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ABSTRAKT

Bakalarska prace fenomenologicky popisuje interakce hyaluronanu srlznymi ionty na
zakladé simulaci metodou molekulové dynamiky v programu NAMD. Vysledky simulaci
prace ddva do souvislosti s dfive publikovanymi teoriemi a hypotézami, jakou jsou
Hofmeistrova rada iont(i nebo parovani iont s podobnou afinitou k vodé.

Klicova slova: molekulova dynamika, hyaluronan, vodikovy mustek, Hofmeisterova fada

ABSTRACT

The thesis phenomenologically describes the interaction of hyaluronan with various ions
based on simulations using the method of molecular dynamics in NAMD program. The
results of simulation the thesis puts into context with the previously published theories and
hypotheses, such as the Hofmeister series of ions and the ions pairing with similar affinity
to water.

Keywords: molecular dynamics, hyaluronan, hydrogen bond, Hofmeister series
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Kyselina hyaluronova je prirodni nevétveny polysacharid o velké molekulové
hmotnosti, kterd ma vysoky potencidl pro budoucnost védy. Uplatfiuje se ve védeé jiz od 30.
letech 20. stoleti a v jeji vyuziti je stale jeSté na zacdtku, jelikoZz stale jeSté neni plné
probadanou latkou. A zatimco na zacatku méla kyselina hyaluronova pouze slouzit jako
nahrada vajeéného bilku v pekarskych produktech, dnes diky védé a rozvijejicim se
technologiim vime, jak ji pfipravovat ¢i modifikovat, aby se dala pouZit v nejriznéjsich
oblastech lidského Zivota, napf. ve tkdnovém inZenyrstvi, vyzkumu v oblasti hojeni ran a
popadlenin, v kosmetice. Velké nadéje jsou vklddany do vyzkumu protirakovinné |écby
pomoci kyseliny hyaluronové.

Diky rozvoji pocitacovych technologii je moZzné studovat hyaluronan za
experimentdlné nesnadno dostupnych podminek, jakymi jsou napt. extrémni teplota a tlak,
a dozvédét se vice o interakci hyaluronanu sjinymi latkami, ndsledné strukture a
vlastnostech makromolekuly. Ke studiu hyaluronanu lze vyuzit metodu molekulové
dynamiky, kterd simuluje ¢asovy vyvoj fyzikadlné-chemickych vlastnosti daného systému
s velkym poctem stupnd volnosti na zakladé numerického feSeni pohybovych rovnic
jednotlivych atom(. Metody molekulové dynamiky jsou oproti redlnym experiment(im
méné financné narocné, mohou proto byt zajimavym dopliikem experiment.

Bakalarské prace fenomenologicky popisuje interakce hyaluronanu s riznymi ionty
na zakladé simulaci pomoci molekulové dynamiky v softwaru NAMD. Ziskané vysledky jsou
komentovany sohledem na Hofmeistrovu fadu, kterd se zabyva vlivem soli na
makromolekuly. Déle je sledovana souvislost s ,,pravidlem odpovidajich si vodnich afinit”,
které fika, Zze by mély vice interagovat stejné velké skupiny se stejné velkymi ionty, nez
dvojice vyrazné odlisné velikosti. Software NAMD je pro studenty a akademické pracovniky
volné dostupny.
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I. TEORETICKA CAST
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1 KYSELINA HYALURONOVA

Kyselina hyaluronova je pfirodni polymer o velké molekulové hmotnosti (az v fadech
MDa). Nachazi se prfedevsim v mezibunécnych prostorech, povétsinou jako sodnd nebo jina
sul. Pro derivaty kyseliny hyaluronové se prosazuje oznaceni hyaluronan ¢i hyaluronat (dale
pouze HA). [1] [2]

1.1 Historie a vyzkum

HA poprvé izolovali v roce 1934 Karl Meyer a John Palmer ze sklivce skotu. V roce
1942 si nechal madarsky védec Endre A. Balazs patentovat vyuZiti HA jako nahradu
vaje¢ného bilku v pekarskych produktech. [2] Endre A. Balazs jako prvni charakterizoval jeji
strukturu a odhalil velky potencidl HA a to jako latku na hojeni ran. Podilel se na mnoho
vyzkumech ohledné HA, napftiklad v oblasti oftalmologie, kde zjistil, Ze HA se da vyuzit pfi
transplantaci rohovky. [3]

V minulosti se HA extrahovala z kohoutich hiebinkt, hovéziho dobytka a oci tu¢nakau.
V soucasné dobé se zamezilo nehumannim prostfedkiim a HA se ziskava z bunécnych stén
streptokokl nebo z Escherichia colli. UZ v 60. letech lékafi HA vyuZili k [écbé popdlenin. [4]

HA se vyznacuje vysokou biokompatibilitou a vSudypfitomnosti v extraceluldrni
matrix. Nachazi tudiz velké uplatnéni v oborech tkanové inzenyrstvi a regenerativni
mediciné. Vyzkum se posunul velmi dopredu diky zesiténi HA na hydrogel, ktery umozniuje
vytvoreni pozadovaného tvaru a lepsi vstup terapeutickych molekul do hostitele. Vzhledem
ke své schopnosti regulovat angiogenezi mize byt HA pouzita jako hydrogel pro zkoumani
cévni morfogeneze nebo pro vytvareni novych cév v téle hostitele. [5]

1.2 Vlastnosti a struktura Kyseliny hyaluronové

HA je syntetizovdna tfidou integralnich membranovych proteinli nazyvanych
hyaluronan synthesy, z nichz obratlovci maji tfi typy: HAS1, HAS2, HAS3. Tyto enzymy
prodluzuji HA pridanim kyseliny glukuronové a N-acetylglukosaminu ke vznikajicimu
polysacharidu. Poté je polysacharid vytlaéovan pomoci ABC-transportéru pres bunécnou
membranu do extracelularni matrix. HA je degradovdna enzymy nazyvanymi
hyaluroniddsy. Produkty degradace HA jsou oligosacharidy a HA svelmi nizkou
molekulovou hmotnosti, které maji pro-angiogenni vlastnosti (podporuji rast cév). [6]

HA je dulleZitou slozkou kloubni chrupavky, kde je pritomna jako natér chondrocytd.
Zlepsuje metabolismus chondrocytl a inhibuje degradaci kloubni chrupavky. Je také hlavni
slozkou klze, kde se podili na opravé tkani (napriklad pri posSkozeni pokozky kvuli
nadmérnému vystaveni kize UV zareni). Diky své vlastnosti vazat na sebe velké mnozstvi
vody (az tisicindsobek své hmotnosti) se HA podili na hydrataci tkani a udrZuje vlhkost
v mezitkanovych prostorech a zabranuje treni. [5]
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Z chemického hlediska se jednd o nevétveny polysacharid skladajici se ze dvou
monosacharidovych jednotek a to z D-glukuronové kyseliny a N-acetylglukosaminu
vazanych alternujicim spojenim 3 1->3af 1->4—viz Obr. 1. [3]

Co0~ CH,OH
O
1 B H
O
OH H
H OH H NHCOCH,
D-Glucuronic acid N-acetylglucosamine

Obr. 1 —Struktura HA [6]

V roztoku HA je polymerni fetézec ve formé rozvolnéného ndhodného klubka.
Objemné skupiny na kazdé molekule cukru jsou ve stericky vyhodnych pozicich (tvofi
hydrofilni ¢ast), kdeZzto vodik prevezme méné pfriznivé axidlni polohy (tvofi hydrofobni
¢ast). Pfi velmi nizkych koncentracich se tyto retézce zamotdvaji mezi sebou a maji velkou
smykovou viskozitu, kdezto pfi vétsich koncentracich ma roztok nizkou smykovou viskozitu.
Jednoprocentni roztok byva ve formé Zelé. Pfi podtlaku se pohybuje snaz, mlze byt
podavan pomoci injekéni jehly. [6]

Sekundarni struktura HA ve vakuu je dvojita Sroubovice stabilizovana vodikovymi
mustky mezi sousednimi cukernatymi zbytky. Podle nékterych publikaci je sekundarni
struktura HA podobnad rovinnému pdsu prevedenému do Sroubovice nebo slozenému do
listu. [7, 8] Experimentdlni studie na zdkladé analyzy zmén chemickych posunt (NMR) a
pomalé oxidace jodistanu ukazuji, Ze tuhost (charakteristickd pro HA) zavisi pfedevsim na
intermolekularnich vodikovych vazbach. NMR studie HA potvrdila, Ze vodikové vazby jsou
zodpovédné za atypickou sekundarni strukturu — viz Obr. 2. Dodate¢né hydrodynamické
studie, zejména méreni viskozity provadéné na zfedénych roztocich, ukazuiji, Ze ve vodnich
roztocich makromolekula pfFijima strukturu statistického polotuhého klubka, které se
sklddd ze Sroubovic. JelikoZz HA na sebe vaze velké mnoistvi vody, vytvari pomérné velké
domény tercidrni struktury, na kterych jsou makromolekuly s vodou propojeny pomoci
vodikovych mastkd. [9, 10]
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1.35nm

Obr. 2 — Sekunddrni struktura HA (1. Struktura skladany list; 2.
Rovinny pas pfevedeny do Sroubovice; 3. Dvousroubovice) [10]

HA patti do skupiny polyelektrolytl. Polyelektrolyt je vysokomolekularni latka, kterd
obsahuje postranni skupiny schopné elektrolytické disociace. Disociaci vznika makroion s
velkym poctem elementarnich naboju a prislusny pocet malych iontd opacného naboje
(protiiontd). HA v roztoku tedy nese elektricky naboj, ktery vznikl disociaci. [11]
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2 HOFMEISTROVA RADA

Némec Franz Hofmeister se jako prvni zacal systematicky zabyvat vlivem soli na bilko-
viny. Jednalo se o celkem jednoduchy experiment, kdy do vaje¢ného bilku pridaval defi-
nované mnozstvi dané soli aZ do zakaleni, coZ signalizovalo vysrazeni bilkoviny. Na zakladé
téchto pokus zjistil, Ze napfiklad siranové soli dobfe vysoluji a dusi¢nany jsou naopak velmi
neefektivni ve vysolovani. NaCl se nachazi uprostied téchto dvou skupin.

