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Abstrakt

Tato prace se zabyva molekularné dynamickymi simulacemi hyaluronanu
sodného a jeho modifikovanych forem, kde byly na patet fetézce navazany
alifatické substituenty odvozené od kyseliny stearové. Jejim cilem bylo
analyzovat chovani substituovaného hyaluronanu ve smésnych rozpoustédlech
voda:1,4-dioxan a voda:terc-butanol pii riznych koncentracich NaCl. Takovéto
systémy maji klicové uplatnéni v biomedicing¢, tkdniovém inzenyrstvi nebo ve
farmacii, zejména jako nosice 1éCiv. V ramci experimentalni Casti proto byly
provedeny simulace substituovanych i nesubstituovanych fetézci za rtznych
podminek (teplota, koncentrace soli, pomér vodné¢ a organické slozky v
rozpoustédle). Mezi hlavni sledované charakteristiky patiila ohebnost fetézci,
distribuce rozpoustédla v bezprostfednim okoli, jejich vzdalenost a mira interakce
(v ptipad¢ simulaci vice fetézcil). Studovan byl 1 vliv stupné substituce a samotné
pritomnosti alifatickych substituenti, a to jak na dynamiku samostatnych fetézcii,
tak na jejich interakci. V zajmu lepSiho porozuméni chovani substituentli byly
dale simulovany 1 samostatné alifatické tfetézce. Ziskané vysledky ukazaly silny
vliv pouzitého rozpoustédla a pfitomnosti soli na vSechny vySe jmenovane
charakteristiky.

Klicova slova: hyaluronan, molekulova dynamika, hydrofilni biomolekuly,
nosice léciv, smésna rozpoustédla



Abstract

The work addresses molecular dynamics simulations of sodium hyaluronate
and its modified forms, where aliphatic substituents derived from stearic acid
were attached to the polymer backbone. The aim was to analyze the behavior of
substituted hyaluronan in mixed solvents of water:1,4-dioxane and water:tert-
butanol at varying NaCl concentrations. Such systems have key applications in
biomedicine, tissue engineering, and pharmaceutics, particularly as drug delivery
carriers. In the experimental part, simulations of both substituted and
unsubstituted chains were performed under different conditions (temperature,
NaCl concentration, ratio of aqueous and organic components in the solvent). The
main monitored characteristics included chain flexibility, solvent distribution in
the immediate vicinity of chains, and also their distance and degree of interaction
(in the case of multiple-chain simulations). The influence of the degree of
substitution and the presence of aliphatic substituents was studied both on the
dynamics of individual chains and on their interactions. To gain a better
understanding of the behavior of the substituents, separate aliphatic chains were
also simulated. The obtained results demonstrated a strong influence of the
solvent used and the presence of salt on all the above-mentioned characteristics.

Key words: hyaluronan, molecular dynamics, hydrophilic biomolecule, drug
carriers, mixed solvents
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1. Uvod

Kyselina hyaluronova (HA zangl. hyaluronic acid) neboli hyaluronan je
biomolekula s velkym vyznamem nejen Vv oblasti moderni biomediciny a
materialového inzenyrstvi. Tento piirodni polysacharid s chemickym vzorcem ([4)-
B-d-GlcpA-(1 — 3)-B-d-GlcpNAc-(1—]n) se prirozené vyskytuje v télech vétSiny
savcl veéetné Cloveka, a to v podobé disociované soli (nejcastéji sodné). Diky svym
unikatnim vlastnostem a Sirokému spektru aplikaci nabyva na stale vétsi popularité
nejen v technologickych aplikacich, ale i u laické vefejnosti.

V praxi se HA jiz dlouho vyuziva nejen v kosmetickém pramyslu, ale také ve
farmacii a lékafstvi, zejména v oblasti oftalmologie, dermatologie a ortopedie.
Vyuziva se také jako nosi¢ 1é¢iv, ale pro tyto ucely jsou nutné jeji modifikace. [1,2]

Nad¢jnou modifika¢ni metodou se zda byt piipojeni alifatickych fetézci, ¢imz se
kyselina hyaluronova stava hydrofobizovanou a tedy i amfifilni. Takto upravené
fetézce jsou schopné samovolného formovani do tvaru nanocastic micelového typu,
kdy hydrofobni substituenty maji tendenci se shlukovat uvnitt. Pfi vyuZziti
modifikované HA ve farmacii jako nosice 1éCiv je pak do takto usporadané
nanocastice mozné zaclenit aktivni latku a bezpe¢né ji dopravit do mista v téle, kde
je potieba. [3,4]

Jednou z moznosti ptipravy takto modifikované HA je esterifikace jejich
karboxylovych skupin nékterou z alkylatovych mastnych kyselin (v ramci
pfedchozich vyzkumi byly testovany mimo jiné kyseliny hexanova, oktanova,
dodekanova, stearova, linolova nebo arachidova) v prostiedi smésnych rozpoustédel
vody a organické latky. Maximalniho hydrofobniho efektu je dosazeno, pokud jsou
naroubované substituenty co nejdelsi (a to i presto, ze délka substituentli snizuje
mozny stupen substituce). HA fetézce s dlouhymi substituenty potom Iépe interaguji
se zapouzdienymi molekulami, naptiklad s 1é€ivy nebo jinymi bioaktivnimi latkami,
a obecné piinaseji nové funkéni vlastnosti, které stale nejsou zcela popsany. [3,5]

Velky vliv na efektivitu esterifikace, rychlost reakce a rovnomérnost distribuce
substituentll maji nejen reakéni podminky (teplota, tlak...), ale také druh pouzitého
rozpoustédla a pripadné i pfitomnost anorganické soli [6]. To vSe se promita do
potencialnich aplikaci ve farmacii i jinych primyslovych odvétvich. Cilem této prace
je proto co nejptesnéjsi popis vySe zminéného vlivu slozeni smési rozpoustédel na
dynamiku substituovanych HA fetézcti S ohledem na popis jejich vzajemné interakce.

Pro co nejlepsi porozuméni dynamickému chovani molekul a nuancim
mezimolekuldrnich interakci byl vyzkum provadén pomoci molekulové
dynamickych pocitaCovych simulaci. Tento efektivni néstroj pro popis struktury a
dynamiky biomolekul je vyhleddvan zejména pro svou dobrou shodu
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s experimentem, atomarni rozliSeni a nizké naklady ve srovnani s experimentalnimi
technikami.

2. Soucasny stav poznani

Kyselina hyaluronova je pfedmétem zdymu védch uz od svého objeveni v roce
1934 [7]. UZ béhem dvaceti let po prvni zmince 0 této biomolekule byla popsana jeji
role v synovialni tekutiné a v lidském téle obecné [8,9], jeji metabolismus a to, jakou
roli v ném hraji bakterie [10], a bylo nalezeno hned n€kolik zptisobti jeji extrakce
Z pupecni $nary [11].

S kazdou dalsi zjisténou informaci o kyselin¢ hyaluronova zajem o ni rostl a do
konce dvacatého stoleti bylo pomérné presné¢ zmapovano, kde vSude v zivych
organismech je mozné HA najit [12-14], jaka je jeji funkce v téle [15-17] a byly
popsany jeji neobvyklé reologické vlastnosti [18-22] i konformace piipominajici
Sroubovici.

Vyzkum struktury této biomolekuly byl provadén pievazné s vyuzitim NMR,
rentgenového rozptylu nebo spektroskopie [20,23-28]. S pokrokem pocitatové
techniky se vsak HA zacala zkoumat i s pomoci molekulové dynamickych simulaci
[29,30] nebo kombinaci experimentalnich a vypocetnich metod [27,31]. To umoznilo
pomérné piesny popis struktury 1 dynamiky fetézci, piestoze nékteré otazky zistaly
otevieny — tieba zda mezi fetézci HA v roztoku dochazi k interakcim [32,33].

Za ucelem zefektivnéni aplikaci se rozvinul 1 vyzkum rizné modifikovaného
hyaluronanu, at’ uz pomoci thiolovych skupin [34,35], liposomi [36-38], peptidu
(kdy peptidové fetézce je bud’ mozné napojit pies karboxylovou skupinu [39], nebo
se pomoci oxidace narusi jeden ze sacharidovych cykld HA fetézce a peptidy se
navazou na vzniklé aldehydické skupiny [40,41]), lignint [42], nebo karboxylovych
kyselin. Esterifikaci HA karboxylovymi kyselinami je totiz dosazeno hydrofobnich
vlastnosti nové vzniklé molekuly a ta se pak miize vyuZzit naptiklad jako nosi€ 1éCiv
[3,43-45] nebo v oftalmologii [5].

Substituce karboxylovymi kyselinami se nejCastéji provadéji v etherickych
rozpoustédlech. Divodem je jejich snadna misitelnost s vodou a efektivita pfi
provadéni reakce. Zménou reakénich podminek ¢i rozpoustédla pak lze snadno
ovlivnit stupen substituce, protoze sloZzeni rozpoustédla ma na prub&h reakce a
rovnomé&rnost substituce znaény Vvliv. [5,6,43]



Ptestoze HA byla pomoci molekulové dynamiky zkoumana nékolikrat a organicka
smésna rozpoustédla také [46—48], zatim nebyly provedeny téméi zadné simulace
hyaluronanovych fetézct v téchto rozpoustédlech.

3. Cile disertacni prace

e (Charakterizace struktury hyaluronanovych fetézci v prostiedi Cisté vody i
smésnych rozpoustédel typu voda:organicka slozka (konkrétné voda:1,4-
dioxan a voda:terc-butanol) ve tfech riznych koncentracich NaCl (0 M, 0.1 M
a0.2 ML

e Ptiprava modeli oligosacharidd hyalurononatu sodného, substituovanych
vruznych polohach alifatickymi fetézci a solvatovanych smésnymi
rozpoustédly typu voda:organicka latka pii riznych koncentracich NaCl.

e Provedeni simula¢nich vypoctli metodou molekulové dynamiky, vyhodnoceni
vysledkli a posouzeni vlivu rozpoustédel a substituentli na strukturu a
dynamiku fetézct hyaluronatu sodného.

e Priprava a provedeni simulaci pro dva substituované tetézce, vyhodnoceni
miry jejich ptipadnych interakci a posouzeni vlivu téchto interakci na
dynamiku ftetézcli. Dale zhodnoceni vlivu substituentl na mnoZstvi
intermolekularnich interakci pfi srovnani s nesubstituovanymi fetézci.

1Pro zachovéni konzistence s jiz publikovanymi vysledky a grafy byly v této préci pouZity desetinné tecky.



4. Teoreticky ramec

4.1 Kyselina hyaluronova

Kyselina hyaluronova byva nazyvana také hyaluronan, prestoze hyaluronan je,
technicky vzato, jeji polyionickou formou (kterd se ovSem V pfirodé vyskytuje
Cast&ji, nez Cista kyselina hyaluronova). Je to biomolekula prirozené se vyskytujici v
lidském téle, kde hraje klicovou roli ve fyziologické funkci ktize, kloubti a o¢i. Je
hlavni slozkou extracelularni matrix (ECM) —tj. sité proteint a dalSich molekul, které
poskytuji strukturdlni podporu buiikdm a tkdnim po celém téle.

Poprvé byla popsana a pojmenovana biochemikem Karlem Meyerem a jeho
asistentem Johnem Palmerem, ktefi v roce 1934 vydali ¢lanek v Journal of Biological
Chemistry [7]. Uz o témé&f dvacet let diive vSak jini védci izolovali smés hyaluronanu
a dalsich glykosaminoglykanti [49]. Brzy po prvni zmince o HA byly objeveny i jeji
unikatni vlastnosti a vyzkumem této biomolekuly se zacalo zabyvat mnoho védcu.
Probihala jeji extrakce z mnoha riznych tkani zvifat, ale i prvni produkce pomoci
bakterii — z hlediska aktualni vyroby HA velmi dilezity objev [50].

UzZ béhem druhé svétové valky se HA zacala vyuzivat v medicing, ptivodné do
obvazil na oSetfeni omrzlin, byt’ v té¢ dob¢ se jesté nevédélo, ze je to HA, co dodava
vytazku z pupecni $iiliry regeneracni vlastnosti. Pozdé€ji byla objevena celd fada
dalSich moznych aplikaci od poopera¢niho hojeni ptes 1écbu artritidy az po prvni
pouziti ve viskochirurgii oka. [51]

Dnes je HA pfedmétem zkoumani mnoha riznych védeckych disciplin, jako je
zejména makromolekularni chemie, radiochemie, biochemie, glykobiologie,
molekuldrni biologie, nebo pfimo medicina.

4.1.1 Vyskyt

Kyselina hyaluronové je pfitomna v mnoha tkénich a organech u lidi 1 zvifat.
V literatuie je nejcastéji udavanym mistem vyskytu HA mezibunééna hmota (t;.
ECM), dale pokozka a jiné pojivové tkané (napft. zilni a tepenna sténa krevnich i
lymfatickych cév), vyskytuje se vSak také na jinych mistech, napiiklad ve vystelce
bfiSni dutiny jako soucast peritonedlnich mezotelovych bunék a peritonealni
tekutiny. [52,53]

HA se v hojném mnoZstvi vyskytuje také ve zrakovém systému. Najdeme ji
zejména V rohovkovém epitelu, kde stimuluje proliferaci bun€k a jejich migraci
[12,13,54] a to jak u lidi, tak i u zvifat (v n€kterych ¢astech oka se HA dokonce
vyskytuje pouze u zvitat, napf. v o¢nim b&lmu nebo nékterych pojivovych tkanich
mysi [55]). Dale se vyskytuje také v trabekularni siti (kde reguluje fyziologicky
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nitroo¢ni tlak), v zornickach (zejména v ptipadé€ jejich poskozeni), v ECM cocek, ale
také ve sklivei, v sitnici, optickych nervech a dalSich ¢astech oka. HA je zde dokonce
mozné najit uz v embryonalnim stddiu vyvoje — u embryi makaki byla pozorovana
V nejen bazalnich membranach a ¢occe, ale i v rohovce a dalSich oc¢nich tkanich [56].

Dalsim mistem, kde je v t€le mozné najit HA je dychaci soustava, pievazné v
surfaktantu plicnich sklipki [57], i kdyZ obecné je mozné fict, ze je HA v plicich
soucasti vSech dulezitych tkani. Najdeme ji tak v alveolach, praduskach, pohrudnici,
nebo také v cévach a v mnoha dal$ich organech opét nejen u lidi, ale i u zvitat [58].

Mimo vysSe uvedené se HA vyskytuje jesté na mnoha dal$ich mistech téla, at’ uz se
jednd o synovidlni tekutinu kloubil, pupecni $nidru, organy reprodukcniho systému,
nervovou tkan nebo samotny mozek. [59-61]

4.1.2 Role kyseliny hyaluronové v télech savcu

V kloubech se HA vyskytuje jako soucast synovidlni tekutiny, kde vyznamné
piispiva k jejim viskoelastickym vlastnostem. Nejen v kloubech, ale i na mnoha
jinych mistech tcla pisobi jako ptirozeny lubrikant (tvoti vypli mezi pohyblivymi
¢astmi tkani), Ktery snizuje tfeni mezi namahanymi kostmi a chrupavkami a zmirnuje
tak jejich opotiebeni [14]. JakoZto ochranna vrstva mezi klouby také absorbuje
protoze brani tkan¢ ptfed prichycenim nebezpecnych mediatord [63]. Neméné
dulezitou roli je transport, kdy synovialni tekutina predstavuje jakysi biochemicky
rezervoar pro prichod zivin ke chrupavkam. [15,64,65]

V oCich (téméf ve vSech Castech oka) ptispiva HA ke strukturni integrité tkani,
podporuje migraci bunék a bunécnou signalizaci. Na zaklad¢ studie, provedené na
oku kralika [66], bylo zjisténo, Ze sodna stl kyseliny hyaluronové (0 koncentraci 1 a
2 %) ma velky vliv na zacelovdni ran v epitelidlni vrstvé rohovky, zejména
v pozd¢jSich fazich hojeni. Dalsi studie pozdé&i tento fakt potvrdily, kdyZ bylo
pozorovano, ze HA vyznamnym zplsobem stimuluje migraci epitelovych bunék
rohovky. Tim bylo také dokazano, Ze jeho vliv na hojeni ran je pfimym dasledkem
farmakologickych vlastnosti hyaluronatu sodného bez ohledu na vné&jsi faktory (s
vyjimkou koncentrace sodné soli). [13,67] V dnesni dob¢ se pii oftalmologickych
operacich ptidava HA z vnéjsiho zdroje, nicméné 1 poranéné oko je schopné si HA
syntetizovat, takze je mozné, Ze v budoucnosti budou vyvinuty metody, které jen
podpoii tento piirozeny proces a nebude nutné dodavat HA zvenci [68].

V plicnich sklipcich je primérni roli HA tvorba hydrofilniho gelu pomoci interakce
se specifickymi proteiny ve vodné fazi a také CasteCnou self-agregaci. Vznikly gel
pak tvori strukturu vodné subfaze a zahlazuje nerovnosti vrstvy bunék. Také
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interaguje s povrchovymi fosfolipidy, ¢imZ zvySuje stabilitu povrchové vrstvy a
aktivné brani zhrouceni stény sklipku. HA zde navic mimo jiné plni také roli
imunomodulatoru, kdy v ramci povrchové vrstvy tvoii soucast hlavni obranné linie
proti bakteriim ze vzduchu. [57]

Hladina HA v téle nartista v obdobi t¢hotenstvi [16], pfi hojeni ran [52], nebo pii
boji s uréitymi typy onemocnéni, jako jsou nékteré zanéty, nebo také rakovina,
béhem niz se HA nachazi pfimo v nadorech ¢i jejich okoli. Samotn4 role HA ve
vyvoji nadord je velmi komplexni — mize zde napomahat migraci rakovinnych
bun¢k, nebo také podporovat interakce bunék s mezibunécnou hmotou v jejich okoli,
¢imz mize mit zvySovat agresivitu nddoru a pomahat jeho riistu a Sifeni. Detekci
zvySeného mnozstvi HA v daném misté by ale mohlo byt mozné odhalit pfitomnost
rakovinnych bunék. Dal§im moZnym feSenim by mohlo byt zacilit a nasledné
roz§tépit ptimo hyaluronan (pomoci specifickych enzymt — hyaluronidaz), tim u
nadoru zpomalit rist a zaroven snizit agresivitu. [69,70]

V piipad¢ poranéni HA (at’ uz dodévana zvenci, nebo ta, kterou poranéné tkani
poskytne télo) pomaha pi1 hojeni. Také pfimo ovliviluje starnuti nejen kiize, ale i
dal$ich tkani. S v€kem totiz mnozstvi HA ve tkanich klesa nebo klesa jeho kvalita
(fetézce degraduji na mensi fragmenty, ¢imZ se méni 1 jejich vlastnosti). Proto se pak
v dtsledku nedostate¢né vlhkosti a pruznosti kiize tvoii vrasky [53].

4.1.3 Syntéza hyaluronanu v Zivych organismech

Syntéza HA probiha prostfednictvim enzymoveé katalyzovaného procesu,
nazyvan¢ho glykosylace. Proces zahrnuje postupné navazovani glukoronové
kyseliny a N-acetylglukosaminu Kk rostouci molekule. Cela reakce je katalyzovana
specifickymi enzymy — tzv. hyaluronan syntazami, vyskytujicimi se v bunééné
membrang, a probiha na jeji vnitini stran¢. SKrz bunéénou membranu je pak vznikla
HA vylu€ovana do mezibunécného prostoru. Tento proces byl detekovan na mnoha
riznych mistech téla — téméf ve vSech mistech, kde se pozdéji HA vyskytuje, miize
probihat i jeji syntéza. [68]

Nékteré druhy Skodlivych bakterii (pfevazné zrodu Streptococcus, ale i
Staphylococcus, Pasteurella a dalsich) dokazi syntetizovat HA stejné¢ jako
eukaryotické organismy. Protoze hyaluronan se v téle lidi a zvifat pfirozené
vyskytuje a neni antigenni (bez ohledu na to, ¢im je vyprodukovan), jeho dodani
nevzbuzuje imunitni reakci. Bakterie proto mohou HA vyuzivat jako mimikry. Tuto
funkci plni HA i u kvasinek druhu Cryptococcus neoformans. [18,71-73]
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4.1.4 Priamyslova syntéza hyaluronanu

Historicky se HA extrahovala z pupe¢ni $itiry a pozdéji pak z kohoutich hiebinki.
Z diivodli sniZzeni ceny, mensiho environmentédlniho dopadu a také pro omezeni
farmaceutického vyuzivani latek ziskanych piimo ze zvitat, se vétSinova produkce
HA zaméfila na mikrobialni fermentaci s pouzitim bakterii druhu Streptococcus
zooepidemicus [74—77], konkrétné jeho kmend A a C. Kvili obavam z patogenni
povahy streptokoki se dnes zkoumaji alternativni metody [78,79].

Nejnovéjsi z nich je rekombinantni produkce pomoci jinych bakterii, mezi nimi 1
Escherichia coli [80]. Problémem téchto metod je cena potifebnych materialt a dale
také fakt, Ze produkt musi byt jest¢ dodateCné cistén — dualezité zejména pro
medicinské a kosmetické aplikace, kdy nedostatecne vycisténi miize vest k alergické
reakci. To je ovSem obecny problém mikrobidlné fermentac¢nich metod (i v ptipadé
pouziti streptokokil). Navic je vznikla HA smési riznych molekularnich hmotnosti —

na metod¢, kterou by bylo mozno vyprodukovat hyaluronan o co nejniz$i mozné
disperzité, se stale jesté pracuje. [81-83]

4.1.5 Chemicka struktura kyseliny hyaluronové

Kyselina hyaluronovd je linearni polymer, ktery patii do skupiny
heteropolysacharidi zvanych glykosaminoglykany. Tyto biomolekuly jsou
charakteristické svym slozenim z disacharidovych jednotek aminosacharidu (N-
acetylglukosamin nebo N-acetylgalakosamin) a uronové kyseliny (to jsou napf.
kyseliny glukuronova, galakturonova, nebo iduronova). Mezi glykosaminoglykany
patii heparin/heparan sulfat, chondroitin sulfat/dermatan sulfat, keratan sulfat a prave
kyselina hyaluronova.

