych systéma, jako jsou proteiny, ale dnes uz
také polysacharidy (jako je tfeba HA), nukleové kyseliny, lipidové dvojvrstvé sestavy a
dalsi typy makromolekul [20].

Vystupy ze simulaci, které je program VMD schopen Cist a také zobrazit v nich obsazené
struktury (pomoci Siroké Skaly stylti vykreslovani a barevnych metod, jak je vidét na Obr.

7), bere bud’ ze standardnich soubort s pfiponou ,,pdb*, nebo z ptimého propojeni k bézné
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MD simulaci [21]. VMD také obsahuje paralelni program MD NAMD a software
MDCOMM, ktery se pouziva k pfipojeni vizualiza¢nich a simula¢nich programu [20].

‘\*‘ \: \ t\

Obr. 7 — Ukazka vystupu z VMD - fetézce HA v zobrazeni
Llicorice™, vodikové vazby v zobrazeni ,Hbonds“ (zluté

krouzky) a ionty v zobrazeni ,,VdW* (Zluté koule)
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3 PREDCHOZI SIMULACE HYALURONANU

S HA uz bylo v minulych letech za pouziti MD provedeno nékolik simulaci. Nebylo jich
mnoho, ale byla jimi potvrzena piitomnost intramolekularnich vodikovych vazeb (HB),
jejich vliv na strukturu HA, velké citlivost hyaluronanu na koncentraci elektrolytu ve svém

okoli a také vliv vody samotné na tvar HA fetézce [22].

3.1 Vodikové vazby

Co se ty¢e vodikovych vazeb, existuje fada experimentalnich dikaz, které podporuji teo-
rii, Ze sousedni cukry v hyaluronanu spojuji neustdle vznikajici a zanikajici sady HB [2].
Tato sit’ ptechodnych vazeb molekulu na mistni urovni zpeviiuje [7]. Je také potvrzeno, ze
maji tyto vazby vyznamny podil na tvaru klubka. Data ze studii na toto téma naznacuji, ze
dynamické intramolekularni vodikové vazby mezi sousednimi sacharidy a G¢inek vzajem-
ného elektrostatického odpuzovani HA pfispivaji k vysoce expandované makromolekularni
konformaci. Vodikové vazby totiz omezuji rotaci a ohnuti glykosidickych vazeb, ¢imz
vytvaii zpevnény polymerni fetézec [23]. Nicméné pfi fyziologickych koncentracich zi-
stavaji jednotlivée HA fetézce mobilni a v Zaddném stadiu HA roztoky neprochazeji piecho-
dem do stavu podobného gelu [24]. Celkové se zatim nepodatilo prokéazat vliv koncentrace
soli na pocet téchto vazeb — prozatim se zda, Ze celkovy pocet vodikovych vazeb mezi

skupinami fetézce je na koncentraci soli témét nezavisly [6].

Co se tyce intermolekularnich HB typu fetézec-fetézec, nebyly o nich zatim nalezeny Zad-
né dikazy, tedy minimalné ne v roztoku za fyziologickych podminek (a za jinych se jesté
moc vyzkumil nedélalo) [24]. Jejich pfitomnost byla sice experimentalné zkoumana, ale
vysledkem bylo jen to, Ze pifipadna pfitomnost intermolekularnich vazeb typu fetézec-
fetézec nijak vyznamné neovlivituje vlastnosti koncentrovaného roztoku HA [25]. Vyzkum

na toto téma, ktery by vyuzival MD, se mi dohledat nepodafilo.

3.2 Vliviontu na strukturu

JelikoZ hyaluronan je polyanion, jeho konformace v roztoku je citlivd na rliznd iontova
prostiedi. Napft. difuzni koeficient HA je v nepfitomnosti jakéhokoliv podptirného elektro-
lytu velmi nizky, ale jen s malym zvySenim koncentrace NaCl dramaticky roste [23]. Proto
byla vétSina méteni provadéna v roztocich raznych soli a nejcastéji pravé NaCl o riznych

koncentracich [25].
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Vlastnosti hyaluronanovych roztokii ve vyssich koncentracich NaCl (0,2M a 0,5M), byly
studovany uz v roce 1995 [26]. Ve stejném roce byly provedeny i simulace interakei hyalu-
ronanu s jinymi slou€eninami, jako jsou zejména kvartérni amoniové soli [27]. Déle byla
provedena komplexni studie vlastnosti HA v koncentraci 0,15M NaCl [28] a studie roztokt
hyaluronanu pii riznych koncentracich NaCl a CaCl> [29]. Tyto vyzkumy ukazaly, ze
s rostouci iontovou silou se snizuje gyracni polomér, a v roztoku CaCl, vznikaji oproti
roztoku NaCl celkové mensi klubka. Pro vyssi koncentrace soli je k dispozici mén¢ udajt.
O experimentech, provadénych v 1M NaCl, bylo mozno dohledat pouze jednu publikaci, a
to z roku 2017. Zde bylo potvrzeno, ze hlavni silou, ktera fidi konformacni zmény makro-

molekuly, je interakce kationtl a také molekul vody s polymernim fetézcem [6].