Podle vSeho neexistuje Hofmeistrova rfada, ktera by univerzalné platila pro vsechny
makromolekuly. Pomoci Hofmeisterovy fady nelze presné urcit specifického chovaniiont(
a predpovidat jejich specifické iontové efekty. Neuniverzalnost je nejlépe vidét ve
zvlastnich pripadech, kdy se makromolekula ne zcela fidi podle Hofmeisterovy rady,
dokonce muze dojit k efektu, Ze se ionty soli fadi obracené. V téchto pripadech se pak
hovofi o nemonotdnni nebo inverzni Hofmeisterové radé. [12]

2.1 Hofmeistrova irada iontt vzhledem K proteintim

Na Obr. 3 je zndzornéno poradi aniontl a kationtl podle Ucinku vysolovani k pro-
teinim.

Anions

)2 GH0, F CI Br I ClO; SCN

favorable unfavorable
effects effects

Cations

Ny e wo Ny K NG

Obr. 3 — Hofmeistrova fada ionti vzhledem k proteinim [27]

Experimenty prokdzaly, Ze vliv ionth soli se fidi Hofmeistrovou fadou pro velké
spektrum procesd, jako je naptiklad denaturace, aktivita enzym, krystalizace, iontova
vymeéna, povrchové napéti roztokd. [12]

Cleny vlevo na Obr. 3 zvysuji povrchové napéti rozpoustédla a sniZuji rozpustnost
nepolarnich molekul (,,vysolovani“); posiluji tedy hydrofobni interakce. Naproti tomu c¢leny
vpravo zvysuji rozpustnost nepolarnich molekul (,,soleni”) a snizuji povrchové napéti vody;
oslabuiji tedy hydrofobni uUcinek. [13]
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2.2 Hofmeistrova rada ionti vzhledem k vodé

Poradi aniont( a kationtd podle Ucinku vysolovani se urcuje také vzhledem k vodé a
rozdéluje anionty a kationty na chaotroprni a kosmotropni — viz Obr. 4. Velké jedenkrat
nabité ionty s nizkou hustotou naboje (napfiklad SCN-, H,PO4, HSO4, HCOs,, I, Cl, NOs’,
NH4*, Cs*, K*), které vykazuji slabsi interakce s vodou nezZ voda se sebou a tim jen malo
ovliviuji vodikové vazby v okolni vodé, se nazyvaji chaotropni. Zatimco malé nebo vicekrat
nabité ionty s vysokou hustotou naboje se nazyvaji kosmotropni (napf. SO4?", HPO4%, Mg?*,
Ca?*, Li*, H*, OH, Na*), protozZe vykazuji silnéjsi interakce s vodou a tim umoziuji poruseni
vodikovych vazeb ve vodé. Kosmotropni ionty orientuji molekuly vody ve svém okoli (maji

ve své blizkosti tzv. koordinacni sféru vody, ve které se molekuly obménuji jen velmi malo).
[13]

Chaotropes Kosmotropes
weakly hydrated strongly hydrated
accumulates in low density water : excluded from low density water

Obr. 4 — Hofmestrova fada ionti vzhledem k vod¢ [13]

2.3 Vliv soli na stabilitu makromolekuly

Zatim neexistuje molekulovy model, ktery by plné vysvétlil Hofmeistrovu radu, ale
predpoklada se, Ze Hofmeistrova rfada Uzce souvisi s rozpousténim iont( ve vodé a s jejich
pfimou interakci s makromolekulami a s iontovym parovani v roztoku. [12]

HA je v Cistém stavu velmi nestabilni, a proto je nutna stabilizace HA pomoci iont(.
lonty obecné stabilizuji predevsim sekundarni a terciarni strukturu. [14]

Hofmeistrova fada byla pouzita k vysvétleni celé rady efektd (vysolovani, vsolovani,
denaturace bilkovin, enzymaticka aktivita). Dnes je ziejmé, Ze Hofmeistrova rada Uzce sou-
visi s hydrataci iontd v homogennim a nehomogennim prostredi a s iontovym parovanim.
P. Jungwirth pomoci MD ovéfil ,pravidlo odpovidajicich si vodnich afinit”, které fika, ze
dany ion nebo nabitd skupina se bude dobfe parovat s protiontem se srovnatelnou hy-
drataéni volnou energii (tedy energii, ktera se uvolni, kdyZ pfechazi ion do roztoku a je
obklopen hydrata¢nim obalem) — viz Obr. 5. Zjednodusené feceno by mély spolu interago-
vat stejné velké skupiny se stejné velkymi ionty. lontové parovani vyrazné nestejné velkych
iontl vykazuje energetickou nevyhodnost prekryvu hydratacnich obald. [15]
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Obr. 5 — Zmény volné energie souvisejici s nahrazenim drasliku sodikem v
kontaktnim iontovém paru s Hofmeisterovou fadou aniontd. Horni ctyfi
anionty preferuji sodik, dolni tfi anionty preferuji draslik, uprostfed jsou
anionty bez vyraznéjsi preference [15]
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3 MOLEKULOVA DYNAMIKA

3.1 Molekulova dynamika

Molekulovd dynamika (dale pouze MD) studuje vlastnosti souborli molekul na
zakladé znalosti vzajemnych interakénich potencialll jednotlivych atoma a simuluje ¢asovy
vyvoj fyzikalné-chemickych vlastnosti téchto systéma.

Vypocty jsou zaloZeny na simulacich velkého poctu mikrostavl studovaného souboru
a nasledném vypoctu stfednich hodnot fyzikdlnich veli¢in. Teoretickym zakladem je
ergodicka hypotéza, podle niz jsou ¢asové stfedni hodnoty veli¢in rovny jejich statistickym
stfednim hodnotdam.

U biologickych systému se zpravidla pomoci MD studuje jedna makromolekula nebo
nadmolekularni komplex (v naSem ptipadé dvojretizek HA) ve vodném roztoku.

Zakladem klasické MD je feSeni Newtonovych pohybovych rovnic pro kazdy
jednotlivy atom sytému:

dzrl- 1)
Fi = m; .W’

kde Fije sila pUsobici na i-ty atom, r; je poloha i-tého atomu a m; je hmotnost i-tého atomu.

JelikozZ sila F; souvisi s potencialni energii V podle vztahu

4 2)
e drl"
zrychleni i-tého atomu je dano vyrazem
dZTi _ 1 dV 3)
dtz B m; dTi.

Zakladem MD je tedy znalost potencidlnich energii jednotlivych atom( v systému v
zavislosti na konfiguraci atomU. Potencialni energie v klasické MD je dana souctem
potencialnich energii vazebnych a nevazebnych interakci

V(R) = Eponded + Enon-bonded - 4)
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Vazebné interakce zahrnuji jednak vzajemné plsobeni mezi atomy spojenymi chemickou
vazbou (harmonicka aproximace)

5
Epond-stretch = Z Kp - (b - bo)z , )

1,2 pairs

kde Kp je silova konstanta a b je aktudlni a bo je stfedni rovnovazna délka vazby mezi atomy.

Dalsi vazebnou interakci je interakce dané valenénim Uhlem mezi 3 atomy (harmonicka
aproximace)

6
Epond-pbena = Z Ko (6 — 90)2: )
angles

kde Kp je silova konstanta a @ je aktualni a o je stiedni rovnovazny valenéni tihel mezi tiemi
atomy.

Pfedposledni vazebnou interakci je interakce dand dihedralnim uhlem mezi 4 atomy

7
Erotate-along—bond = z Ky - (1 —cos(ng)), )

1,4 pairs

kde K, je silova konstanta a ¢ je dihedralni thel pro danou ¢tvefici atom.

Posledni vazebnou interakci jsou tzv. ,impropers”, které hlidaji planaritu planarnich
struktur

Eimp = Z Kl/) (Y - lpo)z- (8) 8

angles

Z nevazebnych interakci je zahrnut Lennard-JonesonUyv potencidl

_ Ay Cy 9)
Eypw = iz 6 )

L 2

kde Aik a Ci jsou silové konstanty a ri je vzdalenost mezi dvéma atomy, a coulombicky
potencial

qi " qk 10)
D - Tik ’

Eeiectrostatic =
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kde gi, gk jsou parcidlni ndboje na atomech a ri je vzdalenost mezi atomy a D je konstanta
v Coulombové zdkoné. [16, 17]

Vsechny silové konstanty, stfedni rovnovaziné vzdalenosti atomuU a stfedni rovno-
vazné valenéni Uhly mezi atomy jsou ulozeny v parametrickém souboru a byly ziskdny bud’
z experimentl nebo z kvantové-mechanickych vypoctu.