HA se od ostatnich glykosaminoglykanti 1i§i tim, Ze neni sulfatovand a neni
syntetizovana  enzymy  Golgiho  aparatu.  Skladd se  z alternujicich
monosacharidovych jednotek kyseliny B-D-glukuronové (GCU, resp. G) a B-D-N-
acetylglukosaminu (NAG, resp. N), spojenych glykosidickymi vazbami -1,3 a -1,4
(viz Obr. 1). [17,84]

H OH H NHCOCH,
Obr. 1 — Struktura hyaluronanu: GCU (vlevo) a NAG (vpravo) [85]
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Za fyziologickych podminek byva HA disociovand — kazda karboxylova skupina
ma proto zaporny naboj a cela HA je tak polyaniontem (proto ,hyaluronan®).
V roztocich obsahujicich kationty (nejéasté&ji Na*, K*, Ca?* nebo Mg?#*) tvoii vysoce
hydrofilni soli. [86]

Vzhledem k chemické struktufe monosacharidli, kterymi je tvofen, je vznikly
polysacharid velmi energeticky stabilni, jelikoz vSechny velké funk¢ni skupiny jsou
ve stericky preferované ekvatoridlni pozici [21]. Retézce jsou navic zpevnény
intramolekularnimi  vodikovymi vazbami mezi jednotlivymi sacharidovymi
jednotkami (Obr. 2). I proto je rotace podél vazeb propojujicich monosacharidy
minimdlni. Pouze v ptfitomnosti iontdl mize dochazet k vyznamnéjSimu pretdceni
nckterych dihedralnich Ghla, protoze vodikové vazby mezi cykly jsou témito ionty
rozruseny (vice v podkapitole 4.1.6 o chovani HA v roztocich soli).

CH3
|
e} Of— C Hore
wet 0 - Hue \N/
7
0]
o 0 e
(O NN H—0 o
\“‘HpO O_H'""‘O'-.'EC/N\H"""'O" C CHQOH
L \
| '
CHs
Obr. 2 — Predpokladana prirozena struktura retézce HA s intramolekuldrnimi

vodikovymi vazbami [87]

HA se miize vyskytovat ve form& viskoelastického roztoku, jako soucast
bunéénych struktur, ale také ve formé nanocastic [88]. Muize byt linearni, nebo
sitovand (tedy ve form¢ hydrogelu). Hydrogely jsou V technické praxi ziskdvany
pomoci enzymatickych procest, napiiklad sitovanim tyraminem [89], nebo
zaClenénim thiolovych skupin do molekuly, kterd se pak situje pravé pomoci nové
zaClenénych thiolovych skupin [90]. Mimo tyto dva zplsoby existuje jest€¢ mnoho
dalSich metod a moznosti, jak hyaluronan zesit'ovat, tteba s pomoci Schiffovych bazi
[91].

Ptipadné intermolekularni interakce mezi jednotlivymi HA fetézci jsou
zprostiedkovany vodikovymi vazbami, iontovymi mosty (kdy jeden ion interaguje se
dvéma HA fetézci soucasn¢) anebo hydrofobni interakci. V Cisté vodném roztoku je
takovychto interakci jen velmi malo, ale za ptitomnosti soli jejich pocet nartsta [92].
I ptesto neni vliv téchto vazeb v Cisté vode piilis velky (podrobnéjsi rozbor poskytuje
vysledkova sekce).

14



Terciarni struktura HA vyrazné ovliviiuje jeji biologické vlastnosti a sama je
ovliviitovdna mnoha faktory, mimo jiné teplotou, pH, nebo piitomnosti enzymad.
Jakou presné konformaci HA zaujima je proto mozné popsat pouze ve vztahu ke
specifickym podminkam. Zatimco za téch obvyklych mé HA tvar velmi nabotnalého
nahodného klubka, v n€kterych roztocich a za pfitomnosti konkrétnich kationt
zaujimaji jednotlivé fetézce HA konformaci Sroubovice a v nékterych ptipadech
spolu dokonce vice fetézct tvoii slozitéjsi duplexni struktury. Pfesny popis téchto
Sroubovic a dvouSroubovic se podle jednotlivych zdroji lisi:

Skupina J. Sheehana (a pét let pred nim také 1. Dea) popisuje ve svém ¢lanku
antiparalelni dvousroubovici, slozenou ze dvou levotocivych struktur o Ctyfech
disacharidovych jednotkdch na jeden zavit, drZici pohromadé zejména diky opacné
polarité bo¢nich skupin (Obr. 3). Navrhovana Sroubovice mé pii nizkém pH (tj. méné
nez 4) axidlni posun 0.82 nm na jednu disacharidovou jednotku a byla zkoumana
pomoci rentgenové difrakce HA, krystalizované za pritomnosti iontl (konkrétné K™,
NH**, Rb* a Cs*). Pozd&jsi vyzkum stejné skupiny tuto konformaci potvrdil a také
byly popsany zmény, zptisobené¢ upravou pH a piitomnosti jinych — sodnych a
vapenatych — ionti. [23,93,94] Experiment J. Sheehana pak uspésn¢ zopakoval také
S. Arnott se svou vyzkumnou skupinou [95].

Obr. 3 — Terciarni struktura HA podle clanku J. Sheehana [93]
(a—jeden retezec, b — dvousroubovice, ¢ — detail orientace bocnich skupin)
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Ve ¢lanku J. Scotta a spol. [96] byly pomoci elektronové mikroskopie pozorovany
nejen rozvétvené sité dlouhych HA fetézct, ale také duplexni struktura, nazvana jako
dvousroubovice. Vysledky méteni potvrdily i jejich pocitacové simulace a to piesto,
ze se jednalo o roztok HA v Cisté vod¢ bez pritomnosti soli, kde by podle ostatnich
zdrojl k intermolekularni interakci viibec dochazet nemélo. Nebylo zde ovSem blize
specifikovano, o jaky typ Sroubovice se jednalo. V pozd¢jSim ¢lanku téze skupiny
[25] byl na zakladé NMR popsan tvar jednotlivych fetézci vysokomolekularni HA
(ve vodném roztokus 0.29 M NaCl) jako paskam podobné helixy se dvéma
disacharidovymi jednotkami na jeden zavit, pfipominajici spiSe B skladany list nez
klasickou Sroubovici. Takto orientované fetézce vSak vzajemné hydrofobné
interagovaly a vzniklé struktury byly pomérn¢ stabilni — K jejich rozruseni doslo az
mechanickym namdhanim p#i michani. Stejné paskdm podobné helixy uspotadané do
jakéhosi beta listu byly zkoumany vyzkumnou skupinou E. Fishera (ve spolupraci se
Scottovou skupinou) a to zejména z pohledu reologie a toho, jak velké smykové
napéti je potieba k rozruseni téchto struktur [26].

Vysokomolekularni HA byla charakterizovana i pomoci AFM (mikroskopie
atomarnich sil). Dlouhé tetézce zde ve tvaru klubka tvofily mnoho riznych kli¢ek a
smycek, které¢ byly mnohdy stabilizovany antiparalelni intramolekularni interakei,
v n€kterych ptipadech témet pripominajici dvousroubovici. Délka téchto duplexnich
usekti se pohybovala kolem 1 nm. Dalsi podrobnosti o pifipadnych Sroubovicich
nebylo mozné ziskat z divodi limitaci pouzité metody. [97]

Podle ¢lanku P. Gribbona a spol. [98] zaujima HA tvar Sroubovice pouze
v pfitomnosti Na* a Ca?" iontd. Zajimavé je, Zze podle jejich zjidténi (ziskanych
fluorescencni zobrazovaci technikou FRAP) ma tato Sroubovice v pfitomnosti
sodnych iontll stoupani 4 disacharidové jednotky na zavit, zatimco v pfitomnosti
vapenatych iontil jsou to jenom 3 disacharidové jednotky na zavit. V uvedeném
¢lanku autofti také prohlaSuji, Ze neexistuje dikaz, Ze by mezi fetézci HA dochézelo
k jakékoliv intermolekularni interakci.

Vyzkumy skupin Ch. Blundella i N. Yaffleye pfitomnost terciarni struktury
vyvraci — prvni s pomoci NMR, druha pouzitim Ramanovy spektroskopie. V obou
ptipadech se vSak jednalo pouze o HA ve vodném roztoku bez jakékoliv soli a proto
je mozné, ze pokud tam k né¢jakym interakcim mezi fetézci dochazelo, byly velmi
slabé. [33,99] Naproti tomu skupina G. Giubertonové ve svém ¢lanku popisuje velky
vliv terciarni struktury HA na biologické vlastnosti [100]. Pfestoze infracervena
spektroskopie nespecifikuje, o jakou terciarni strukturu se zde jedna, je zde dokazana
pfitomnost intramolekularnich vodikovych vazeb. Prace se pfevazné zaméfuje na
S nimi souvisejici pH iniciovanou gelaci.
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Tim, ze pfipadna terciarni struktura HA je podle vétSiny zdrojii udrZzovéna
nekovalentnimi interakcemi, je zavisla na mnoha faktorech, a proto ji lze snadno
ovlivnit a s ni i vysledné vlastnosti hyaluronanu. To Ize vidét na ptipad¢ denaturace
HA, vyvolané zvySenim teploty. V tu chvili dochdzi krom¢ zmén v supramolekularni
organizaci (terciarni struktuie) také k vyraznym zménam biologické aktivity a
viskozity [20]. Kontrolou terciarni struktury by pak mohlo byt mozné tidit specifické
vlastnosti HA v biologickych systémech, a tak ji uzptsobit ke konkrétnim aplikacim,
zejména pii dodavani 1é¢iv nebo k vyuziti ve tkanovém inzenyrstvi. [98]

4.1.6 Vlastnosti

Kyselina hyaluronova dosahuje vysokych stupiiti polymerizace, ¢imz se lisi od
ostatnich glykosaminoglykant — jeji molekulova hmotnost se pohybuje v pomérné
Sirokém rozmezi. V piipad€ nizkomolekularni HA je to pouze nékolik kDa, zatimco
vysokomolekularni HA muiZe mit molekulovou hmotnost az 10 MDa. V lidském t¢le,
konkrétné v synovialni tekuting, pak najdeme HA o hmotnosti mezi 3 a 4 MDa. Ve
zbytku lidského téla se molekulovd hmotnost HA 1i§i podle konkrétniho mista
vyskytu a také podle zdravi dané tkané (v téch poskozenych byvd HA kratsi).
[27,101,102]

Vysokomolekularni HA je viskoelasticka, dobie =zadrzuje vlhkost a je
mukoadhezni (schopnd, ptfilnout k mukoéznim povrchlim) — vlastnosti, které jsou
zadouci zejména v oftalmologii, ortopedii, kosmetice, nebo pfi hojeni ran. Oproti
tomu HA s niz§i molekulovou hmotnosti podporuje angiogenezi (tedy tvorbu novych
cév), ale také expresi zanétlivych medidtord. Pfitomnost kratkych fetézcl
hyaluronanu pak mtze signalizovat zranéni. [83]
schopnost zadrzovat vodu. HA je nejen schopna na sebe vodikovymi miistky navazat
mnohem vice vody, nez jiné polymery (aZ tisicinasobek své hmotnosti), ale
navazanim vody dokonce méni svou sekundarni strukturu. Vytvaii se zde jakési
vodni mosty, propojujici razné ¢asti molekuly nebo 1 rtizné fetézce HA, jak je vidét
na Obr.4 (je dilezité podotknout, ze zatimco na obrazku je pro prehlednost
znazornéna jen jedna molekula vody, ve skute¢nosti se jich v okoli fetézci naléza
mnohem vice, a ty jsou mnohdy riuzné propojené, at’ uz mezi sebou, nebo pravé
s fetézci HA). U obou forem HA — s navazanou vodou i bez ni — se vyskytuji
hydrofobni oblasti, dilezité zejména pro piipadnou interakci s membranami nebo
proteiny. Diky své schopnosti vdzat vodu hraje HA vyznamnou roli nejen v procesu
hydratace tkani, ale také pii udrzovani jejich pruznosti a pevnosti a v fad¢ dalSich
bunéénych procest. [103]
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Obr. 4 — Vizualizace vodniho mostu mezi HA retézci, kdy jedna molekula vody tvorr dve
vodikové vazby — na kazdy HA retézec jednu.

Schopnost vazat se na proteiny je u HA velmi dulezitda. Diky ni hraje roli ve
struktuie ECM, kde ve spolupraci s proteiny podporuje konstrukci tkdni. | proto se
pak HA ve form¢ hydrogeltl mtize vyuzivat na pfipravu scaffoldti nebo 3D kultivaci
bun¢k (zejména po jeji modifikaci napt. thiolaci [35]). Hydrogely zde vytvari 3D
prostiedi, podobné pfirozené tkani, kterym pak proriistaji nové bunky. Pii interakci
s receptory na povrchu bun¢k nebo bunééné signalizaci je interakce s proteiny také
nezbytna, stejné jako pii aplikacich v dodavani 1éciv. Tam jsou to prave proteiny, na
které se HA v misté, kam je doddvana uc¢inna latka, musi navazat. V téchto ptipadech
je HA mnohdy modifikovand specialné¢ pro interakci s konkrétnimi proteiny,
vyskytujicimi se jen na daném misté. [27,88,104]

HA je citliva na degradaci volnymi radikaly, coZ hraje roli v procesu starnuti oka,
zejmeéna kvili nasledné ztraté viskozity a fragmentaci polymeru. Degradace
nejcastéji probiha na vazbach v N-acetylglukosaminu anebo zacina na vazbach C-H
u kyseliny glukuronové (rozpad nékteré z téchto vazeb vede k pieusporadani
elektroni, a nakonec az k ptreruseni jedné z C-O vazeb polysacharidového cyklu).
Tento proces mlize byt inhibovan urcitymi polysacharidy a méa pravdépodobné vliv
na stabilitu a funkci HA v tkanich, protoze radikalovou degradaci se HA $tépi na
mensi fetézce a tim se méni i jeji vlastnosti. [53,105,106]

Nizkomolekuldrni kyselina hyaluronova vykazuje antioxidacni schopnosti diky
pritomnosti karboxylovych skupin, které s ptipadnymi radikaly mohou interagovat.
Nejen, Ze pii testech in vitro i in vivo prokazala silnou schopnost inhibice lipidové
peroxidace, ale dokaze odstranovat i reaktivni kyslikové skupiny, jako jsou
hydroxylové radikaly (tim, ze s nimi reaguje) [107]. | vysokomolekularni HA ma
antioxidacni vlastnosti a i¢inn¢ omezuje pohyblivost reaktivnich radikald, zejména
pokud se jesté modifikuje naroubovanim benzylovych skupin [108]. Antioxida¢ni
schopnost 1ze také podpofit expozici fetézci gama zareni, ¢imzZ se jeSté zkrati,
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dochazi ke vzniku dalSich struktur, jako jsou pyranokarboxylové kruhy, které jsou
schopné redukovat komplexy HA s nejriznéjsimi kovy [109].

Otazka, jestli je HA jako takova schopna samoorganizace, nebyla doposud
uspokojiveé zodpovézena. Zda se, ze za specifickych podminek tvoii HA hydrofilni a
hydrofobni oblasti, kde mohou vznikat duplexni struktury, nebo ptipadné dokonce
dvousroubovice, jak bylo diskutovano v pfedchozi kapitole. Za béznych
(fyziologickych) podminek vSak nejspiSe k samoorganizaci nedochdzi (nebo jen ve
velmi malé mife), protoze v takovém piipadé¢ by HA musela byt méné rozpustna a

také by musela tvofit gelové struktury (minimalné pii vysokych koncentracich)
[110].

Vlastnosti HA v roztoku

Vlastnosti HA roztoku Ize nejlépe popsat jednoduchym hydrodynamickym
modelem fetézctl, zpevnénych intramolekularnimi vodikovymi vazbami. Ty mohou
byt naruSovany okolnim solvatacnim obalem, kdy voda v blizkosti molekuly vytvaii
jakousi dynamickou klec. Stabilitu molekuly pak zprostfedkovava pravé solvatacni
obal a vodikové vazby mezi HA a vodou v okoli. Mimo to tento obal usnadnuje
biologickou aktivitu a interakce HA s proteiny ¢i jinymi biomolekulami. [30]

Roztoky HA vykazuji vyznamné viskoelastické chovani — 1 malé segmenty maji
méfitelnou viskozitu. V1iv na ni ma mnoho riznych faktort, jako je tieba teplota,
koncentrace hyaluronanu v roztoku, nebo délka fetézce. Diky viskozité pomaha HA
snizovat tfeni mezi kolagenovymi vlakny, chrani o¢ni tkan¢ pied poSkozenim a
v kosmetickych aplikacich pak také upravuje texturu a vlastnosti nejriznéjsich masti
a krémil. Studium zmén viskoelastickych vlastnosti za riznych podminek se také
muize vyuzivat k vyzkumu a detekci pfipadnych nevazebnych interakci v roztoku
HA. [111]

Ve vysoce koncentrovaném roztoku hyaluronanu se tvofi vnitini struktury, a tudiz
dochézi 1 ke zméné reologickych vlastnosti. Kromé toho, ze se fetézce fyzikalné
zamotavaji do sebe, dochéazi také k hydrofobni interakci mezi nepoldrnimi
postrannimi skupinami HA a vytvafi se tak jakasi kratkodoba polymerni sit’. Ta doda
roztoku gelovitou strukturu, ale je pomérné snadno rozrusSitelnd zménou teploty. Pfi
niz8i koncentraci HA mize také dochéazet k tvorbé docasné sité, ale pouze diky
fyzikalnim interakcim, kdy fetézce si i v takovémto pripad¢ zachovavaji pohyblivost
a ke vzniku pevngjsiho gelu nedochazi. [112]

Protoze HA je snadno disociovatelna a velmi casto se vyskytuje v podobé
polyaniontu, ma na jeji konformaci v roztoku vyznamny vliv nejen pH, ale obecné
také pfitomnost iontl. PrestoZe za fyziologickych podminek elektrostatické efekty
nejsou moc velké, bylo na toto téma provedeno nékolik vyzkumi. [22,98]
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Roztok hyaluronatu sodného a chovani HA v takovémto roztoku lze popsat pomoci
kombinace dvou teorii: teorie Yamakawa-Fujii-Yoshizaki pro neporusené fetézce
[113,114] a teorie Yamakawa-Stockmayer-Shimada pro objemové efekty [115-117].
| podle studie E. Fouissaca a spol. [118] ma iontova sila roztoku vyznamny vliv na
velikost klubka. Konkrétnéji je zde popsano, Ze pii zvyseni koncentrace soli dochézi
ke sniZzeni gyracniho poméru (fakt, ktery byl nékolikrat ovéfen jak experimentalné,
tak pomoci molekularn¢ dynamickych simulaci [119,120]). Z dalSich vyzkumu
chovani HA v elektrolytech vyplyva, ze kazda stl ovliviiuje roztok HA trochu jinym
zpusobem. Napftiklad pfitomnost vapenatych iontli mé podstatné vétsi vliv nez ionty
sodné, zatimco jiné ionty (Mg*, K¥) ovlivituji HA jesté méné nez Na*,

Obecné plati, ze ptitomnosti jakychkoliv kationti v okoli HA je odstinén celkovy
naboj, a proto také klesa elektrostaticka odpudivost jednotlivych cCasti fetézce.
Ovlivnéna je 1 ohebnost, protoZe intramolekularni vodikové vazby mezi sousedicimi
monosacharidovymi jednotkami (které fetézec za béZnych podminek zpeviuji) jsou
rozruSeny tim, Ze bo¢ni skupiny (zejména karboxylova, ale 1 OH skupiny na druhé
strané¢ monosacharidového cyklu na uhlicich 2 a 3) upfednostiuji interakci s ionty.
Tyto faktory pak umoznuji také tvorbu dalSich nekovalentnich interakci mezi
vzdalen¢jSimi ¢astmi fetézce (nebo dokonce i mezi riznymi fetézci). [98,120]

Zmény v chovani HA v elektrolytech maji kliCovou roli ve tkanovém inZenyrstvi
nebo pii dodavani 1é¢iv. Pritomnost iontl totiz ovliviiuje nejen permeabilitu, ale i
mechanické vlastnosti. Samotné ionty, tieba Ca?* v poskozenych kostech, by mohly
pusobit jako cil nosi¢t 1é¢iv na bazi HA. [22,121]

Intramolekularni zpeviujici vodikové vazby mezi sousednimi monosacharidy
mohou byt rozruSeny také zménou pH. Napfiklad v zasaditém roztoku se velikost
nahodnych klubek diky tomuto efektu vyznamné snizuje a HA je vysoce pohybliva
a permeabilni, coz by v budoucnu mohlo vést k vyuziti pH-citlivych hydrogeli pro
kontrolované dodavani 1é¢iv. [22]

4.1.7 Aplikace kyseliny hyaluronové v praxi

Nejveétsi vyuziti ma HA v 1¢ékatskych a kosmetickych aplikacich. V medicing se
naptiklad vyuziva jako viskosuplement k 1écbé osteoartrézy — degenerativniho
chronického onemocnéni kloubti, které postihuje miliony lidi na celém svéte.
V takovém piipad¢ se kyselina hyaluronova podava intraartikularné, tedy pfimo do
kloubu, kde podporuje tvorbu vlastni kloubni tekutiny a zmé&k&uje narazy. Uginnost
1éEby je nanestésti ovlivnéna mnoha faktory, mimo jiné také stupném osteoartrozy ¢i
veékem pacienta [122]. Dal$i moznosti je vyuziti hyaluronanovych nanocastic, které
by se mohly dat konkrétné zacilit a plisobit tak pfimo na postizené misto kloubu. Tam
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by diky své odolnosti a dlouhé Zivotnosti mohly byt dlouhodobéjSim feSenim
problému [123].

