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Abstrakt

Tato prace se zabyva molekularné dynamickymi simulacemi hyaluronanu
sodného a jeho modifikovanych forem, kde byly na patef 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 pfi riznych koncentracich NaCl. Takovéto
systémy maji kliCové uplatnéni v biomedicing, tkanovém inZenyrstvi nebo ve
farmacii, zejména jako nosice 1éCiv. V rdmci experimentalni ¢asti proto byly
provedeny simulace substituovanych i nesubstituovanych fetézcli za rtiznych
podminek (teplota, koncentrace soli, pomér vodné a organické slozky v
rozpoustédle). Mezi hlavni sledované charakteristiky patfila ohebnost fetézci,
distribuce rozpoustédla v bezprostiednim 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 fetézci,
tak na jejich interakci. V zajmu lepsiho porozuméni chovani substituentl byly
dale simulovany 1 samostatné alifatické fetézce. Ziskané vysledky ukazaly silny
vliv pouziteho rozpoustédla a ptfitomnosti soli na vSechny vySe jmenovane
charakteristiky.

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 agueous 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.
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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 prirodni polysacharid s chemickym vzorcem ([4)-
B-d-GlcpA-(1 — 3)-B-d-GlcpNAc-(1—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 ucCelem 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 vypoc¢tii 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 (nazyvana také hyaluronan, piestoze hyaluronan je,
technicky vzato, jeji polyionickou formou) je biomolekula, ptirozen¢ se vyskytujici
v lidském téle. Zde hraje klicovou roli ve fyziologické funkci kiize, kloubt a oci. Je
také hlavni slozkou extracelularni matrix (ECM) — t]. sité proteinti a dalSich molekul,
které poskytuji strukturalni podporu bunkdm a tkanim po celém téle.

4.1.1 Vyskyt

Kyselina hyaluronova je pfitomna v mnoha tkanich 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) [49]. V hojném mnozZstvi se vyskytuje také ve zrakovém systému
(zejména v rohovkovém epitelu, v trabekularni siti, v zornickach, v ECM ¢ocek, ale
také ve sklivci, v sitnici, optickych nervech a dalSich ¢astech oka [50]), v dychaci
soustaveé (prevazné v surfaktantu plicnich sklipkti [51], ale také v alveolach,
praduskach, pohrudnici, nebo také v cévach [52]) a na mnoha dalSich mistech téla,
(at’ uz se jedna o synovialni tekutinu kloubt, pupe¢ni $idiru, organy reproduk¢éniho
systému, nervovou tkan nebo samotny mozek). [53,54]

4.1.2 Role kyseliny hyaluronové v télech savcu

V kloubech HA vyznamné piispiva k viskoelastickym vlastnostem synovialni
tekutiny. Pasobi jako pfirozeny lubrikant (tvoii vypli mezi pohyblivymi castmi
tkani), ktery snizuje tfeni mezi namahanymi kostmi a chrupavkami a zmirnuje tak
jejich opotiebeni, absorbuje také narazy a béhem pohybu ptisobi jako tlumié. Funguje

V ocich ptispivda HA ke strukturni integrit¢ tkéni, podporuje migraci bunék a
bunécnou signalizaci, ptidava se 1 pii oftalmologickych operacich, prestoze poranéné
oko je schopné si HA syntetizovat [57]. V plicnich sklipcich je primarni roli HA
tvorba hydrofilniho gelu, ktery pak tvofi strukturu vodné subfaze a zahlazuje
nerovnosti vrstvy bunék. Interaguje také s povrchovymi fosfolipidy, ¢imz zvySuje
stabilitu povrchové vrstvy a aktivné brani zhrouceni stény sklipku, a navic plni roli
imunomodulatoru. [51]

Hladina HA v téle nartstd v obdobi t¢hotenstvi [16], pfi boji s uréitymi typy
onemocnéni jako jsou nékteré zanéty nebo rakovina (béhem niz se HA nachazi piimo
v nadorech ¢i jejich okoli), nebo také pti hojeni ran [58]. S vékem mnozstvi HA ve
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tkanich klesa a klesa také jeho kvalita (fetézce degraduji na mensi fragmenty, ¢imz
se méni 1 jejich vlastnosti). Proto se pfi stdrnuti v disledku nedostate¢né vlhkosti a
pruznosti klize tvori vrasky [49].

4.1.3 Syntéza hyaluronanu v Zivych organismech

Syntéza HA probihd prostiednictvim glykosylace — postupného navazovani
glukoronové kyseliny a N-acetylglukosaminu. Cela reakce je katalyzovana
hyaluronan syntézami a probiha po celém téle téla — téméf ve vSech mistech, kde se
pozdé&ji HA vyskytuje, mize probihat i jeji syntéza [57]. Krom¢é eukaryotickych
organismi dokdzou HA syntetizovat také nékteré druhy Skodlivych bakterii
(pfevazné z rodu Streptococcus, ale i Staphylococcus, Pasteurella a dalsich) [18,59—
61].

4.1.4 Pramyslova syntéza hyaluronanu

Historicky se HA extrahovala z kohoutich hiebinkti. Z diivodt snizeni ceny a
environmentalniho dopadu se vétSinova produkce HA zameéftila na mikrobidlni
fermentaci s pouzitim bakterii druhu Streptococcus zooepidemicus [62-64],
konkrétné jeho kmeni A a C. Kvuli obavam z patogenni povahy streptokoki se dnes
zkoumaji alternativni metody, jako je rekombinantni produkce pomoci jinych
bakterii, mezi nimi i Escherichia coli [65]. Problémem téchto metod je zatim cena
potfebnych materiali a nedostatec¢na cistota produktu. [66—68]

4.1.5 Chemicka struktura kyseliny hyaluronové

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

HA se sklad4d z alternujicich monosacharidovych jednotek kyseliny B-D-
glukuronové (GCU, resp. G) a -D-N-acetylglukosaminu (NAG, resp. N), spojenych
glykosidickymi vazbami -1,3 a -1,4 (viz Obr. 1). Jeji struktura je velmi energeticky
stabilni, jelikoz vSechny velké funkéni skupiny jsou ve stericky preferované
ckvatorialni pozici [21] a fetézce jsou navic zpevnény intramolekularnimi
vodikovymi vazbami. Rotace sacharidovych cykli podél glykosidickych vazeb je

11



proto minimalni a dochézi k ni pfevdzné jen v pfitomnosti iontd, které tyto vodikové
vazby rozrusi (vice v podkapitole 4.1.6). [17]

COo " CH,0H

H OH H NHCOCH,
Obr. 1 — Struktura hyaluronanu: GCU (vlevo) a NAG (vpravo). [69]

Za fyziologickych podminek je HA disociovana — kazda karboxylova skupina ma
proto zaporny naboj a cela HA je tak polyaniontem (proto ,,hyaluronan®). V roztocich
obsahujicich kationty (nej¢ast&ji Na*, K*, Ca?" nebo Mg?*) tvoii vysoce hydrofilni
soli. Kromé viskoelastického roztoku se HA miize vyskytovat také jako soucast
bunécnych struktur, ale i ve formé nanocastic [70]. Mtize byt linearni, nebo sitovana
(tedy ve forme hydrogelu). [71]

Ptipadn¢ 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 pfitomnosti soli jejich pocet narista,
prestoze ani tak neni jejich vliv pfili§ velky (vice ve vysledkové sekei) [72].