3.3 Vliv vody na strukturu

Vétsina simulaci byla provadéna ve vodném prostiedi a, jak uz bylo uvedeno vyse, inter-
akce molekul vody s polymernim fetézcem ma velky vliv na konformaci makromolekuly.
Zatimco interakce fetézce s ionty s koncentraci elektrolytu roste, interakce s vodou klesa
[6]. Bylo také zjisténo, Ze vétsi mnoZstvi vody v blizkém okoli glykosidickych vazeb zvy-
Suje propojeni monosacharidi pomoci HB [30].

Ze tedy voda siln& reaguje s molekulou HA a tvoii s ni vazby je zndmo. Co se oviem tyce

vlivu molekul vody na pocet intermolekularnich vazeb mezi vice fetézci HA, myslim, ze

takové studie jesté provedeny nebyly.
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II. PRAKTICKA CAST
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4 ZKOUMANY SYSTEM A POUZITE METODY

V ramci této prace byly simulovany vzdjemné interakce dvou fetézcu hyaluronanu ve vod-
ném prostiedi o rizné koncentraci NaCl. Kazdy fetézec se skladal z 24 monomert (kazdy
z nich pak jesté ze dvou monosacharidi). Vychazelo se z predpokladu, Ze chovani vybrané
¢asti fetézce je stejné bez ohledu na to, zda existuje jako volny oligosacharid, nebo jako
¢ast dlouhé makromolekuly [4]. Dohromady tedy v jedné simulaci bylo 48 monomera
hyaluronanu na 103 977 molekul vody (plus rizné koncentrace iontl). Dvojice fetézcii
vici sobé byla nato¢ena antiparalelné, protoze pfi jiném natoceni nevznikaly intermoleku-

larni HB, jejichz popis byl cilem prace.

Zatimco vzajemné silové plisobeni atomd v molekule HA nebylo nijak zjednoduSovéno a
vypolty byly provadény se se zahrnutim vSech vazebnych i nevazebnych interakci, co se
ty¢e molekul vody, pracovalo se (vzhledem k jejich obrovskému mnozstvi) s modelem
TIP3T (viz Obr. 8), ktery zanedbava jak kmitani mezi kyslikem a vodiky, tak kmitani jimi

tvofeného uhlu.

104,45 °

95,84 pm

Obr. 8 — Model vody TIP3T

Simulace byly provadény pro Ctyfi razn€ koncentrace NaCl, pticemz aby byl vysledny
naboj vSech simulovanych systémi nulovy, bylo ke kazdému fetézci pridano jeste 24 iontii
sodiku. Tento krok byl nezbytny, jelikoz simulace by se s nenulovym celkovym nabojem
nedala spustit (jak uz bylo uvedeno vyse v kapitole 2). Koncentrace, simulované v této

préci, byly: 1M, 0,6M, 0,2M a OM (polyelektrolyt pouze neutralizovan Na™).
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Simulovana teplota byla 275 K, zdmérné zvolena nizka, aby se co nejvice omezily G¢inky
tepelného pohybu. Casovy krok byl 1 fs, v simulacich nejmensi mozny, protoZe nejrychleji

kmitajici atomy (vodiky) se ucastni pravé zde zkoumanych vodikovych vazeb.

Vypocty byly realizovany s vyuzitim Metacentra, data zadavana pomoci ptikazového roz-
hrani PuTTY. Vystupni soubory pak byly zpracovavany na vypocetnim pocitaci UFMI FT
UTB v programu VMD. Program nésledné¢ zjistil poc¢et HB podle jejich geometrické defi-
nice, kdy vzdalenost donoru a akceptoru byla mensi nebo rovna 3 A a tihel, ktery sviraly

roviny donor-vodik a vodik-akceptor, byl mensi nez 20°.

Dale byly provadény také vypocty nevazebnych energii mezi fetézci navzajem, mezi fetéz-
ci a sodnymi ionty v okoli a také mezi fetézci a molekulami vody. To vSe pies software

NAMD (viz kapitola 2).

Pocatecni konfigurace vSech simulovanych molekul byla pro vSechny koncentrace stejna a
to relativné natazené fetézce, spojené uprostied vodikovou vazbou (viz Obr. 9). Tato
vstupni pozice byla vystupem piedchozi prace, kdy mezi dvéma antiparalelnimi fetizky
spontanné vzniklo misto s nékolika pomérné stabilnimi intermolekularnimi HB (na pomé&ry

ostatnich dynamicky vznikajicich a zanikajicich intermolekuldrnich vazeb).