Linearni HA ma velky potencial také v systémech pro dodavani 1é¢iv (byt’ mnoho
studii zatim probéhlo jen in vitro) zejména proto, ze je pfirozenou slozkou lidského
téla a tak by neméla vyvolavat imunitni reakci. Aktualné je potfeba vyvinout nové
materialy, pfipadné modifikovat HA tak, aby mohla byt v tomto ohledu Iépe pouzita
ve specifickych aplikacich. I proto se v souc¢asné dobé& velké mnozstvi vyzkumi HA
(v€etné této prace) zabyva jejimi modifikacemi. [2]

Pfedmétem mnoha soucasnych vyzkumu je i aplikace HA v tkanovém inZenyrstvi
a regenerativni medicingé, napiiklad jako scaffold pro regeneraci chrupavky, nebo
k dodavani kmenovych bun¢k na podporu regenerace tkani. Systémy na bazi HA by
mohly nejen G¢inn¢ dodat 1é¢ivo piimo do popaleniny nebo rany, ale mohly by
jej uvoliovat postupné, ¢imz by se snizila nutnost 1é¢bu opakovat, minimalizovala
by se moznost sekundarnich infekci a zlepSilo by to i celkovy komfort pacienta.
[124,125]

Velky potencial maji také hydrogely, zalozené na hyaluronanu, a to nejen pfii
dodavani léCiv. Pro intraokularni 1écbu se vyuziva Cisty HA gel, ale také rGzné
modifikované varianty, jako jsou hydrogely na bazi hydrazonu, kolagenu (ty se
vyuzivaji pro 1é¢bu rohovky) nebo praveé hyaluronanu, dale pak thioly modifikované
hydrogely, aplikované zejména pii o¢nich poranénich [34,126,127]. Pro 1é¢bu
raznych poruch sluchu byl zkouman liposomovy HA gel [36]. V tomto piipadé se ale
HA pouziva i ve formé roztoku [128]. Hydrogely, kombinované s dal$imi u¢innymi
latkami jako jsou tieba kortikosteroidy, mohou byt déale vyuzity pro 1€¢bu kloubt
[129]. Hyaluronan ve form¢ gelu je navic hojné vyuzivan i v estetické mediciné na
dermalni vyplné pii nechirurgickych operacich mékkych tkani (jako jsou rty nebo
prsa) [130].

Jak uz bylo zminéno vySe, HA se ve formé viskoelastického gelu vyuZziva také pri
mnoha oftalmologickych operacich (zejména pro ochranu tkani pted chirurgickymi
nastroji, pomoc pii hojeni, ale také poskytnuti manipulacniho prostoru pti operacich
[130,131]) a jako soucast o¢nich kapek. Diky mukoadhezivité¢ hyaluronanu vydrzi
kapky v oku déle a HA interaguje piimo s bunécnou sténou rohovky, diky cemuz je
idedlni pro dodavani 1éCiv do oka. ZvySuje totiz nejen ucinnost 1€¢iv, ale také
zvlhcuje a lubrikuje o¢ni tkan. [132—-134]

Zkouma se 1 potencialni vyuziti HA pi1 1écbé rakoviny. Protoze HA se vyskytuje
v nadorech i v jejich okoli v hojné mife (jak bylo diskutovano v podkapitole 4.1.2),
mohlo by se jeji pfitomnosti vyuzit K zacileni 1é€by piimo na konkrétni misto. Za
timto Uicelem byly zkouméany modifikované hyaluronanové nanocastice, které diky
své velikosti snadno projdou télem a usadi se na nadorové tkani mnohem efektivnéji
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nez delsi HA fetézce. Polyethylenglykol, kterym jsou tyto ¢astice modifikovany, je
navic stabilizuje, coz zvySuje pravdépodobnost dodani 1éCiva tam, kam je potieba
[135].

Podle vyzkumné skupiny X. Tiana by mohla siln¢ vysokomolekularni HA,
nalezena u ryposu lysych, dokonce aktivné piisobit proti rakoviné. EHMW-HA
(extra-vysoko-molekularni-HA) ma molekulovou hmotnost az 6 MDa a na
rakovinové buniky ma nejen inhibi¢ni u€inek, ale pfimo zptsobuje jejich apoptozu
(fizenou bunécnou smrt). [136] Tyto poznatky by mohly vést k vyvoji novych
1é¢ebnych metod, zalozenych na EHMW-HA, jak potvrdilo hned nékolik naslednych
vyzkumil. VSechny jsou vs$ak jesté velmi daleko od redlného podani 1éku pacientovi.
[137,138]

Dal$i mozna vyuziti modifikovanych hyaluronanovych nanocastic jsou pak pro
1éCbu astmatu, retinalni neovaskularizace, diabetické retinopatie nebo jako nosice
hydrofobnich 1é¢iv [3,39]. Hyaluronan obecné se dale vyuziva (nebo je zkoumano
jeho budouci mozné vyuziti), pii chirurgickém remodelovani poranéné nosni sliznice
[139], nebo pro zmirnéni podrazdéni kiize, zejména po operacich. Také pro 1é¢bu
zanétlivych onemocnéni dasni a 1é¢bu paradentézy ma HA velky potencial [140],
stejné tak pi1 podpofe angiogeneze Vv piipadé nedostateCného prokrveni,
zpusobujiciho tvorbu viedl na nohou [141]. HA ma potencial i v urologii, a to pro
1é¢bu infekci, mimo jiné chronické bakterialni cystitidy ¢i hemoragické cystitidy, kdy
HA bud’ samostatn¢ nebo v kombinaci s alfa blokatory chrani sliznici mo¢ového
méchyie a zmirnuje priznaky infekce [142,143].

Z diivodi problémtl s pouzivanim albuminu se zacfala kyselina hyaluronova
vyuzivat také pii IVF (in vitro fertilisation) jako médium pro kultivaci a transfer
embryi. Albumin ziskany z krve totiZ miize prenaSet infekéni onemocnéni, jako je
tteba hepatitida B. Hyaluronan naproti tomu ma vSechny potiebné vlastnosti, ale da
se ziskat z jinych zdroji nez ZivocisSnych, takZe tady nehrozi nebezpeci prenosu
nemoci. VSechny ostatni dulezité podminky jsou ovSem spinény. [144]

HA muze byt také pouzita pro modifikace liposomt, kdy vzniklé magnetické
nanocastice mohou byt aplikovany jako nosice 1é¢iv pii 1é€bé rakoviny prsu [145].
Liposomy modifikované HA jsou idedlnimi nosi¢i, protoze zvySuji stabilitu
dodavanych latek v krevnim fecisti, prodluzuji jejich Zivotnost, sniZuji toxicitu
systému [38], zvysuji prichodnost tkanémi a celkové zlepsSuji tc¢inky dopravovaného
1é¢iva diky synergetickému efektu [37].

Krom¢ mediciny a farmacie ma HA velké vyuZiti také v kosmetice. Diky svému
ptirozenému vyskytu v pokoZce a tomu, jakou v ni ma funkci, se HA ptidava zejména
do kréma na plet’, riznych pfipravka proti starnuti, pro podporu zvlhéovani kiize a
podobné¢. Hyaluronan také dokaze ochranit kazi proti UV zafeni, a proto se vyuziva
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do opalovacich krémi [146]. Ve formé injekci se HA muzZe vpichovat piimo do
vrasek a figurovat jako jejich vypln, podobné jako kolagen, ktery HA zvolna
nahrazuje, zejména svou lepsi cenovou dostupnosti. [147—-149]

V poslednich desetiletich se HA zacala vyuzivat také jako doplnék stravy. Po
poziti je sttevnimi bakteriemi degradovana na oligosacharidy, které jsou absorbovany
Vv tlustém stfevé a nasledné jsou krvi dopravovany az do kize, kde piisobi podobné,
jako by byly dodany topicky [150]. HA se vSak dostava také do jinych ¢asti téla, jak
naznacuje studie, kde pacienti po podani HA registrovali zmirnéni bolesti
zpusobenych osteoartrézou kolen [151].

4.2 Hyaluronan substituovany alifatickymi retézci

Hydrofobizaci kyseliny hyaluronové je mozné nejen snizit jeji rozpustnost ve
vodé, ale také prodlouzit jeji Zivotnost. Prostfednictvim hydrofobnich interakci se
navic fetézce takto modifikované HA ve vodném prostiedi shlukuji do domén, ve
kterych je mozné rozpustit hydrofobni 1éciva. V disledku toho ma takto
v oftalmologii [5].

Samotna modifikace se obvykle provadi v organickych rozpoustédlech (formamid
[44], dimethylformamid [1], ale také tetrahydrofuran, 1,4-dioxan nebo terc-butanol
[153]) za ptitomnosti katalyzatorti a dalSich latek ovliviiujicich reakci. Nejcastéj$im
mistem, kam se alifaticky fetézec vaze, je karboxylova skupina GCU (ukazka
moznych variant takovéto modifikace je na Obr. 5a a 5b). Karboxylova skupina
kyseliny glukoronové je cilem modifikaci také pfi thiolaci i jinych chemickych
reakcich [35].

Obr. 5 — HA modifikovand (a) dodecyloaminem [1], (b) oleylaminem [44] a (c)
esterifikaci mastnymi kyselinami [3]

Hydrofobni HA lze ziskat také jeji esterifikaci s alkylatovymi mastnymi
kyselinami (Obr. 5c), konkrétné napi. s kyselinou dodekanovou nebo stearovou.
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V takovém piipad¢ reakce nejcastéji probiha na Sesté alkoholové skupiné N-acetyl-
glukosaminu. Stejn¢ jako u vyse uvadénych modifikaci, i zde se méni jak chemicka
reaktivita fetézcli, tak 1 jejich rozpustnost a stabilita v riznych prostiedich.
Modifikace navic ovliviluje i1 pfipadnou adhezi, biodegradabilitu a mechanickou
pevnost materialli, vyrobenych z takto upravené HA. [3,6]

4.3 Smésna rozpoustédla

4.3.1 Smés vody a 1,4-dioxanu

Dioxan, nebo také dioxacyklohexan je organické rozpoustédlo, patiici do skupiny
cyklickych etherti. Je dobfe rozpustné ve vodé a odolné vici biodegradaci [154]. Ma
ti1 izomery: 1,2-dioxan, 1,3-dioxan a 1,4-dioxan (viz Obr. 6), ktery se diky své
energeticke stabilité vyskytuje a vyuziva nejcastéji.

a) H

Obr. 6 — Struktura 1,4-dioxanu (a) a jeho vizualizace v MD simulaci (b)

Molekula 1,4-dioxanu je symetricka, a stejn¢ jako u mnoha dal$ich cyklu je jeji
energeticky nejvyhodnéjsi konformace zidlickova. Jeji vlastnosti (napt. dipélovy
moment) jsou konzistentni bez ohledu na okolni prostiedi — vykazuje velmi podobné
chovani ve vodg¢, i v nevodnych rozpoustédlech o rtizné polarité. [155]

Ve smésich s vodou dioxan narusuje vodikové mustky mezi molekulami vody,
¢imz méni vlastnosti i chovani téchto roztokd. Tato funkce dioxanu byla v minulosti
zkoumana in silico (tedy pomoci pocitacovych simulaci), kde byl také podrobnéji
popsan zpusob, jakym se voda a dioxan misi [155].

Smés voda:dioxan se vyuziva v mnoha oblastech védy a primyslu. Nejcastéji jako
rozpoustédlo pro organické reakce, extrakce a syntézy. Dale se smési vody a dioxanu
mohou vyuzivat pfi chromatografii, pti vyrobé kosmetickych ¢i farmaceutickych
produktii a v primyslu také jako Cistici prosttedek pro odstraiovani mastnoty nebo
necistot z povrchi. [156]
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V posledni dob¢ se o dioxanu mluvi v souvislosti s jeho moznou karcinogenitou a
hledaji se metody, jak jej ve vodnich zdrojich (kam se i pies veskerd bezpecnostni
opatieni dostava) rozpoznat a odstranovat. [154]

4.3.2 Smés vody a terc-butanolu

Terc-butanol (systematicky 2-methylpropan-2-ol) je bezbarva olejovita latka se
silnym pachem. Toto rozpoustédlo je relativné dobte misitelné s vodou i s ethanolem.
Protoze se jedna o terciarni alkohol (viz Obr. 7), je oproti ostatnim izomerdm
butanolu méné nachylny k oxidaci a méné reaktivni. V prumyslu se vyuziva zejména
jako surovina pro vyrobu dalSich produkti, ale v nékterych ptipadech 1 jako
organické rozpoustédlo. [157,158]

a) O/H

H,C CH,
CH,

Obr. 7 — Struktura terc-butanolu (a) a jeho vyobrazeni v simulaci (b)

Ve smési s vodou terc-butanol tvoii mikrodomény (podstatné vyraznéjsi, nez je
mozné najit pfi miseni vody a dioxanu) — krom¢ bézné koncentracni fluktuace
V objemu smesi (zptuisobené jednotlivymi molekulami) je zde totiz mozné pozorovat
i vétsi ,domény* bohaté na terc-butanol a ,domény*, bohatsi na vodu. Tyto mikrofaze
jsou dobfe patrné zejména z grafii radidlni distribu¢ni funkce nebo pii vypoctu
Kirkwoodovych-Buffovych integrala [47,159], ale také pomoci rentgenového nebo
neutronového rozptylu [48,160].

I kvili vyrazné tendenci k fazové separaci rozpoustédla jsou simulace smési vody
a terc-butanolu naro¢né na provedeni a je obtizné odhadnout, jak velky musi byt
simulovany systém, aby v ném vzniklé mikrodomény odpovidaly realité. | proto bylo
takovychto vyzkumt a simulaci provedeno pomérné hodné, a to jak s kompletnim
all-atom modelem, tak také se zjednodusenou variantou (united-atom) bez vodika.
Z4dna simulace v$ak zatim uspokojivé nevysvétlila, pro¢ se v terc-butanolu
mikrodomény tvoii. [159-162]
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4.4 Molekulova dynamika

Molekulova dynamika (MD) je simulac¢ni metoda pro predikci chovani molekul
VvV ¢ase. Metoda pracuje na principu Newtonovych pohybovych rovnic (1) pro
jednotlivé atomy, kterym jsou pomoci statistickych principii (konkrétné
Maxwellova-Boltzmannova rozdé¢leni) nahodné pfifazeny rychlosti.

d?r(t)
dt?

kde F(t) je vektor vysledné sily plsobici na molekulu v ¢ase t, m je jeji hmotnost
a r(t) je vektor jeji polohy v Case t.

F(t) =m (1)

Pro vypocet vzajemného pilisobeni mezi ¢asticemi (zde atomy a molekulami) je
pak pomoci rovnice (2) mozné ziskat potencial U.

U(r)=—jF(r)-dr+C (2)

kde U(r) je potencialni energie molekuly v poloze r, F(r) je vektor sily, pisobici
na molekulu v této poloze a konstanta C ptedstavuje potencial v referenéni pozici.

Prvni simulace (jednalo se o vyzkum dynamiky vzacnych plynti) byly provadény
uz v padesatych letech vyzkumnou skupinou B. Adlera [163], v roce 1977 pak
J. McCammon a spol. publikovali vysledky prvnich simulaci komplexnéjsich
molekul — proteint [164]. Od té doby narlsta vyuziti MD témét exponencialné, kdy
Vv poslednich desetiletich se simuluji nejen proteiny a enzymy, ale také polysacharidy,
biomembrany, lipidy a dalsi biomolekuly. [165]

Obecné plati, ze MD simulace jsou velmi uzite¢nym nastrojem nejen pro studium
struktury a dynamiky molekul, ale také jejich vzajemnych interakci (jako jsou
vodikové vazby, elektrostatické sily nebo van der Waalsovy interakce). Pomoci MD
je také mozné navrhovat nové materialy nebo predikovat vlastnosti novych molekul.

[165]

4.4.1 Princip MD simulaci

Atomy, reprezentované sférickymi ¢asticemi se specifickymi van der Waalsovymi
(VdW) poloméry a naboji (lokalizovanymi v jadrech jednotlivych atomi), jsou
umistény vV simula¢nim prostoru. Pomoci Maxwellova-Boltzmannova rozdéleni jsou
jednotlivym atomiim nahodné pfifazeny vektory rychlosti, coz umoznuje predikci
jejich pohybu v ¢ase na zakladé Newtonovych pohybovych rovnic.
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Silova, resp. potencialova pole jsou s ohledem na vypocetni naro¢nost nejéastéji
reprezentovana parovymi potencidly, jejichz zakladni parametry pochazeji
Z experimentil a kvantovych vypocti. DéEli se na vazebné (pnuti vazeb, kmitani
vazebnych whll, rotace torznich/dihedralnich thll) a nevazebné (elektrostatické a
VdW interakce). Mezi VAW interakce pak patii zejména disperzni sily, jejichz
nejlep$im modelem je Lennard-Jonestv potencial. Silova pole popisuji vSechny vyse
uvedené interakce, dale tuhost a délku jednotlivych pruzinami reprezentovanych
vazeb a definuji i1 dal$i parametry, jako jsou ¢aste¢né atomové naboje.

Pro ucely MD existuje né€kolik riznych druhi silovych poli s podobnou mirou
pfesnosti a shody s experimentem. Kazdé znich ma své specifické vyhody a
aplikace: [166]

e CHARMM (Chemistry at HaRvard Macromolecular Mechanics) [167] —
makromolekuly

e AMBER (Assisted Model Building with Energy Refinement) [168] — vyuziva
se zejména pro simulace proteinit a DNA, podporuje neexplicitni modely (tzv.
united atom modely, kde atomy nejsou vzdy reprezentovany jednotlive, ale
nékdy jen jako jedna skupina, pif. CH3 misto uhliku a jednotlivych vodiki),
typove velmi podobné CHARMM

e GROMOS (GROningen MOlecular Simulation) [169] — efektivni simulace
vétsich biochemickych molekul (proteint, lipidd, nukleovych kyselin, enzymt
a dalSich biopolymert) ale i menSich molekul, jako je voda ¢i organicka
rozpoustédla

e OPLS (Optimized Potentials for Liquid Simulations) [170] — zaméfené
zejména na kapaliny a jejich nevazebné interakce, jelikoz je kompatibilni
s AMBER, vyuziva se také jejich kombinace AMBER/OPLS

e X-PLOR (X-ray eXPLORation) [171] — pro interakce mezi jednotlivymi
atomy Vv molekulach, casto aplikovdno pro analyzu struktur bilkovin
Vv rentgenové krystalografii

Ptestoze kvlili kmitani atomu a dalSim faktortim musi byt simulaéni krok jen velmi
maly (fadové femtosekundy, tedy 10 s), pokrok ve vypocetni technice dnes
umoznuje simulovat procesy o délce nanosekund i mikrosekund, pfi¢emz vypocet
trva fadové jen jednotky dni (pochopitelné vSak zalezi na velikosti simulovaného
systému a vypocetni kapacité pouzitych pocitacu). [165]
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Piestoze v nékterych silovych polich je mozné pocitat i s polarizovanymi
molekulami (u nichz se mize ménit distribuce naboje v ramci molekuly), velkou
nevyhodou MD je, Ze za obvyklych podminek neni schopné simulovat vyménu nebo
redistribuci naboje mezi molekulami. Kvuli harmonické aproximaci pnuti vazeb
navic nelze simulovat jejich rozpad?. Pro simulace chemickych reakci je proto
potieba vyuzit komplikovanéjsi kvantové chemické vypocty [172].

4.4.2 Software NAMD 2.0

Software NAMD (NAnoscale Molecular Dynamics) je Siroce vyuzivany paralelni
kod pro molekularné dynamické simulace biochemickych systémi. Byl vyvinut na
Ilinoiské univerzit¢ v Urbana-Champaign v Backmanové¢ institutu pro pokrocilé
védy a technologie a jeho vyvoj neustale pokracuje (v tinoru 2024 byla vydana verze
NAMD 3.0). K vypoctiim vyuziva stovky procesorovych jader pro obvyklé simulace
a vice nez 500 000 jader pro ty nejvétsi systémy. [173]

Program je voln¢ dostupny (véetné zdrojového kodu) a byl mimo jiné dvakrat
ocenén cenou Gordona Bella (cena, udélovana za mimotadné Uspéchy v oblasti
vypocetnich clusterii a paralelniho pocitani). Kompatibilni silova pole jsou
CHARMM, AMBER a X-PLOR. [173]

V Ceské republice jej Ize snadno vyuzivat diky virtualni organizaci MetaCentrum.
Ta je oteviena vSem akademickym pracovniklim, zaméstnancim 1 studentim
védecko-vyzkumnych instituci a zprostiedkovava pristup k siti superpocitacii, na
nichZ je mozné provadét vypocty. [174]

4.4.3 Software VMD

Jednim z nejvyuzivangjSich softwarti pro modelovani, analyzu a vizualizaci
vystupt simulaci je program VMD (Visual Molecular Dynamics). Tento software byl
puvodné vyvinut pro praci s proteiny, ale dnes se vyuziva pro vSechny typy molekul
— od polysacharidi pies lipidové vrstvy az po nukleové kyseliny. Zékladni funkce
jsou dostupné pomoci grafického uZivatelského rozhrani, $ir§i vyuziti je mozné ptes
rozhrani TK console nebo piimo pies ptikazovy radek. [175]

VMD poskytuje mnozstvi metod pro zobrazeni molekul, jejich barevné rozliseni,
ale také dokaze kolem zobrazenych biomolekul ptidat molekuly vody, nebo spojovat
nékolik zobrazenych struktur do jednoho systému. Navic dokaze vypocitat
jednoduché analyzy a charakteristiky (méfeni tthld a vzdalenosti v rdmci molekuly,

2 Misto klasické potencialové kiivky energie chemické vazby je zde pouZita parabola. Tim je oviem ddna maximalni
vzdalenost mezi interagujicimi atomy. Které tak nemaji moznost se od sebe vzdalit.
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zobrazeni distribuénich funkci ¢i miry interakce mezi molekulami a mnoho jiného).
Diky ptikazovému rozhrani TK console je pak mozné vytvaret dalsi funkce formou
skriptt. [175]

4.4.4 Model vody TIP3P

Pro molekularné dynamické simulace neexistuje Zadny univerzalni model vody, a
proto se vyuziva mnoho raznych typi. Kazdy z nich je nécim specificky a je tieba
z nich zvolit ten pravy dle typu konkrétni simulace.

Model TIP3P (Transferable Intermolecular Potential with 3 Points) patii
k nejpouzivanéjsim. Jeho parametry byly sestaveny tak, aby reprodukovaly entalpii
vypafovani a hustotu kapalné vody za béznych podminek. Vazba mezi kyslikem a
vodiky je zde 0.9572 A, thel mezi vazbami H-O-H je 104.52° a kmitani jak vazeb,
tak uhlu, je v zajmu zjednoduseni vypocti zanedbano. Tento model ma sva omezeni
zejména v oblasti nizkych teplot pti simulacich pevnych fazi vody (ma nizsi teplotu
tani ledu, nez jiné modely). [176]

Pfi srovnani s experimentem ma model TIP3P velmi dobré vysledky, zejména je-
li vsystému jen voda. Prestoze tento model neni idealni, pro simulace vétSich
molekul v prostiedi smésnych rozpoustédel je dostadujici. Uel simulace totiZ neni
zcela pfesna vzajemna distribuce ¢astic rozpoustédla, ale jeho interakce s molekulou
a pro interakce s vétsimi molekulami je TIP3P pomémé spolehlivy. TIP3P je navic
vychozim modelem silového pole CHARMM a i diky tomu jsou vypocty s jeho
pomoci velmi rychlé.