Terciarni struktura HA vyrazné ovliviiuje jeji biologické vlastnosti a sama je
ovlivilovana mnoha faktory (teplotou, pH, pfitomnosti enzymd...). Za
fyziologickych podminek ma HA tvar velmi nabotnalého nahodného klubka,
v nékterych roztocich a za ptitomnosti konkrétnich kationt vSak zaujimaji jednotlivé
fetézce HA konformaci Sroubovice a v nékterych piipadech spolu dokonce vice
dvousroubovic se podle jednotlivych zdroju lisi:

Skupina J. Sheehana (a pét let pied nim také I. Dea) popisuje ve svém ¢lanku
antiparalelni dvousroubovici, sloZzenou ze dvou levoto¢ivych struktur o Ctyfech
disacharidovych jednotkdch na jeden zavit. Pozdé&jsi vyzkum stejné skupiny tuto
konformaci potvrdil a také byly popsany zmény, zpusobené upravou pH a
pfitomnosti jinych — sodnych a vapenatych — ionta. [23,73,74] Experiment J.
Sheehana pak tspésnée zopakoval také S. Arnott se svou vyzkumnou skupinou [75].

Ve ¢lanku J. Scotta a spol. [76] byly pozorovany rozvétvené sité dlouhych HA
fetézcl a také duplexni struktura, nazvana jako dvousroubovice. Vysledky méteni
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potvrdily i jejich pocitacové simulace a to piesto, ze se jednalo o roztok HA v Cisté
vodé bez ptitomnosti soli, kde by podle ostatnich zdrojii k intermolekuldrni interakci
vibec dochazet nemélo. V pozdéjsim ¢lanku téze skupiny [25] byl popséan tvar
jednotlivych fetézcti vysokomolekularni HA (ve vodném roztoku s 0.29 M NacCl)
jako paskam podobné helixy se dvéma disacharidovymi jednotkami na jeden zavit,
pfipominajici spiSe B skladany list nez klasickou Sroubovici. Stejné paskam podobné
helixy uspofddané do jakéhosi beta listu byly zkoumény vyzkumnou skupinou
E. Fishera (ve spolupraci se Scottovou skupinou) [26].

Podle ¢lanku P. Gribbona a spol. [77] zaujima HA tvar Sroubovice pouze
v piitomnosti Na* a Ca?" iontd. Zajimavé je, ze podle jejich zjisténi ma tato
Sroubovice v pfitomnosti sodnych iontii stoupani 4 disacharidové jednotky na zavit,
zatimco v pfitomnosti vapenatych iontll jsou to jenom 3 disacharidové jednotky na
zavit. V uvedeném clanku autoti také prohlasuji, Ze neexistuje ditkaz, Ze by mezi
fetézci HA dochazelo k jakékoliv intermolekularni interakei.

Vyzkumy skupin Ch. Blundella i N. Yaffleye pfitomnost terciarni struktury
vyvraci. V obou pfipadech se vSak jednalo pouze o HA ve vodném roztoku bez
jakékoliv soli a proto je mozné, Ze pokud tam k interakcim mezi fetézci dochazelo,
byly velmi slabé. [33,78] Naproti tomu skupina G. Giubertonové ve svém ¢lanku
popisuje velky vliv terciarni struktury HA na biologické vlastnosti [79]. Prestoze
nespecifikuje, o0 jakou terciarni strukturu se zde jedna, je zde dokazana ptitomnost
intramolekularnich vodikovych vazeb.

Tim, Ze je pifipadna terciarni struktura HA podle vétSiny zdroji udrzovana
nekovalentnimi interakcemi, je zdvislda na mnoha faktorech. Kontrolou terciarni
struktury by pak mohlo byt mozn¢ tidit specifické vlastnosti HA v biologickych
systémech, a tak ji uzpisobit ke konkrétnim aplikacim, zejména pti dodavani 1éciv
nebo k vyuziti ve tkanovém inzenyrstvi. [77]

4.1.6 Vlastnosti

Kyselina hyaluronova dosahuje vysokych stupiiti polymerizace, ¢imz se lisi od
ostatnich glykosaminoglykant. Zatimco nizkomolekularni HA ma to pouze nékolik
kDa, vysokomolekularni HA miize mit molekulovou hmotnost az 10 MDa (v lidském
téle ma HA hmotnost mezi 3 a 4 MDa, v zavislosti na konkrétnim misté vyskytu ¢i
zdravi tkan¢). [80,81]

Vysokomolekularni HA je viskoelasticka, mukoadhezni a dobfe zadrzuje vlhkost.
Naopak HA s nizsi molekulovou hmotnosti podporuje angiogenezi, ale také expresi
zanétlivych mediatort. Pritomnost kratkych fetézcd hyaluronanu pak muze
signalizovat zranéni. [67]
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diky ¢emuz hraje vyznamnou roli nejen v procesu hydratace tkani, ale také pfi
udrzovani jejich pruznosti a pevnosti a v fad¢ dalSich bunécnych procesii. HA pii
kontaktu s vodou meéni svou sekundarni strukturu a vytvaii se vodni mosty,
propojujici riizné ¢asti molekuly nebo i rizné feté¢zce HA. [82]

U obou forem HA — snavazanou vodou i bez ni — se vyskytuji hydrofilni a
hydrofobni oblasti, dilezité zejména pro pfipadnou interakci s membranami nebo
proteiny. Piesto u HA za béznych (fyziologickych) podminek nedochazi k zadné
formé samoorganizace (a pokud ano, tak jen ve velmi malé mife) [83].

HA je citliva na degradaci volnymi radikaly. Ta nejCastéji probih4 na vazbach v
N-acetylglukosaminu anebo C-H vazbach u kyseliny glukuronové. Proces miize byt
inhibovan uréitymi polysacharidy a ma vliv na stabilitu a funkci HA v tkénich,
protoze St€penim na mensi fetézce se méni jeji vlastnosti. [49,84,85]

Vlastnosti HA v roztoku

HA fetézce v roztoku jsou zpevnovany intramolekularnimi vodikovymi vazbami,
vodikovymi vazbami na vodu v okoli a solvataénim obalem. [30]

Roztoky HA vykazuji vyznamné viskoelastické chovani. Mimo slabych
nevazebnych intramolekularnich vazeb se ve vysoce koncentrovaném roztoku HA
fetézce zamotavaji 1 fyzikdln¢ a dochazi k hydrofobni interakci mezi nepolarnimi
postrannimi skupinami. Kratkodoba sit’ doda roztoku gelovitou strukturu, ale je
pomérné snadno rozrusitelna zménou teploty. [86] [87]

Protoze HA je snadno disociovatelnd, mé na jeji konformaci v roztoku vyznamny
vliv nejen pH, ale obecné také pritomnost iontt [22,77], kdy navySeni koncentrace
soli vede ke snizeni gyra¢niho poméru klubka [88,89]. Piitomnosti kationtd v okoli
HA je také odstinén celkovy naboj a klesa elektrostaticka odpudivost jednotlivych
Casti fetézce. Navic dochazi k rozruSeni intramolekularnich vodikovych vazeb, ¢imz
je ovlivnéna i ohebnost. Pfitomnost iontl tak ovliviluje nejen permeabilitu, ale i
mechanické vlastnosti. [22,89]

4.1.7 Aplikace kyseliny hyaluronové v praxi

Nejvétsi vyuziti md HA v Iékatskych a kosmetickych aplikacich. V medicing se
napiiklad vyuziva jako viskosuplement k 1é¢bé osteoartrozy [90], velky potencial ma
také v systémech pro dodavani 1é¢iv. Pfredmétem mnoha soucasnych vyzkumu je i
aplikace HA v tkanovém inZenyrstvi a regenerativni medicing, zejména v Systémech
nosica 1é¢iv s postupnym uvolnovanim. [91,92] Zkouma se také potencidlni vyuziti
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HA pfi 1é¢bé rakoviny [93], pro 1écbu onemocnéni dasni a paradentozy [94],
v urologii [95], nebo pti IVF (in vitro fertilisation) jako médium [96].