Obr. 9 — Pocatecni konfigurace fetézcii u vSech simulovanych systému

Pivodné byly vypocéty provadény na praveé takto definovanych ,,volnych* molekulach.
Vzhledem k tomu, ze zvlast pii nizkych koncentracich soli mély fetézce tendenci se od

sebe vzdalovat, byl pak pro kazdou koncentraci NaCl simulovan jesté systém, ve kterém
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byly polohy ¢tyt atomi uhliku v mistech, kde dochazelo nejcastéji ke vzniku HB, fixované
(viz Obr. 10).

Obr. 10 — Detail monosacharidii uprostied obou fetézcl se zvy-

raznénymi fixovanymi atomy uhliku (fialove)

Retézce HA v téchto systémech se tedy vzdalit nemohly a bylo proto zajimavé pozorovat
jejich nasledujici chovani — jestli budou mit tendenci dostavat se od sebe co nejdal, nebo

naopak budou mit snahu interagovat.
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5 FIXOVANE RETEZCE

JelikoZ 1 v redlném prostfedi mohou byt fetézce v situaci, kterd jim nedovoluje se od sebe
vzdalit (napf. protoZe jsou obklopeny dal§imi fetézci), jsou tyto simulace s fixovanymi
fetézci, a hlavné jejich vysledky, pravdépodobné prikaznéjsi nez jejich nefixované pro-

téjsky, a proto jsou zde uvedeny jako prvni i ptes to, ze byly délany az pozdéji.

Fixovény byly, jak uz bylo uvedeno vyse, ¢tyfi konkrétni uhliky vzdy ve dvou sousednich
monosacharidech. Toto opatfeni bohuZel do méfeni vneslo ten problém, Ze najednou byly
minimalné¢ dva HB (mezi fixovanymi uhliky) zcela jisté. Pfi méfeni vzajemnych interakci
se proto tyto ¢asti fetézcti musely odecitat, jelikoz jejich vzajemnd interakce byla nevyhnu-

telna.

5.1 Interakce mezi retézci

Predmétem prace bylo zkoumani nevazebnych interakci mezi hyaluronany. Do této katego-
rie lze zafadit uz mnohokrat zmiflované HB a pak také dalSi nevazebné interakce (elektro-
statické a van der Waalsovy, nebo napiiklad hydrofobni interakce). Pocitany byly pochopi-
teln¢ vSechny typy interakei, ale pro hlavni orientaci slouzily pravé HB, protoze po pro-
zkoumani casového pribéhu HB, elektrostatickych a van der Waalsovych (VdW) interakci
pro rizné systémy byly jako nejvice vypovidajici charakteristika pro popis miry interakce
mezi fetézci vybrany HB. Z Obr. 11 je patrné, Ze ob¢ veli¢iny (jak energie nevazebné in-
terakce, tak pocet HB) poskytuji o interakci fetézcii podobnou informaci (v casech s vice

HB je vysledna nevazebna interakce pfitazlivd), ale pribéh nevazebnych interakei vice

kolisa.
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Obr. 11 — Pocet intermolekularnich HB (modra) a celkova energie nevazebnych interakei

mezi fetézci (oranzova) v zévislosti na ¢ase, pro 1M koncentraci soli a fixované fetézce
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Celkova nevazebnd interakce na Obr. 11 je kombinaci elektrostatické a VAW interakce.
Jejich typicky prubéh je vidét na Obr. 12, z néhoz je patrné, ze vysledny tvar urcuje elek-
trostatickd interakce a VAW jen mirné koriguje jeji pribéh. Profil obou kiivek je ale velmi

podobny.
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Obr. 12 — Energie elektrostatické interakce (modrd) a VAW interakce (oranzova) mezi fi-

xovanymi fetézci v zavislosti na ¢ase, pro 1M koncentraci soli

Celkovy poc¢et HB mezi hyaluronany i pfes nizkou teplotu nebyl velky. Intermolekularni
vazby vzdy vznikly na ur¢itém mist€, néjakou dobu se tam objevovaly a poté se fetézce
zase vzdalily a ke vzniku HB doslo jinde. Casté&ji je bylo mozné pozorovat u vyssich kon-

centraci soli, naopak u neutralniho prostiedi témet nevznikaly.

Pokud tedy dojde ke srovnani poc¢tu intermolekuldrnich vazeb u 1M koncentrace a u sys-
tému, do kterého byly pfidany pouze sodné ionty za i¢elem neutralizace (OM koncentrace),

jak je vidét na Obr. 13, je zde znacny rozdil.