Mezi dalsi pouzivané modely patfi:

e SPC/SPCE (Extended Simple Point Charge) je také tfibodovy (jeden bod
za kazdy atom), ale s mirné upravenymi parametry a naboji na vodikovych
atomech, které 1épe odpovidaji experimentalnim vysledkiim. Diky tomu
vytvari silngj$i vodikové vazby a pevnéjsi struktury, l1épe reprodukuje
hustotu, dielektrickou konstantu i jiné fyzikalni vlastnosti vody. Je vSak o
membran, bilkovin a dalSich systémti, kde je potieba velmi piesny popis
chovani vody. [177]

e TIP4P a TIP5P, které mimo tii atomu tvoricich molekulu vody zavadi jesté
bod(y) s parcialnim nabojem volnych elektronovych part na kysliku. To
umoznuje lepsi distribuci elektrického néboje a ptesnéjsi zachyceni
tetraedrické struktury vody. S poctem pfidanych bodi ovSem roste i
vypocetni naro¢nost takovychto modeld. [176]
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e OPC (Optimal Point Charge) — je ¢tyfbodovy model, podobné jako TIP4P,
ale jeho geometrie je omezena pouze symetrii. Rozmisténi naboji a
parametrii vychéazi z experimentalnich dat a kvantové chemie. Vypocetni
narocnost je srovnatelna s TIP4P, ale vlastnosti vody jsou zde zachyceny
S jeSté o néco vyssi presnosti, nez maji TIP modely. [178]

5. Metody

V ramci disertatni prace byly pfi teploté 298.15 Ka tlaku jedné atmosféry
simulovany oligomery disociovaného hyaluronatu sodného o délce dvaceti (resp.
Ctyficeti osmi) monosacharidovych jednotek. Dale byly simulovany HA fetézce, na
které byly naroubovany alifatické zbytky kyseliny stearové (18 uhlikii). Substituenty
byly navazany na OH skupinu na Sestém uhliku NAGu po vzoru piedchozich
vyzkumtl na toto téma [6]. Detaily vazby jsou podrobné&ji popsany v kapitole 6.3 —
Hyaluronan substituovany alifatickymi fetézci.

5.1 Parametry simulaci

Protoze v praxi substituéni reakce probiha v prostiedi smésnych rozpoustédel a
protoze, jak bylo zminéno v teoretické ¢asti, pravé smeési voda:dioxan a voda:terc-
butanol ovliviiuji dynamiku fetézce zatim ne zcela popsanym zptsobem, byla tato
dv¢ prostiedi pouzita i v tomto vyzkumu. Do v§ech systémi byly pfidany sodné ionty
(za UCelem neutralizace zaporné nabit¢tho HA) a nékolik rGznych koncentraci
disociované¢ho NaCl. Znaceni jednotlivych simulacnich prostfedi pouzivané v této
praci je uvedeno v Tab. 1.

Tab. 1 -V textu pouzivané znaceni simulacnich prostredi

Cnacl /M voda voda:dioxan voda:terc-butanol
0 w_OM w:d_OM w:t_OM
0.1 w_0.1M w:d_0.1M w:t 0.1M
0.2 w_0.2M w:d_0.2M w:t 0.2M
0.6 w_0.6M
1 w_1M

Pti tvorbé simula¢niho systému byla nejprve optimalizovana samostatnd smésna
rozpoustédla v malych simula¢nich boxech o hrang 40 A (viz Obr. P1), vytvofenych
s vyuzitim softwaru PACKMOL [179]. Ty pak byly pii solvataci naskladany okolo
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molekuly (resp. molekul) tak, aby bylo ve vzniklém (pfiblizné¢ krychlovém)
simulacnim boxu dost prostoru pro jeji (resp. jejich) pohyb. Boxy pro mensi systémy,
jako byly naptiklad samostatné alifatické fetézce, mély délku hrany jen cca 90 A. U
velkych systémi se dvéma substituovanymi feté¢zci HA dosahovala hrana boxu i
160 A.

Po vytvoreni simula¢niho boxu a umisténi vSech molekul byla po dobu 5-10 ps
minimalizovana energie. Pii kazdé simulaci bylo také nutné aplikovat periodické
okrajové podminky (aby byly vysledky co nejméné ovlivitovany hranici simula¢niho
boxu) v izobaricko-izotermalni (NPT) soustavé. Tlak byl fizen pomoci Langevinova
pistu a Nosého-Hooverovy metody, teplota pomoci Langevinova termostatu.

Samotné simulace pak byly provadény prostiednictvim virtualni organizace
MetaCentrum s vyuzitim softward PuTTY a NAMD 2.10. Topologie sacharidii a
dal$i parametry byly pievzaty ze silového pole CHARMM36, konkrétné z rozsifeni
CGenFF pro organické latky, zatimco pro simulace vody byl vyuzit model TIP3P.
Casovy krok byl 1 fs pro interakce vazebné a 2 fs pro nevazebné s cut-off vzdalenosti
nevazebnych interakci 10 A. Kazdych 6 fs byly provedeny kompletni elektrostatické
vypoéty pomoci metody Particle Mash Ewald (PME) a kazdych 3600 fs byly
ukladany soutadnice vSech atomu (piipadné kazdych 1800 fs u vétSich systémil).

5.2 Charakterizace vysledku

Pro vizualizaci a zakladni vyhodnoceni vysledk byl vyuzit software VMD.
V ném byly vytvoteny i1 vS§echny vizualizace, pouZité v této praci. Na vét§in€ obrazkt
V praci je fetézec HA zbarven dle tradi¢niho znaceni — atomy kysliku jsou Cervené,
vodik bilou barvou, dusik modrou, sodik Zlutou, chlor zelenou a uhlik je zndzornén
tyrkysov€. Pro zobrazeni fetézcl je nejcastéji vyuzivan model ,,1¢ékofice®, pro ionty
vyobrazeni pomoci Van der Waalsova poloméru. Organické molekuly jsou zde
znazornény oranzovou (dioxan) a zelenou (terc-butanol) barvou pro zachovani
konsistence s jiz publikovanymi vysledky. Toto barevné znaceni je vyuzivano i
v grafech.

S pomoci VMD byly vyhodnocovény 1 radialni distribu¢ni funkci nebo pocty
vodikovych vazeb (HB). Ty byly v programu VMD definovany pomoci vzdalenosti
zaporn¢ nabitych atomi, tedy napf. kysliku slouziciho jako akceptor a kysliku z OH
skupiny, jejiz vodik slouzil jako donor, (max. 3 A) a thlu, ktery tyto tii atomy sviraly
(min. 160°). Kromé celkového poctu intermolekularnich vodikovych vazeb mezi
dvojicemi HA fetézcu byla také sledovana statistika, které skupiny se téchto vazeb
ucastni.
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Dalsi charakteristiky (jako je vzdalenost koncti nebo poc¢et atomi v blizkosti HA
molekul) byly ziskavany s pomoci tcl skripti. Tak byla ur€ovana vzdalenost konct
fetézcl, definovand jako vzdalenost atomil na opacnych stranach fetézce (dle znaceni
na Obr. 9 §lo o kysliky C5 na GCU a O3 na NAG, ptipadn¢ o uhliky C1 na GCU a
C4 na NAG). Tcl skripty byly vyuzivany i pro vysetfeni mnozstvi ionti a konkrétni
slozky rozpoustédla v blizkosti fetézcl, pfipadné mnozstvi atomiit HA patefe
Vv blizkosti alifatickych substituent.

Vypocéty, které byly pro VMD nebo kratké skripty prilis komplikované, byly
programovany manualné¢ v programovacim jazyce Python. Kod byl napsan v
programovacim prosttedi SPYDER (The Scientific Python Development
Environment) [180] s vyuzitim knihovny MDAnNalysis [181]. Programy vySetfovaly
pozice sledovanych fetézcii viici sob¢ a v piipadé, Ze se fetézce prilis vzdalily a
vlivem periodickych okrajovych podminek se tak k sob¢ ptiblizily z opaéné strany,
byl jeden z nich pfesunut tak, aby jeho poloha odpovidala tomuto pfibliZzeni. To bylo
obzvlast' dulezité pii urovéani charakteristik, popisujicich vzdjemné interakce
fetézcli. Takto byly vyhodnocovany zejména: stiedni vzdalenost fetézcl Dwmp
(podrobnéji popsana nize), rotace dihedralnich thli na glykosidickych vazbach (viz
Obr. 8) nebo pocet iontovych a vodnich mostii (Ibr, Wbr) mezi HA fetézci®. Python
byl pouzit také pro vySetfeni zpusobu pfiblizeni fetézcl (viz kapitola 6.3.3 —
Orientace substituentli v prostoru).

1-4 connection
14 1
14 2

NAG

1-3 connection i NAG

131
132

Obr. 8 — Definice dihedralnich uhli na glykosidickych vazbach [120 ]

vevr

Dmp. Ta byla definovana jako vzdalenost dvou referenénich fetézct, vykazujici
stejnou elektrostatickou energii, nasledujicim zptsobem:

3 Jak Wbr tak Ibr byly definovany geometricky — vodni mosty na zédkladé vodikovych vazeb, které je tvofi, iontové na
zakladé vzdalenosti iontu od Fetézcll, ktera byla nastavena jako max. 3 A, stejné jako u HB.
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1. Byly definovany rovné, rovnobézné a nikde se neprekryvajici referencni
feté¢zce (viz. Obr. 9). Jednotlivé atomy v nich byly umistény Vv pravidelnych
intervalech.

a. V piipadé vzdilenosti mezi HA fetézci §lo o interval 5 A (po vzoru
glykosidickych kysliku).

b. U alifatickych fetézcti byl interval 1.285 A (dle vzdalenosti uhlikd na
fetézci).

Obr. 9 — llustrace referencnich a skutecnych retezcii, pro vypocet jejich stredni
vzdalenosti podle rovnice (3) a matematického postupu, popsaného v bodech 1-3.

Modrée body predstavuji jednotlivé atomy, cervené a fialové vzdalenosti tij predstavuji
rozdil ri—r;.[92]

2. Pro vzdalenosti referenénich fetézcii v intervalu od 1 do 100 A (s ptirtistkem
1 A) byla vypocitana série hodnot Dy podle nasledujiciho vzorce:

Ny Ny

Dy =Y Y P ©

i=1 j=1

kde ria rjjsou polohové vektory jednotlivych atomt prvniho a druhého fetézce,
N1 a Nz jsou jejich pocty a d je vzdalenost referen¢nich fetézc.

Velicina Dy odpovida elektrostatickému potencialu mezi fetézci podle
Coulombova zakona, pokud by konstanty a naboje byly pii vypocétu nastaveny
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na hodnotu 1 (protoze jsou stejné pro referencni i simulaéni vypocet a pii
porovnani tak jejich realnd hodnota neni dtlezita).

3. Ze skute¢nych simulaci a skute¢nych vzdalenosti atomi v fetézcich byla podle
stejného vzorce spocitdna hodnota Dsim. PO jejim porovnani s matici
vypocitanych hodnot Dy(d) byla interpolovana odpovidajici vzdalenost d.

Jelikoz piipadné dal$i vyhodnocované charakteristiky byly vyuzity pouze u
konkrétnich typd systému, je jejich popis uveden na piisluSnych mistech v textu.
V piipad¢ vyhodnocovéani priméru byly pouzity hodnoty z celé délky simulace
(pokud neni explicitné uvedeno jinak).

6. Vysledky

6.1 Systémy s nesubstituovanymi retézci

Nejprve byly provadény analyzy fetézcli nesubstituovanych (tato ¢ast vyzkumu
navazovala na vysledky bakaléafské a diplomové prace). Za ucelem analyzy jejich
interakce byly simulovany dva dlouhé fetézce HA (sloZzené z 48 sacharidovych
cykli) ve vodném prostiedi. Protoze sledované charakteristiky bylo mozné
pozorovat i z kratsich fetézct, dalsi simulace uz byly provadény na fetézcich s 20
monosacharidovymi zbytky. Kratké tetézce byly simulovany nejprve samostatné,
opét v Cisté vode, ale také ve smésnych rozpoustédlech voda:dioxan a voda:terc-
butanol (pfi tfech rtiznych vzajemnych objemovych pomérech — 1.2, 1:1 a 2:1) a poté
I jako dvojice ve snaze popsat jejich vzajemnou interakci.

6.1.1 Dynamika a interakce hyaluronanu ve vodném prostiedi

Dlouhé ftetézce byly simulovany ve vodném prostfedi o cCtyfech riznych
koncentracich NaCl (OM, 0.2M, 0.6M a 1M) a to za dvou rtiznych teplot (275 K a
310 K). Byly vici sobé orientovany antiparalelné. ProtoZze u téméf vSech systému
doslo pomérné rychle K jejich vzdaleni, byla provedena dalsi série vypoc¢tt, kde byly
fetézce udrzovany ve vzajemné blizkosti fixaci soufadnic ¢ty atoma uhliku
(Obr. 10). Nefixované systémy byly simulovany 50-70 ns, fixované 80-100 ns.
V boxu o velikosti cca (150 A)® se nachazelo asi 103 900 molekul vody, dva fetézce
HA a pfislusny pocet sodnych a chloridovych iontd.

Vysledky simulaci popisovanych v této podkapitole a kompletni rozbor interakci
mezi HA fetézci v Cisté vodé je mozné dohledat v ¢lanku ,,Salt-dependent
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intermolecular interactions of hyaluronan molecules mediate the formation of
temporary duplex structures* [92 ].

Obr. 10 — Detail fixace pozice retézcii, KAy fixované atomy jsou zvétSeny a zndzornény
cernou barvou (Vlevo). Prehled pouzivaného znaceni atomit HA (vpravo) [92].

Interakci mezi dvojicemi HA fetézct je ve vodném prostiedi jen velmi malo, a |
to az po pridani sodné soli. V OM prostiedi bylo sice pfitomno 48 sodnych iontl
(odpovidajici naboji dvou fetézci hyaluronatu), ale ty se rozptylily po simulacnim
boxu. Celkovy naboj Vv okoli HA tak ziistaval zaporny a fetézce se vzajemné
elektrostaticky odpuzovaly.

Za pritomnosti soli afinita fetézc mirné vzrostla, ale porad byla velmi slaba.
Pro jeji popis slouzilo méfeni nevazebnych interakci (s vyuzitim softward NAMD a
VMD), vyhodnocovani poc¢tu iontovych a vodnich mosti a také intermolekularnich
vodikovych vazeb (Obr. 11). Misty sice mezi fetézci dochazelo i k hydrofobni
interakci, kdy se sacharidové cykly na obou fetézcich vzajemné orientovaly paralelné
a z prostoru mezi nimi byla vypuzena voda, ale pokud v této pozici sacharidy nebyly
zafixovany pomoci vodikovych mistki, interakce trvala jen velmi kratce.

1.2 1.2
2 % HB 2 X HB
g - [275 K x o wor ] I o wor
g 10 g 10 310 K
- Ibr - Ibr
,§ 3
g 08 | 8 08 |
0.6 0.6 |
b 4 *
04 r - o 04 - x
T ®
0.2 02 |
* ®
L J °® *
0.0 * 1 L L L ' 00 % | | | |
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
c(NacCl)/m c(NacCl)/m

Obr. 11 — Cetnost vodikovych vazeb (Cervené) a vodnich (modie) a iontovych (Zluté)
mosti v riizné koncentrovanych vodnych roztocich NaCl za dvou riznych teplot [92]
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Jak je vidét zObr. 11, ze tfi vySe jmenovanych typd vazeb byly nejcetnéjsi
vodikové mustky. Zavislost miry interakce na mnozstvi sodné soli zde nebyla
linearni. V okamziku, kdy koncentrace Na* pickro€ila urcitou optimalni mez
(pravdépodobné blizkou hodnoté 0.6 M, ale pro ptesnéjsi urCeni by bylo nutné
provést dalsi simulace), fetézce se ionty zcela obklopily a jejich vzajemna afinita
poklesla. Skupiny, které by se mohly podilet na vodikovych vazbach, byly v takovém
piipadé¢ jiz obsazeny ionty, a to u obou fetézci, takze nebyl prostor ani pro vodikové,
ani pro iontové mosty.

Pokud doslo k formaci HB, vznikaly zejména mezi dvéma GCU, konkrétn¢ mezi
karboxylovou skupinou a OH skupinami na opacné stran¢ cyklu, tedy na uhlicich
G_C2 a G_C3 (viz Obr. 12). Zejména pfti nizsi teploté¢ dominovaly také vazby mezi
GCU a NAG, vedouci na kyslik amidové skupiny na NAGu (tedy N_O) nebo na OH
skupinu na uhliku N_C6. Vodikovych mistki, které by se tvofily mezi dvéma NAG
cykly, bylo pozorovano jen relativné malé mnozstvi.

- » &
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G_02-G_0612 [
G_03-G_0612

—
G_03-G_0612 8 '

Obr. 12 — Vizualizace nejcastejsich typii vodikovych vazeb. Atomy jsou znaceny

v souladu s Obr. 10. [92]

I pfi vzajemné interakci si fetézce zachovavaly konformaci volnych molekul —
k vyraznéjsim zménam velikosti dihedralnich thli dochéazelo jen na vazbé mezi
uhlikem C4 a kyslikem O4 na GCU, oznacené 14 2 (viz Obr. 8 a Obr. 10). Mira
téchto rotaci odpovidala hodnotam, pozorovanym u samostatného HA fetézce. [120]

Vlivem pfitomnosti sodnych iontl, které na fetézci rozruSovaly stabilizujici
intramolekularni HB, se srostouci koncentraci soli stdvaly HA fetézce vice
ohebnymi. Maximalni flexibilita pak byla pozorovana v systému w_0.6M. [92]

Prestoze ve vodném prostiedi dochazelo mezi HA fetézci za pritomnosti soli ke
kratkodobym interakcim, jejich vliv byl pom&mé slaby. Retézce se sice drzely v
relativni blizkosti, ale nevznikla Zadna stabilnéjsi duplexni struktura, ktera by
vydrzela déle nez nékolik desitek nanosekund.
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6.1.2 Prostiedi smésnych rozpoustédel

Pro ovéfeni, zda je TIP3P dobry model vody pro simulaci smésnych rozpoustédel,
nebo by bylo lepsi vyuzit SPC/E, byla provedena analyza* distribuce vody a 1,4-
dioxanu pfi nejriznéjSich latkovych pomérech téchto dvou slozek. Mira vysledné
heterogenity smeési byla popsana pomoci Kirkwood-Buffovych integrali (KBI),
matematického nastroje, vyuzivaného k popisu homogennosti smési a miry jeji
fazové separace.

KBI jsou definovany jako soucty vSech korela¢nich funkci g(r) mezi konkrétnimi
typy atoml sméSovanych molekul (zde mezi kysliky). Tyto integraly vyjadiuji, jak
jsou molekuly rozmistény kolem sebe ve smési, tedy jak pravdépodobné je najit
jednu molekulu v urcité vzdalenosti od jiné molekuly, ¢imZ popisuji prostorové
uspotradani a interakce mezi nimi. Kvilli omezené velikosti simulovaného systému
dochazi k artefaktiim, protoZe distribu¢ni funkce g(r) nemusi spravné konvergovat k
hodnoté 1 na velkych vzdéalenostech, coz by vedlo k divergenci KBI. Proto bylo nutné
zavést korekei, kterd na zdklad¢ dat ziskanych ze simulaci upravuje tyto distribu¢ni
funkce tak, aby spravné reflektovaly asymptotické chovéani systému a zajistila
spolehlivé vy¢isleni KBI.

Distribu¢ni funkce byly s jeji pomoci mirné posunuty tak, aby i pfes maly
simula¢ni systém konvergovaly k jednic¢ce, ¢imz byla minimalizovana moznost chyb,
zpusobenych piipadnou divergenci. Pro fadnou analyzu fazové separace pak bylo
nutné simulovat co nejvétsi boxy (korekce dobie fungovaly pro 16 384 molekul) a to
alespon po dobu 20 ns.

Vysledky simulaci popisovanych v této podkapitole, dalsi informace a podrobné&jsi
popis matematického pozadi lze dohledat v ¢lanku ,,Concentration fluctuation
microheterogeneity duality illustrated with aqueous 1,4-dioxane* [182 ].

Z ptehledu KBI (G;;) mezi vodou a dioxanem o rtiznych vzajemnych pomérech
(Obr. 13) je vidét, ze zatimco mira ptitahovani mezi molekulami vody a dioxanu
nebo mezi dvojicemi molekul dioxanu (resp. mezi jejich kysliky) je pomérné mala,
afinita molekul vody (znazornéna modrou barvou) je zna¢na. Z grafu také plyne, ze
zatimco u SPC/E jsou vypocitané hodnoty blizké t€ém experimentalnim spiSe pii
vy$$im molarnim poméru vody, u TIP3P je nejlepsi shodu mozné najit az za
vysokych koncentraci dioxanu.

4 Tato &ast vyzkumu byla provedena v rdmci zahraniéniho vyjezdu ve spolupréaci s LPTMC, Sorbonne University.
Vypocty byly provadény na mistni pocitacové siti v programu GROMACS [185], ktery je hojné vyuZivany pro svou
rychlost (i na méné vykonnych pocitacich) a podporu mnoha rznych silovych poli.
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Obr. 13 — Vypocitané KBI pro smés vody a dioxanu (zndzornéno body), ve srovnani
S experimentalnimi vysledky (zndzornény plnou carou), kde X predstavuje molarni zlomek
dioxanu. KBI pro interakci vody s vodou (Gw) je zndzorneno modre, interakce vody a
dioxanu (Gvd ) zelené a interakce dioxanu s dioxanem (Gud ) cervené. Tyrkysova barva
naznacuje vysledky Gw bez korekci. [182]

Zatimco SPC/E model 1épe popisuje vodikové vazby a vodni agregaty, pii nizkém
obsahu vody neni schopen distribuci popsat spravné. V tomto ohledu vychazely 1épe
simulace TIP3P. Ani jeden z modeli tedy neni univerzalné lepsi, ale vybér zalezi na
konkrétnim systému. V piipad€é simulaci vétSich molekul v prostfedi smésného
rozpoustédla je pak slabsi interakce mezi molekulami TIP3P spiSe vyhodou.