Zakladni princip vypoctu je na Obr. 6.

sila plsobici na atom

nova poloha atomu

\ /

aktualni rgchlosti polohovy vektor, o ktery se
atomu dany atom posune za dobu At

zrychleni atomu

Obr. 6 — Zakladni princip vypoctu simulaci [16]

Molekulova dynamika pomoci systému NAMD ma fadu moznosti jak kontrolovat
zpusob, kterym jsou pocitany dalekodosahové nevazebné interakce. Van der Waalsovy in-
terakce jsou v NAMD zapocitavany jen do urcité mezni vzdalenosti — tzv. ,cutoff”, pricemz
od vzdalenosti ,switchdist” klesa potencial linedrné k nule — viz Obr. 7. Pary, pro které se
budou interakce po¢itat, se vyhledavaji do vzdalenosti oznaéené , pairlistdist“. Casovy krok
simulace (,timestep”) je omezen rychlosti vibraci nejlehéich atomu a byva zpravidla 1fs
vyjimecné 2fs. Coulombicky potencial se pocita do mezni vzdalenosti ,cutoff” pro kazdy n-
ty (,nonbondedFreq*) casovy krok. Mimo tuto vzdalenost se coulombické interakce
pocitaji metodou Particle Mesh Ewald (PME), kterd kv(li sniZzeni vypocetni ndrocnosti
pocita coulombické interakce jen v urcitych mistech a na zdkladé toho potencidl v ostatnich
bodech odhaduje. Kazdy nékolikaty krok (,fullElectFrequency”) dochazi k vypoctu plné
elektrostatiky. S hodnotou ,,excluded scaled 1-4“ jsou vSechny 1-3 pary vylouceny z vypoctu
elektrostatiky (tj, pokud A je atom véazany k atomu B a B je atom vazany k atomu uhliku a
atom C je navazan na atom D, potom se dvojice AD vyloudi, protozZe vazebné interakce mezi
atomy jsou mnohem silnéjsi nez elektrostatika). Tato interakce je nahrazena korekci ,1-
4scaling”. [24, 29]
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energy

distance
Obr. 7 — Graf VDW potencialu s a bez aplikace funkce cutoff [29]

Mezi vyhody pocitacovych simulaci patfi moznost studovat systémy za
experimentdlné nesnadno dostupnych podminek (napf. extrémni teploty, tlaky). [18] Jed-
nou z praktickych aplikaci MD v soucasnoti je racionalni navrh 1éCiv, pti nichZ se simuluje
interakce |éciva s biomolekulami hrajicimi roli v patologii dané choroby (napf. inhibitor a
enzym). [16]

Simulace pomoci MD jsou nej¢astéji v fadech desitek nanosekund (viz ¢asovy krok 1
fs - 2 fs), tudiz nevyhodou MD je skutecnost, Ze umoziuje studovat déje maximalné
v fadech ps. Nevyhodou MD je taktéz velka hardwarova a ¢asova naroc¢nost. [19]

3.2 Predchozi podobné studie

Jen velmi mélo studii pomoci MD se tyka HA. Zadnd piedchozi studie nefesi interakce HA s
ionty a jen velmi malo MD studii fesi interakce iont( s latkami jinymi nez HA.

3.2.1 Kyselina hyaluronova

Daniel lvanov a Andrei Neamtu zkoumali v roce 2013 HA pomoci MD s explicitnim
modelem vody a s ionty sodiku v koncentraci, jakou ma fyziologicky roztok. Jejich studie se
zamérovala na porovnani simulaci HA ve vodném prostredi a HA ve vodném prostredi se
slouc¢eninou dimethylsilandiol (ddle pouze DMSD), struktura HA byla prevzata z RCSB Pro-
tein Data Bank (RCSB PDB) pod kédem 1HYA (ziskano z rentgenové difrakce). [20] Simulace
byly provadény v systému HA/voda obsahujici 3 hexasacharidové molekuly HA ndahodné
vloZené uvnitf kubického vodniho boxu s 6727 molekulami H,0 a 36 molekulami DMSD za
konstantniho teploty 300 K a za konstantniho tlaku. Hlavni myslenkou bylo identifikovat
vazebna mista, urcit ¢etnost jejich obsazeni a porovnat afinitu molekul DMSD a vody — viz
Obr. 8. Nejaktivnéjsim mistem byla —COO skupina na kyseliné D-glukoronové. Bylo zjisténo,
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Zze DMSD se vaze s mirné vyssi afinitou nez voda na exocyklické skupiny HA pomoci
vodikovych mustkd, coz vede ke zmenseni dihedralnich ahld a tedy ke zkraceni retizk( HA
—viz Obr. 9. V zavéru autofi konstatuji, Ze slou¢enina HA s tak nizkou koncentraci DMSD, s
jakou se vyuziva v farmacii, zméni konformaci HA velmi nepatrné. [21]

Obr. 8 — Interakce DMSD (horni obrazek) a vody (dolni obrazek) s HA

Tloustka Sipky je Umérna Cetnosti interakce DMSD a vody s HA [21]
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vrhn Y

Obr. 9 — Konformace retizk(l HA ze simulaci a experiment( [21]

Andrew Almond, Paul L. DeAngelis a Charles D. Blundell vyuZili MD simulace ke
studiu konformaci a zjisténi valencnich a dihedralnich ahld HA oproti experimentalnim
datim. Simulace byly provadény na HAs (tetrasacharid) a HAs s explicitnim vodnim
rozpustédlem a pridavkem sodnych iontl k dosaZeni neutrality. U systému HA4 a HAs byly
studovany jak a tak B anomery - viz Obr. 10.

(a)
S B(1-3) B(1—4)

(0] (@] 3

(0 Y NHAg) — COO

Obr. 10— B anomer [1]
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Vysledné hodnoty valencéniho ¢ a dihedralnich Ghld  z téchto simulaci byly pro B-
anomer nasledujici: 1->3 vazba ($=50,7, P=9,7), 1->4 vazba ($=47,9", Y=8,0°). Tyto hod-
noty se vyrazné neliSily od hodnot ziskanych z experimentu, az na anomalii valen¢niho uhlu
u koncovych skupin anomeru  1->3 (¢=-30°) — viz Obr. 11. Tato anomalie pravdépodobné
vznikd na konecnych residuich tak, Ze v mistech, kde by se tvofila vodikova vazba na dalsi
cukernou jednotku, se vytvori vodikovy mustek na vodu. [1]
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Obr. 11 — Z4vislost Y na ¢ u anomeru B

(1]
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3.2.2 Interakce latek jinych nez kyselina hyaluronova s ionty

V roce 1996 Song Hi Lee a Jayendran C. Rasaiah vyuZili simulace MD na zjiSténi mo-
bility iontd ve vodé, konkrétné iontl alkalickych kov( (Li*, Na*, K*, Rb* a Cs*) a halogenid(
(F, CI, Bra ). V této studii se simulovalo devét systému, které zahrnovaly kazdy z deviti
iontd (fluorid, chlorid, bromid, jodid, lithium, sodik, draslik, rubidium, cesium). Kazdy
systém byl solvatovan 215 molekuly vody a hustota byla stanovena na 0,997 g/cm3, co?
odpovida krychli o délce 18,64 A. Simulace probihaly za konstantni teploty 298,15 K.

2
Vysledkem simulaci byl graf zévislosti mobility (10 % Jna krystalovych iontovych
polomérech (A) — viz Obr. 12. [22]

10.0

8.0

6.0

Mobility

4.0

0.5 1.0 1:8 2.0 2.5
R (A)

Obr. 12 — Zavislost mobility na
krys.iontovych polomérech [22]

Sergei Y. Ponomarev, Kelly M. Thayer a David L. Beveridge vyuzili simulace MD ke
studiu DNA s protiionty Na* za ucelem zjisténi relaxacnich c¢asl interakci DNA a iont( Na*.
Systém pro simulace byl slozeny z DNA a 3949 molekul vody spolu s 22 Na* kationty v
krychlovém vodnim boxu. Simulace na dvojretizku (CGCGAATTCGCG); se provadéla az do
dosazeni konvergence. Vysoky korela¢ni koeficient 0,94 byl dosazen az za 60 ns (korelace
byla pocitdna mezi obsazenim iontl dvou retizkii DNA jako fuknce casu). Byly vypocteny
relaxacni ¢asy interakci pro vSechny vnitfni strukturalni proménné DNA. Vysledky ukdazaly,
Ze relaxacni €asy vnitfnich strukturnich parametri DNA jsou mnohem kratsi nez u iontovych
pohybl. Bylo zjisténo, Ze maximalni frakéni obsazeni iontli v DNA bylo 15% - 30%.
Vysledkem této studie bylo téz zjisténi nejcastéjsSich mist uchyceni — viz Obr. 13. [23]
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Obr. 13 — Zavislost primérné doby interakce sodnych iontd s jednotlivymi bazemi
DNA (trojuhelnicky pro jeden fetizek DNA, ¢tverecky pro druhy fetizek). Horni
obrdzek pro 14 ns a spodni pro 60 ns simulace (z obrazku je patrné, Ze interakce
iontd s DNA se ustadlila az po delsi dobé) [23]
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Il. PRAKTICKA CAST
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4 PRIPRAVA SYSTEMU