Neni ovSem mozné jednoznacné fici, ze ¢im vys$si koncentrace, tim vice intermolekulér-
nich vazeb, protoze ze srovnani poctu HB pii 0,6M a 0,2M koncentraci soli (Obr. 14) je
vidét, Zze minimalné u 0,6M je jich vic nez u 1M koncentrace. K tomuto fenoménu se jeste
vrati 6. kapitola. I na tomto obrazku je vSak vidét znaény rozdil v po¢tu HB oproti OM

koncentraci.
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Obr. 13 — Pocet intermolekularnich HB v zavislosti na ¢ase pro 1M (modie) a OM (Cerve-

n¢) koncentraci soli a fixované fetézce
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Obr. 14 — Pocet intermolekularnich HB v zavislosti na ¢ase pro 0,6M (zelen¢) a 0,2M

(oranzové) koncentraci soli a fixované fetézce

Vzé4jemné polohy disacharidovych jednotek v mistech, kde se tvotily HB, bylo moZzné roz-

délit na nékolik typti — typ B, typ R a typ T (viz Obr. 15).

Obr. 15 — Vziajemna poloha cyklti monosacharidovych jednotek typu B (vlevo),
typu T (uprostied) a typu R (vpravo)
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V ptipadé typu B byly roviny cyklii monosacharidli, mezi nimiz byla HB, nato¢eny vuci
sobé¢ témét rovnobézné (poeticky by se to dalo nazvat tak, ze cykly byly ,,btisky* k sob&) a
naopak u typu R leZely oba cykly cukrii podilejicich se na vazbé v jedné roviné (jako by se

drzely za ,,ruce®).

Castgjsi byly ve viech ptipadech R typy, ale u viech koncentraci bylo mozné nalézt i dalii,
tteba typ T — pfechodny stav mezi typy B a R, kde byly roviny cyklii vii¢i sobé kolmé (te-

dy ve tvaru pismene T).

5.2 Vliv iontu na interakci retézcu

Vliv iont by se dal rozdélit na globalni a lokalni, podle toho, jestli se konkrétni ionty
ucastni vzniku konkrétnich HB, nebo je jejich vliv na fetézce zprostiedkovany jen pies
jejich plsobeni na vodu. O globalnim vlivu neni pochyb. V nasolenych systémech se mezi
fetézci tvoii vice HB. Nabizela se také otazka, jestli mira interakce fetézca s ionty ma vliv

na typ vzajemné polohy cykli podilejicich se na HB.

Pfi zaméfeni se na typy vazeb (tedy B, R a T) a srovnani pfitomnosti téchto typtli s velikosti
nevazebné interakce mezi ionty Na® a fetézci se zda, ze ¢im vy$§i hodnotu (v absolutnich
¢islech) ma tato nevazebna interakce, tim castéji se tvoii HB typu R a naopak, ¢im je hod-
nota nevazebné interakce mezi ionty Na' a fetézci mensi, tim Cast&ji dochazi ke vzniku
typu B, nebo néceho, co se mu blizi (viz Obr. 16). Z Obr. 16 je vSak také vidét, Ze celkovy
pocet vazeb a energie nevazebné interakce fetézcl s ionty spolu s velkou pravdépodobnosti

nijak nesouvisi.
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Obr. 16 — Graf poctu HB (modra) a energie nevazebné interakce fetézcl s ionty (oranzova)

v zé&vislosti na ¢ase pro 1M koncentraci a fixované fetézce
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Da se tedy fict, ze na globalni Grovni je jista korelace mezi typem vzajemné polohy cykli
spojenych HB a velikosti nevazebné energie mezi fetézci a ionty prokazatelnd, jelikoz se

tento fenomén objevil u vSech typl vSech simulovanych koncentraci.

Naproti tomu existence lokalniho vlivu prokazatelnd neni. Nepodafilo se pozorovat zadny

ptipad, kdy by vyskyt n€kterého konkrétniho iontu zptsobil vznik, nebo zanik vazby.

Zajimavé také je, ze Casové zavislosti celkové nevazebné energie a VAW energie mezi ion-
ty Na" a hyaluronany maji téméf piesné opa¢ny pribéh (jak je vidét na Obr. 17) a to pii
vSech koncentracich. V absolutnich hodnotach se ovSem opét znacné 1isi. Tato informace
by neptekvapila u srovnani elektrostatické a VAW interakce, jelikoz tam uz bylo vySe uve-
deno, ze jsou si profily velmi podobné, zde ovSem doslo kde stejné shodé i mezi VAW a

celkovou nevazebnou energii.
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Obr. 17 — Zavislost VAW energie (zlutd) a celkové nevazebné energie (oranZova) mezi

ionty a fixovanymi fetézci hyaluronanu (pfi koncentraci soli 0,6M) na €ase u fixovanych

fetézcn

5.3 Vliv vody na interakci fetézcu

Jak uz bylo feceno vyse, globalni vliv iontlh by mohl byt zpiisoben tim, Ze se na ionty na-
vaze voda a nema uz tolik prostoru k reakci s molekulami HA. Celkova nevazebnd interak-
ce hyaluronani s vodou ma totiz piesn¢ obraceny prubéh oproti celkové nevazebné inter-