Stejné srovnani bylo provedeno i pro smési vody a terc-butanolu. Z dtvodu velké
separace rozpoustédla nebylo ani pii 16 384 molekulach mozné provést adekvatni
korekce divergence a vysledky tak nebyly nikde publikovany. Z ptedbéznych dat
vSak bylo vidét, Ze pti simulacich s terc-butanolem vychazi 1épe vodni model TIP3P.

6.1.3 Dynamika hyaluronanu ve smésnych rozpoustédlech

Kratky tetézec HA (20 sacharidli) byl simulovan v Cist¢ vodé a ve smésnych
rozpoustédlech vody s 1,4-dioxanem (DX) a s terc-butanolem (TB) o tfech riznych
vzajemnych objemovych pomérech (2:1, 1:1 a 1:2). Koncentrace soli byla zvolena
0 M a 0.1 M a viechny simulace byly provedeny za dvou teplot® — 277 K a 310 K po
dobu nejméné 200 ns. V kazdém simulaénim boxu o velikosti (100 A)® se krom& HA

svyvs
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fetézce a iontd nachazelo fadové 10 000-20 000 molekul vody a 2 000— 4 000
molekul organického rozpoustédla.

Vysledky simulaci popisovanych v této podkapitole a podrobny rozbor dynamiky
HA fetézce ve smesnych rozpoustédlech o riznych koncentracich je mozné dohledat
v ¢lanku ,,Structure and dynamics of the hyaluronan oligosaccharides and their
solvation shell in water: organic mixed solvents* [183].

Hlavnim poznatkem této ¢asti vyzkumu bylo, Ze chovani HA fetézce je vyrazné
ovlivnéno volbou rozpoustédla a mirou separace jeho slozek. Z porovnani radialnich
distribu¢nich funkci (RDF, v grafech standardné znacena g(r)) molekul vody a
organické slozky v blizkosti fetézct (Obr. 14) je vidét, Ze v okoli zaporn€ nabitého
fetézce prevazovaly molekuly vody. Ty zde diky své vysoké polarité stabilizovaly
nabité bocni skupiny a tvofily hlavni ¢ast solvatového obalu fetézci.
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Obr. 14 — Radialni distribucni funkce vody (prerusovanOu ¢arou) a organickych slozek
(plnou carou) v okoli HA retézce pri 0.IM koncentraci soli. Vzajemné poméry vody a
organické slozky jsou zde vyjdadreny jejim objemovym zlomkem. [183]
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Mezi HA a okolni vodou také vznikalo velké mnozstvi vodikovych vazeb.
Pozorovany byly i HB na organické molekuly, téch vSak bylo (vlivem jejich malého
mnoZzstvi v bezprostfednim okoli HA) jen velmi malo.

Féazova separace mezi vodou a organickymi molekulami byla ovlivnéna:

a) typem rozpoustédla — ve smésich s terc-butanolem byla vlivem jeho
permitivity a hydrofobniho charakteru podstatné vyraznéjsi (viz Obr. 14)

b) koncentraci soli — jeji pfitomnost snizuje permitivitu a svou interakci
s vodou podporuje jeji separaci od zbytku rozpoustédla

C) pomérem organické latky — ¢im vic organické slozky rozpoustédlo
obsahovalo, tim byla vysledna permitivita niz8i a fdzova separace vyrazngjsi

Kromé preference vody v bezprostiedni blizkosti HA tetézce dochazelo k separaci
I v celém objemu simulacniho boxu. Rlizné ¢asti fetézce tak prochazely mikrofazemi
o ruzném slozeni. Efekt byl podstatné vyraznéjsi v terc-butanolu, ale i v dioxanu
dochazelo k ¢astecné separaci (viz 6.1.2 — Prosttedi smésnych rozpoustédel). Ta byla
zpusobena termodynamickymi procesy, piedev§im rozdilnymi chemickymi
potencialy® jednotlivych slozek rozpoustédla.

Dynamika systému byla ovlivnéna také entropickymi a entalpickymi efekty.
S nartstem teploty dochazelo k naruseni/rozpadu solvata¢niho obalu, diky ¢emuz
rostla i mira interakce HA sionty (tzv. entropicka stabilizace). Snizovanim
permitivity bylo oslabeno elektrostatické stinéni HA fetézce a Na* ionty byly silnéji
(entalpicky) piitahovany do jeho blizkosti. S niZ8i permitivitou vSak rostla i stabilita
solvata¢niho obalu. Oba jevy se tak vyvazovaly a ve vysledku byly interakce Na* a
HA tetézct téméf nezavislé na teploté (zejména pii vysSim podilu organické slozky).

Ptitomnosti iontil v okoli fetézcl zvySovala jejich flexibilitu a to zejména ve smési
voda:dioxan. lonty byly diky vySe jmenovanym efektim velmi silné a ve velkém
mnozstvi pritahovany ke konkrétnim mistim HA fetézce, viz Obr. 15. Tam pak
narusovaly zpevnujici intramolekularni vodikové mustky (zejména pii navazani na
pozici ¢. 3 mezi karboxylovou skupinu a kyslik N_04), ¢imZ mimo jiné umoznovaly
rotace kolem glykosidickych vazeb mezi sacharidovymi cykly.

6 Chemické potencialy je moZné rozdélit na soucet jejich dvou sloZek — idedlni (po vzoru idedlniho roztoku, zavisejici
na koncentraci latky) a dodatkovy (ovlivnénou vzajemnymi mezimolekularnimi interakcemi a vyjadrenou aktivitnim
koeficientem). Hodnoty tohoto potencidlu byly vyhodnoceny jak ze simulacnich dat, tak z literatury. Skutecnost, ze
ziskané vysledky odpovidaly datiim z experimentalnich méreni, potvrdila, Ze silové pole bylo zvoleno a nastaveno
spravné a simulované prostredi odpovidalo skutecnosti.
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Obr. 15 — Mista nejcastéjsiho navazani ionti [183]

PretaCeni vazeb, které zvySena pfitomnost iontd umoznovala, bylo opét
detekovano pomoci zmén hodnot dihedralnich Ghla. Na rozdil od ¢isté vody bylo ve
smésnych rozpoustédlech méné rotaci vazby 14 2 a mnohem castéji se pretacela
vazba 13_1 (viz Obr. 8).

6.1.4 Interakce hyaluronanu ve smésnych rozpoustédlech

Pro simulace interakci dvou kratsich HA fetézcti ve smésnych rozpoustédlech
(opét voda:dioxan a voda:terc-butanol) byly zvoleny koncentrace soli 0 M a 0.08 M.
Pomér vody a organické slozky byl v obou smésnych rozpoustédlech 1:1 a i teplota
byla tentokrat pouze jedna a to standardni (298.15 K). Tak se simulace co nejvice
pifiblizily podminkam, za kterych probihd esterifikace HA, vedouci k fetézciim
substituovanym alifatickymi fetézci, o nichz pojednava zbytek této prace.

Retézce byly vzajemné orientovany antiparalelné i paralelné (v textu znadeno
prefixy ,a_“a,p_°). Tim, Ze u paralelné orientovanych tetézcti doSlo téméf ve vSech
prosttedich k separaci ¢i pfimo pietoCeni do antiparalelni pozice, byla potvrzena

3

hypotéza z pfedchozich vyzkumu [92], Ze antiparalelni orientace je opravdu
preferovanou konformaci pti pfipadné interakci fetézct, a to nejen v ¢isté vode.

Na rozdil od simulaci v Cisté vod¢ nebyly nijak fixovany, ale v piipad¢ separace
byly opét manuélné piiblizeny k sob&’. Tak byl i pies piipadnou separaci fetézct
omezen vliv nahody. Pro kazdy systém bylo napocitano pies 70 ns (u fetézct s nizkou
tendenci k separaci vypocet pokracoval jesté dal, mnohdy i pies 200 ns a u systémii,
kde doslo k formaci duplexu i 500 ns). Simulaéni box mél velikost cca (115 A)® a
nachazely se v ném: dva fetézce HA, az 280 iontt, 20 000—-30 000 molekul vody a
4 000—6 000 molekul organického rozpoustédla (zalezelo na koncentraci soli a typu
rozpoustédla w:d / w:t).

7 PFibliZzeni bylo provedeno v programu VMD a to tak, aby se fetézce dostaly do podobné blizkosti, jako na poéatku.
Vlivem zmény jejich konformaci v prlibéhu simulaci nebyla tato vzdalenost vzdy stejna. Vidy ale umozrovala
retézclim zahajit vzajemnou interakci.
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Vysledky simulaci popisovanych v této podkapitole, podrobny rozbor interakci
mezi HA fetézci ve smésnych rozpoustédlech a popis vzniklych dvousroubovic 1ze
najit v ¢lanku ,,Hyaluronan oligosaccharides form double-helical duplexes in
aqueous solutions and mixed solvents* [184].

Jak uz naznacil pfedchozi vyzkum, mira afinity fetézct se mezi jednotlivymi
rozpoustédly znacné liSila. V OM smésich (bez ohledu na to, zda se jednalo o ¢istou
vodu, nebo vodu s dioxanem ¢i terc-butanolem) nedochazelo k zadné interakci. Ani
po opakovaném piiblizeni fetézcli se zde nevytvoiila Zddna duplexni struktura, coz
podporuje piredchozi pozorovani, ze minimaln€ pro iniciaci interakce HA fetézct je
tieba pritomnost soli.

Za pritomnosti NaCl doslo ve smési vody a terc-butanolu doslo (v porovnani
s vodou) k vyznamnému narustu interakce. U antiparalelnich fetézct se (po jednom
rozplavani a ptiblizeni) stiedni vzdalenost Dwp pohybovala® mezi 10 a 15 A
(Obr. 16), tedy pro vzajemnou interakci zcela idealn¢. Paralelni fetézce se také
zdrzovaly relativné blizko u sebe, ale tvofilo se mezi nimi jen malé mnozstvi vazeb
(HB, lbr, Wbr). Vse navic bylo ovlivnéno mikrodoménovou strukturou rozpoustédla.
Proto bylo pii analyze nutné vsechny charakteristiky primérovat ptres dostatecné
dlouhé simulacni ¢asy (idealné ptes cely pribeh simulace).
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Obr. 16 — Prehled casového vyvoje Db glykosidickych kysliki (fialove) a karboxylovych
skupin (Cervené) mezi HA retézci ve smésnych rozpoustédlech (za pritomnosti NaCl).
Zelenou barvou je zndzornéna oblast, ve které miize dochazet ke stabilni interakci.

8V dlsledku opakovaného pfiblizovani Fetézcl nebylo moZné porovnavat jejich primérnou stfedni vzdalenost, tak
jako u fixovanych systém. (Ta zde totiZ mimo jiné zavisela na mnoZstvi manualnich zédsahu a na jejich provedeni.)
Proto byla mira interakce posuzovana spisSe z ¢asového pribéhu Dwmp.
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Vyrazné nejvyssi miru vzajemné interakce mezi HA fetézci vykazovaly systémy
w:d_0.08M. Vlivem iontd v blizkosti byl zaporny naboj fetézcti témét kompletné
neutralizovan a ty se tak neodpuzovaly. NaruSeni intramolekuldrnich vazeb pak
davalo bo¢nim skupinam vice pftilezitosti pro tvorbu vazeb intermolekularnich.

Pii 0.08M koncentraci NaCl byla dokonce v dioxanovych smésich pozorovana
samovolnd formace dvouSroubovice, a to pii obou orientacich. Jeji stabilitu
zajistovaly zejména iontové mosty mezi karboxylovymi skupinami, orientovanymi
smérem dovnitf do dutiny mezi fetézci (Obr. 17, pro srovnani s literaturou viz
Obr. 3). Orientaci karboxylovych skupin ilustruje i pribéh grafi w:d smési na
Obr. 16, kde byla Dmp mezi nimi téméf po celou dobu simulace mensi, nez Dup
glykosidickych kyslikt (a to opét u obou vzajemnych orientaci). V dutiné Sroubovic
se pak krom¢ iontli nachazela pouze voda — pro organicka rozpoustédla byl prostor
ptili§ maly a jeho permitivita byla (1 diky pfitomnosti sodnych iontl) ptili§ vysoka.
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Obr. 17 — Antiparalelni (A) a paralelni (B) dvousroubovice HA, zformované ve smési
w:d_0.08M, se zvyraznénymi iontovymi mosty mezi karboxylovymi skupinami. [184]

Duplexni tvar si HA fetézce udrZely po dobu nékolik stovek nanosekund
(antiparalelni 430 ns, paralelni 340 ns) a struktury byly pfeneseny i do ostatnich
rozpoustédel®, a také do jeste vyssi koncentrace NaCl — 0.15 M (vyrazny vliv
pfitomnosti soli vyvolal otazku, jaky vliv by mélo navySeni jeji koncentrace).
V takovychto novych systémech pak bylo porovnavano, jak rychle doslo k rozpadu
struktury a separaci fetézcu.

svvs

Definice této bezprostiedni vzdalenosti byla testovana na nékolika systémech, a nakonec byly zvoleny hodnoty do
1.5 A pro antiparalelni systém (jeliko? i takto blizko se v okoli fetézce nachazelo pomérné velké mnozstvi sodnych
iont®) a do 2.15 A pro paralelni $roubovici.
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U paralelni Sroubovice, ktera nebyla ani pocatku prili§ pravidelna (jak je vidét
z Obr. 17), doslo ve vsech rozpoustédlech k separaci. Nejdéle si struktura udrzela
tvar v systému p_w:d_0.15M, ale i tam se po 100 ns rozpadla. Retézce zde sice dal
zustaly v blizkosti, ale uz ne v konformaci Sroubovice. Podobn¢ tomu bylo 1 ve
smésich s terc-butanolem, kde ovSem k separaci doslo uz pii 50 (OM) a
80 (0.15M) ns.

Antiparalelni Sroubovice byla stabilnéjsi. Ve vodném prostiedi se sice disociovala
témet stejné rychle, jako ta paralelni, ale ve smési a_w:t_0.15M vydrZela ptes 160 ns.
V systémech s dioxanem se sroubovice presunem dokonce stabilizovala a stala se
pravidelngjsi, a to prakticky bez ohledu na koncentraci soli — dokonce i pti 0 M NaCl
byla Sroubovice v dioxanové smési velmi pravidelna, viz Obr. 18. To naznacuje, zZe
pfestoze by se vtomto prostiedi Sroubovice samovolné nezformovala, jesté
neznamena, ze Se zde po vloZeni okamzité destabilizuje.

oblast interakce
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Obr. 18 — Stredni vzdalenost retézcii Dvp po preneseni antiparalelni Sroubovice do
rozpoustedel S OM koncentraci NaCl (vievo). Dvousroubovice vpravo je vizualizaci systému
a_ w:d_OM (odpovida tedy oranzové kiivce v grafu).

Krom¢ iontovych mostili se mezi fetézci tvotily 1 vodikoveé vazby (zejména u méné
pravidelnych Sroubovic). Skupiny, které se na HB podilely, byly velmi podobné, jako
u fetézcl v Cisté vodé, 1 kdyz zde bylo mozné pozorovat trochu vic vazeb typu
NAG-NAG. Divod byl ten, ze hydroxymethylova skupina na NAGu byla diky
konformaci molekul orientovdna zptsobem idealnim pro tvorbu vazeb (a naopak
napt. OH skupiny na GCU byly u Sroubovic orientovdny zcela mimo fetézec).
Z tohoto diivodu byly i pfes ptfitomnost iontovych mostli pomérné Casté i vodikové
vazby na karboxylovou skupinu.
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Naopak u fetézcti, které nezacinaly ze Sroubovice a mohly se volné pohybovat po
simulacnim boxu, byly skupiny na G_C2 a G_C3 velmi frekventovanym mistem
k interakci, stejné jako karboxylova skupina nebo OH na N _C6 ¢i N _C4.

Na zaklad¢ vysledki experimentt se Sroubovicemi byla v prostfedi vody a dioxanu
simulovéna 1 jedna antiparalelni dvojice dlouhych HA tetézch (48 sacharidii). U té
sice nedoslo k formaci Sroubovice, ale interakce mezi fetézci byla po celou dobu
simulace velmi silna. Zprostiedkovavaly ji iontové mosty a vodikové vazby (stejného
typu, jako u kratkych fetézcil) a to tak pevné, Ze stitedni vzdalenost fetézcli vétSinu
simulace nepiekro¢ila 13 A (Obr. 19).

20

Do/ A

15

10

Obr. 19 — Graf casového vyvoje Dwp glykosidickych kyslikii (fialové) a karboxylovych
skupin (cervene) mezi dlouhymi antiparalelnimi retézci HA v w:d_0.1M prostredi. Zelenou
barvou je znazornena oblast, kde nejcastéji dochazi k interakci. Pod grafem je vizualizace
systemu v 160. ns simulace vcetné iontii v jeho nejblizsim okoli. [184]

Divodem, pro¢ Vtomto systtmu nedosSlo k formaci Sroubovice, byla
pravdépodobné relativné kratkd doba simulace (napocitdno bylo jen 180 ns, cozZ je
pro tvorbu komplexnéjsi struktury u dlouhych fetézctii pomérné malo).

6.2 Simulace samostatnych alifatickych retézcu

V zajmu lepsiho porozuméni alifatickym substituentim byly tyto fetézce
simulovany také samostatné. Jelikoz pfi esterifikaci HA kyselinou stearovou zanika
jeji karboxylova skupina, byly Vv simulacich misto kyseliny stearové pouZity
molekuly oktadekanalu.

Simulovany byly samostatné fetézce, ale 1 jejich dvojice s pevné zafixovanou
polohou jednoho z konct (konkrétné prvniho uhliku, na kterém se nachazi kyslik).
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Pocatecni umisténi a vzdjemna orientace dvojic fetézcl byla v takovém piipadé
stanovena nasledujicim zptisobem (viz Obr. 20):

a) Aldehydové skupiny zafixovany 4 A od sebe, fetézce orientovany paralelné —
simulace situaci, kdy se vlivem ohebnosti fetézce substituenty velmi piiblizily.

b) Aldehydové skupiny zafixovany 4 A od sebe, fetézce orientovany opac¢nym
smérem — Pro vysetieni, zda a za jak dlouho se k sobé ptiblizi.

c) Aldehydové skupiny zafixovany 23,55 A od sebe — vzdélenost, piiblizng
odpovidajici délce natazené¢ho fetézce. U fetézcl, umisténych tak daleko, na
jejich vzajemné orientaci nezalezelo.
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Obr. 20 — Pocatecni orientace pri simulaci aldehydovych retézcii dle vyse uvedeného
rozdeleni (fialovou barvou jsou zndzornény uhlikové atomy s fixovanou polohou)

Kazda z téchto variant byla simulovana ve tfech rozpoustédlech: ¢ista voda, smés
voda:dioxan a smes voda:terc-butanol (v objemovém poméru 1:1). Do téch byl ptidan
chlorid sodny o tfech riznych koncentracich (0 M, 0.1 M a 0.2 M). D¢lka simulaci
byla pies 200 ns pro kazdy systém. Velikost hrany (pfiblizné krychlového) boxu se
pohybovala mezi 90 a 95 A a kromé fetézcii a iontl se zde nachazelo pfiblizné 2 000
molekul organického rozpoustédla na 11 000 molekul vody.

Vzhledem k malym rozdilim mezi jednotlivymi rozpoustédly byly simulace
alifatickych tetézcli provedeny 1 za nizsi teploty 277 K. Premisa, Ze pozorované
charakteristiky mohou byt vyznamné ovliviiovany tepelnym pohybem molekul, a
tudiz by za niz$i teploty mohly byt piipadné trendy lépe vidét, se nepotvrdila.
Prestoze pti 277 K byly nékteré vysledky mirné odlisné, nejednalo se o statisticky
vyznamny rozdil. Proto jsou v této praci uvedeny pouze vysledky vypocitané pii
teploté 298.15 K.

6.2.1 SloZeni smési v blizkosti alifatickych Fetézci

Mezi organickymi molekulami a alifatickymi fetézci dochazelo k hydrofobni
interakci. Tim byla z jejich bezprostifedni blizkosti vytlaCovana voda a vyrazné tak
narustala tendence k fazové separaci smésnych rozpoustédel.
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RozloZeni molekul v okoli samostatného alifatického tetézce ilustruje graf RDF
na Obr. 21. Je vidét, Ze nejvétsi separace probéhla ve smésich s terc-butanolem, kde
byl efekt hydrofobniho vytla¢eni vody podpofen uz tak vyraznou tvorbou mikrofazi
smésného rozpoustédla. Mikrofaze se zde orientovaly tak, aby se v okoli alifatickych
fetézc (az do 30 A) nachazely pravé ty s prevahou terc-butanolu. Porovnani ¢etnosti
pak ukazalo, Ze v bezprosttedni blizkosti fetézct (do 4 A od molekuly) bylo atomil
terc-butanolu az 6.5nasobn¢ vice nez vody. Tento pomér vykazoval zavislost na
koncentraci soli — v OM systému bylo terc-butanolu jen asi 6krat vice, v systému
w:t_0.1M 6.8krat, ale pii 0.2M koncentraci soli uz byl terc-butanol zastoupen témef
8krat vicl?.
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Obr. 21 — Radialni distribucni funkce vody (prerusovana cara v grafu A), organické
slozky (plna cara v grafu A) a sodnych iontii (plna cara v grafu B) v okoli samostatného
alifatického retézce

I ve smési voda:dioxan bylo mozné pozorovat preferenci organické slozky
(Obr. 21A). Efekt byl mensi, nez u ptirozené se separujiciho terc-butanolu, ale i pies
to se u fetézcl nachazelo dvojndsobné vice atomi dioxanu nez vody (resp. ve smési
w:d OM bylo dioxanu 1.9krat vic, v w:d 0.1M 2.1krat vic a az 2.2krat vice bylo
dioxanu pfi 0.2M koncentraci soli). Pribéh RDF pro jednotlivé koncentrace byl
Vv dioxanu dost podobny — viditelné&jsi rozdil byl pouze mezi kiivkami OM systému a
systému s nenulovou koncentraci NaCl.