Studovanym systémem byly dva antiparalerni fetizky HA, z nichZ kazdy obsahoval 24
dvojic monosacharidovych jednotek — viz Obr. 14. Tento systém byl solvatovan vodnim
boxem o velikosti 161,8 x 110,9 x 187,2 A s explicitnim modelem molekul vody TIP3P.
Konkrétni pocty molekul vody byly v systémech s jednomocnymi kationty 310689; u
dvoumocnych 304722. Nasledné byl systém neutralizovan a nasolen 6 rliznymi chloridy
(NaCl, KCI, CsCl, MgCl,, CaCly, ZnCly) na vyslednou koncetraci 1 mol-I"t. Konkrétni pocty
iontd u jednomocnych soli byly 2061 kationtl a 2013 aniont(; u dvoumocnych soli 2037
kationt(l a 4026 aniont(.
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Obr. 14 — Dvojretitek HA

Simulovdany byly dva rGzné systémy. V prvnim byly oba fetizky ve vodé zcela volné, u
druhého systému byla hned na zacatku provedena fixace 2 atomU uprostied kazdého z
fetizk( v mistech, kde se spontanné vytvofily vodikové mustky — viz Obr. 15. Fixované
systémy mély slouZit jako pojistka, kdyby u nefixovanych systémua dochazelo k vyplavavani
fetizk( z vodniho boxu. Vypocty u systému, kde vyleze ¢ast fetizku HA z vodniho boxu, jsou
velmi sloZité, protoze je potfeba prepoditavat polohy obrovského poétu molekul vody pres
periodické okrajové podminky. Dalsim divodem fixace byla snaha zjistit, zda budou spolu
fetizky interagovat. Bylo sledovano taktéz, zdali dojde k zaplétani koncu retézcu, které by
mohly vytvorit strukturu dvousroubovice.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 28

Obr. 15 — (detail Obr. 14) Propojeni dvojfetizku HA pomoci vodikovych vazeb
(¢erné usecky); 4 fixované atomy uhliku jsou znazornény pomoci VDW poloméru

Vsechny simulace byly provadény pouzitim programového balicku NAMD verze 2.10
[24] s CHARMM topologiemi a parametry silovych poli. [25] Pomoci ,,automatic PSF builder”
v programu NAMD byl vytvoren tzv. PSF soubor pomoci topologického souboru, ktery
uréuje parové interakce jednotlivych atomd s dalSimi moznymi atomy. Timestep byl
nastaven na 1 fs, cutoff 10 A a switching 8 A. Elektrostatické pGsobeni bylo poéitdno pomoci
PME, které je soucasti programového balicku NAMD. Nevazebné interakce byly pocitany v
kazdém druhém kroku (,,nonbondedFreq*) a plna elektrostatika v kazdém Sestém kroku
(,fullElectFrequency). Energie systému byla minimalizovand po dobu 180 fs, nasledné
simulace byly provadény pfi konstantni teploté 310 K a za atmosferického tlaku s peri-
odickymi okrajovymi podminkami. Teplota byla regulovana pomoci Langevinovy dynamiky.
Souradnice vSech atomu pro nasledné zobrazeni a zpracovani dat ve VMD byly ukladany
kazdych 1800 fs. Délka simulaci se pohybovala mezi 16 aZz 28 ns. VSechny parametry byly
nastaveny pomoci konfiguracniho souboru — viz Pfiloha P Ill.

Meziatomové vzdalenosti a dalsi geometrické vlastnosti byly vyhodnoceny za
pouziti programu VMD 1.9.2. [26]

ProtoZze vypocCty MD jsou velmi ¢asové a hardwarové naroc¢né, bylo vyuzito sluzeb
Narodni Gridové Infrastruktury MetaCentra vlastnictho mnoho superpocitacu, které lze
vyuzit k paralelnim vypo¢tim na mnoha procesorech. [19]
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5 ZPRACOVANI DAT A MERENI

Vliv iontll na tvar HA byl zkouman prostiednictvim tfi zdkladnich charakteristik:
stfednich poctl iontl v tésné blizkosti HA, stfednich poctl vodikovych mUstkd (v rdmci
molekuly HA a z molekuly HA na vodu) a délek Sestice monosacharidovych jednotek, které
byly nasledné porovnany s literaturou.

Zpracovani dat bylo mozné az po ustaléni celého systému, tedy az kdyZ nastala rovno-
vaha interakci iont( s HA. Bylo napocitano kolem 30 ns simulaci pro jednotlivé systémy, ale
rovnovaha nastala uz za cca 20 ns, kdy zavislost poctu iontd na case kolisala kolem ustdlené
stfedni hodnoty. Byl méfen pouze jeden retizek HA, ktery zlstaval po celou dobu simulace
ve vodnim boxu, aby vysledek byl relevantni. Ustdlenou zavislost poctu ionti na case
mUzZeme sledovat naptiklad na systému HA s vdpenatymi kationty, kdy celkovy pocet iontu
byl vysledkem secteni poctu iontl na jednotlivych vytipovanych skupinach — viz Obr. 16.

41
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37
35
= 33
31
29
27
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Obr. 16 — Z4vislost souétt Ca?* iontd v tésné blizkosti jednotlivych vytipovanych
skupin HA na Case

Bylo vytipovadno 8 mist nejvyraznéjsi interakce ionti s molekulou HA. Kazdy retizek HA
nese zaporny naboj -24 e. Monosacharid N-acetylglukosamin je elektricky neutralni a kyse-
lina glukuronova nese parcialni naboje v celkové hodnoté -1e. Kationty se mGzou uchycovat
jen na skupinach, jejichz parcialni ndboj je zaporny. Pomoci PSF (Protein Structure File)
soubor(, které byly vytvoreny pomoci softwaru VMD, byly zjistény skupiny, které maji
parcidlni ndboj zaporny, a je u nich mozna interakce s ionty. Vybér skupin byl taktéz inspi-
rovan predchozimi studiemi — viz napf. studie interakce HA s DMSD [21]. Ve vizualizaénim
programu VMD byly ovéreny tyto vytipované skupiny a zpresnéna skute¢nd mista uchyceni
— viz Obr. 17. U nékterych urcenych skupin, které se nachazi v tésné blizkosti od sebe,
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dochazelo k dvojimu zapogitani nékterych iontd. Casteénym Fedenim bylo spojeni takovych
skupin — viz napf. spojeni 04 a HO4 do jedné (04+HO04).

6 06
COO 052 CH,OH (5,
0
1 H/H H /H
O O O
OH H HO H g L—
O4+HO. | o
H 02-03 oy H NHCOCH,

HN

Obr. 17 — Mista nej¢astéjsi interakce iontl s molekulou HA

Pomoci vytvorenych tcl skriptl (Tool Command Language, jednoduchy skriptovaci
jazyk pouzivajici se k vytvareni nastrojl pro testovani software Ci k programovani ves-
tavénych systéma) byly pocitdny pocty iontl v jednotlivych framech (1 frame = 18 ps) v
tésné blizkosti HA. U jednomocnych soli byly pocitany ionty do 3A od Fetizku HA. U
dvojmocnych soli do 4A, jeliko? nékteré dvoumocné ionty se navazovaly na fetizek HA pres
vodu, tudiz do 3A od nékterych skupin HA se nenachazely 7adné ionty. Ze souboru disel
ziskanych z tcl skriptl (viz Pfiloha P Il) byl uréen aritmeticky pramér

11)

fa= X

S|

n
i=1

a jeho smérodatnd odchylka

12)

— 1 N
= Jr Bea i — )%

Vsechny charakteristiky byly stfedovany pres 250 framu. Tudiz délka simulace, na
které se pocitaly 3 zakladni charakteristiky, odpovidala 4,5 ns.
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Ze stfednich poctu iontl na jednotlivych skupinach méreného useku HA bylo uréeno
procentualni zastoupeni na jednotlivych skupinach pomoci kold¢ovych grafd.

V programu VMD byly taktéz méreny stfedni pocty vodikovych mustkd v rdmci sam-
otného retizku HA a pocty vodikovych mustk(i mezi fetizkem HA a vodou, protoZe pravé
vodikové mustky by mély byt zodpovédné za sekundarni, resp. tercidlni strukturu
makromolekuly. Parametry pro vypocet vodikovych mustk( byly nastaveny tak, Ze zapo-
¢itavany byly pouze vodikové mustky, jejiz donor-akceptorova vzdalenost byla 3 A a max-
imalni dhel mezi donorem a akceptorem nebyl vétsi nez 20°.

Pomoci program VMD byly taktéz méreny délky Sestice monosacharidovych jed-
notek. Aby vysledek nebyl ovlivnén konkrétni volbou jedné Sestice monosacharidd, byly na
fetizku HA vytipovany 2 rizné Sestice — viz Obr. 18. Aritmetické praméry délek byly po-
rovnany s literaturou — viz Obr. 9. Bylo zkoumdno, zda dochazi k odliSnostem délek na jed-
notlivych systémech.