Velky potencial maji také hydrogely a to jak v podobé Cisté HA, ale také rizné jeji
modifikované varianty. Vyuzivaji se pak v oftalmologii [34,97,98], pro 1écbu
riznych poruch sluchu [36], pro 1écbu kloubl [99] nebo na dermalni vyplné pii
nechirurgickych operacich mékkych tkani (rty, prsa) [100]. Dalsi mozna vyuziti jsou
pak pro 1écbu astmatu, retindlni neovaskularizace, diabetické retinopatie nebo jako
nosic¢e hydrofobnich 1éc¢iv [3,39].

Krom¢ mediciny a farmacie ma HA (a to nejen ve formé hydrogelu) velké vyuziti
také v kosmetice, nebo nové i jako doplnék stravy [101].

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 1é€iva.

Modifikace se obvykle provadi v organickych rozpoustédlech (formamid [44],
dimethylformamid [1], ale také tetrahydrofuran, 1,4-dioxan nebo terc-butanol [102])
za pritomnosti katalyzatora a dalSich latek ovliviiyjicich reakci. Nej€astéj$im mistem,
kam se alifaticky fetézec vaze, je karboxylova skupina GCU. Karboxylova skupina
kyseliny glukoronové je cilem modifikaci také pfi thiolaci i jinych chemickych
reakcich [35].

Hydrofobni HA Ize ziskat také jeji esterifikaci s alkylatovymi mastnymi
kyselinami, konkrétné napt. s kyselinou dodekanovou nebo stearovou. V takovém
ptipadé reakce nejcastéji probiha na Sesté alkoholové skupiné N-acetyl-glukosaminu.
Stejné jako u vySe uvadénych modifikaci, 1 zde se méni jak chemicka reaktivita
fetézcd, tak 1 jejich rozpustnost a stabilita v ruznych prostiedich. Modifikace navic
ovliviiuje 1 pfipadnou adhezi, biodegradabilitu a mechanickou pevnost materiald,
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 dobie rozpustné ve vodé a odolné vii¢i biodegradaci [103]. M4
tii izomery: 1,2-dioxan, 1,3-dioxan a 1,4-dioxan, ktery se diky své energetické
stabilité¢ vyskytuje a vyuZziva nejcastéji.
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Molekula 1,4-dioxanu (viz Obr. 2) je symetricka a jeji energeticky nejvyhodnéjsi
konformace zidlickova. Jeji vlastnosti (napi. dipolovy moment) jsou konzistentni bez
ohledu na okolni prostiedi. Ve smésich s vodou dioxan narusuje vodikové mustky
mezi molekulami vody, ¢imz méni vlastnosti i chovani téchto roztokt. [104]

a) H

Obr. 2 — Struktura 1,4-dioxanu (a) a jeho vizualizace v MD simulaci (b).

Smés voda:dioxan se vyuziva vV 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 vyrob& kosmetickych ¢i farmaceutickych
produktii a v primyslu také jako Cistici prosttedek pro odstraiovani mastnoty nebo
necistot z povrcht. [105]

4.3.2 Smés vody a terc-butanolu

Terc-butanol (systematicky 2-methylpropan-2-ol) je bezbarva olejovita latka se
silnym pachem. ProtoZe se jedna o terciarni alkohol (viz Obr. 3), je oproti ostatnim
izomerim butanolu méné¢ nachylny K oxidaci a méné reaktivni. V primyslu se
vyuziva zejména jako surovina pro vyrobu dalSich produkti, ale v nékterych
ptipadech i jako organické rozpoustédlo. [106,107]

a) H b)

O/

H,C CH,
CH,

Obr. 3 — Struktura terc-butanolu (a) a jeho vyobrazeni v simulaci (b).

Ve smési s vodou tvoti terc-butanol mikrodomény bohaté na terc-butanol a
mikrodomény bohat§i na vodu. Pfestoze bylo provedeno mnoho vyzkumu, Zadna

16



simulace zatim uspokojivé nevysvétlila, pro¢ se v terc-butanolu mikrodomény tvofi.
[108-111]

4.4 Molekulova dynamika

4.4.1 Princip MD simulaci

Molekulova dynamika (MD) je simula¢ni metoda pro predikci chovani molekul
Vv Case. Metoda pracuje na principu Newtonovych pohybovych rovnic pro jednotlivé
atomy. Ty jsou reprezentované sférickymi c¢asticemi se specifickymi van der
Waalsovymi (VdW) poloméry a naboji. Pomoci Maxwellova-Boltzmannova
rozdéleni jsou jednotlivym atomim nihodné pfifazeny vektory rychlosti, coZ
umoznuje predikci jejich pohybu v Case.

Silova, resp. potencidlova pole jsou nejcastéji reprezentovana parovymi potencialy
dvou typli: vazebné (pnuti vazeb, kmitani vazebnych Gihla a rotace dihedralnich thli)
a nevazebné (elektrostatick¢é a VAW interakce). Silova pole popisuji vSechny vyse
uvedené interakce, dale tuhost a délku jednotlivych pruZinami reprezentovanych
vazeb a dal$i parametry. Pro ucely MD existuje n€kolik rliznych druhti silovych poli:
CHARMM [112], AMBER [113], GROMOS [114], OPLS [115] nebo tieba X-PLOR
[116]. Kazdé znich ma své specifické vyhody, jako jsou rychlost vypocétu nebo
naopak jeho ptesnost, s ¢imz pak souvisi konkrétni aplikace.

Nevyhodou klasick¢ MD je, Ze za obvyklych podminek neni schopna simulovat
vyménu nebo redistribuci naboje mezi molekulami. Kvili harmonické aproximaci
pnuti vazeb navic nelze simulovat jejich rozpad?. Pro simulace chemickych reakci je
proto potieba vyuzit komplikovanéjsi kvantové chemické vypocty [117].

4.4.2 Software NAMD 2.0 aVMD

Software NAMD je paralelni kéd pro MD simulace biochemickych systémtl.
K vypoctim vyuziva stovky procesorovych jader pro obvyklé simulace a vice nez
500 000 jader pro ty nejvétsi systémy. Program je volné dostupny (vcetné zdrojového
kodu) a je kompatibilni se silovymi poli CHARMM, AMBER a X-PLOR. [118]

Program VMD (Visual Molecular Dynamics) poskytuje velké 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.

2 Misto klasické potencialové kiivky energie chemické vazby je zde pouZita parabola. Tim je oviem dana maximalni
vzdalenost mezi interagujicimi atomy. Které tak nemaji moznost se od sebe vzdalit.
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Diky prikazovému rozhrani TK console je pak mozné vytvaret dalsi funkce formou
skriptd. [119]

4.4.3 Model vody TIP3P

Model TIP3P je sestaven tak, aby reprodukoval entalpii vypafovani a hustotu
kapalné vody za b&Znych podminek. Vazba mezi kyslikem a vodiky je zde 0.9572 A,
uhel mezi vazbami H-O-H je 104.52° a kmitani jak vazeb, tak uhlu, je v zajmu
zjednoduseni vypocti zanedbano. Model ma sva omezeni zejména v oblasti nizkych
teplot pfi simulacich pevnych fazi vody, ale pfi simulacich roztokii ma ve srovnani
s experimentem velmi dobré vysledky. [120]

Mezi dalsi pouzivané modely patii SPC/SPCE s mirn¢ upravenymi parametry a
naboji na vodikovych atomech [121], TIP4P a TIP5P s parcialnim nabojem volnych
elektronovych pari na kysliku [120] nebo OPC, ¢étyibodovy model, jehoz geometrie
je omezena pouze symetrii [122].