V grafu na Obr. 21B jsou pak ukazany kompletni RDF sodnych iontd v okoli.
Vzhledem K elektroneutralité alifatickych fetézc se distribuce téméf nelisi bez
ohledu na to, kolik soli bylo do systému ptidano. Je vSak patrné, Ze pfitomné ionty

10 Kompletni prehled Cetnosti atomil rozpoustédla ve vzdalenosti do 4 A od fetézctl (véetné srovnéni s
alifatickymi fetézci naroubovanymi na HA patefi) je k vidéni v Tab. 2 v kapitole 6.3 — Hyaluronan substituovany
alifatickymi retézci.
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preferovaly prostiedi vody. V okamziku fazové separace do mikrodomén se tak
vétSina z nich soustfedila do oblasti bohatsich na vodu. V organickych
mikrodoménach (a tedy i1 v bezprostiedni blizkosti alifatickych fetézci) proto bylo
mnozstvi iontll minimalni, jak ukazuji zejména ktivky systémii voda:terc-butanol.

RDF dvojic fetézclh zde uvedeny nejsou, protoze v jejich okoli se rozpoustédlo
separovalo prakticky totoznym zpisobem. Vysledné grafy tak byly téméf identické
jako ty na Obr. 21 s pouze drobnymi rozdily, zptisobenymi narusenim solvatového
obalu pfitomnosti dal§iho alifatického fetézce. V ptipadé, kdy spolu oba fetézce
interagovaly, a to zejména ve vod¢ (podrobnéjsi rozbor v nasledujici podkapitole),
navic dochazelo k téméf uplnému vytlaceni molekul rozpoustédla z prostoru mezi
nimi ¢i jejich nejblizsiho okoli.

6.2.2 Ohebnost alifatickych Fetézcii a jejich vzajemna interakce

Samostatny alifaticky fetézec vykazoval Kk ohybani jen mirnou tendenci —
vzdalenost jeho koncti (Obr. 22) se pohybovala kolem 15.5 A. CoZ je ptiblizng& 75 %
délky v natazeném stavu (Cca 21 A). Retézce byly &asteéné ohybany hydrofobni
interakci mezi jejich riznymi ¢astmi, ale proti ni pasobil tepelny pohyb, ktery tato
interakce nedokazala piekonat ani pii nizsi teploté (proto taky byly vysledky simulaci
obou teplot téméf totozné).

Obr. 22 — Vzdalenost konci alifatického vetezce v riiznych systémech (vievo)
S vizualizaci, jak byla tato vzdalenost mérena (vpravo)

Mezi jednotlivymi rozpoustédly se ohebnost pfilis§ nelisila — rozdil mezi nejmensi
a nejvétsi vzdalenosti konctli fetézce byl pouze 1 A. Piesto je na zikladé grafu na
Obr. 22 mozné vyslovit hypotézu, Ze nejvice se fetézce ohybaly ve vodé a nejméné
v terc-butanolu. To také odpovida potadi, danému permitivitou — nejvyssi ma voda,

(VA4

48



butanol, vyskytujici se v podobé mikrodomény v bezprostiednim okoli alifatického
fetézce. !

V cisté vodé zvysovala permitivitu ptitomnost iontd. Dusledkem toho nartstala
mira hydrofobni interakce podé¢l fetézce a ty se vice ohybaly. Ve smési s terc-
butanolem ionty navysovaly tendenci k fazové separaci, ¢imz jesté snizovaly
permitivitu mikrodomén bohatych na terc-butanol a fetézce nemély k ohybu divod.
Jen ve smésich vody a dioxanu nevykazoval Denp na koncentraci soli zadnou
pravidelnou zavislost.

U systémti, kde byly simulovany dva alifatické fetézce, zaleZela ohebnost na jejich
vzajemné poloze (Obr. 23). V piipade, Zze od sebe byly dostatecné vzdalené (jako
tomu bylo u systému ,c¢‘), nemély na sebe fetézce témet zadny vliv a jejich ohebnost
odpovidala hodnotam ziskanym ze simulaci samostatnych fetézct (tedy tém na
Obr. 22).
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Obr. 23 — Srovnani vzdalenosti koncii dvojic alifatickych retézcit (Denp), kdy pro kazdy
systéem se jednd o hodnotu vzddlenosti, zpriimerovanou z obou retézciui (vlevo). Vpravo:
vizualizace stdaceni dvojic retézcii V Cisté vode (W) a naopak jejich narovndni vV terc-
butanolové smesi (W:t)

U fetézcl fixovanych v bezprosttedni blizkosti (tedy systémy ,a‘ a ,b‘) bylo
pusobeni hydrofobni interakce po celé jejich délce podstatné siln€jsi. Zejména v Cisté
vode se tyto fetézce zcela obtacely kolem sebe (jak je vidét z vizualizace na Obr. 23)
za UCelem minimalizace rozhrani s vysoce poldrni vodou. To vedlo ke vzniku
semistabilniho aglomeratu, jehoZ podoba se v pribchu simulace dynamicky ménila

11 permitivita terc-butanolu je sice oproti istému dioxanu vy3si, ale dioxan je zde smichan s vodou, co? u terc-
butanolu diky separaci rozpoustédel tak docela neplati.
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— nékolikrat doSlo k separaci, ale fetézce se vzdy vratily k sob&. Diky tomu byla i
jejich vzajemna stfedni vzdalenost (Dvp na Obr. 24) ve vsech systémech s vodou
(modré sloupce) velmi nizka.

Ve smési vody a dioxanu byla pfitomnosti druhého fetézce hydrofobni interakce
také posilena. Na rozdil od systému v Cist¢ vod¢ vSak nebylo mozné pozorovat
vyznamné rozdily v jejich ohebnosti. Prestoze graf na Obr. 23 naznacuje, Ze Denp j€
Vv systémech ,a‘ a ,b‘ vZdy o néco niz8i nez u ,c*, v absolutnich hodnotach je rozdil
minimalni (osa y na grafu nezacina v nule).

| v terc-butanolovych mikro-doménéach dochézelo k hydrofobni interakci, ale ne
mezi alifatickymi fetézci. V diisledku silné snahy fetézcti obklopovat se molekulami
terc-butanolu se chovaly prakticky stejné, jako by byly v systému kazdy sam
(Obr. 23, w:t). Tento jev byl nejspise také diivodem, proC byla stfedni vzdalenost
mezi dvojici alifatickych fetézci nejvyssi praveé ve smési voda:terc-butanol.
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Obr. 24 — Stredni vzdalenost retézcii (Dmp) pro systémy a, b (vlevo) a c (vpravo)

Vzhledem k tomu, Ze se systémy ,a‘ a b* liSily pouze poc¢atecni orientaci fetézcu a
behem nekolika prvnich nanosekund se obvykle systém ,b* pteto€il do orientace ,a‘,
oba vykazovaly ve vét§ing€ ptipadl témét totoZzné chovani.

Pfi posuzovani stiednich vzdalenosti fetézcl v systému ,c* uZz se trendy lisi
vyraznéji. Tim, Ze byly fetézce umistény relativné daleko od sebe, hraly roli hlavné
dva faktory: Ohebnost fetézcti (ve smyslu, jestli na sebe ,dosahly‘) a dale sila
hydrofobni interakce v ptipad¢, Ze se fetézce vlivem nahodného pohybu dostaly do
vzajemné blizkosti.

Pro usporadani ,¢‘ byly nejniz§i hodnoty Dyp naméfeny ve smésich s dioxanem.
Vzhledem k relativné nizké ohebnosti zde na sebe fetézce dobie dosahly, a kdyz na
sebe v prostoru narazily, mirna hydrofobni interakce je dokazala na kratky ¢as udrzet
Vv blizkosti. Kombinace téchto faktort pak vedla k nizkym hodnotdm Dwp.
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V ¢isté vodném prostiedi se kolem sebe fetézce obtacely jesté o néco vice, coz byl
pravdépodobné diivod, pro¢ na sebe tak dobie nedosahly. Ve smési s terc-butanolem
pak fetézce (stejné jako v systémech ,a‘ a ,b‘) preferovaly zlstavat ve volném
prostoru, obklopeny molekulami organické slozky. Jakékoliv pfipadné snizeni jejich
relativni vzdalenosti pak bylo zplisobeno ndhodnym piiblizenim.

Z grafi na Obr. 24 je déle vidét, Ze prestoze pritomnost soli hraje ve vzdjemné
interakci fetézct roli, neni mozné jeji vliv generalizovat. V terc-butanolovych
smésich, kde stl podporuje separaci, jsou fetézce je$té¢ vice obklopeny terc-
butanolem a jejich afinita ke vzajemné interakci se téméf zcela vytraci. Na druhou
stranu ve vod¢ a v dioxanu neni s rostouci koncentraci NaCl vidét zadny trend v Dyip.

6.3 Hyaluronan substituovany alifatickymi retézci

Simulace substituovaného hyaluronatu sodného byly provedeny pro pét rliznych
systémt, liSicich se umisténim substituentti na HA pateti a jejich poc¢tem (Obr. 25).
Vsechny takto upravené fetézce byly opét simulovany jak ve vodé, tak v obou
smésnych rozpoustédlech, za tfi riaznych koncentraci NaCl — 0 M, 0.1 M a 0.2 M
(vyssi koncentrace soli nebyla mozna z divodu rozpustnosti).
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Obr. 25 — Varianty substituovanych systémii na pocdatku simulace, oznacenych podle
cisla sacharidového residua, na kterém jsou substituenty navazany (4) a detail navazani
substituentu (B)
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Pro kazdy systém bylo nasimulovano vice nez 250 ns, délka hrany boxu byla
piiblizné 107 A a systém obsahoval 19 000-21 000 molekul vody na 3400-3900

molekul organické slozky.

6.3.1 Distribuce rozpoustédla v okoli substituovanych retézcu

Stejné jako v ptipad¢ samostatnych alifatickych fetézct, 1 zde se organicka faze
shromazd’ovala v blizkosti substituenti. A naopak voda (i s ionty, které se v ni
zdrzovaly) byla pfitahovdna k HA patefi. Pfi vykresleni RDF rozpoustédla pouze
v okoli substituovanych fetézcli (Obr. 26A) je patrné, Ze distribuce kolem
substituenti ma témét totozny pribeh jako distribuce rozpoustédla kolem
samostatnych alifatickych fetézct (pro srovnani viz Obr. 21).12
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Obr. 26 — Radialni distribucni funkce vody (prerusovana cdara) a organické slozky (plna
cara) v okoli substituentit na retezci alal9 (A) aVv okoli jeho HA patere (B)

Naopak rozloZeni molekul kolem patefe (Obr. 26B) se velmi podob4a RDF kolem
nesubstituovanych fetézcl (viz Obr. 14) [183]. V blizkosti HA vyrazné¢ pirevlada
voda a organickych molekul se zde nachazelo jen malo. Rozdil v distribuci mezi
Stim spojenou fazovou separaci celého rozpoustédla, znatelné¢ podpotfenou
ptitomnosti sodné soli. Tato separace uz byla v minulosti pozorovana a popsana [6].
PrestoZze v citovaném vyzkumu byly pouzity krat$i substituenty a pouze 0.1M
koncentrace NaCl, prib¢h distribu¢nich kiivek byl témét totozny jako na Obr. 26.

12 TotéZ bylo pozorovano i u ostatnich substituovanych systémd, jejichZ distribuéni kfivky zde nejsou uvedeny.
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Pievahu organickych molekul v okoli substituentd opét ilustruje také piehled
Cetnosti atomtl jednotlivych slozek rozpoustédla (Tab. 2) v bezprostiedni blizkosti
fetézct (do 4 A). Pro srovnani jsou uvedeny i hodnoty odpovidajici samostatnym
alifatickym fetézcim (sekce A), u kterych byl tento efekt vyraznéjsi, viz kapitola
6.2.1 — Slozeni smési v blizkosti alifatickych fetézct.

Tab. 2 — Priumérny podil atomii organické a vodné slozky rozpoustedla (diw a t/w) v
bezprostiredni blizkosti samostatnych alifatickych retezcu (sekce A), v okoli substituentii na
HA retezcich (sekce B) a podil vodné a organické slozky (Wld a wit) pobliz HA patere
(sekce C). Hodnoty jsou prumérovany mezi vSemi systémy, V pravé Casti kazdé sekce pak
také mezi vSemi koncentracemi soli.

c(NaCl)/ M A B C
0 1.9 1.5 2.6
0.1 dw | 21 2 16 | 1.6 wid | 25 | 2.6
0.2 2.2 1.7 2.6
0 6 4.0 4.0
0.1 tw | 68 | 65 | 43 | 43 wit | 42 | 4.2
0.2 8 4.6 4.4

Substituenty naroubované na fetézec s nim totiz sdili ¢ast nejblizsiho okoli, coz do
statistiky znatelné zasahuje. Presto je I zde vidét relativné mirna fazova separace ve
smésich vody a dioxanu (jejich pomér je relativné nizky) a podstatné vyrazngjsi
separace V piipadé vody a terc-butanolu.

Zajimavé je, ze zatimco v okoli substituentli se nachézelo dvojndsobné mnozstvi
atomu dioxanu oproti atomtm vody (pomér d/w), v blizkosti HA patete, kde naopak
prevladala voda, vychazel jejich ptevraceny pomér (w/d) 2.6. Toto ¢islo navic
Vv blizkosti HA patefe na rozdil od ostatnich systémi v tabulce zdanlivé nezaviselo
na koncentraci soli.

Diivodem obou téchto skutecnosti by mohly byt pravé sodné ionty. Ty se zejména
v dioxanovych smésich vyznamné zdrzuji u patete a zplsobuji tu celou fadu efektt
— mimo jiné pokles Cetnosti intramolekuldrnich vodikovych vazeb a s tim spojeny
narust ohebnosti fetézce. Je tak mozné, Ze tyto ionty aktivné piitahuji vodu do
blizkosti HA patete, diky ¢emuZz pomér ,w/d‘ vyznamné nariista, a to témef bez
ohledu na to, jaka byla ptivodni koncentrace iontti v roztoku.

Pti porovnani RDF vody a organické slozky kolem jednotlivych substituovanych
molekul (Obr. 27) je vidét, ze v celkovém souctu prevazuje v okoli fetézct voda.
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Prestoze se distribuce v okoli substituentti a patefe velmi lisi, substituenti neni dost
nato, aby jejich ptitomnost vyraznéji ovlivnila celkové rozlozeni rozpoustédla kolem
fetézce. S jejich pribyvajicim mnozstvim je vSak vidét, jak se k sob¢ kiivky vody a
organické slozky pftiblizuji, zatimco distribuce systému ,al® (kde je jen jeden
substituent, a to zcela na okraji) je téméf totozna s distribuci fetézcl
nesubstituovanych (viz Obr. 14). Z grafu je dale patrné, Ze ve vod¢ ani v dioxanové
smési distribuce téméf nezavisi na koncentraci iontd. U RDF fetézcli se tfemi
substituenty se tato zavislost stira i ve smésich s terc-butanolem.
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Obr. 27 — Radialni distribucni funkce vody (prerusovana cdara) a organické slozky (plna
cara) v okoli celého retézce pro vsechny systémy substituovanée HA

6.3.2 Distribuce iontii v okoli substituovanych retézci

Jak uz bylo uvedeno v pfedchozich kapitolach, v pripadé mikrodoménové
separace se ionty vyskytovaly pifevazné¢ v oblastech bohatSich na vodu. Radialni
distribu¢ni funkce sodnych ionti v okoli substituovanych fetézct (Obr. 28) tak do
znacné miry kopiruji pravé prubéh RDF pro molekuly vody.

Jednoznaéné nejvice iontl se v blizkosti fetézcli nachéazelo za ptitomnosti dioxanu
(konkrétné smési w:d_0.1M). Jejich mnozstvi pobliz pateie (tedy na grafu B) je také
diivodem vyrazného piku ve vzdalenosti 15-25 A na grafu A. Kromé tohoto
vyraznéj$iho maxima distribuce opét kopiruje pribéh, predpokladany na zékladé
simulaci samostatnych alifatickych fetézct (Obr. 21).

54



2.0 20

1.8 | A 18 B

16 |

g(r)
g(r)

w_01M
w_d_01M
w_t_01M

w_02M

celk. naboj

- L hd
......

w_d_02M -
w_t_02M Lour
-10 2035

>

Obr. 28 — Radialni distribucni funkce sodnych (tlusta ¢ara) a chloridovych (tenka cara)
ionti V okoli substituentii na retezci alal9 (A) a v okoli jeho HA patere (B) pro nenulove
koncentrace soli'®. Na grafu B je ddle zndzornén i celkovy naboj v dané vzdalenosti od
patere (prerusovand cara).

Jak uz bylo zminéno vyse, do blizkosti HA patefe byly ionty ptitahovany hlavné
elektrostaticky, a to zejména v 0.1M smési s dioxanem. Zde byl piebytek iontt
Vv blizkosti patete oproti volnému solventu vyrazné nejvétsi. Z podstatné mirngjsiho
prubéhu kiivek w:d 0.2M je mozné usuzovat, Ze existuje jista hrani¢ni koncentrace,
nad kterou uz si ionty vzajemné piekazi, dochazi mezi nimi k odpuzovani a jejich
efekty se navzajem vyrusi (podobné jako pii 0.6M koncentraci u nesubstituovanych
fetézcu v Cisté vode [92]). Proto byl naboj v okoli HA nejvyssi pravé u systému
w:d_0.1M (Obr. 28B). Ani ve vzdalenosti 40 A od fetézce vSak nedoslo k iplné
kompenzaci zaporného naboje HA patete.

| v ¢isté vode se Vv blizkosti substituentti vyskytovalo jen relativné malo ionta (ani
vysSi koncentrace soli jejich distribuci téméf neovlivnila). Ve smési voda:terc-
butanol pak byly ionty ve vodnich mikrodoménach (a tudiz v blizkosti patefe) a
Vv okoli substituentil se téméf nevyskytovaly.

13 Na grafech nejsou uvedeny systémy s OM koncentraci iontd, jelikoZ se v nich nachazelo jen deset sodnych iont(
(kompenzujicich ndboj hyaluronanu) a vétsina z nich se vyskytovala praveé v blizkosti HA patere.
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Ze srovnani celkové distribuce sodnych iontli kolem vSech simulovanych systému
(Obr. 29) Ize vidét, ze stejné jako u distribuce vody a organické slozky, i zde se grafy
podobaji RDF pobliz patete. Pti srovnani jednotlivych systémi mezi sebou se zda,
Ze ani pocet, ani umisténi substituentd na HA fetézcich nema na distribuci iontl
Vv jejich okoli téméf zadny vliv (a pokud ano, tak jen velmi maly).

—w_0.1M —w_0.2M w:d_0.1M —w:d_0.2M w:t_0.1M —w:t_0.2M
18 r

16 r

glr)

L al a9 alal9 ala9al9 alallal9

12 F

10

0 10 20 O 10 20 0 10 20 0 10 20 0 10 20
rJA r /A r /A r/A r/A

Obr. 29 - Radialni distribucni funkce sodnych iontii v okoli celych retezci
(véetné substituentii)

6.3.3 Orientace substituentti v prostoru

Zda substituenty preferuji ziistavat v blizkosti HA tetézci, nebo davaji prednost
interakci s rozpoustédlem, bylo vySetfovano pomoci analyzy poctu atomi HA
fetézce (Npa) do 4 A od alifatickych zbytkd. Jak je vidét z grafu na Obr. 30, ve
smésich, obsahujicich organickou slozku substituenty preferovaly spise interakci
s molekulami rozpoustédla (konkrétné s molekulami organické slozky). V blizkosti
HA ftetézce se tak nachazela jen mala ¢ast substituentu. Naopak ve vodé mély fetézce
kvuli své hydrofobicité tendenci zidstavat spiSe V blizkosti HA patefe — Npa je tu
oproti systémlim s organickou sloZkou témét dvojnasobny.

| mezi vysledky pro rizna umisténi substituentli byly drobné rozdily, ale ty byly
zpusobeny prave jejich odlisnou pozici. Napiiklad substituenty uprostied, tedy r9 a
r1l (znacené podle poradi residua, na némz se nachazeji), byly defaultné v blizkosti
vice atomit HA patete, neZ substituenty na koncich fetézct).
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Obr. 30 — Prehled poctu atomii HA v blizkosti jednotlivych substituentii (NHa),
oznacenych dle monosacharidového residua, na kterém se nachdzely, v¢. primeéru,
zndzornéného cerné (nahore). Odchylky nejsou uvedeny, jelikoz byly radoveé mensi nez
zobrazené hodnoty. Vizualizace systémii ala9al9 v riiznych prostredich (dole). Substituenty
jsou zde znazorneny Sedou barvou a HA pdter je zbarvenda podle tri pouzitych rozpoustédel

— cisté vody (modre), smési voda:dioxan (oranzZové) a smési voda:terc-butanol (zelené).

Z grafu je dale vidét mirny rozdil mezi dioxanovou a terc-butanolovou smési,
pravdépodobné zplisobeny afinitou substituentii k terc-butanolovym mikrofazim. To
podporuje i vizualizace fetézct ve spodni ¢asti Obr. 30, z niz vyplyva, ze zatimco ve
vod¢ se alifaticke substituenty zdrzuji v blizkosti fetézce, v terc-butanolu témér zcela
¢ni do okolniho prostoru. Smés s dioxanem pak predstavuje jakousi prechodnou
variantu, kde mohou byt fetézce i pobliz patefe, i natazené do prostoru.'4
Zda orientace substituentd zavisi na koncentraci soli, neni mozné z Obr. 30

jednoznaéné urcit. Zda se sice, ze ve smésnych rozpoustédlech afinita substituentl

1 Tyto obrazky jsou samozfejmé hlavné ilustraéni a zachycuji, jak mdZe konformace substituované HA v danych
rozpoustédlech vypadat. Takovyto tvar sice substituenty nezaujimaly po celou simulaéni dobu, ale rozdily ve stfednich
hodnotach, uvedenych v grafu jsou nezpochybnitelné.
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Kk HA patefi s koncentraci iontl mirné klesa, zatimco ve vodé je po pridani soli
naopak o néco vyssi (byt ne imeérné mnozstvi soli). Rozdily jsou vsak velmi malé.