Obr. 18 — Znazornéni Sestic monosacharidovych jednotek na dvou rdznych mistech
HA
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 lonty v blizkosti kyseliny hyaluronové

6.1.1 Celkové poéty ionti

U jednomocnych kationt(l byly mezi ionty v tésné blizkosti HA po&itany ionty do 3A
od HA. U dvoumocnych kationtl mezi byly mezi ionty v tésné blizkosti HA pocitany ionty
do 4A, protoze nékteré kationty interagovaly s HA pies vodu.

V Tab. 1 jsou zaznamenany aritmetické priiméry celkovych poctld iontd v tésné bliz-
kosti HA a jejich smérodatné odchylky pro jednotlivé kationty. Z jednomocnych soli nejvice
interagovaly sodné katinoty — viz Obr. 19. Celkovy nevykompenzovany ndboj na jednom
fetizku HA -24e je sodnymi kationty v priméru obsazen ze 42%. Z dvoumocnych soli nejvice
interagovaly s HA vdpenaté kationty — viz Obr. 19, u nichZ byl naboj retizku HA v prliméru
obsazen z 56%.

HA Cs K Na Mg Zn Ca
1} 3,26 11,52 20.15 13,71 16,26 26,80
0, 0,12 0,19 0.15 0,20 0,18 0,11

Tab. 1 — Aritmetické priméry celkovych poctl iontd v tésné blizkosti HA (i) a

jejich smérodatné odchylky ( ,,)

V Tab. 2 jsou zaznamenany aritmetické priméry souctu iont(l v tésné blizkosti 8
vytipovanych skupin na HA a jejich smérodatné odchylky pro jednotlivé kationty. Zde
muzeme vidét velky pokles hofecnatych kationt( oproti Tab. 1. Nejvice s HA interaguji Na*
a Ca®* — viz Obr. 20, 23 a 25. U nich jsou vyrazné vétsi soucty iontl u jednotlivych skupin
nez celkové pocty iontl v blizkosti HA. Divodem je pravdépodobné, Ze nékteré ionty
splfiovaly stanovené podminky pro vice skupin. U K* a Zn?* nebyl zaznamenan vyrazny rozdil
mezi celkovym pocétem iontl a souctem iontd u jednotlivych skupin. Nejméné s HA
interaguji Cs* a Mg?* — viz Obr. 20, 24 a 26. U Cs* jsou pocty iontl tak vyrazné malé, Ze Ize
jen konstatovat, Ze Cs* s HA témé&F neinteraguje. U Mg?* jsou vyrazné nizsi soucty iontd u
jednotlivych skupin, nez celkové pocty iontl v tésni blizkosti HA. Dlvodem je, Ze ionty
interagovaly zasadné pres vodu, bylo tedy nutné pocitat ionty do vzdalenosti 4A od HA,
v nichZ jsou ale potom zapocitany i ionty vyskytujici se blizko HA zcela ndhodné, aniz by
skutecné byly u zaporné nabitych skupin.

Zajimavé jsou i Casové zavislosti souctu jednomocnych a dvoumocnych iontt v tésné
blizkosti jednotlivych vytipovanych skupin HA. Na Obr. 21 ma nejustalenéjsi ¢asovou
zavislost Cs*, coz bylo zplisobeno tim, Ze Cs* s HA témér neinteragovalo. Naopak Na* a K*
vice kolisaji. Tento jev byl pravdépodobné zplisoben tim, Ze tyto kationty interagovaly s vice

vevys

Ustalenost Mg?* je zplsobena malymi pocty iontd v tésné blizkosti HA. Ustalenost Ca?* je
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zpUsobena tim, Ze tyto kationty interagovaly prevazné s jednou z osmi vytipovanych skupin
HA.

suma Cs K Na Mg Zn Ca
1 1,59 10,52 27,18 2,99 15,70 34,51
0, 0,08 0,30 0,30 0,11 0,30 0,08

Tab. 2 — Aritmetické prliméry souctu iontl vtésné blizkosti jednotlivych
vytipovanych skupin na HA ( {1 ) a jejich smérodatné odchylky ( g,,)
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Obr. 19 — Aritmetické priiméry celkovych poctl iontl v tésné blizkosti HA
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Obr. 20 — Aritmetické priméry souctu iontd vtésné blizkosti jednotlivych
vytipovanych skupin na HA
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Obr. 21 — Zavislost souctu jednomocnych iontd v tésné blizkosti jednotlivych
vytipovanych skupin HA na case (od shora Na*, K*, Cs*)
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Obr. 22 — Zavislost sou¢tu dvoumocnych iontli v tésné blizkosti jednotlivych
vytipovanych skupin HA na ¢ase (od shora Ca®*, Zn?*, Mg?*)
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Obr. 23 — Interakce sodnych kationt(l (Zluté) s HA do vzdélenosti 3A od 12
monosacharidovych jednotek HA

Obr. 24 — Interakce cesnych kationtd (modie) s HA do vzdélenosti 3A od 12
monosacharidovych jednotek HA
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Obr. 25 — Interakce vapenatych kationtll (modfe) scelym retizkem HA na
vytipované skupiné C6 do 3A

H

Obr. 26 — Interakce horecnatych kationtd (Cervené) scelym retizkem HA na
vytipovana skupiné C6 do 3A
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Aby pocty iontd v tésné blizkosti HA bylo mozné srovnat s Hofmeistrovou fadou
vzhledem k vodé, byla pro viechny kationty vypoétena ndbojova z/r®, kde z je mocenstvi a
r je iontovy polomér daného kationtu — viz Tab. 3 a 4. lontové poloméry byly ziskdny z
tabulky iontovych polomérl — viz Pfiloha P I. Hodnoty z/r? pfesné odpovidaji Hofmeistrové
fadé vzhledem k vodé — viz Obr. 4, do které byl doplnén chybéjici kationt Zn?* — viz Obr. 28.

1mocné |z r [nm] z/r’

Cs* 1 0,169 207,1762

K* 1 0,133 | 425,0549

Na* 1 0,095|1166,3510

Tab. 3 — Vypocet z/r3 pro jednomocné ionty

2mocné |z r [nm] z/r3

Mg?* 2 0,065 |7282,658

Zn* 2 0,074 | 4935,542

Ca* 2 0,099 | 2061,220

Tab. 4 — Vypocet z/r? pro dvoumocné ionty
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Obr. 27 — Hodnoty z/r3 pro jednotlivé kationty
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Obr. 28 — Hofmeistrova fada iont( vzhledem k vodé (Zn?* se Fadi mezi Ca?* a Mg?*) [13]
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6.1.2 Procentudlni zastoupeni iontti na jednotlivych skupinach

Pomoci softwaru VMD bylo zjisténo, Ze nejvétsi skupinou na molekule HA je skupina
COO" (ndmi vytipovana skupina C6), ktera je pfiblizné srovnatelnd s velikosti sodného
kationtu. Naopak nejmensi skupinou je nami oznacend skupina HN. Ostatni skupiny jsou co
do velikosti zhruba stejné velké a fadi se svou velikosti mezi skupiny C6 a HN.

Systém Na*s HA

U tohoto sytému by mélo platit pravidlo odpovidajicich vodnich afinit, tudiz by se
mél sodny kationt nejvice parovat se skupinou COO" — viz iontové parovani [15]. Nejvice
sodnych kationtd interagovalo s HA v tésné blizkosti skupiny C6 (jedna se o skupinu COO
na D-glukuronové kyseliné — viz Obr. 17). Procentualni zastoupeni na skupiné C6 bylo 41%.

Na*
052
15%
6%
1%
%
051
3%
0203
11%
04HO4
17% 14

Obr. 29 — Procentuadlni zastoupeni sodnych kationtl na 8 vytipovanych skupinach
HA

Systém K*s HA

Nejvice draselnych kationtl interagovalo s HA na skupiné 0203 a to
s procentudlnim zastoupenim 27%. Na rozdil od systému HA s Na* neprevaZzovala interakce
pouze s jednou skupinou, ale zastoupeni na jednotlivych skupinach bylo kromé skupiny
051, 052 a HN témér rovnomérné. Prokazala se skuteénost, Ze skupina COO" preferuje vice
sodik jak draslik — viz Obr. 5.
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Obr. 30 — Procentualni zastoupeni draselnych kationtll na 8 vytipovanych
skupindch HA

Systém Cs* s HA

JelikoZ u systému s cesnymi kationty byl aritmeticky pramér poctu kationtd v tésné
blizkosti HA pouze 1,60+0,08, kolacovy graf procentudlniho zastoupeni iontd na
jednotlivych skupindch ma pouze orientacni charakter. Nizky pocet je zplsoben Spatnou
afinitou cesnych kationtd k vytipovanym skupinach HA. Zadna skupina HA neni tak velka jak
cesny kationt, jehoz iontovy polomér je 0,169 nm.
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Obr. 31 — Procentualni zastoupeni cesnych kationtl na 8 vytipovanych skupinach
HA
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Systém Ca*" s HA

U tohoto systému se taktéz predpokladalo, Ze bude platit pravidlo odpovidajicich
vodnich afinit, tudiz Ze nejvétsi procentualni zastoupeni by mélo byt na skupiné oznacené
jako C6. lontovy polomér sodnych a vapenatych kationtl je pfiblizné stejny. Vapenaté
kationty interagovaly s HA pouze na dvou z osmi vytipovanych skupin. Nejvice vapenatych
kationti interagovalo s HA na skupiné C6 a to s procentudlnim zastoupenim 67%.
Podle grafu vapenaté kationty taktéz interagovaly s HA na skupiné HN, kterd je mnohem
mensi neZ skupina C6 a to s procentudlnim zastoupenim 28%. Ve skutecnosti tyto ionty
pravdépodobné pritahovala skupina C6, ktera je v tésné blizkosti skupiny HN. Vapenaté
kationy interaguji s témito skupinami pfimo, tzn. mezi iontem a skupinou na HA se
nevyskytuji molekuly vody — viz Obr. 25.