akci hyaluronant se sodnymi ionty (jak je vidét na Obr. 18).
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Obr. 18 — Casové zavislosti nevazebnych energii vody (modie) a sodnych iontl (Zluté)

vici hyaluronaniim pro 1M koncentraci NaCl a fixované fetézce

V tomto piipad¢ se jednd o 1M koncentraci, jelikoz sice 1 u vSech ostatnich koncentraci
byly tyto dvé zavislosti komplementarni, ale vzhledem k tomu, ze zde bylo méné iontd,
byla i energie jejich interakci s ionty mensi a naopak energie interakci s vodou byla v di-

sledku toho vétsi, coz délalo grafy méné piehlednymi.

Voda tedy s fetézci interaguje méné, kdyZ je pfitazliva interakce sodnych iontl s fetézci
vysokd. Za téchto podminek vznikaji HB typu R, kde jsou cykly interagujicich monosacha-
ridd vodou ze vsech stran obklopeny. Pfi vzajemné poloze cykll interagujicich monosa-
charidd typu B naopak plati, Ze ¢im vice jsou roviny cyklll rovnob&zné, tim vice hydrofob-
ni jejich interakce je a voda se mezi fetézci vyskytuje méné (prestoze celkové s fetézci rea-
guje vice), a kdyz jsou HB dokonalym typem B, tak se mezi fetézci nevyskytuji viibec
zadné molekuly vody (jak je vidét na Obr. 19).

Obr. 19 — HB typu B s vodou v okoli, ale nikoliv

mezi fetézci
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6 NEFIXOVANE RETEZCE

To, ze fetézce nebyly fixované, piinaselo zase jiné typy problému. Ty nejvétsi byly zplso-
beny pocatecni konfiguraci. Tim, ze na zacatku byly fetézce ve velmi pfiznivé vzdjemné
poloze pro vznik HB, mohly ty pivodni intermolekularni vazby drzet fetézce u sebe neu-
meérné dlouho, bez ohledu na koncentraci iontll v okoli. A naopak, pokud se n¢jakou dobu
HB netvofily, fetézce se mohly vzajemné vzdalit natolik, Ze uz vznik dalSich vazeb nebyl
mozny, pti¢emZ pii nami simulovanych 80 ns béhu neni mozné fici, zda se jednalo o ndho-

du, nebo pfti dané koncentraci fetézce zkratka neinteraguji.

Dalsim, spise technickym, problémem pro zpracovani bylo to, ze v mnoha ptipadech se
fetézce vzdalily natolik, ze ¢ast nékterého fetézce uplné opustila definovany box s moleku-
lami vody (viz Obr. 20) a bylo nutné provadét dodate¢né prepocty dle periodickych okra-
jovych podminek.

Obr. 20 — Casti nefixovanych fetdzcti mimo definovany
box molekul vody (pro piehlednost jsou atomy

v fetézcich zobrazeny pomoci van der Waalsovych sfér)

6.1 Srovnani s fixovanymi retézci

U nefixovanych fetézct byly také pocitany vSechny zminované typy interakci, ale vzhle-
dem k tomu, ze jejich profil byl velmi podobny fixovanym, vyuzily se pfevazné¢ HB. Na
Obr. 21 je opét vidét, ze vyznamnéjsi pritazlivé interakce mezi fetézci je pravé v mistech

s vétSim poctem HB.
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Obr. 21 — Casovy vyvoj poétu intermolekularnich HB (modré) a velikosti energie neva-

zebnych interakci mezi fetézci (oranzova) pro 0,2M koncentraci a nefixované fetézce

Celkové poc¢ty HB byly u kazdé koncentrace o néco mensi nez u jejich fixovanych proté;s-
ki, coz bylo zptisobeno praveé tim, ze tyto fetézce mély moznost vzdalit se. Opét ovSem
platilo, Ze kdyZ byly v okoli fetézcl ionty, vznikaly mezi fetézci vazby a naopak — kdyzZ se
opét srovna 1M a OM koncentrace (Obr. 22), je vidét znacny rozdil. Neni ov§em mozné
fici, ze se jedna o pfimou umérnost mezi po¢tem HB a koncentraci prostiedi, obzvlast’ po

pohledu na srovnani poéti HB pii 0,6M a 0,2M koncentraci (Obr. 23).
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Obr. 22 — Casovy vyvoj poétu intermolekularnich HB pro 1M (modra) a OM (&ervena)

koncentraci a nefixované retézce
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Obr. 23 — Casovy vyvoj poétu intermolekularnich HB pro 0,6M (zelena) a 0,2M (Zlutd)

koncentraci a nefixované fetézce
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Na ¢asovém vyvoji poctu HB v 0,2M koncentraci (na Obr. 23) je také zcela jasné vidét, ze
zde se vazby skutecné tvoii opakované, protoze i pfes to, ze se fetézce na n¢jakou dobu od
sebe vzdalily, i poté znovu doslo k piiblizeni a vzniku novych HB. Tento trend je (byt

v mens$i mife) patrny i u ostatnich koncentraci (se zfetelnou vyjimkou OM).