Dal$im pfedmétem vyzkumu byla orientace, v niz se alifatické substituenty
ptiblizovaly k HA patefi. Z geometrického pohledu je mozné v okoli sacharidovych
cykli HA fetézce vymezit dva hrani¢ni pfipady, kam mize byt substituent piitahovan
(Obr. 31): pfiblizeni ,paraleln¢”, tedy axialné, Kk sacharidovému cyklu, nebo
ptiblizeni ,,ze strany®, tedy ekvatorialn¢, kK boénim OH skupinam (piiklady obou
variant jsou vizualizovany na Obr. 31C a Obr. 31D).
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Obr. 31 — A: Schematicka definice dvou vybranych oblasti, ze kterych se substituenty
mohou priblizit K retézci. B: Graf poméru priblizeni substituentii z téchto dvou smeérii
V riiznych rozpoustédlech (ve srovnani S geometrickym pomérem objemit oblasti —
prerusovana cara). C: Vizualizace paralelniho priblizeni. D: Vizualizace priblizeni ze
strany.

Ptistup paralelné¢ k cyklu odpovida pozorované hydrofobni interakci mezi
substituentem a HA residuem, naopak v ptipad¢ ptistupu ze strany je mozné fict, ze
vliv hydrofobni interakce pravdépodobné nebyl velky (nebo minimalné ne
dominantni). Pro ob¢ tyto varianty byl geometricky definovan odpovidajici prostor
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mozného vyskytu a byl napsan program, ktery cetnost atomli v tomto prostoru
vyhodnocoval.

Pii ¢ist¢ geometrickém porovnani objemit dvou zvyraznénych oblasti (ruda
prerusovana linka na Obr. 31B) je vyraznéji vice prostoru k pfiblizeni ze strany
cyklii. Pii srovnani pomérti orientaci piiblizeni substituentl v jednotlivych
rozpoustédlech se ovSem zda, Ze ve vod¢ (a také ve smési voda:dioxan, byt ne
Vv takové mife) je Casta také paralelni, tedy hydrofobni interakce. Naproti tomu ve
smési vody a terc-butanolu je hydrofobnich piiblizeni téméf tolik, jak predpoklada
geometricky pomér. Diivodem by mohla byt obecné velmi nizka ¢etnost piiblizeni
alifatickych fetézcti k HA pateti a také mala tendence terc-butanolem obklopenych
substituentll K hydrofobni interakci.

6.3.4 Vliv substituenti na ohebnost retézcu

Ohebnost fetézcu byla opét posuzovana pomoci méfeni vzdalenosti konci HA
patete. Z Obr. 32 lze vidét, ze se jeji praimérnd hodnota v Cisté vodé pohybovala
kolem 76 A téméf bez ohledu na koncentraci soli. Stejnou hodnotu Dgnp pak
vykazovaly dokonce i fetézce ve smésnych rozpoustédlech s OM koncentraci NaCl.
Vzhledem ktomu, ze konturova délka dekameru (dvaceti monosacharidovych
jednotek) HA je priblizné 100 A, fetézce byly schopny ohybu, ale jen do uréité miry.

I 3] N 29 B 51519 B 5159319 BN a1311319 0 - pramér
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Obr. 32 — Vzdalenost koncii (Denp) riizné substituovanych retézcii HA

UzZ u nesubstituovanych fetézcl bylo pozorovano, Ze ohebnost HA patete zvySuje
jak ptitomnost organické slozky v rozpoustédle (u dioxanu vyrazné vic, nez u terc-
butanolu), tak pritomnost iontt [183]. | u substituovanych fetézcu byl vliv soli
nepopiratelny. Rozdil mezi dioxanem a terc-butanolem se zde ovSem zdal byt témér
zanedbatelny.
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Vliv substituent na ohebnost se nejvice projevovala u vice¢etné substituovanych
systémil. Zatimco na narovnaném fetézci byla jakakoliv interakce mezi nimi nizka
(podobné jako u dvojic samostatnych alifatickych tetézct ,c‘), ndsledkem ohybu,
kdyz se substituenty pfiblizily, mohlo mezi nimi dochézet k hydrofobni interakci (a
jejim vlivem i k dalsimu ohybani). To bylo pozorovano zejména u systému se tiemi
substituenty, kde byla vétsi Sance na jejich alespon ¢aste¢né ptiblizeni (vzdy aspon
dva substituenty na sebe byly schopny ,dosahnout®). Vlivem relativni rigidity HA
patete se vSak nemohly dostat dost blizko na to, aby méla jejich interakce trvaly raz.

Ve smésich vody a terc-butanolu byly substituenty obalovany terc-butanolovymi
mikrodoménami (Obr. 33), kdy v ptipadé, ze se substituenty priblizily, mikrodomény
se sice spojily v jednu velkou, ale k interakci mezi substituenty pies mnozstvi terc-
butanolu stejné nedochazelo. To opét vedlo k ohybani HA patete a pravdépodobné
to byl i jeden z hlavnich divodi, pro¢ byla ohebnost substituovanych fetézcu v terc-
butanolu srovnatelna s fetézci v dioxanovych smésich.

Obr. 33 — Retézec HA se substituenty, orientovanymi dovnit terc-butanolovych mikro-
domén (vlevo) s vizualizaci molekul terc-butanolu do vzddlenosti 5 A od Fetézce (vpravo).

Miru vlivu substituce lze vidét i ze srovnani vzdalenosti koncti nesubstituovanych
a substituovanych fetézci. Jelikoz byly u nesubstituovanych fetézcli simulovany
pouze dvé koncentrace soli (0 M a 0.1 M) a v obou systémech ohebnost fetézce
nartstala az v pfitomnosti NaCl, byly do grafu vyneseny pouze hodnoty pro 0.1M
koncentraci NaCl. Zatimco u nesubstituovanych systémi byly priméry linearné
extrapolovany z vysledkt dvou dfive zkoumanych teplot na 298.15 K, za které byly
simulovany ostatni systémy, U substituovanych fetézcii byly primérovany vSechny
varianty substituce.

Pti 0.1M koncentraci soli se substituované fetézce u vSech pozorovanych systémil
ohybaly vic, nez bylo pozorovano u jejich nesubstituovanych protéjsku (Obr. 34).
Nejmensi rozdil byl v Cisté vodé€, protoZze substituenty ve vodé zlistavaly spiSe
Vv blizkosti HA patefe a na ohebnosti se podilely jen minimalné. V terc-butanolu byly
substituenty diivodem ohebnosti fetézcll jen nepifimo. V dioxanu vSak nebyla jejich
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hydrofobni interakce s patefi tak silna, a naopak ohebnost patefe byla vlivem
rozpoustédla vyrazné vyssi, diky tomu dochéazelo k ptiblizeni substituentd castéji.

20
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Obr. 34 — Priimérna vzdalenost koncii (Denp) nesubstituovanych (Sedé sloupce) a
substituovanych retézcui HA (barevné sloupce) pri 0.1M koncentraci NaCl. Odchylky nejsou
uvedeny, jelikoz byly radove mensi nez zobrazene hodnoty.

Jednoznaéné nejmensi vzdalenost koncli mezi substituovanymi fetézci pak
vykazoval systém se dvéma substituenty (alal9) a to pravé ve smési w:d_0.1M —
tedy v prosttedi, ve kterém Se U nesubstituovanych fetézcii samovolné zformovala
dvousroubovice. V prib¢hu simulace tohoto systému se fetézec dokonce ohnul do
takové miry, ze doslo K interakci mezi jeho dvéma konci (viz ¢asovy vyvoj Denp
systému alal9 na Obr. 35). Od okamziku, kdy se fetézec stocil, byl navic ve své nové
pozici podporovan preto¢enymi dihedralnimi thly na HA patefi, interakci vlastnich
koncu ale také hydrofobnim ptisobenim mezi substituenty.
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Obr. 35 — Casovy priibéh vzdalenosti koncii Fetézce v systému alal9_w:d_0.1M (vlevo)
a konformace retézce v okamziku ohnuti (vpravo)
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Pro otestovani stability vzniklé konformace (Obr. 35, vpravo) byla struktura spolu
s ionty Vv nejbliz§im okoli*® pienesena také do ostatnich prostfedi. Zadné z nich
nebylo schopné ji stabilizovat — ve vsech nakonec doslo k pteruseni interakce HA
konct i substituent a naslednému narovnani fetézce. Doba, kterou tento proces trval,
se v§ak mezi jednotlivymi rozpoustédly a koncentracemi soli mnohdy i vyrazné lisila.

Rychlost narovnani fetézca je vidét z grafu na Obr. 36, kde oranzové sloupce
znadzornuji, jak dlouho se fetézec udrzel ve stoené pozici (resp. za jak dlouho doslo
Kk jeho narovnani). Tomu pak odpovida vzdalenost jeho konct ve sloupcich modrych
(primérovana z prvnich 105 ns kazdé simulace).
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Obr. 36 — Primeérna vzdalenost koncii Fetézce v riuznych prostiedich (modre) ve srovnani
s casem separace — tedy s dobou, za kterou vzddlenost koncii narostla na minimalné 30 4
(oranzove).

K nejvyznamngéjsi stabilizaci doslo v systému w_d 0.2M, coz ¢asteéné odpovida
pozorovani HA dvousroubovice, pienesené do riznych prostiedi (ktera se pravé
v dioxanu velmi p&kné stabilizovala, 1 kdyZ tam nezdviselo na koncentraci soli
[184]). I zde eventualné doslo k narovnani fetézce, ale stalo se to mnohem pozdé&ji,
nez u 0.1M nebo pouze neutralizované dioxanové smesi.

V systémech s terc-butanolem dochazelo Kk separaci koncii prakticky okamzité,
coz odpovida predchozim pozorovanim, zZe fetézce V terc-butanolu jsou obvykle

15 To bylo v tomto piipadé stanoveno do vzdalenosti 2.5 A, opét po otestovéni riiznych variant. Diky tomu bylo
v okoli fetézce uz na pocatku kazdé simulace minimalné devét Na* iont(.
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pomérné narovnané, a stabilizujici hydrofobni interakce substituentl je v takovémto
prostiedi téméf nulova. Koncentrace NaCl pak u smési s terc-butanolem nem¢éla
zadny vliv.

Naproti tomu ve vod¢ pfipominala zavislost mezi koncentraci soli a stabilitou
stoceného fetézce nepiimou imernost, coz ale Slo proti vétsiné doposud zminénych
piedpokladt. Hydrofobni interakce, kterou se konce fetézce udrzuji ve stocené pozici
a ve vzajemné blizkosti, by méla s rostoucim mnozstvim soli (a tudiZ i s rostouci
polaritou prostedi) rist, stejné jako ohebnost HA. Retézce by se tak mély drzet
V ohnutém tvaru mnohem déle. Proto byla provedena dalSi analyza: méfeni
dihedralnich uhla mezi sacharidovymi cykly HA patete.

U systému alal9, jehoz konce se ve smési voda:dioxan vyrazné ptibliZily k sobé,
bylo zaznamenano hned nékolik rotaci kolem thlt 13 1 a 14 2. V okamziku jeho
presunuti do ostatnich prostiedi byl pak jeden z 13 1 uhli pietoceny o 180° (coz zde
dopomahalo deformovanému tvaru fetézce). Rotace tohoto typu je ovSem V Cisté
vod¢ nepiirozena a v reakci na ni doslo k velmi hojnym rotacim uhlt 14 2 (a v OM
Cisté vod¢ dokonce i k nékolika zménam uhla 13 2). Dynamické pretaceni vazeb (a
S tim souvisejici vice ¢i mén¢ uspésna snaha o stabilizaci) by tak u tohoto dvoj-
substituované¢ho fetézce mohlo byt onim chybé&jicim faktorem, ktery zpusobil
prekvapivy trend systémut ve vodé na Obr. 36. Dalsim moznym vysvétlenim je, ze
rostouci koncentrace sodnych iontl zvysila afinitu substituentli k pateti a obecné
k ohybani a ty proto nemély takovou tendenci k interakci mezi sebou. To by se ovsem
projevilo az po cCasteCném narovnani patefe, které by mohlo byt zpiisobeno
nahodnym pohybem molekuly nebo praveé rotaci dihedralnich ahla.

6.4 Simulace dvou substituovanych retézci HA

Pro simulaci interakci vice substituovanych fetézci byly vybrany systémy a9,
alal9 a alallal9 (zkratky vysvétleny na Obr. 25), dale oznacované jako aA, aAA a
aAAA (Obr. 37). Retdzce byly navzajem orientovany antiparalelng, opét bylo
provedeno pies 200 ns simulaci pro kazdy z téchto systémt a to ve vSech variantach
rozpoustédel (Cista voda, smés voda:dioxan i smes voda:terc-butanol pii 0M, 0.1M a
0.2M koncentraci soli). Velikost simulaéniho boxu byla (120 A)® a mimo HA a iontil
se zde nachazelo 27 200 molekul vody na 4 900-5 300 molekul organické slozky.
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Obr. 37 — Pocdtecni konformace dvojic substituovanych retézcii.

6.4.1 Afinita substituovanych hyaluronanovych retézci

Nejjednodussim znazornénim toho, zda mezi fetézci mize dochazet k interakci, je
vypocet jejich stiedni vzdalenosti Dyp. Ze srovnani Dyp mezi substituovanymi
a nesubstituovanymi fetézci (Obr. 38) se zd4, Ze ty substituované se k sobé
nedostanou tak blizko, jako fetézce nesubstituované. Diivody nemusi byt jen sterické
— jak jsou substituenty hydrofobné¢ piitahovany do vzajemné blizkosti, velmi Casto se
setkaji pravé v prostoru mezi dvéma tetézci, ¢imz brani dalSimu piibliZeni.

601

oL
~ 50
[=]
QE 40 - ® w, substituované
¢ ® w:d, substituované
30 - ® w:t, substituované
" w
20 = ®
n w:d
10 - mowit
0
0 0.1 0.2
c(NacCl) / M

Obr. 38 — Srovnani primérnych hodnot stredni vzdalenosti retézcii (Dvp) mezi vsemi
substituovanymi (kulaté body) a viemi nesubstituovanymi antiparalelné orientovanymi HA
retezci (hranaté body).

Ptedchozi hypotézu, Ze se fetézce oproti svym nesubstituovanym protéjSkiim
nedostanou tak blizko k sobé, v§ak neni mozné zcela generalizovat. Pfi podrobnéjSim
srovnani Dup jednotlivych systémil (Obr. 39) je vidét, Ze vzdélenosti fetézcil jsou
siln¢ ovlivnény nejen volbou rozpoustédla a koncentrace soli, ale 1 poctem
substituent. Nékteré systémy se pak vySe zmiflované hypotéze zcela vymykaji,
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zejména aAA w:d snenulovou koncentraci soli, (Vizualizované V pravé ¢asti

Obr. 39).
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Obr. 39 — Prehled priitmérné stredni vzdalenosti mezi substituovanymi HA retezci (vlevo)
a vizualizace systemui, které se k sobé nejvice priblizily (vpravo).

V (Cisté vodé se k sobé fetézce priblizovaly pouze za pfitomnosti soli. Ani v tom
piipadé¢ ovSem neSlo o dlouhodob¢ interakce a nejpozdéji po par desitkach
nanosekund opét dochazelo k separaci.

Ve smési voda:dioxan zilstavaly fetézce ve vzajemné blizkosti podstatné déle (viz
Obr. P1). Byl zde jasné patrny vliv mnozstvi NaCl na vzdalenosti mezi fetézci,
zpusobeny mimo jiné formaci iontovych mostl, diskutovanych v nasledujici
podkapitole. Naproti tomu u hodnot ziskanych ze simulaci v terc-butanolu nebyl
mezi vzdalenosti fetézcii a koncentraci soli vidét zadny reprodukujici se trend. |
piesto se zde fetézce nachazely podstatné bliz nez ve vode.

V pravé casti Obr. 39 jsou zobrazeny systémy, které se nejvice zdrzovaly ve
vzajemné blizkosti. Oba byly simulovany ve smési voda:dioxan, a ptestoze fetézce
zde piimo netvorily dvousroubovici (jako tomu bylo u nesubstituovanych fetézct),
vznikla duplexni struktura byla v obou piipadech velmi stabilni a vydrzela pies
200 ns.

Casovy vyvoj stfedni vzdalenosti je k nalezeni v ptilohach. Je z n&j vidét, Ze pfi
primérovani vSech koncentraci soli (Obr. P2) m¢l ¢asovy vyvoj stiedni vzdalenosti
fetézcl velmi podobny priubéh bez ohledu na typ rozpoustédla. Zatimco u aA Dup
velmi rychle nardstala na cca 50 A, u vicedetng substituovanych fetézcd se vétsinu
¢asu udrzovala mezi 20 a 40 A (u dvoj-substituovanych systémii aAA dokonce
vzdalenost vétsinu simulaéni doby nepiekrocila 30 A). V piipadé zapo&itani jen té&ch
systémi, které obsahuji sal (Obr. P3), uz byl rozdil mezi rozpoustédly viditelngjsi.
Efekt je vidét prevazné u systému aA A, kde je stfedni vzdalenost fetézcl ve smésich
vody:dioxanu po celou dobu simulace velmi nizka. Ve smési vody:terc-butanolu se
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Dwp pohybuje kolem 20 A a v priibéhu simulace nejprve nartista, ale pak klesa aZ na
uroven dioxanovych smési. Naopak ve vodé se fetézce v prubéhu simulace vzdaluji.

6.4.2 Typy interakci mezi substituovanymi retézci

Ve chvilich, kdy se fetézce dostaly do vzajemné blizkosti, byla jejich interakce
zprostfedkovavana vodikovymi, iontovymi a v mensi mife také vodnimi mosty.
Zatimco ve smésich s dioxanem bylo iontovych mosti velké mnozstvi (viz Obr. 40)
a ionty vyznamng¢ piispivaly k interakcim fetézct, v Cisté vode tyto mosty nehraly
témet zadnou roli s malou vyjimkou systému aA w 0.2M. To odpovida srovnani
s nesubstituovanymi fetézci, kde dvousroubovici (i ji podobné duplexni formace,
puvodné vytvoiené v dioxanovych smeésich) stabilizovaly prave iontové mosty. Téch
vznikalo velké mnozstvi, protoze se V dioxanovych smésich v okoli HA fetézct
obecné vyskytovalo velké mnoZstvi iontd.

Iontové mosty se V mensi mife formovaly i ve smésich vody s terc-butanolem (za
nenulové koncentrace NaCl), ( kdyzZ jejich absolutni pocet byl vyrazné mensi nez
v dioxanu. Pravdépodobnym vysvétlenim jejich pfitomnosti v terc-butanolovych
smésich by mohla byt vysoka tendence rozpoustédla k fazové separaci. Veskeré ionty
se zdrzovaly Vv oblastech bohatSich na vodu, tedy v okoli HA patete. lonty tak mé&ly
piilezitost k interakci s fetézci (a ke zprostiedkovani interakce mezi nimi).

45 0.45
— 40} s — 040 | oA
I S T B
a0 | aAAA = 0.30 | aAAA
25 | 0.25 |
20 | 0.20 |
15 | 0.15 |
10 | 0.0 |
05 | I 0.05 | I
0.0 — e B m I 7 FECURLI RPN i1 I AP B
SES S S8 SES S8E S8
.3\/ "" Qi- -&\_‘b/ é‘bl "‘- Gi.?/ ,§$‘/ .8\/ q\/ A:“ ‘:slbl J‘bl *lt. 'é$', '§$/

Obr. 40 — Prumérna hodnota poctu iontovych (A) a vodnich (B) mosti v jednom
simulacnim kroku.

Efekt vodnich mostl byl vyrazn¢ slabsi a trendy zde prevazné odpovidaly tomu,
co bylo pozorovano u iontovych mosti. I zde byla interakce nejsilnéjsi za
piitomnosti dioxanu, v terc-butanolovych smésich ji bylo malo a ve vod¢ nebyla
témét zadna s malou vyjimkou systému aA w 0.2M. V tomto systému doslo
(pravdépodobné vlivem nahodného tepelného pohybu) ke kratkodobé stabilizaci
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pocatecni konformace fetézci. Ty se pak od sebe vzdalily az po vice nez 50 ns (Viz
Obr. 41). Zustaly tedy u sebe vice nez trojnasobné déle nez vSechny ostatni systémy
v Cist¢ vod¢ a také znatné mnozstvi systémli ve smésnych rozpoustédlech.
Kompletni piehled asovych vyvoji vSech dvojic substituovanych systémi je uveden
Vv ptilohach na Obr. P4.

4.5 90
40 | 1 80 <
s
35 170 £
3.0 1 60
25 { 50
2.0 1 40
15 1 30
1.0 1 20
0.5 1 10
0 50 100 150 200 250 s
t/ns - il

Obr. 41 — Casovy vyvoj stiedni vzdalenosti Fetézcii Dvp a poctu iontovych mostii (Ibr) a
vodikovych vazeb (HB) mezi nimi v pribéhu simulace systéemu aA w_0.2M (vlevo). Prava
cast obrazku predstavuje vizualizaci retezcii tohoto systéemu V pritbéhu simulace.

Diivod, pro¢ se fetézce tak dlouho drZely ve vzdjemné blizkosti, byl ten, Ze se
nejprve zachytily prostiednictvim substituentti (kdy jeden z nich zcela obtocil druhy
fetézec). Nasledné (cca ve 30. ns) se kolem sebe oba fetézce ovinuly téméi v naznaku
dvousroubovicové struktury, udrzované jak hydrofobni interakci, tak iontovymi
mosty. Ob¢ tyto interakce jsou dobte vidét zejména na snimku ze 44. ns (Obr. 41),
kde je substituent ¢erveného fetézce hydrofobné pritahovan k fetézci, znazornénému
zelenou barvou, a zaroven je mezi nimi mozné pozorovat iontové mosty.

Mezi substituovanymi HA fetézci se tvofily také vodikové vazby, jejichz Cetnost
V jednotlivych systémech ukazuje Obr. 42. Stejné€, jako tomu bylo u iontovych a
vodnich mosti, i zde dochazelo k interakci hlavné ve smésich s dioxanem (kdy
maximalni interakce byla pozorovéana u systémil, jejichZ Dyp byla nejnizsi a jejichz
vizualizace je soucasti Obr. 39). V systémech s terc-butanolem se HB také nachazely,
ale bylo jich vyrazné méné, nez v ptitomnosti dioxanu. Ve vodé se pak tetézce
pomérné rychle vzdalily od sebe, ¢imz byla tvorba HB témét znemoznéna.
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Obr. 42 — Priumérny pocet vodikovych vazeb na jeden krok simulace (vlevo) a vpravo
prehled oznaceni atomii substituované HA (véetné pripadného alifatického substituentu).