Ca2+

HN
28%

Obr. 32 — Procentualni zastoupeni vapenatych kationtll na 8 vytipovanych
skupinach HA

Systém Zn%** s HA

U systému HA se zineénatymi kationty nedochazelo predevsim k interakci na jedné
¢i na dvou vytipovanych skupindch HA. Afinita skupina C6 uz nebyla dostatecné velka, aby
dochazelo pouze k interakci na této skupiné, jako v pfipadé interakce vapenatych kationtu
s HA. Procentualni zastoupeni na skupiné C6 bylo 36%. Interakce tedy probihala i na jinych
vytipovanych skupinach. Druhé nejvétsi procentudlni zastoupeni méla skupina O4HOA4.
ZineCnaté kationty interaguji s HA jak pres molekuly vody tak i pfimo.
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Obr. 33 — Procentudlni zastoupeni zinecnatych kationtd na 8 vytipovanych

skupindch HA

Systém Mg?* s HA

Aritmeticky prdmér poctd horecnatych kationtld v tésné blizkosti HA byl pouze
2,99+0,11. Kolacovy graf procentualni zastoupeni iontl na jednotlivych skupinach ma tedy
pouze orientacni charakter, jak tomu je i u systému HA s cesnymi kationty. Hofecnaté
kationy interaguji s HA vidy pres molekulu vody — viz Obr. 26. Maly pocet iont( v tésné
blizkosti HA byl zplsoben Spatnou afinitou horecnatych kationtli s HA, jelikoz na HA se
nenachdazi Zddna skupina srovnatelné mald jako hotecnaty kationt, jehoz iontovy polomér

je 0,065 nm.

Obr. 34 — Procentudlni zastoupeni horecnatych kationtlli na 8 vytipovanych

skupindch HA
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6.2 Vodikové mustky

V Tab. 5 jsou zaznamenany aritmetické praméry poctu vodikovych mustkd na
samotné HA. Vzhledem k malému poctu vodikovych mustk(l na samotné HA a pomérné
velkym chybach aritmeticky primért (viz Obr. 35) nelze tato data srovndvat
s Hofmeistrovou rfadou ani s pfedchozimi daty.

HA Cs K Na Mg Zn Ca
1 10,64 9,62 9,96 9,33 10,43 9,52
5; 0,19 0,17 0,20 0,19 0,19 0,17
Tab. 5 — Aritmetické prdméry poctd vodikovych muistkd mezi samotnou HA (i) a

jejich smérodatné odchylky ( 3,)
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Obr. 35 — Aritmetické priiméry poctu vodikovych mustk( na samotné HA a jejich
smérodatné odchylky

V Tab. 6 jsou zaznamenany aritmetické priiméry poctu vodikovych mastkd mezi HA
a vodou. Zde mlzZeme vidét u jednomocnych iontd souvislost s Hofmeistrovou radou
vzhledem k vodé — viz Obr. 4. Cesné kationty jsou vysoce chaotropni, tedy velice malo
ovliviiuji vodikové vazby v okolni vodé, a proto by pocet vodikovych mlstkd mezi HA a
vodou mél byt u cesnych kationtl nejvétsi. Naopak sodné kationty jsou spiSe kosmotropni,
tedy umoznuji poruseni vodikovych vazeb ve vodé, a pocet vodikovych mustkl mezi HA a
vodou je mensi. Dvoumocné kationty ale vykazuji inverzni charakter. Zda se, Ze ¢im vice je
iontd vtésné blizkosti HA, tim méné se tvori vodikovych mlstki mezi HA a vodou.
Dulezitéjsim faktorem, nezZ je soupereni iontll a makromolekuly o vodu, tedy asi bude
skutecnost, ze velky pocet iontl v tésné blizkosti neumozni tvorbu vodikovych mustk( z HA
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na vodu v mistech, kde jsou ionty. Korespondence poctu iontl v tésné blizkosti HA s

tvorbou vodikovych mlstku mezi HA a vodou je dobfe patrna z Obr. 36 a Obr. 19 a 20.

HA -voda |Cs Na Mg Zn Ca
Jii 150,6 149,3 130,8 154,0 141,6 104,4
0, 0,6 0,6 0,7 0,7 0,6 0,6

Tab. 6 — Aritmetické priméry poctli vodikovych mistkl mezi HA a vodou (1) a
jejich smérodatné odchylky ( 7,)
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Obr. 36 — Aritmetické priiméry poctli vodikovych muistk( mezi HA a vodou

6.3 Délky Sestice monosacharidovych jednotek HA

V Tab. 7 jsou zaznamendny aritmetické priaméry délek Sestice monosacharidovych
jednotek, které byly méreny na dvou rliznych mistech HA pro kazdy jednotlivy systém — viz
Obr. 18. Zajimava je souvislost s Hofmeistrovou fadou iontl vzhledem k vodé, ktera by
odpovidala nasledujici hypotéze. Chaotropni ionty maji velice slabé interakce s vodou a
vysledny celkovy systém nedokaZe zaujmout co nejmensi objem. Tudiz nejvétsi délku
Sestice monosacharidovych jednotek ocekdvame u velice chaotropnich iontd.
Z jednomocnych kationtl byla nejvétsi délka Sestice u systému HA s Cs*, které jsou pravé
velice chaotropni. Naopak sodné kationty jsou oproti Cs* vice kosmotropni a silngji
interaguji s vodou a cely systém dokaze zaujmout co nejmensi objem. TudiZ mensi délka
Sestice u sytému HA s Na* se zda byt v souladu s Hofmeistrovou fadou. Podle této hypotézy
by u dvoumocnych soli méla byt nejmensi délka Sestice u systému HA s Mg?*, jelikoZ
hofecnaté kationty jsou nejvice kosmotropni. U jedné Sestice monosacharidovych jednotek
(trojuhelniky v Obr. 37) jsou délky vsouladu stouto hypotézou, u druhé Sestice

monosacharidovych jednotek (kolecka v Obr. 37) se od této hypotézy odchyluje pouze HA
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s draselnymi ionty. Treti kontrolni méreni (Tab. 8) vSak vyse formulované hypotéze zcela
odporovalo. Délka riznych Sestic monosacharidovych jednotek se velmi lisi v zavislosti na
vybéru konkrétniho Useku HA, a proto neni vhodnou charakteristikou pro popis vlivu iont(
na HA. Délka u systému HA se sodnymi kationty byla u pfedchozi studie zjisténa 28A — viz
Obr. 9, kdezto u naseho systému HA se sodnymi kationty byla namérena délka v rozmezi
od 26 do 23A, coi poukazuje na velkou variabilitu délek monosacharidovych jednotek.
Diavodem velké odlisSnosti mlze také byt skutecnost, Ze autofi [21] simulovali jen
hexasacharidové molekuly HA. Na délku Sestice monosacharidovych jednotek bude mit
taktéz vliv poCty iontd v tésné blizkosti HA, podobné jak u tvorby vodikovych mUstka.

Cs K Na Mg Zn Ca
1 27,04 26,54 26,20 24,92 26,30 28,28
o, 0,10 0,10 0,11 0,10 0,11 0,10
1} 25,25 28,15 23,45 25,09 27,04 28,43
0, 0,11 0,10 0,12 0,13 0,10 0,10

Tab. 7 — Aritmetické priimeéry délek $estice monosacharidovych jednotek (v A) na
dvou riiznych usecich HA ( /1 ) a jejich smérodatné odchylky ( g,)

29
CaQc
78 K ® a
27 A Cs n @
A K A7
n
26 A Na
= Cs ®
25 ° Mg 2 vg
24
Na @
23
22
Obr. 37 — Aritmetické priiméry délek Sestice monosacharidovych jednotek na dvou
raznych Usecich HA
Cs K Na Mg Zn Ca
[ 23,26 27,7 24,55 25,94 24,2 26,7
6; 0,11 0,1 0,16 0,12 0,1 0,1
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26
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24
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Tab. 8 — Aritmetické praméry délek Sestice monosacharidovych jednotek na HA (1) a
jejich smérodatné odchylky (@,) pro tfeti kontrolni méfeni

® Ca

® Mg

® Na
® Zn

® Cs

Obr. 38 — Aritmetické primeéry délek Sestice monosacharidovych jednotek na HA
pro tfeti kontrolni méreni
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ZAVER

Cilem prace bylo popsat vliviontd na makromolekulu HA. Zkoumany byly dva rlzné
systémy HA. V prvnim byly zkoumany dva antiparalerni fetizky ve vodé zcela volné, u
druhého systému byla hned na zacatku provedena fixace 2 atom( uprostied kazdého z
fetizk( v mistech, kde se spontanné vytvofily vodikové mUstky. Divodem fixace byla snaha
zjistit, zda retizky, které jsou donuceny byt v tésné blizkosti, budou spolu interagovat a
vytvofi napf. strukturu dvousroubovice. Kazdy fetizek systému obsahoval 24 dvojic mono-
sacharidovych jednotek. Po obklopeni vodou byl system tak velky, Ze byl pro MD na hrané
unosnosti, takZze o moc delsi provazky molekulovou dynamikou neni mozné zkoumat.