5. Metody

V ramci disertacni prace byly pii teplot€¢ 298.15 Ka tlaku jedné atmosféry
simulovany oligomery disociovaného hyaluronatu sodného o délce dvaceti (resp.
Ctyficeti osmi) monosacharidovych jednotek. Dale byly simulovany HA fetézce S
naroubovanymi alifatickymi zbytky kyseliny stearové.

5.1 Parametry simulaci

Protoze Vv praxi substitu¢ni reakce probiha v prostfedi smésnych rozpoustédel
(voda:dioxan a voda terc-butanol), byla tato dv¢ prostiedi pouzita i v tomto vyzkumu.
Do vSech systémil byly ptidany sodné ionty (za ti¢elem neutralizace zaporn€ nabitého
HA) a né¢kolik riznych koncentraci disociovaného NaCl. Znaceni jednotlivych
simulacnich prostiedi pouzivané v této praci je uvedeno v Tab. 1.

Tab. 1 -V textu pouzivané znaceni simulacnich prostredi

CNact /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
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Pti tvorbé simulacniho systému byla nejprve optimalizovana samostatna smésna
rozpoustédla v malych simula¢nich boxech o hrang 40 A, vytvofenych s vyuzitim
softwaru PACKMOL [123]. Ty pak byly pii solvataci naskladany okolo molekul tak,
aby bylo ve vzniklém (pfiblizn¢ krychlovém) simula¢nim boxu dost prostoru pro
jejich pohyb. Boxy pro mensi systémy (napiiklad samostatné alifatické fetézce) mély
délku hrany jen cca 90 A, u velkych systémi se dvéma substituovanymi fetézci HA
dosahovala hrana boxu i 160 A.

Po vytvoteni simula¢niho boxu byla po dobu 5-10 ps minimalizovdna energie. Pti
kazdé simulaci bylo také nutné aplikovat periodické okrajové podminky v
izobaricko-izotermalni (NPT) soustave. Tlak byl fizen pomoci Langevinova pistu a
Nos¢ho-Hooverovy metody, teplota pomoci Langevinova termostatu.

Samotné simulace pak byly provadény prostfednictvim virtudlni organizace
MetaCentrum s vyuzitim softward PuTTY a NAMD 2.10. Topologie sacharidi 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 systémi).

5.2 Charakterizace vysledku

Pro vizualizaci a zakladni vyhodnoceni vysledk byl vyuzit software VMD.
V ném byly vytvoreny 1 vSechny vizualizace, pouZzité v této préaci. Na téch jsou dle
konvence atomy kysliku zbarveny Cervené, vodik je bile, dusik modte, sodik Zlute,
chlor zelen¢ a uhlik tyrkysové. Organické molekuly jsou zndzornény 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 vyhodnoceny i radialni distribu¢ni funkce nebo pocty
vodikovych vazeb (HB). Ty zde byly definovany pomoci vzdalenosti zaporné
nabitych atomd, tedy napt. 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 poétu intermolekularnich vodikovych vazeb mezi dvojicemi
HA fetézcu byla také sledovana statistika, které skupiny se téchto vazeb tcastni.

Dalsi charakteristiky (jako je pocet atomt v blizkosti HA molekul) byly ziskavany

s pomoci tcl skriptt. Tak byla ur¢ovana i vzdalenost koncu fetézcti, definovana jako
vzdalenost konkrétnich atomti na opa¢nych stranach fetézce. Tcl skripty byly
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vyuzivany i pro vySetfeni mnozstvi iontll a konkrétni slozky rozpoustédla v blizkosti
fetézcu, pripadné mnozstvi atomli HA patete v blizkosti alifatickych substituentti.
Vypocty, které byly pro VMD nebo kratké skripty piilis komplikované, byly
programovany manualné¢ v programovacim jazyce Python (kod byl napsan v
programovacim prostiedi SPYDER [124] s vyuzitim knihovny MDAnalysis [125]).
Programy vysetifovaly pozice sledovanych fetézcl viici sobé a v pripad¢, ze fetézce
vlivem periodickych okrajovych podminek zacaly interagovat pies hranu boxu, byl
jeden z nich piesunut tak, aby jeho poloha odpovidala tomuto piiblizeni. Takto byly
vyhodnocovany zejména: stfedni vzdalenost fetézcii Dyp nebo pocet iontovych a
vodnich mostt (Ibr, Wbr) mezi HA fetézci®. Python byl pouzit také pro vySetieni
zpﬁsobu pfibliieni fetézci (Viz kapitola 6.3. 3)
Dmp. Ta byla definovana jako vzdalenost dvou referencnich fetézcl, vykazujici
stejnou elektrostatickou energii, nasledujicim zptsobem:

1. Byly definovany rovné, rovnobézné a nikde se nepickryvajici referencni
fetézce (viz. Obr. 4). Jednotlivé atomy v nich byly umistény Vv pravidelnych
intervalech.

a. V piipadé vzdalenosti mezi HA fetézci $lo o interval 5 A (po vzoru
glykosidickych kysliki).

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

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

N1 N

Drep(d) =y Y T ©

i=1 j=1

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

Velic¢ina Dy odpovida elektrostatickému potencialu mezi fetézci podle
Coulombova zékona, pokud by konstanty a naboje byly pfi vypoctu nastaveny
na hodnotu 1 (protoZe jsou stejné pro referen¢ni i simula¢ni vypocet a pii
porovnani tak jejich redlnd hodnota neni dilezitd).

3 Jak Wbr tak Ibr byly definovany geometricky — vodni mosty na zékladé 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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Obr. 4 — Ilustrace referencnich a skutecnych retézcii, pro vypocet jejich stredni
vzdalenosti podle rovnice (3) a matematického postupu, popsaného v bodech 1-3.
Modre body predstavuji jednotlivé atomy, cervené a fialové vzdalenosti rij predstavuji

rozdil ri—rj. [72]

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

6. Vysledky

6.1 Systémy s nesubstituovanymi retézci

Pro tuto ¢ast vyzkumu byly simulovany dva dlouhé fetézce HA (slozené z
48 sacharidovych cykld) ve vodném prostiedi. ProtoZze sledované charakteristiky
bylo mozné pozorovat i zkratSich ftetézci, dal§i simulace ve smésnych
rozpoustédlech uz byly provadény na fetézcich s 20 monosacharidovymi zbytky.
Kratké tetézce byly simulovany nejprve samostatné, opét v Cisté vod¢, ale také ve
smésnych rozpoustédlech voda:dioxan a voda:terc-butanol (pfi tiech riznych
vzajemnych objemovych pomérech — 1:2, 1:1 a 2:1) a poté i jako dvojice.