Na prvni pohled patrnymi vyjimkami (mimo prostiedi dioxanu) byly uz
diskutovany systém aA w_0.2M a potom také aA w:t_0.2M (Obr. 43). Zde opét
doslo k vyrazné stabilizaci fetézc pomoci vodikovych vazeb (ale také iontovych a
vodnich most1). Podobné jako u vétSiny ostatnich systému se fetézce eventualné
separovaly, po opétovném nahodném priiblizeni vSak pokracovaly V interakci,
tentokrat prekvapivé v paralelnim usporddani. Stiedni vzdalenost mezi nimi byla o
néco vetsi, kdyz byly orientovany antiparaleln¢, ale zato se tvotilo vic lbr,

7.0 70
60 - 160 <
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50 - { 50 ©
40 4 40
3.0 1 30 o
2.0 41 20
1.0 4 10
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0 50 100 150 200 250
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Obr. 43 — Casovy vyvoj stiedni vzdalenosti Fetézcii (Dwp) a poctu iontovych mostii (Ibr)
a vodikovych vazeb (HB) mezi nimi v pritbéhu simulace systému aA w:t 0.2M (vlevo).
Prava cast obrazku predstavuje vizualizaci retezcu tohoto systéemu v prubehu simulace.

U vodikovych vazeb byla opét provedena analyza, které bo¢ni skupiny HA tetézce
se na HB podilely. Pfehled nejcast&jsich'® donorti a akceptorti (Obr. 44) ukazuje, Ze

16 \yyjime&né vznikaly vazby i na jinych skupindch (napf. na glykosidickych kyslicich & na kyslicich 05, které byly
soucasti cykll). Jednalo se vsak jen o velmi maly procentualni podil.
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systémy aA a aAAA (tedy ty se substituenty uprostied fetézce) tvotily podobné typy
HB, jako fetézce bez substituentt [92]. Mezi nejbéznéjsi donory se fadily OH
skupiny na G_C2 a N_0O6, jednoznacné nejcastéjsim akceptorem pak byla zaporné
nabita karboxylova skupina na GCU. Vazby na ni zde byly jesté o néco Cetnéjsi nez
u nesubstituovanych fetézci.
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Obr. 44 — Kumulativni graf atomii, nejcasteji se podilejicich se na vodikovych vazbdch
v roli donorit (vlevo) a akceptoru (vpravo) mezi substituovanymi retezei. Hodnoty byly
prumérovany mezi vsemi druhy rozpoustédel. Pro pouzivané znaceni atomii Viz Obr. 42.
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Systéemy aAA, tedy ty, které mély substituenty pouze na koncich tetézci, se
chovaly trochu jinak. I zde byly velmi Casté vazby na karboxylovou skupinu, ale
kromé nich se zde tvofily i jiné HB, naptiklad mezi dvéma OH skupinami na Sestém
uhliku NAG (viz Obr. 45). | proto se konfigurace aAA lisila také tim, Ze zatimco u
aA 1 aAAA prevazovaly vazby na GCU (stejné jako tomu bylo u nesubstituovanych
systémt), u dvoj-substituované HA se na vazbach vyrazné Castéji podilel i NAG.
V nékterych smésich s dioxanem, dokonce tvorily vazby typu NAG — NAG az
padesat procent vSech HB.

Zménou oproti nesubstituovanym fetézcum byly také HB na kyslik A_O (tedy
kyslik esterové skupiny alifatického substituentu). Ty vznikaly hlavné ve vodném
prostiedi, a to zeyména u dvoj-substituovanych fetézcli, kde tvotily az 15 % vSech
ptitomnych HB (v organickych rozpoustédlech jich naopak vznikalo pomérné malo,
proto je jejich praimérny pocet v grafu na Obr. 44 témé&f zanedbatelny).

Piehled nejbéznéjsich interakci ukazuje Obr. 45. Na obrazcich A a B jsou
znazornény dva nejcastéj$i zplsoby tvorby iontového mostu — tedy mezi
karboxylovymi skupinami nebo mezi jednou karboxylovou skupinou a OH
skupinami na druhé strané¢ GCU. Pfipadné vodni mosty se tvorily mezi prakticky
vS§emi OH skupinami na fetézcich (viz Obr. 45C).
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G_02/G_0612 G.02/N.08
N_06/G_0612 ... G_03/G0612 G_02/N_04 N_06/N_06
Obr. 45 — Vizualizace riznych typi interakci mezi substituovanymi retézci — iontové
mosty (A, B), vodné mosty (C) a nejcastéjsi typy vodikovych vazeb: (D — G).
Z vodikovych vazeb jsou na Obr. 45 uvedeny jen ty nejtypi¢téjsi — vazby na
karboxylovou skupinu (D, E), vazby na OH skupiny naproti té karboxylové, tedy na
uhlicich G C2 a G_C3 (D, E, F) a také vazba mezi dvéma N_0O6 (G), ktera byla

vvvvvv

6.4.3 Interakce alifatickych substituenti

Vliv substituentll na interakci HA tetézct je komplexni. Na jednu stranu hraji roli
sterické faktory, kdy se HA fetézce nemohou ptiblizovat tak snadno, jako by to bylo
mozné bez nich. Hydrofobni interakce substituentti riznych fetézct nebo piipadné
ptichylovani substituentd k jinému HA fetézci vsak interakci naopak podporuje.

Pfi srovnani ¢asového vyvoje stiedni vzdalenosti fetézct (Obr. 46), zavisel priabéh
kiivek na Cetnosti substituce. U systémi S jednim substituentem mély Dyp fetézcli a
substituentil velmi podobny pritbeh. UZ u dvou substituentii vSak mnohdy dochézelo
k tomu, Ze zatimco jedna dvojice substituenti zistavala ve vzajemné blizkosti, druha
se zcela vzdalila. Z grafli je tak poznat, zda se k sob¢ fetézce priblizovaly alespoi
piiblizné rovnobézné (a piipadna interakce probihala po celé délce), nebo zda
dochazelo k jejich ohybani (a do interakce se zapojila pouze ¢ast kazdého tetézce).
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Obr. 46 — Casovy vyvoj stiedni vzdalenosti (Dmp) substituovanych retézcii (fialové) ve
smesném rozpoustédle voda:dioxan, Dvp mezi substituenty na r9 (modre), substituenty na
rl jednoho retézce a r19 druhého (tyrkysove) a naopak substituenty na r19 jednoho a rl
druhého retézce (ruzove). Ve spodni casti obrdzku jsou zachyceny snimky vybranych
systemii (Casovy bod jejich porizeni je v grafech oznacen cervenou carou).

V piipad€ trojnadsobné substituovanych HA zlstavaly fetézce jen malokdy
V ptivodni antiparalelni poloze. Diky nejrizné€jSim vzajemnym posunutim pak
substituenty mohly interagovat téméft jakkoliv (tedy v mezich toho, co jim dovolila
ohebnost fetézcl ¢i distribuce rozpoustédla v okoli). Proto lze napiiklad u systému
aAAA w:d _0.1M (Obr. 46) vidét hydrofobni interakci hned Ctyfi substituentd. Ta
sice fetézce alespon ¢asteéné udrzovala ve vzajemné blizkosti, ale k tvorb¢ iontovych
mosti nebo vodikovych vazeb mezi nimi téméi nedochazelo. Casovy vyvoj pro zbyla
dvé rozpoustédla je k vidéni v ptilohach v Obr. P5.

Dalsi zajimavé konformace, zpiisobené ¢i minimaln€ ovlivnéné vzijemnou
interakci substituentti, jsou ukazany na Obr. 47. Diky tomu, Ze fetézce nebyly
fixovany na mist¢€, dochazelo Casto k jejich vzdjemnému posunuti a ohybani (viz oba
snimky systému aAAA w_0.1M). To mnohdy ustilo ve stav, kdy nebylo mozné
urcit, zda jsou vii€i sob¢ orientovany paralelné¢, nebo antiparalelné. Pti vzajemné
interakci zprostiedkované substituenty vSak jiz toto rozliSeni bylo bezpiedmétné.

Zejména u dvojnasobné substituovanych fetézcl pak takeé vlivem vzdalovani HA
patete fetézcu a afinity jejich substituentti dochazelo k situacim, kdy interagovala
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pouze jedina dvojice substituentil a vyslednd konformace pfipominala pismeno V ¢i
L (jak ilustruje vizualizace systému aAA_w_0M). V systému aAAA w_0.2M se pak
ze stejného duvodu dostaly fetézce do takové pozice, ze spolu diky periodickym
podminkdm mohly interagovat na obou straniach. Vznikl tak jakysi (v rédmci
simulace) nekone¢ny fetéz mnoha HA segmentl, propojenych svymi alifatickymi
substituenty (zelenymi na jedné stran¢ a rizovymi na strané druhé).

aA_w:d_0.2M
57. ns

. 'y
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149. ns
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T -?l‘#:"ﬁ:‘

208. ns
aAAA_w_0.1M

Obr. 47 — Ukadzka nejriznéjsich konformaci retézcu, ovlivnenych interakci substituentii.
Barevné znaceni odpovida tomu na Obr. 46, tedy fialova pro HA pater a ruzova, zelend a
modrd pro jednotlivé substituenty. !’

6.4.4 Dynamika substituovanych Fetézca hyaluronanu

Dynamika substituovanych fetézci byla kromé jejich vzajemné interakce
ovlivnéna také rozpoustédlem. Stejné jako u samostatnych fetézcl se rozpoustédlo

17 Kromé oznadeni systému, ve kterych se dana konformace zformovala, je zde uveden i &as, ze kterého kazdy
snimek pochazi. JelikoZ barevné znaceni odpovida Obr. 45 a Obr. P4 (v pfilohach), je mozné kazdy ze systémua
dohledat a porovnat jeho grafické znazornéni s pfislusnymi hodnotami Dwp.
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v blizkosti fetézce separovalo, a zatimco organicka Cast se zdrzovala v blizkosti
substituenti (viz Obr. 48), voda a ionty v ni byly ptitahovany k HA patefi. Pti
vyhodnoceni distribuce kolem celych substituovanych systémi pak prevladala voda
(a to nepfimo umérné mnozstvi substituentll). RDF mély totozny pribéh, jako u
samostatnych substituovanych fetézcii (tedy Obr. 26-29).

Obr. 48 — Systéem aAAA_w:t_0.1M, 160. ns (vlevo). Distribuce molekul terc-butanolu
(zelené) ve vzdalenosti do 4 A od Fetézcii tohoto systému (vpravo).

Ohebnost jednotlivych substituovanych fetézcii na rozpoustédle nezavisela.
Respektive vliv rozpousStédla zde byl kompenzovan vlivem druhého fetézce.
Srovnani primérné vzdalenosti koncil pro samostatné substituované fetézce a jejich
dvojice (u dvou fetézci jde o primér pies oba fetézce) ukazuje Obr. 49. Rozdil neni
velky (graf nezaCind v nule), ale presto se zd4, ze vzajemné interakce ftetézcl
neponechavaji témét zadny prostor pro pripadny ohyb. Nejlépe je to vidét u fetézca
w:d_0.1M, nebo w:t_0.2M.
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Obr. 49 — Vzdalenost koncii (Denp) interagujicich substituovanych HA retézcii (barevné
sloupce) a samostatnych substituovanych retézcii (Sedé sloupce). Priimérné hodnoty pro
jednotliva rozpoustédla jsou oznaceny prerusovanou carou.

Naopak ohebnost jednotlivych substituentii na rozpoustédle zavisela — prabéh
Denp pro jednotlivé alifatické fetézce byl totiZ totozny, jako kdyz byly simulovany
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samostatné. Ve vod¢ tedy dochazelo k nejcastéjSimu ohybani a ptichylovani k HA
patefi (at’ uz retézce, na kterém byl substituent naroubovan, nebo fetézce druhého),
naopak ve smésich s terc-butanolem zistavaly substituenty pievazné v narovnaném
stavu a maximalné odchyleny od obou HA fetézci.

Dynamika dvojic substituovanych HA fetézcli a mira jejich vzajemné interakce
tedy vyznamné zavisi na prostiedi, ve kterém jsou simulovany, ale také na mnozstvi
a umisténi alifatickych substituentd. I na n¢ vSak ma ptimy vliv volba rozpoustédla.
Regulaci prostiedi (poméru vody a organické slozky, specifickou koncentraci NaCl)
by tak mé¢lo byt mozné ovlivnit nejen miru substituce, ale také jeji pravidelnost a tim
padem také vysledné vlastnosti finalniho modifikovaného produktu.

/. Prinos pro védu a praxi

Kyselina hyaluronova je v sou¢asnosti Siroce vyuzivana v mnoha medicinskych a
kosmetickych odvétvich diky svym unikatnim visko-elastickym vlastnostem.
Vyzkum modifikaci HA, zejména pro farmaceutické aplikace, jako jsou nosice 1€Civ,
je v dnesni dob¢ velmi zadany. Za timto ti¢elem probiha vyvoj rizn¢ modifikovanych
variant hyaluronanu. Piestoze existuje mnozstvi zpisobt a forem HA modifikaci,
optimalizace podminek jejich piipravy jesté nejsou zcela pochopeny a vyzaduji
hlubsi védecké poznani.

Simulace smésnych rozpoustédel a distribuce organickych molekul ve vodé jsou
obecné v literatuie pokryty jen velmi malo, a pfitom jejich pochopeni by mohlo velmi
pomoci pii praktickych aplikacich. Hlavnim pfinosem této prace je proto pravé lepsi
porozuméni vlivu rozpoustédel a substituentl na strukturu a chovani hydrofobniho
hyaluronanu, konkrétné ve smésich voda:dioxan a voda:terc-butanol (se zaméfenim
na vliv fazové separace rozpoustédla, ale také vliv sodné soli a pfitomnosti dalSich
substituovanych fetézcli). Toto porozuméni je kliCové nejen pro jeho aplikace
V regenerativni mediciné a tkanovém inzenyrstvi, ale také ve farmacii a kosmetice,
kde je dnes po vyuziti HA velka poptavka. [6]

Mimo teoretického poznani chovani substituovanych HA molekul a jejich
interakci v rtiznych prostiedich pfinasi tato prace i1 poznatky, uziteCné pro samotné
MD simulace. Vzhledem k tomu, Ze doposud nebyly realizovany simulace fetézci,
které by byly takto specificky substituované, ani jiné simulace vétSich molekul ve
smésnych rozpoustédlech, je mozné fici, Ze tato prace pomohla posunout hranice a
moznosti molekularné dynamického modelovani.
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8. Zavér

V teoretické Casti prace byl vysvétlen vyznam kyseliny hyaluronové v zivych
organismech a také jeji velké praktické vyuziti. Byly zde rozepsany nékteré metody,
jimiz se provadi jeji modifikace a také smésnd organickd rozpoustédla, v jejichz
prostfedi se tyto modifikace provadi. Dale bylo stru¢né popsano, jak funguje
molekulova dynamika a s pomoci jakych softwarti je ji mozné realizovat.

V experimentalni ¢asti byly pomoci molekuldrné dynamickych simulaci detailné
prozkoumdny interakce hyaluronanovych fetézcii v Cisté vodé a ve smésnych
rozpoustédlech voda:dioxan a voda:terc-butanol. Zkoumana byla dynamika HA a HA
fetézc, substituovanych alifatickymi zbytky s 18 uhliky, ale také vzajemna interakce
dvojic substituovanych 1 nesubstituovanych fetézct.

Vsechny ziskané vysledky potvrzuji, ze jsou fetézce HA (bez ohledu na to, zda
jsou substituované nebo nesubstituované) velmi silné ovlivnény volbou pouZzitého
rozpousStédla. Zavisi na ném jejich ohebnost, konformace, ale 1 mira vzijemne
interakce, a to jak substituentl, tak HA patetfe. Zatimco v ptipadé Cisté vody spolu
fetézce téméf neinteragovaly, a to ani po pridani sodné soli, ktera snizila naboj na
jednotlivych HA tetézcich, pfi ptidani organické slozky uz byly interakce mezi HA
fetézci Castéjsi.

Nejveétsi miru interakce a ohebnosti vykazovaly HA fetézce ve smésich vody a
dioxanu. U nesubstituovanych fetézcii zde dokonce doslo k formaci dvousroubovice,
stabilizované iontovymi mosty a vodikovymi vazbami. U substituovanych pak bylo
moZn¢ pozorovat zvySenou ohebnost a jeji disledky (napt. v podobé€ interagujicich
substituentd na opacnych koncich HA tetézce).

Ve smésich vody a terc-butanolu spolu fetézce interagovaly méné nez za
pfitomnosti dioxanu, ale vice neZ ve vod€. Mikrodoménova struktura tohoto
smésného rozpoustédla méla na chovani fetézct velky vliv a projevovala se zejména
v blizkosti substituovanych fetézcli, kde organickd slozka zcela obklopila
substituenty a vodni sloZka (spolu s ionty) pak HA patef. Tim bylo substituentiim
znemoznéno interagovat jak mezi sebou, tak s HA patefi.

Na chovani fetézct 1 jejich ptipadnou interakci méla velky vliv také pfitomnost
NaCl v roztoku. Zatimco v ¢isté vodé interakce Fetézcu S koncentraci soli rostla, az
doséhla maxima kolem 0.6 M NaCl, ve smésnych rozpoustédlech byl hlavné vidét
rozdil mezi jeji pfitomnosti a nepfitomnosti. V systémech, které byly pouze
neutralizované (nachdzelo se v nich jen tolik sodnych iontii, aby byl vysledny néboj
systému nulovy) dochazelo k interakcim jen minimalng. Retdzce byly zpeviiované
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intramolekularnimi vodikovymi vazbami a vazbami na vodu V nejbliz§im okoli.
Ptitomnost sodnych iontil tyto vazby rozrusovala a misto nich tak mohlo dochézet
k ohybim fetézcii, rotacim dihedralnich thlu ¢i k tvorbé intermolekularnich vazeb.

Vliv substituentti na chovani HA fetézct byl komplexni. Jejich umistnénim byla
vyrazn¢ ovlivnéna distribuce rozpoustédla v okoli modifikovanych HA molekul a
naopak (zejména ve smeésich s terc-butanolem). Dva hlavni vlivy na dynamiku
substituovanych HA fetézcti pfedstavovaly pravé substituenty (a jejich hydrofobni
interakce) a potom také rigidita HA patete. Hydrofobni interakce, kterou se alifatické
fetézce vzajemné pritahovaly, méla pomérné kratky dosah, takze jeji vliv bylo mozné
pozorovat jen pokud se substituenty dostatec¢né piiblizily. K tomu dochéazelo zejména
u ohebnych fetézcti (napt. HA ve smési voda:dioxan za pritomnosti NaCl) nebo
Vv ptipad¢ interakci dvou substituovanych HA molekul. Pokud vSak byla HA patet
vlivem okolniho prostiedi (a nedostatku Na® iontd) malo ohebna, piitomnost
substituentl na ni neméla témet zadny vliv.

I mezi dvojici substituovanych HA ftetézcl dochéazelo (zejména ve smésnych
rozpouStédlech a za pfitomnosti soli) k tvorbé vazeb a kratkodobych duplexnich
struktur. Rozdil mezi interakci nesubstituovanych a substituovanych fetézcl spocival
pievazné v jejich vzdalenosti. Nesubstituované fetézce se dostaly o 10-15 A bliz
k sobé, ¢imz se mezi nimi mohlo tvofit vice vodikovych i jinych vazeb. Pocet
iontovych mostii byl ale mezi obéma typy fetézci dost podobny. PrestoZe se
substituované fetézce zdrzovaly dal od sebe, jejich ohebnost byla o néco vétsi — je
tak mozné ocekavat, Ze v experimentalnich podminkach by se substituovan¢ HA
fetézce ve smeésnych rozpoustédlech zaplétaly spiSe fyzikalné nez chemicky, nebo by
se minimalng zaplétaly o néco vice nez fetézce nesubstituované.

Cela prace prispéla k lepSimu pochopeni chovani kratkych hyaluronanovych
fetézcl (substituovanych i nesubstituovanych) a poznatky, ziskané timto vyzkumem,
mohou byt aplikovany v oblasti materialového inzenyrstvi nebo pii vyuZiti
modifikovaného hyaluronanu ve farmacii.
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TIP3P
Vdw
VMD
Whbr
w:d
w:t

X-PLOR

nukleova magneticka resonance

Optimal Point Charge

Optimized Potentials for Liquid Simulations
Particle Mesh Ewald

radidlni distribu¢ni funkce

(Extended) Simple Point Charge

The scientific python development environment
terc-butanol

Transferable Intermolecular Potential with 3 Points
Van der Waalsova

visual molecular dynamics

vodni mosty

smésné rozpoustédlo voda:dioxan

smésné rozpoustédlo voda:terc-butanol

X-ray eXPLORation
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Prilohy

Obr. P1 — Simula¢ni boxy se smésnymi rozpoustédly voda (modra) a 1,4-dioxan (oranzova) a voda
a terc-butanol (zelend) v objemovém poméru 1:1. Velikost kazdého boxu je pfiblizné (40 A)°,
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Obr. P2 — Casovy vyvoj primémé stiedni vzdalenosti substituovanych fetézct Vv jednotlivych
rozpoustédlech — voda (modie), voda:dioxan (oranzove¢) a voda:terc-butanol (zelen€). Primér je
délan z OM, 0.1M a 0.2M koncentrace soli.
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Obr. P3 — Casovy vyvoj primémé stfedni vzdalenosti substituovanych fetézcli v nasolenych

rozpoustédlech — voda (modfe), voda:dioxan (oranzove) a voda:terc-butanol (zelen¢). Primér je délan

z 0.1M a 0.2M koncentrace soli.
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Obr. P4 (na piedchozi strand) — Casovy vyvoj stiedni vzdalenosti substituovanych fetdzct (Dwmb,
fialovou barvou) a poétu iontovych mostu (Ibr, Zlutou barvou) a vodikovych vazeb (HB, modrou barvou)
mezi nimi.
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Obr. P5 — Casovy vyvoj stiedni vzdalenosti substituovanych fetézct (fialové) ve srovnani se stiedni
vzdalenosti mezi substituenty na devatém residuu (modte), mezi substituenty na prvnim residuu jednoho
fetézce a devatenactém residuu druhého (tyrkysove) a mezi substituenty na devatenactém residuu
jednoho fetézce a prvnim residuu druhého (rizove).