Co se tyCe typll vazeb u nefixovanych fetézci, na rozdil od téch fixovanych, kde velikost
nevazebné interakce fetézcli s ionty nikdy neklesla tak nizko, je zde mozné pozorovat
1 typ B (k vidéni na Obr. 15 v pfedchozi kapitole). Takova vazba vznikala vzdy na zacatku
simulace a pozd&ji uz se neobjevovala (jak je vidét na Obr. 24). To ovSem jen potvrzuje
teorii, ze mezi hyaluronany vznikaji pfevazné R typy, nebo T typy, jelikoz pocate¢ni vyvoj
je si u nefixovanych fetézct (kvili pocatecni konfiguraci) pti kazdé koncentraci velmi po-

dobny a pro ucely srovnani je nutné vzit vysledky kazdé nefixované simulace az od paté

nanosekundy.
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Obr. 24 — Graf vyvoje poctu intermolekularnich HB (modra) a energie nevazebné interakce

fetézcl s ionty (oranzova) v ¢ase pro 0,6M koncentraci a nefixované fetézce

Globalni vliv ionti je tedy 1 u nefixovanych fetézcli zcela jasné patrny. Co se tyce lokalni-
ho vlivu, ten byl v tomto piipadé testovan tak, Ze se hledala korelace mezi HB a nevazeb-
nou interakci jen téch Casti fetézcil, v jejichz okoli dochazelo k tvorbé HB, se sodnymi
ionty. Vysledky pro 0,2M koncentraci je mozné vidét na Obr. 25, kde Zadn4 korelace mezi

obéma veli¢inami patrna neni.
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Obr. 25 — Casovy vyvoj poétu HB (modra) a velikosti energie nevazebnych interakci nefi-

xovanych fetézcl s ionty z lokéalniho (oranzova) pohledu pro 0,2M koncentraci
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Obr. 26 — Casovy vyvoj poétu HB (modra) a velikosti energie nevazebnych interakci nefi-

xovanych fetézcu s ionty z globalniho (zlutd) pohledu pro 0,2M koncentraci

Srovna-li se pak lokalni interakce iontl s tou globélni (pro srovnani na Obr. 26), ani zde
neni viditelny zadny trend. U ostatnich koncentraci to vypadalo podobné — Zadna jedno-

znacna souvislost mezi po¢tem HB a interakci iontl s fetézci v blizkosti HB pozorovana

nebyla.

Co se tyké vlivu vody, ten byl u nefixovanych fetézct naprosto stejny jako u téch fixova-
nych. Byly dokonce naméteny 1 téméf totozné hodnoty (srovnani je mozné vidét v tabul-
kéch v zavéru této kapitoly). Casovy vyvoj nevazebnych interakei fetézcti s vodou byl opét
zcela komplementarni k ¢asovému vyvoji nevazebnych interakei fetézcli se sodnymi ionty,
jak je vidét na Obr. 27 (znovu uvadéném pro 1M koncentraci, protoze u ostatnich byly

kiivky od sebe dal a graf nebyl tak ptehledny).
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Obr. 27 — Casové zavislosti nevazebnych interakci vody (modra) a sodnych iont (Zlutd)

s hyaluronany pro 1M koncentraci NaCl a nefixované fetézce

6.2 Srovnani jednotlivych koncentraci soli

Pfi porovnéani primérnych hodnot poctu HB pro jednotlivé koncentrace soli (fixované i
nefixované fetézce), jak je vidét v Tab. 1, se na prvni pohled se zd4, Ze jdou od nejmensi
pfi OM po nejvétsi pii 1M koncentraci. Z tohoto trendu se ovSem vymykaji dvé hodnoty
(v tabulce vyznaceny Cervené) a to 0,6M koncentrace u nefixovanych fetézct a 0,2M kon-
centrace u fixovanych fetézcli. Déle je jasné patrné, Ze mezi fixovanymi fetézci se tvofilo

podstatné vice vazeb.