Vliv soli na makromolekulu HA byl vyvhodnocovan zvlast pro jednomocné kationty a
zvlast pro dvoumocné kationty kvali rizné iontové sile. U jednomocnych kationt( byly mezi
ionty v tésné blizkosti HA poéitany ionty do 3A od HA. U dvoumocnych kationt( byly mezi
ionty v tésné blizkosti HA pocitany ionty do 4A, protoze nékteré kationty interagovali s HA
pres vodu.

Za nejzajimavéjsi zjisténi povazuji okolnost, Ze dllezitéjSim faktorem pro interakci
rGznych iontl s HA je ,pravidlo odpovidajicich si vodnich afinit“ neZz Hofmeistrova rada
iontd. Z vysledkl totiz vyplyva, Ze neexistuje Zadnda univerzalni Hofmeistrova rada iont(.
Vidy je tfeba uvést, vliv iontl na jaky konkrétni system zkoumame. Interakce makromole-
kuly s ionty je nejvyraznéjsi, pokud maji postranni skupiny makromolekuly srovnatelné
velkou velikost jako ionty Ucastnici se interakce. Z jednomocnych soli nejvice interagoval
sodny kationt s molekulou HA, jelikoz sodny kationt ma srovnatelnou velikost jako
postranni fetézce HA. Naopak z jednomocnych soli nejméné interagoval cesny kationt,
jehoz velikost je daleko vétsi nez postranni skupiny HA. Z dvoumocnych nejvice interagoval
vapenaty kationt, jehoz velikost je srovnatelnd se sodnym kationtem. Naopak nejméné
interagoval horecnaty kationt, jehoz velikost je daleko mensi nez postranni skupiny HA.
Vzhledem k HA se jednomocné ionty tedy seradily stejné jako v Hofmeistrové radé
vzhledem k vodé (Cs*- K*- Na*), ale dvoumocné ionty se sefadily presné v opacném poradi
(Mg2* - Zn?* - Ca?*).

Zklamanim bylo, Ze pti pocitani vodikovych mustk( na samotné HA nebyla
zaznamendana zadnd souvislost s Hofmeistrovou radou ¢&i s velikosti iontl, jelikoz
aritmetické praméry poctu vodikovych mastkd v rdmci HA byly malé a jejich smérodatné
odchylky praméru velké. U pocitani vodikovych mlstkd mezi HA a vodou bylo zaznamenano
opét zajimavé zjisténi, Ze dulezitéjsim faktorem, neZ je Hofmeistrova rada iont(i vzhledem
k vodé, tedy soupereni iontd a makromolekuly o vodu, bude spis skutecnost, Ze velky pocet
iontd v tésné blizkosti neumozni tvorbu vodikovych mustk( z HA na vodu v mistech, kde uz
jsou ionty. U jednomocnych soli odpovidaly pocty vodikovych mastkd mezi HA a vodou
Hofmeistrové radé iontl vzhledem k vodé. Prekvapeni nastalo u dvoumocnych soli, kde se
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pocty vodikovych muUstk( mezi HA a vodou seradily opacné nez v Hofmeistrové radé iont(
vzhledem k vodé. Tento zavér odpovida trvrzeni v pfedchozim odstavci.

Mirnym zklamanim byla posledni zjistovand charakteristika interakci soli s HA,
jejichz vybér byl inspirovan drivé publikovanymi daty. Touto charakteristikou bylo méreni
délek Sestice monosacharidovych jednotek molekuly HA. Bylo zjisténo, Ze tato
charakteristika neni vhodna pro popis vlivu iontd na HA, jelikoz délky rlznych Sestic
monosacharidovych jednotek se velmi lisi v zavislosti na vybéru konkrétniho Useku HA.

U specialnich fixovanych systému nebyla bohuZel pozorovana vyznamna interakce
obou fetizkd HA. Dlvodem mohly byt kratké ¢asy simulaci. Bylo by zajimavé ovéfit, zdali pfi
delsich ¢asech simulaci fixovanych systému by k interakci retizk( dochazelo.

Bakalarska prace se zabyvala pouze interakcemi kationt s molekulou HA. Zajimavé
by mohlo byt zkoumat také vliv rznych aniont(i na molekulu HA, popfipadé koncentracni
zavislost vSech charakteristik (respektive vliv iontové sily).
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
HA Hyaluronan
MD Molekulova dynamika

NMR  Nuklearni magnetickd resonance

A angstrom(jednotka délky)

Da dalton (jednotka molekulové hmostnosti)
Q Aritmeticky pramér

O, Smérodatna odchylka prdméru

[0) Valencni Uhel

U] Dihedralni dhel

DMSD Dimytehlysilandiol



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

SEZNAM OBRAZKU

ODBr. 1 = SErUKEUFA HA [B] e s 12
Obr. 2 —Sekundarni struktura HA (1. Struktura skldadany list; 2. Rovinny pas pfevedeny

do Sroubovice; 3. DvouSroubovice) [10] .c.eeeeeeivieeeeciieee e e 13
Obr. 3 — Hofmeistrova fada iontti vzhledem k proteintim [27]......c.ccccevveriiienieniennnne 14
Obr. 4 — Hofmestrova fada ionttl vzhledem k vode€ [13].......ccceoivininininiiiiiinene 15

Obr. 5 —-Zmény volné energie souvisejici s nahrazenim drasliku sodikem v kontaktnim
iontovém paru s Hofmeisterovou fadou aniont(. Horni Ctyfi anionty preferuji
sodik, dolni tfi anionty preferuji draslik, uprostfed jsou anionty bez vyraznéjsi

[T LY (T =T e Tol =T =) PR 16
Obr. 6 —Zakladni princip vypoCtu simulaci [16] .......ccccvveeiiriiieeiiiiieee e 19
Obr. 7 — Graf VDW potencialu s a bez aplikace funkce cutoff [24] .......ccccveeieiiveeennns 20
Obr. 8 — Interakce DMSD (horni obrazek) a vody (dolni obrazek) s HA ..................... 21
Obr. 9 — Konformace fetizk(l HA ze simulaci a experimentl [21] ......c.ccooveeieiiveeennns 22
(0] o g (0 R € - T s To] o 0 Y=Y ol 1 1 U RURR 22
Obr. 11 —Zavislost Y na d uanomeru B [1] coceeeeeeeeeeeicirieeeee e 23
Obr. 12 — Z4avislost mobility na krys.iontovych polomérech [22] ......cccccovveiiiiiieeennns 24

Obr. 13 — Zavislost primérné doby interakce sodnych iont( s jednotlivymi bazemi
DNA (trojuhelnicky pro jeden fetizek DNA, ¢tverecky pro druhy retizek). Horni
obrdazek pro 14 ns a spodni pro 60 ns simulace (z obrazku je patrné, zZe interakce
iontld s DNA se ustdlila az po delSi dobé) [23] .....oeeeeiveeeeeciieeeeeeeee e, 25

Obr. 14 — DVOJFELItEK HA .ottt e e et e e e e e e et aaeeees 27

Obr. 15 — (detail Obr. 14) Propojeni dvojretizku HA pomoci vodikovych vazeb (¢erné
usecky); 4 fixované atomy uhliku jsou znazornény pomoci VDW polomérd....28

Obr. 16 — Zavislost souétd Ca?* iontl v tésné blizkosti jednotlivych vytipovanych

SKUPIN HA N CaSB.uriiiiiiei ittt e e eee et e e e e e e e earreee e e e e e s e nnrseaeeas 29
Obr. 17 — Mista nejcasté;jsi interakce iontd s molekulou HA............cccoeevviiiiiineecnnns 30
Obr. 18 — Znazornéni Sestic monosacharidovych jednotek na dvou rlznych mistech
i A RNt 31
Obr. 19 — Aritmetické prliméry celkovych poctd iontl v tésné blizkosti HA.............. 33
Obr. 20 - Aritmetické praméry souctu iontl vtésné blizkosti jednotlivych
vytipovanych skupin Na HA ... e e e eanns 33
Obr. 21 — Zavislost souctu jednomocnych iontd v tésné blizkosti jednotlivych
vytipovanych skupin HA na c¢ase (od shora Na*, K*, Cs*)....ccoecuiriiiciiiieccciinnnnn. 34
Obr. 22 — Zavislost souctu dvoumocnych iont(i vtésné blizkosti jednotlivych
vytipovanych skupin HA na &ase (od shora CaZ*, Zn%*, Mg2)..cccvvevveevveveinnnne. 34
Obr. 23 — Interakce sodnych kationtl (Zluté) s HA do vzdalenosti 3A od 12
monosacharidovych jednotek HA ..., 35

Obr. 24 — Interakce cesnych kationtll (modie) s HA do vzdalenosti 3A od 12
monosacharidovych jednotek HA ........oocuiiiiiiiiii e 35


file:///D:/BP_Bus.docx%23_Toc450736494
file:///D:/BP_Bus.docx%23_Toc450736494
file:///D:/BP_Bus.docx%23_Toc450736495
file:///D:/BP_Bus.docx%23_Toc450736496
file:///D:/BP_Bus.docx%23_Toc450736497
file:///D:/BP_Bus.docx%23_Toc450736497
file:///D:/BP_Bus.docx%23_Toc450736497
file:///D:/BP_Bus.docx%23_Toc450736497
file:///D:/BP_Bus.docx%23_Toc450736498
file:///D:/BP_Bus.docx%23_Toc450736500
file:///D:/BP_Bus.docx%23_Toc450736503
file:///D:/BP_Bus.docx%23_Toc450736504
file:///D:/BP_Bus.docx%23_Toc450736506

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

52

Obr.