6.1.1 Dynamika a interakce hyaluronanu ve vodném prostiedi

Dlouh¢ fetézce byly simulovany ve vodném prostiedi o c¢tyfech rlznych
koncentracich NaCl (0M, 0.2M, 0.6M a 1M) a to za dvou raznych teplot (275 K a
310 K). Byly vici sobé orientovany antiparalelné. Protoze u téméf vSech systémil

21



doslo pomérné rychle K jejich vzdaleni, byla provedena dalsi série vypoc¢tu, kde byly
fetézce udrZzovany ve vzajemné blizkosti fixaci souradnic ¢tyt atomt uhliku (Obr. 5).
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
piislusny pocet sodnych a chloridovych iontd.

Obr. 5 — Detail fixace pozice retezcii, Kdy fixované atomy jsou zvétSeny a zndzornény
cernou barvou. [72]

Interakci mezi dvojicemi HA fetézcl bylo ve vodném prostiedi jen velmi malo, a
i to az po pridani sodné soli (ktera ¢asteéné kompenzovala zaporny naboj fetézct a
jejich elektrostatické odpuzovani). Jejich mira byla posuzovana zejména podle po¢tu
iontovych a vodnich mostd a také intermolekularnich vodikovych vazeb (Obr. 6).
Misty sice mezi fetézci dochazelo 1 k hydrofobni interakci, ale pokud Vv této pozici

sacharidy nebyly zafixovany pomoci vodikovych mistki, interakce trvala jen velmi
kratkou dobu.
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Obr. 6 — Cetnost vodikovych vazeb (Cervené) avodnich (modie) a iontovych (Zluté) mostii
v ruzné koncentrovanych vodnych roztocich NaCl za dvou riiznych teplot. [72]

Zavislost miry interakce na mnoZstvi sodné soli nebyla linearni — v okamziku, kdy
koncentrace Na" piekrocila optimalni mez, se fetézce ionty zcela obklopily a jejich
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vzajemna afinita poklesla. Vlivem piitomnosti sodnych iontli se navic fetézce
s rostouci koncentraci soli stavaly HA fetézce vice ohebnymi, kdy maximalni
flexibilita byla pozorovana v systému w_0.6M.

Prestoze ve vodném prostiedi dochazelo mezi HA fetézci za ptitomnosti soli ke
kratkodobym interakcim, jejich vliv byl pomérné slaby — nevznikla zadna stabilngjsi
duplexni struktura, ktera by vydrzela déle nez nékolik desitek nanosekund.
Podrobné;jsi vysledky simulaci popisovanych v této podkapitole a kompletni rozbor
interakci mezi HA fetézci v Cisté vodé je mozné dohledat v ¢lanku ,,Salt-dependent
intermolecular interactions of hyaluronan molecules mediate the formation of
temporary duplex structures* [72].

6.1.2 Prostredi smésnych rozpoustédel

Pro ovéfeni, zda je TIP3P dobry model vody pro simulaci smésnych rozpoustédel,
byla provedena analyza* distribuce vody a 1,4-dioxanu pfi nejriiznéjsich latkovych
pomérech téchto dvou slozek. Mira heterogenity smési byla popsana pomoci
Kirkwood-Buffovych integrald (KBI), matematického nastroje, vyuzivaného k
popisu homogennosti smési ¢i piipadné miry jeji fazové separace.

Z prehledu KBI (Gijj) pro smési vody a dioxanu (Obr. 7) je vidét, ze zatimco mira
ptitahovani mezi molekulami vody a dioxanu nebo mezi dvojicemi molekul dioxanu
(resp. mezi jejich kysliky) byla pomérné mala, afinita molekul vody (znazornéna
modrou barvou) byla v experimentalnich i vypocitanych vysledcich zna¢na.

: . — T : . — .
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Obr. 7 — Vypocitané KBI pro smés vody a dioxanu (zndzornéno body), ve srovnani
S experimentdlnimi vysledky (zndzornény plnou carou), kde x predstavuje molarni zlomek

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 [129], ktery je hojné vyuZivany pro svou
rychlost (i na méné vykonnych pocitacich) a podporu mnoha raznych silovych poli.
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dioxanu. KBI pro interakci vody s vodou (Gw) je zndzornéno modre, interakce vody a
dioxanu (Gvd ) zelené a interakce dioxanu s dioxanem (Gud ) cervené. Tyrkysova barva
naznacuje vysledky Gw bez dodatecnych korekci. [126]

Z grafu take plyne, ze zatimco SPC/E model Iépe popisuje vodikové vazby a vodni
agregaty, pii nizkém obsahu vody vychdzely 1épe simulace TIP3P. Ani jeden
z modelil tedy neni univerzalné lepsi, ale vybér zdlezi na konkrétnim systému.
V ptipadé simulaci vétsich molekul v prostfedi smésného rozpoustédla je navic slabsi
interakce mezi molekulami TIP3P spise vyhodou.

Vsechny vysledky simulaci popisovanych v této podkapitole, dalsi informace a
podrobnéj$i popis matematického pozadi lze dohledat v ¢lanku ,,Concentration
fluctuation microheterogeneity duality illustrated with aqueous 1,4-dioxane* [126].

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

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. 8) je vidét, ze Vv okoli zaporné nabitého
fetézce pievazovaly molekuly vody. Ty zde diky své vysoké polarité stabilizovaly
nabité bocni skupiny a tvofily hlavni ¢ast solvatového obalu fetézci.

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

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

svyvs
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Obr. 8 — Radidlni distribucni funkce vody (prerusovanou c¢arou) a organickych slozek
(plnou carou) v okoli HA retézce pri 0.1M koncentraci soli a teplote 277 K (RDF pro
310 K vychazely velmi podobné, proto zde ani nejsou uvedeny). Vzajemné pomery vody a
organické slozky jsou zde vyjdadreny jejim objemovym zlomkem. [127]

Kromeé preference vody v bezprostiedni blizkosti HA tetézce dochazelo k separaci
I vV celém objemu simula¢niho boxu. Efekt byl podstatné vyrazné&jsi u terc-butanolu,
ale 1 udioxanu dochazelo Kk castecné separaci (viz 6.1.2). Ta byla zplisobena
termodynamickymi procesy, predevSim rozdilnymi chemickymi potencialy
jednotlivych sloZek rozpoustédla.

Sodné ionty Vv okoli HA byly velmi silné a ve velkém mnozstvi pfitahovany ke
konkrétnim mistim ftetézce. Tam pak naruSovaly zpeviiujici intramolekularni
vodikové mustky, ¢imz zvySovaly flexibilitu HA (zejména ve smési voda:dioxan) a
umoznovaly rotace kolem glykosidickych vazeb mezi sacharidovymi cykly.

Vsechny vysledky simulaci popisovanych v této podkapitole a podrobny rozbor
dynamiky HA fetézce ve smésnych rozpoustédlech o riiznych koncentracich je
mozné¢ dohledat v c¢lanku ,,Structure and dynamics of the hyaluronan
oligosaccharides and their solvation shell in water: organic mixed solvents* [127].

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 (298.15 K), ¢imz se simulace co nejvice piiblizily
podminkam v praxi. Retdzce byly vzijemné orientovany antiparalelné i paralelng
(v textu znaceno prefixy ,a_“a,p °). Tim, Ze u paraleln¢ orientovanych fetézct doslo
téméf ve vSech prostiedich k separaci €1 piimo pretoceni do antiparalelni pozice, byla
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potvrzena hypotéza z ptedchozich vyzkumu [72], Ze antiparalelni orientace je
preferovanou konformaci pfi pfipadné interakci fetézct, a to nejen v Cisté vode.