Tab. 1 — Srovnani primérnych poctli intermolekularnich HB pro oba typy uspotadani

fetézcl a vSechny koncentrace soli

C(NaCl) Primérny pocet HB
[mol/dm?] fixované nefixované
1 0.533 £ 0.011 0264 =+ 0.011
0.6 1.010 £+ 0.017 0.142 £+ 0.007
0.2 0.318 + 0.010 0.513 + 0.017
0 0.027 + 0.003 0.098 £+ 0.006

Anomalie u nefixovanych fetézcl nemusi byt vyznamna, protoZe v tomto piipadé¢ muiize
velky vliv hrat ndhoda. Pokud by ovSem nebyla zptisobena nahodou, je divod anomalie
pro 0,6M koncentraci soli u fixovanych fetézcti pravdépodobné ten, ze kvuli fixovani neni
mozné, aby fetézce zaujaly svilij pfirozeny tvar Sroubovice. I pfi vizualizaci danych systé-
mu v programu VMD je jasné patrné, Ze konformace nefixovanych fetézci pfipomind

Sroubovici mnohem vice nez konformace fetézcli fixovanych. VEtsi linearita fixovanych
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fetézcu je pro vznik HB vyhodnéjsi, vice sbalené nefixované fetézce naopak maji mnohem

méng¢ piilezitosti ke kontaktu.

A s tim nejspi$ souvisi i to, pro¢ se hodnoty pro 0,6M koncentraci vymykaji z trendu. Na
to, jak moc je molekula napfimena, ma pravdépodobné vliv pocet stabilizujicich intramo-
lekuldrnich HB mezi jednotlivymi monosacharidy. Pokud je ovS§em molekula hyaluronanu
v prostiedi, kde se vyskytuji ionty, mohou se v dusledku lokéalniho navazéani iontd nékteré

z téchto vazeb prerusit a molekula se deformuje.

Zda se, ze k tomuto naruSeni intramolekularnich HB (a tedy deformaci fetézcii) za teploty
275 K, nejcastéji dochazi prave pii 0,6M koncentraci soli (jak je vidét na Obr. 28). Je moz-
né, ze pti 0,2M koncentraci je v tésné blizkosti hyaluronant sodnych iontd jesté ptilis malo
na to, aby mély potiebny vliv, a pii IM koncentraci uz je jich tolik, Ze si vzdjemné konku-
ruji. Diky tomu, Ze pii 0,6M koncentraci jsou fetézce vice deformované (a tedy ptipadnym
vazbam méné pristupné), netvoii nefixované fetézce v 0,6M prostiedi tolik vazeb jako
v 0,2M. A naopak, pokud fixovani zabrani fetézcim v deformaci, jsou na vazani nejna-

chylnéjsi prave fetézce v 0,6M koncentraci, byt ditvody stale jesté nejsou uspokojivé vy-

svétleny.
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Obr. 28 — Srovnani nefixovanych fetézci v koncentraci 0,6M (vlevo) a 0,2M (vpravo)

Co se ty¢e 1M koncentrace, hypotéza, jak uz bylo feceno, predpoklada, Ze si ionty navza-
jem konkuruji a to jak ve snaze o deformaci molekuly, tak ve snaze podpofit tvorbu inter-
molekularnich vazeb. Stale ovSem plati to, ze je zde iontd hodné, a proto je jak u fixova-

nych, tak u nefixovanych fetézcti v 1M koncentraci druhy nejvyssi pocet HB.
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U OM pak nejsou téméet zadné ionty, které by na sebe navéazaly vodu a tim pomohly tvorbé

fv v

vaném, tak v nefixovaném piipadé.

Srovnaji-li se interakce HA s ionty pfi riiznych koncentracich (Tab. 2), vysledky nepiekva-
pi — tam, kde je iontd vice, tam fetézce reaguji vice a naopak. Co se tyce rozdilu mezi fixo-
vanymi a nefixovanymi fetézci, ten zde je proto, Ze fixovanim se iontiim znemoznil piistup
k Castem fetézce. Je zajimavé, ze u 0,6M koncentrace se trend méni — pii nizSich koncen-
tracich soli s ionty vic interaguji fixované fetézce, pii vysSich koncentracich soli naopak s

ionty vic interaguji nefixované fetézce.

Tab. 2 — Srovnani primérmé hodnoty energie interakci fetézci s ionty Na' pro oba typy

usporadani fetézcli a vSechny koncentrace soli

C(NaCl) Enevazebna [kcal/ mOl]
[mol/dm’] fixované nefixované
1 -5029 £+ 10 -5148 + 9
0.6 3412 + 8 3751 £ 9
0.2 2072 £ 7 -1778 + 7
0 398 + 3 341 + 3

A vzhledem k tomu, Ze interakce fetézcl s ionty s klesajici koncentraci klesa a voda je vici
iontiim komplementarni, op€t neni ptekvapenim, ze pokud se srovnaji pruimérné hodnoty
energie interakci fetézcli s vodou (Tab. 3), je zde opacny trend — ¢im vyssi koncentrace

iontll, tim méné fetézce reaguji s vodou.