Obr.

Obr.
Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.

Obr.
Obr.

Obr.

25 — Interakce vépenatych kationt(i (modre) s celym fetizkem HA na vytipované
SKUPING C6 O 3A ... 36

26 — Interakce hofecnatych kationtl (Cervené) scelym fetizkem HA na
vytipovana skuping €6 do 3A ..o 36
27 —Hodnoty z/r3 pro jednotlivé Kationty.........ccceceeeveeeeirieceieececcee e 37
28 — Hofmeistrova fada iont( vzhledem k vodé (Zn?* se fadi mezi Ca?* a Mg?*)
T3] corveeeee ettt ettt ettt e et et ee e et e e et e e et et e e et et e e e ee e e e ereeeeeeen 37
29 — Procentualni zastoupeni sodnych kationtl na 8 vytipovanych skupinach HA
........................................................................................................................... 38
30 — Procentualni zastoupeni draselnych kationt( na 8 vytipovanych skupinach
H A et e e e e e e et eeee et e et — e aaeeeerata—————aaaans 39
31 - Procentudlni zastoupeni cesnych kationtli na 8 vytipovanych skupinach
H A ettt e e et e e et et eeee et eeat e aaeeeerata———aaaans 39
32 — Procentudlni zastoupeni vapenatych kationtl na 8 vytipovanych skupinach
H A ettt e e e e et e et e e e e et e et b e e e e e et e aat b aaeeeaaaans 40
33 — Procentualni zastoupeni zine¢natych kationtl na 8 vytipovanych skupinach
H A ettt e e et e e et et eeee et eeat e aaeeeerata———aaaans 41
34 — Procentualni zastoupeni horecnatych kationtl na 8 vytipovanych skupinach
H A ettt e e e e et e et e e e e et e et b e e e e e et e aat b aaeeeaaaans 41
35 — Aritmetické praméry poctu vodikovych mustk(i na samotné HA a jejich
SMErodatné odChylKY .......c.eeeiiiiieiee e 42
36 — Aritmetické praméry pocta vodikovych mastkd mezi HA a vodou............ 43

37 — Aritmetické praméry délek Sestice monosacharidovych jednotek na dvou
FAZNYCHh USECICN HA ... .. et 44
38 — Aritmetické priméry délek Sestice monosacharidovych jednotek na HA pro
treti KONTrolNi MEFENI....coi i 45



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

53

SEZNAM TABULEK
Tab. 1 — Aritmetické prdméry celkovych poctud iontl v tésné blizkosti HA (u) a jejich
smMerodatné odChyIKY (( GLL) coeoeeeee e e e 32
Tab. 2 — Aritmetické priiméry souctu iontl v tésné blizkosti jednotlivych vytipovanych
skupin na HA ( i ) a jejich smérodatné odchylky ( GLL) cceovieeieeniiniiiiiiiene 33
Tab. 3 — Vypocet z/r3 pro jednomOoCNE IONTY.......cecueeieiieiieiiecieete e ereas 37
Tab. 4 — Vypocet z/r3 pro dvoUMOCNE IONTY ....c.eeveiuieeeeeeereeee ettt eve s 37
Tab. 5 — Aritmetické priméry poctl vodikovych mustkd mezi samotnou HA (i) a
jejich smérodatné odchylKy (( GLL)...coeecueeeecieeeciee e 42
Tab. 6 — Aritmetické priiméry poctl vodikovych mistkd mezi HA a vodou (1) a jejich
smerodatné odchylKY ( G cooeveeeeeeiee e e 43

Tab. 7 — Aritmetické prliméry délek Sestice monosacharidovych jednotek na dvou
rdznych uUsecich HA ( ) a jejich smérodatné odchylky ( GpL) .cooveeveveeieeinennnen. 44
Tab. 8 — Aritmetické priméry délek Sestice monosacharidovych jednotek na HA ( )
a jejich smérodatné odchylky ( ou) pro tfeti kontrolni méfeni ........ccccoeuee..e. 45



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

54

SEZNAM PRIiLOH

Priloha P I: Tabulka atomovych a iontovych polomeért............c...cccocovvvveeeineeeeennnen.
PFIIORA P I TCL SCRIPT ...ttt ettt e e e e e e rer e e e e e s sesasbaeeeeeeeeenan

P

f
H

iloha P l1I: Konfiguracni soubor .NAIMD .............ccccoiiiiiiiieieniieee e



Priloha P I: Tabulka atomovych a iontovych polomért [28]

Table 10-9
Metals Atomic and lonic Radii 5 e
(in nanometers) Ho
0.208
0.053
01862 ’ 0.083 0077 (1070 DOSG 0012 0400
'. 0411 a8 Ne
i+ @ 9, 0260 . ,
0.068 0.140 0138
0.031
0.160 0143 5117 0115 0104 0099 0.191

=% YRR
[ ® o

Myt AT gt

0.095 0.085 0050 0.041

0227  pa97 0.198
o1e1 0145 0432 0.125 0.124 0.124 0125 0125 0.128 0.133 0.122 0.123 0,125 0.114 0111
'. 96606600800 ~. . -
St' Tl" V'l (:H Mn" few Co' N|zv Cu' ",- G,,u Ge"
2+
g‘;m 0.081 0088 0052 0052 0046 gp64 0074 0.072 0072 0074 D062 OO
0
0.218

0216 0181 0144 0149 0.163 om 0136 0143 0128

0066668860609 " -

. St . o o Nb + Mo“’ cn n.,a h-- Pd“ A g Cd” ln " Sn" cm
oon 0070 0062 pos8 0.054 g 0.081 0.071 0.062 0.216
0.148 0113 0093 0067 0064 [ 1pg 0.097 0.221

0.217 0173 0156 0143 0437 0137 0. ows 0138 0144 O 0170 0475 (155 0167 0.14 e
,6,6,00060006 - -
0169 0135 0.085 oove oo7o 0065 0060 0053 0064 0070 0137 040 00ss 0084 0074 0056 o
0.27 .
0.188 g3 0183 0182 0181 0180 0204 0180 0178 0177 0177 o1're 0475 0194
P Sm" Eu" Gd" Yb“ ny" Ho" E’ . T"‘" Vb"

0096 0095 0094 0oz 0091 (gggy 0088 0087 0086

o
2

’ 0.100  0.098
0.176 3 18 1A : 0457

Ami!

[C PSR- P

filoha P II: TCL SCRIPT

set outfile [open K 3&0Z.dat w];
set nf [molinfo top get numframes]
set sel [atomselect top "ion name POT and {(within 3 of segname
0zZ) "]
# loop
for {set 1 0 } {51 < Snf ' { iner 1 b
$sel frame 5i
S=el update
puts Soutfile "[5=el num] "
H

close Soutfile



Priloha P llI: Konfiguracni soubor .NAMD

structure /storage/brno6/home/v_bus/K/2wild K 1M.psf
coordinates /storage/brno6/home/v_bus/K/2wild K 1M.pdb
set temperature 310

set outputname /storage/brno6/home/v_bus/K/2wild K 1M
firsttimestep 0

# Input

paraTypeCharmm on

parameters /storage/brno6/home/v_bus/par top.inp
temperature Stemperature

# Force-Field Parameters

exclude scaledl-4
l-4scaling 1.0
cutoff 10.0
switching on
switchdist 8.0
pairlistdist 12.0

# Integrator Parameters

timestep 1.0 ;# 1fs/step
rigidBonds water

molly on

nonbondedFreq 2
fullElectFrequency 6

stepspercycle 30

# Constant Temperature Control

langevin on ;# do langevin dynamics

langevinDamping 1 ;# damping coefficient (gamma) of 1/ps
langevinTemp Stemperature

langevinHydrogen off ;# don't couple langevin bath to hydro-
gens

# Periodic Boundary Conditions

cellBasisVectorl 161.8 0.0 0.0
cellBasisVector?2 0.0 110.9 0.0
cellBasisVector3 0.0 0.0 187.2
cellOrigin 75.4 39.7 -50.5
wrapWater on
wrapAll on

# PME (for full-system periodic electrostatics)
PME yes
PMEGridSpacing 1.0

# Constant Pressure Control (variable volume)
useGroupPressure yes ;# needed for rigidBonds
useFlexibleCell no

useConstantArea no



langevinPiston
langevinPistonTarget
langevinPistonPeriod
langevinPistonDecay
langevinPistonTemp

# Output
outputName

restartfreq
dcdfreq
xstFreqg
outputEnergies
outputPressure

# Minimization
minimize
reinitvels

run 9000000 ;#9ns

on
1.01325
100.0
50.0
Stemperature

P ¥

Soutputname

900000
1800
1800
1800
1800

180
Stemperature

in bar -> 1 atm