Retézce tentokrat nebyly fixovany, ale v piipadé separace byly opét manualné
piiblizeny k sob&®. Pro kazdy systém bylo napog&itano pies 70 ns (u fetézcl s nizkou
tendenci k separaci mnohdy i ptes 200 ns a u systémil, kde doslo k formaci duplexu
i 500 ns). Simula¢ni box mél velikost cca (115 A)® a nachézely se v ném: dva fetézce
HA, az 280 iontd, 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).

Stejné¢ jako v Cisté vodE€, bez pritomnosti soli nedochizelo ve smésnych
rozpoustédlech Kk zadné interakci ani po opakovaném piiblizeni fetézci. Za
pritomnosti NaCl doslo ve smési vody a terc-butanolu K vyznamnému nardstu
interakce (v porovnani svodou) — to bylo podpofeno hlavné tim, ze stiedni
vzdalenost Dyp se pohybovala mezi 10 a 15 A.

Vyrazné nejvyssi miru vzajemné interakce mezi HA fetézci vSak vykazovaly
systtmy w:d 0.08M. Vlivem iontl v blizkosti byl zaporny néboj fetézcli téméer
kompletn¢ neutralizovan a narusSeni intramolekularnich vazeb davalo bocnim
skupinam vice pftileZitosti pro tvorbu vazeb intermolekularnich a to do takové miry,
ze byla dokonce pozorovana samovolna formace dvousroubovice. Jeji stabilitu
zajistovaly zejména HB a iontové mosty mezi karboxylovymi skupinami,
orientovanymi smérem dovniti do dutiny mezi fetézci (Obr. 9). Duplexni tvar si HA
fetézce udrzely po dobu nékolik stovek nanosekund a struktura byla pfenesena (spolu
s ionty v bezprostiedni vzdalenosti do 1.5 A) i do zbylych rozpoustédel, a také do
jesté vyssi koncentrace NaCl — 0.15 M.
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Obr. 9 — Dvousroubovice vlevo je vizualizact systéemu a_ w:d_0.08M, se zvyraznénymi
iontovymi mosty mezi karboxylovymi skupinami. Graf vpravo ukazuje stredni vzdalenost
retézcii Dvp po preneseni antiparalelni sroubovice do systémii s OM koncentraci soli. [128]

6 PFiblizeni bylo provedeno v programu VMD. Vlivem zmény jejich konformaci v pribé&hu simulaci nebyla vzdalenost
retézcll vidy stejna. Vidycky ale umoznovala fetézciim zahajit vzajemnou interakci.
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Ve vodném prostiedi doslo k rozpadu struktury a separaci fetézcti pomérné rychle,
ale ve smési a w:t_ 0.15M vydrZzela dvousroubovice pies 160 ns. V systémech
s dioxanem se pak presunem dokonce stabilizovala (jak potvrzuje i graf Dyp na
Obr. 9) a stala se jesté pravidelnéjsi, a to prakticky bez ohledu na koncentraci soli —
dokonce i pti 0 M NaCl byla sroubovice v dioxanové smési velmi pravidelna.

Vysledky simulaci popisovanych v této podkapitole, podrobny rozbor interakci
mezi HA fetézci ve smesnych rozpoustédlech a popis vzniklych dvousroubovic 1ze
najit v ¢lanku ,,Hyaluronan oligosaccharides form double-helical duplexes in
aqueous solutions and mixed solvents* [128].

6.2 Simulace samostatnych alifatickych retézci
V zajmu lepsiho porozumeéni alifatickym substituentim byly tyto fetézce
simulovany nejprve samostatn¢. Jelikoz karboxylova skupina pii esterifikaci HA
zanika, byly v téchto simulacich pouzity molekuly oktadekanalu. Simulovany byly
samostatn¢ fetézce, ale 1 jejich dvojice, vZzdy S pevné zafixovanou polohou jednoho
z konct (konkrétné prvniho uhliku, na kterém se nachazi kyslik). Po¢ate¢ni umisténi
a vzajemna orientace dvojic fetézcu pak byla stanovena nasledovné (viz Obr. 10):
a) Aldehydové skupiny zafixovany 4 A od sebe, fetézce orientovany paralelné —
simulace situaci, kdy se vlivem ohebnosti fetézce substituenty velmi priblizily.
b) Aldehydové skupiny zafixovany 4 A od sebe, fetézce orientovany opaénym
smérem — Pro vysetieni, zda a za jak dlouho se k sob¢ ptiblizi.
c) Aldehydové skupiny zafixovany 23,55 A od sebe — vzdélenost, piiblizng
odpovidajici délce natazeného fetézce. U fetézcti umisténych takto daleko uz
na jejich vzajemné orientaci nezalezelo.

a)
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Obr. 10 — Pocatecni orientace pri simulaci aldehydovych retezcii 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 smés voda:terc-butanol (v objemovém poméru 1:1) o tiech riznych
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koncentracich NaCl (0 M, 0.1 M a 0.2 M). D¢lka simulaci byla ptes 200 ns pro kazdy
systém, Velikost hrany (piiblizné krychlového) boxu se pohybovala mezi 90 a 95 A
a kromé fetézci a iontl se zde nachdzelo pfiblizné¢ 2 000 molekul organického
rozpoustédla na 11 000 molekul vody.

6.2.1 SloZeni smési v blizkosti alifatickych Fetézcii

Mezi organickymi molekulami a alifatickymi fetézci dochazelo k hydrofobni
interakci. Tim vyrazné nardstala tendence k fazové separaci smésnych rozpoustédel,
coz potvrzuje i graf RDF na Obr. 11.
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Obr. 11 — Radialni distribucni funkce vody (prerusovana cara v grafu A), organické

slozky (plna cara v grafu A) a sodnych iontit (plna cara v grafu B) v okoli samostatného

alifatického retézce’.

Je vidét, ze nejveétsi separace probehla ve smésich s terc-butanolem, kde byl efekt
hydrofobniho vytlaceni vody podpoien tvorbou mikrofazi. Ty se orientovaly tak, aby
se vokoli alifatickych fetézcti nachazely pravé ty s pievahou terc-butanolu.
V dioxanu byla separace mirnéjsi. Analyza mnozstvi Na* v okoli fetézca (Obr. 11B)
pak ukazala, ze ionty preferovaly prostiedi vody. V okamziku fazové separace do
mikrodomén se tak vétSina z nich soustfedila do oblasti bohatsich na vodu.

6.2.2 Ohebnost alifatickych retézcu a jejich vzajemna interakce

Retézce byly ¢asteéné ohybany hydrofobni interakci mezi jejich riiznymi ¢astmi,
ale proti ni pusobil tepelny pohyb, ktery tato interakce nedokazala ptekonat.
Mezi jednotlivymi rozpoustédly se ohebnost pfili§ neliSila — nejvice se fetézce

7 RDF dvojic Fetézcl zde uvedeny nejsou, protoze v jejich okoli se rozpoustédlo separovalo prakticky totoZznym
zplsobem a vysledné grafy tak byly témér identické jako ty na Obr. 11.
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ohybaly ve vodé¢ a neyméné v terc-butanolu, coz odpovidd potadi, danému
permitivitou®. Rozdily ve vzdalenosti jejich koncli viak nebyly velké.