Tab. 3 — Srovnani primérné hodnoty energie interakci fetézci s vodou pro oba typy

uspotadani fetézct a vSechny koncentrace soli

C(NaCl) Enevazebna [kcal/mol]
[mol/dm”] fixované nefixované
1 -8291 + 8 -8325 + 7
0.6 -8710 = 11 9113 + 8
0.2 -10015 = 7 -9958 + 11
0 -10690 + 40 -11068 + 11
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A opét, pti srovnani fixovanych a nefixovanych fetézct, jsou pti 0,2M a OM koncentracich
soli interakce fixovanych fetézci s vodou vétsi a naopak pii 0,6M a 1M koncentracich jsou

vetsi interakce nefixovanych fetézcl s vodou.

A opét se nabizi otdzka: Pro¢ se trend méni prave pii 0,6M koncentraci soli?
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ZAVER

Cilem této prace bylo popsat nevazebné interakce mezi fetézci hyaluronanu ve vodném
prostiedi s riznou koncentraci soli, s konkrétnim zaméfenim na Cetnost tvorby intermole-
kuldrnich vodikovych vazeb, v zavislosti na koncentraci sodnych ionti v okolni vod¢. Si-
mulovany byly dva fetézce hyaluronanu, kdy kazdy obsahoval 24 monomert (tj. 48 mono-
sacharidovych jednotek). Simulace probihaly pro dva rtizné typy vzajemného uspotradani
fetézcl — nefixovany a fixovany (zavedeny pro omezeni vlivu ndhodného vzdaleni) model,
a pro kazdy z nich ve ¢tyfech raznych koncentracich NaCl: 1M, 0,6M, 0,2M a OM (systém

pouze neutralizovan sodnymi ionty).

Bylo zjisténo, Ze koncentrace soli ma na pocet intermolekularnich vodikovych vazeb velky
vliv. Pokud jsou v okoli fetézcii hyaluronani sodné ionty, fetézce spolu interaguji a mezi
fetézci se tvori intermolekularni vodikové vazby. Naproti tomu pokud v okoli stl neni,
nebo je ji jen zanedbatelné mnozstvi (jako tomu bylo u OM koncentrace), ke vzajemné in-

terakei fetézel témét nedochdzi a vodikové vazby se netvofi.

Béhem zkoumdni mechanismi, kterymi sodné ionty pfispivaji k interakci fetézcl, bylo
zjiSténo, ze ionty ovliviiuyji interakci fetézcl s vodou a (pravdépodobné v diisledku toho)
také miru deformace fetézcli. U modelu s ¢aste€né fixovanymi fetézci proto na vysledek
méla vliv i samotna fixace fetézct a naopak u modelu s nefixovanymi fetézci to, Ze fixova-
ny nebyly. V disledku vSech téchto faktor se u nefixovanych fetézcii tvotilo nejvice in-
termolekularnich vazeb pii 0,2M koncentraci soli, zatimco u fixovanych fetézcii to bylo pfi

0,6M koncentraci soli.

Dale bylo zjisténo, Ze interakce sodnych iontl s fetézci a interakce molekul vody s fetézci
jsou komplementarni — navzajem se témét dokonale zrcadli a tedy pokud reaguji fetézce s
ionty, mén¢ reaguji s vodou a naopak. Také bylo mozné vypozorovat, Ze pfi rizné intenzité
nevazebné interakce fetézcli se sodnymi ionty existuji tfi rizné typy vzajemného natoceni

monosacharidii, mezi kterymi intermolekularni vazba vznika.

vvvvvv

lekularnich vazeb mezi hyaluronany zavisi na koncentraci soli a Ze pokud v systému ionty
nejsou, témet zadné vodikové vazby nevznikaji — poznatek, ktery bylo mozné najit jak u

fixovanych fetézct, tak u jejich nefixovanych protéjsku.

Vliv sodnych iontl je pfitom podle vSeho globalni (narusuji vodu v okoli makromolekul),

zadny lokalni vliv konkrétnich iontl na tvorbu a pocet vazeb se najit nepodarilo.
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Do budoucna by bylo jisté piinosné podrobnéji prozkoumat to, proc se pii 275 K nékteré
trendy méni pravé za 0,6M koncentrace soli. V praci navrzend hypotéza, ze pii 0,2M kon-
centraci soli je sodnych iontii v okoli hyaluronani jesté pfilis malo a pii 1M koncentraci uz
naopak moc a navzajem se z okoli hyaluronanii vypuzuji, by mohla byt dobrym odrazovym

mustkem.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

HA kyselina hyaluronova
GCU kyselina B-D-glukuronova

NAG B-D-N-acetylglukosamin

A angstrom (jednotka délky)

MD molekulova (molekularni) dynamika
Evy Lennard-Jonestiv potencial

NMR nuklearni magneticka rezonance

NaCl chlorid sodny

CaCl chlorid vapenaty

HB vodikové vazba (z angl. hydrogen bond)
Vdw van der Waalsova

Enevazebns ~ €nergie nevazebné interakce

T cas

C(NaCl) koncentrace NaCl
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