U systémil, kde byly simulovany dva alifatické fetézce (Obr. 12), zalezela
ohebnost na jejich vzajemné poloze — pokud od sebe byly dostate¢né vzdalené
(systém ,c‘), ohebnost odpovidala hodnotam, napoc¢itanym u samostatnych fetézct.
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Obr. 12 — Srovnani vzdalenosti koncii dvojic alifatickych retézcii (Denp), kdy pro kazdy
system se jedna o hodnotu vzdalenosti, zpritmérovanou z obou retezcu (vlevo). Vpravo:
vizualizace stdaceni dvojic retezcu V Ciste vode (W) a naopak jejich narovnani v terc-
butanolové smési (W:t).

U fetézct fixovanych v bezprosttedni blizkosti (systémy ,a‘ a ,b) bylo plisobeni
hydrofobni interakce po celé¢ jejich délce podstatné silngjsi. Zejména v Cisté vodé se
tyto fetézce zcela obtacely kolem sebe (viz Obr. 12) za ucelem minimalizace rozhrani
s vysoce polarni vodou. Ve smési vody a dioxanu byla hydrofobni interakce
ptitomnosti druhého fetézce také posilena, ale tento fakt se nijak vyraznéji neprojevil
na jejich ohebnosti. V terc-butanolovych mikro-doménach pak sice dochazelo
k hydrofobni interakci, ale ne mezi alifatickymi fetézci — ty se naopak vlivem terc-
butanolu v okoli chovaly stejné, jako by byly v systému kazdy sam.

Ve stiedni vzdalenosti fetézci (Obr. 13) hraly roli hlavné dva faktory: Ohebnost
fetézci (ve smyslu, jestli na sebe ,dosahly‘) a dale sila hydrofobni interakce
Vv ptipadé, Ze se fetézce vlivem ndhodného pohybu dostaly do vzajemné blizkosti. Pro
uspofadani ,c* byly nejnizsi hodnoty Dvp naméfeny ve smésich s dioxanem. V Cisté
vodném prostiedi se kolem sebe fetézce obtacely o néco vice, coz byl pravdépodobné
divod, pro¢ na sebe tak dobie nedosahly a jejich Dyp tak byla vyssi. Ve smési s terc-

8 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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butanolem pak fetézce (stejné jako v systémech ,a‘ a ,b‘) preferovaly zistavat dal od
sebe, obklopeny molekulami organické slozky.

Dy /A
z

Obr. 13 — Stredni vzdalenost retézcii (Dwp) pro systémy a, b (vlevo) a ¢ (vpravo).

6.3 Hyaluronan substituovany alifatickymi retézci

Simulace substituovaného hyaluronatu sodného byly provedeny pro pét rtiznych
systémt, liSicich se umisténim substituentti na HA pateti a jejich poc¢tem (Obr. 14).
Vsechny systémy byly opét simulovany ve vodé a v obou smésnych rozpoustédlech
za ti'i riznych koncentraci NaCl — 0 M, 0.1 M a 0.2 M (vyssi koncentrace soli nebyla
mozna z divodu rozpustnosti). Pro kazdy systém bylo nasimulovano vice nez 250
ns, délka hrany boxu byla piiblizng 107 A a systém obsahoval 19 000-21 000
molekul vody na 3400-3900 molekul organické slozky.

alallal9

Obr. 14 — Varianty substituovanych systémii na pocdatku simulace, oznacenych podle
cisla sacharidového residua, na kterém jsou substituenty navazany.

6.3.1 Distribuce rozpoustédla v okoli substituovanych retézcu

Z vykresleni RDF rozpoustédla v okoli substituovanych fetézci (Obr. 15A) je
patrné, ze distribuce kolem substituentli ma témeét totozny prubéh jako distribuce
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rozpoustédla kolem samostatnych alifatickych tfetézcli. Naopak rozlozeni molekul
kolem patete (Obr. 15B) se velmi podobalo RDF v blizkosti nesubstituovanych
fetézcu (viz Obr. 8), kdy v blizkosti HA vyrazné ptevladala voda a organickych
molekul se zde nachazelo jen malo [127]. Tento rozdil mezi RDF kolem patefe a
substituentd byl zapti¢inén jejich hydrofobicitou, hydrofilitou patetfe a s tim spojenou
fazovou separaci celého rozpoustédla, znatelné podpoienou ptfitomnosti sodné soli.
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Obr. 15 — Radialni distribucni funkce vody (prerusovana cara) a organicke slozky (plna
cara) V okoli substituentii na retezci alal9 (A) aVv okoli jeho HA patere (B).
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Obr. 16 — Radialni distribucni funkce vody (prerusovana ¢ara) a organicke slozky (plna
cara) v okoli celého retézce pro vsechny systémy substituované HA.

Pti porovnani RDF vody a organické slozky kolem jednotlivych substituovanych
molekul (Obr. 16) je vidét, Ze v celkovém soultu prevazuje v okoli fetézcii voda —
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substituentii neni dost na to, aby jejich pfitomnost vyraznéji ovlivnila celkové
rozlozeni rozpoustédla kolem fetézce. S jejich ptibyvajicim mnozstvim je vSak videét,
jak se k sob¢ kiivky vody a organické slozky piiblizuji, zatimco distribuce systému
,al* (kde je jen jeden substituent, a to zcela na okraji) je témé&f totozna s distribuci
fetézcl nesubstituovanych. Z grafii je dale patrné, Ze ve vod¢ ani v dioxanové smeési
distribuce témeét nezavisi na koncentraci iontli. U RDF fetézct se tfemi substituenty
se tato zavislost stira i ve smésich s terc-butanolem.

6.3.2 Distribuce ionti v okoli substituovanych retézcu

Jednoznaéné nejvice iontl se v blizkosti fetézci (Obr. 17) nachazelo za
pritomnosti dioxanu (kde byly pfitahovany pievazné elektrostaticky), konkrétné pfi
0.1M koncentraci soli. Z podstatné mirnéjsiho prubéhu kiivek w:d 0.2M je mozné
usuzovat, ze existuje jistad hrani¢ni koncentrace, nad kterou uZz si ionty vzajemné
piekazi, dochazi ke vzijemnému odpuzovani a jejich efekty se navzajem vyrusi
(podobné jako nad 0.6M koncentraci u nesubstituovanych fetézct v Cisté vode [72]).
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Obr. 17 — Radialni distribucni funkce sodnych iontii vV okoli substituentii na retézci alal9
(A) a Vv okoli jeho HA patere (B) pro nenulové koncentrace soli.

6.3.3 Orientace substituentl v prostoru

Vysetieni orientace substituentli bylo provadéno analyzou poc¢tu atomit HA fetézce
(Nha) do 4 A od alifatickych zbytkd (Obr. 18). Zatimco ve smésnych rozpoustédlech
substituenty preferovaly interakci s molekulami organické slozky a v blizkosti HA
fetézce se tak nachazela jen mala Cast substituentu, naopak ve vodé mély fetézce
kviili své hydrofobicité tendenci zlistdvat spiSe v blizkosti HA patete. Z grafu je dale
vidét mirny rozdil mezi dioxanovou a terc-butanolovou smési, pravdépodobné
zpasobeny velkou afinitou substituentl k terc-butanolovym mikrofazim.
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Obr. 18 — Prehled poctu atomi HA v blizkosti jednotlivych substituentit (NHa),
oznacenych dle monosacharidového residua, na kterém se nachazely, vé. prumeéru,
znazornéného cerné. Odchylky nejsou uvedeny, jelikoz byly radoveé mensi nez zobrazené

hodnoty.

6.3.4 Vliv substituentu na ohebnost Fetézcu

Ohebnost fetézcu byla opét posuzovana pomoci métfeni vzdalenosti koncti HA
patefe (Obr. 19). Jeji primérna hodnota se Vv &isté vodé pohybovala kolem 76 A
(konturové délka dekameru HA je pfiblizné 100 A) témé&f bez ohledu na koncentraci
soli. Stejnou hodnotu Denp vykazovaly dokonce i fetézce ve smésnych
rozpoustédlech s OM koncentraci NaCl, zatimco za pritomnosti soli byla vzdalenost
koncti ve smésnych rozpoustédlech vyrazné nizsi.
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Obr. 19 — Vzddlenost koncii (Denp) riizné substituovanych retézcii HA.

Vliv substituentii na ohebnost se nejvice projevoval u vicecetné substituovanych
systémi. Zatimco na narovnaném fetézci byla jakakoliv interakce mezi substituenty
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nizka, nasledkem ohybu patefe a s tim souvisejicim pfiblizenim, mezi nimi mohlo
dochazet ke kratkodobé¢ hydrofobni interakci (a jejim vlivem pak i k dalsimu
ohybani). Pfi srovnani vzdalenosti koncti nesubstituovanych a substituovanych
fetézci (Obr. 20), je patrné, Ze se substituované fetézce u vSech pozorovanych
systémil ohybaly o néco vice, nez ty nesubstituovangé.
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Obr. 20 — Primeérna vzdalenost koncii (Deno) nesubstituovanych (Sedé sloupce) a
substituovanych vetézcii HA (barevné sloupce) pii 0.1M koncentraci NaCI®. Odchylky
nejsou uvedeny, jelikoz byly radove mensi nez zobrazené hodnoty.

6.4 Simulace dvou substituovanych retézci HA

Pro simulaci interakci vice substituovanych fetézcu byly vybrany systémy a9,
alal9 aalallal9 (zkratky vysvétleny na Obr. 14), dale oznaCované jako aA, aAA a
aAAA (Obr. 21).

Obr. 21 — Pocatecni konformace dvojic substituovanych retézcii.

9 JelikoZ byly u nesubstituovanych Fetézc simulovany pouze dvé koncentrace soli (0 M a 0.1 M) a v obou systémech
ohebnost retézce narlstala aZ v pfitomnosti NaCl, byly do grafu vyneseny pouze hodnoty pro 0.1M koncentraci
NaCl. Zatimco u nesubstituovanych systému byly priméry linedrné extrapolovany z vysledk( dvou dfive
zkoumanych teplot na 298.15 K, za které byly simulovany ostatni systémy, u substituovanych retézcd byly
primérovany vsechny varianty substituce.
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Retézce byly navzajem orientovany antiparalelné, opét bylo provedeno pies 200 ns
simulaci a to ve vSech variantach rozpoustédel (Cista voda, w:d i w:t pii OM, 0.1M a
0.2M koncentraci soli). Velikost simulaéniho boxu byla (120 A)% a mimo HA a ionti
se zde nachazelo 27 200 molekul vody na 4 900-5 300 molekul organické slozky.

6.4.1 Afinita substituovanych hyaluronanovych retézcu

Kwvili substituentiim se fetézce ve vétsin€ systémi nedostaly do takové blizkosti,
jako fetézce nesubstituované. Mimo to byla jejich stfedni vzdalenost (Obr. 22) silné
ovlivnéna také volbou rozpoustédla a koncentraci soli.
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Obr. 22 — Prehled priimérné stredni vzdalenosti mezi substituovanymi HA retezci (vlevo)
a vizualizace systémui, které se k sobée nejvice priblizily (vpravo).

V cisté vode se k sobé fetézce kratkodobé priblizovaly pouze za pritomnosti soli a
po par desitkdch nanosekund opét dochéazelo k separaci. Ve smési w:d zlstavaly
fetézce ve vzajemné blizkosti podstatné dele (napt. po celou délku simulace), coz
podpotila formace iontovych mostd. | ve smési s terc-butanolem se fetézce nachazely
podstatné bliz nez ve vod¢, pravdépodobné vlivem sdileni mikrodomén mezi fetézci.

6.4.2 Typy interakci mezi substituovanymi ietézci

Ve chvilich, kdy se fetézce dostaly do vzajemné blizkosti, byla jejich interakce
zprosttedkovdvana vodikovymi, vodnimi a iontovymi mosty. Ty se nejcastéji
formovaly ve smésich vody a dioxanu (za nenulové koncentrace NaCl) a obvykle
jejich ptfitomnost znamenala 1 pfitomnost vodnich mosti, byt téch vétSinou nebylo
moc, a vodikovych vazeb (Obr. 23). Ty také nejcastéji vznikaly ve smésich
s dioxanem. Nachazely se sice i1 v systémech s terc-butanolem, ale bylo jich vyrazné
méng. Ve vode se pak fetézce pomérné rychle vzdalily od sebe, ¢imz byla tvorba HB
témét znemoZneéna.
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Obr. 23 — Prumeérny pocet vodikovych vazeb na jeden krok simulace.

6.4.3 Interakce alifatickych substituenti

Vliv substituentd na interakci HA fetézci byl komplexni — vlivem sterickych
faktora se HA fetézce nemohly tolik ptiblizovat, naopak hydrofobni interakce
substituentll interakci podporovala. Pii srovnani ¢asového vyvoje sttedni vzdalenosti
fetézca (Obr. 24), zavisel prib¢h kiivek na ¢etnosti substituce.
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Obr. 24 — Casovy vyvoj stiedni vzddalenosti (Dwvp) substituovanych retézcii (fialové) ve

smesném rozpoustédle voda:dioxan, Dvp mezi substituenty na r9 (modre), substituenty na

rl jednoho retezce a r19 druhého (tyrkysové) a naopak substituenty na r19 jednoho a rl

druhého retézce (rizove). Ve spodni casti obrazku jsou zachyceny snimky vybranych

systemii (Casovy bod jejich porizeni je v grafech oznacen cervenou carou).
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U systém s jednim substituentem mély Dyp fetézcti a substituentl velmi podobny
prabéh. Uz u dvou substituentlh v§ak mnohdy dochazelo k tomu, Ze zatimco jedna
dvojice substituentii zastavala ve vzajemné blizkosti, druha se zcela vzdalila.
V piipad¢ trojnasobné substituovanych HA ziistavaly fetézce jen méalokdy v pavodni
antiparalelni poloze (viz systém aAAA w:d 0.1M ve spodni ¢asti obrazku).

Dynamika dvojic substituovanych HA fetézcli a mira jejich vzajemné interakce
tedy vyznamné zavisela na prostfedi, ve kterém byly simulovany, ale také na
mnozstvi a umisténi alifatickych substituentii (v praxi fizeno pravé prostfedim).
Regulaci tohoto prostiedi by tak mélo byt mozné ovlivnit nejen miru substituce a jeji
pravidelnost, ale 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 pfipravy 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 siln€ ovlivnény volbou pouZzitého
rozpousStédla. Zavisi na ném jejich ohebnost, konformace, ale 1 mira vzijemne
interakce, a to jak substituentl, tak HA patefe. Zatimco v ptipadé Cisté vody spolu
fetézce téméf neinteragovaly, a to ani po pridani sodné soli, ktera snizila naboj na
jednotlivych HA tetézcich, pfi pfidani 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 substituentim
znemoZnéno interagovat jak mezi sebou, tak s HA patefi.

Na chovani fetézct 1 jejich pifipadnou interakci meéla velky vliv také ptitomnost
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 dostate¢né ptiblizily. 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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