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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva simulaci dvou fetézcti hyaluronanu sodného ve smésnych
rozpoustédlech voda/l,4-dioxan a voda/terc-butanol za dvou rtznych koncentraci NaCl.
Teoreticka Cast prace shrnuje ptredchozi poznatky, v praktické ¢asti jsou predstaveny
vysledky simulaci, provadénych pomoci softwaru NAMD. Bylo zjisténo, ze ptitomnost
organické slozky a vyssi koncentrace soli podporuji vzajemnou interakci fetézci, ktera v

pritomnosti dioxanu vede k tvorbé dvojitych Sroubovic.

Kli¢ova slova: kyselina hyaluronova, virtualni simulace, molekulovd dynamika,

intermolekularni interakce, smésna rozpoustédla, vodikové vazby

ABSTRACT

The diploma thesis deals with two hyaluronan sodium chains simulations in water/1,4-
dioxane and water/tert-butanol mixed solvents at two NaCl concentrations. What is already
known us summarized in the theoretical part of this thesis, the results of simulations
performed by software NAMD are presented in the practical part. It was found that the
presence of an organic component and higher salt concentration cause d a higher
intermolecular interactions, which in water/dioxane solution resulted in the double-helical

structure.

Keywords: hyaluronic acid, virtual simulations, molecular dynamics, intermolecular

interactions, mixed solvents, hydrogen bonds
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UvVOD

Kyselina hyaluronova je hydrofilni biopolysacharid, nachéazejici se ve své pfirozené podobé¢
v mekkych tkanich lidi, zvifat a obecné téméf vSech zivych organismu. Je linedrni, v
pfitomnosti iontl tvoii energeticky stabilni Sroubovice a je vysoce rozpustna ve vodé, kterou
na sebe vaze, ¢cimz v téle podporuje hydrataci tkani. Protoze roztoky hyaluronanu jsou silné
pseudoplastické, podili se také na tlumeni narazt a regulaci tlaku v chrupavkach. Diky témto
vlastnostem ma kyselina hyaluronova celou fadu vyuziti v klinické medicin€, farmacii a

kosmetice.

Zatimco mechanické vlastnosti kyseliny hyaluronové jsou ¢astym pfedmétem vyzkumi, o
molekularnich interakcich, které tyto vlastnosti zprostfedkovavaji, toho moc zndmo neni. V
minulosti bylo provadéno né¢kolik studii, cilenych na vzajemné interakce fetézcii
hyaluronanu, ale vSechny se zabyvaly pfevazné intramolekularnimi vodikovymi mustky,
které zpeviuji fetézec a stabilizuji jeho prostorovou konformaci, pfipadné vazbami na

molekuly vody v okoli.

Uginnym prostfedkem pro studium téchto interakci se ukazaly molekularné dynamické
simulace. Ty vychazi z klasické Newtonské mechaniky, kdy na zakladé vSech vazebnych 1
nevazebnych interakci jednotlivych atomt predikuji chovani molekul. Protoze tato oblast se
neustale vyviji, je k dispozici nékolik programil a silovych poli, schopnych simulovat prave

kyselinu hyaluronovou.

Tato prace se zabyva studiem vzdjemnych interakci dvou fetézcii hyaluronanu sodného ve
vodé¢ a ve smésnych roztocich vody a organickych latek (terc-butanolu a 1,4-dioxanu)
pomoci softwaru pro molekulovou dynamiku NAMD a softwaru pro animaci a analyzu
vysledkti molekulové dynamiky VMD. Hlavnim cilem prace bylo popsat vzajemnou
interakci fetézcli hyaluronanu a posoudit, zda na ni ma vliv pfitomnost organického
rozpoustédla, vzajemna orientace fetézcl, nebo mnozZstvi soli v roztoku, se zvlastnim

zaméfenim na analyzu vodikovych vazeb.
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I. TEORETICKA CAST
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1 KYSELINA HYALURONOVA

Kyselina hyaluronova (HA) je linearni mukopolysacharid. Patii do skupiny aniontovych
glykosaminglykant, jako chondroitin nebo jeho sulfaitovand forma chondroitin sulfat [1], a

je jednou z nejvice hydrofilnich molekul v ptirodé [2].

Jako prvni byla popsdna némeckymi biochemiky — Karlem Meyerem a Johnem Palmerem
vroce 1934 [3]. Od té doby byl hyaluronan pfedmétem mnoha studii, které¢ zkoumaly
pirevazné jeho fyzikalné-chemické vlastnosti a roli v biologickych funkcich (napf.
u kmenovych bun€k nebo pfi lubrikaci tkani) [4], a jiz v 60. letech se zacal aplikovat na

1é¢bu popalenin ¢i koznich viedu [5].

Kyselina hyaluronovd je zakladni sloZkou extracelularni matrice obratlovcl, ale je
produkovana také nekterymi viry, bakteriemi a houbami [3]. V dospélém lidském tcle se
odhadem vyskytuje az 20 g HA ve formé soli — hyaluronatu, a to pievazné v o¢nim sklivci
a jinych mékkych pojivovych tkanich (v synovialni kloubni tekutiné nebo ve Whartonové
rosolu, ktery je soucasti pupecni $iliry [6]). Vyskytuje se vSak také intraceluldrné [2]. Témér

polovina HA z lidského téla se nachazi v kiizi [5].

1.1 Struktura

HA je alternujici kopolymer kyseliny B-D-glukuronové a N-acetyl-o-D-glukosaminu, mezi
nimiz jsou B (1 = 3) a B (1 = 4) glykosidické vazby (viz Obr. 1) [7]. Oba cukry jsou svym
prostorovym uspotfddanim piibuzné glukéze, kterda v beta konfiguraci umoznuje, aby
vSechny jeji objemné skupiny byly ve stericky ptiznivych ekvatoridlnich polohach, zatimco
vSechny malé atomy vodiku zabiraji méné stericky pfiznivé axidlni polohy [2]. Struktura HA

je proto energeticky velmi stabilni [2].

CO0 CH,0H

A% — H /II- AN

H - . X
1 " NI (" ﬂ

O y
1 ™\ OK /"’;I HO g -
OH H NHCOCH,
kyselina D-glukoronova N-acetylglukosamin

Obr. 1 — Struktura jedné jednotky hyaluronanu [2]

Hyaluronan je strukturdlné nejjednodussim glykosaminoglykanem. Jako jediny neni

kovalentné spojena s centralnim proteinem, neobsahuje zadné sulfatové skupiny a jako
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jediny neni syntetizovan v Golgiho aparatu [5]. HA je totiz produkovén piimo z bunéénych
povrchii na vnitini strané plazmatické membrany fibroblastl, pomoci tfech rtznych

hyaluronan-synteaz (lisi se pravdépodobné délkou fetézce, ktery vytvari) [8] [3].

Zatimco primarni struktura nema zadné variace, sekundarni a tercidrni struktury siln¢ zavisi
na matrici a jejich vlastnostech (pH, koncentraci iontt a vlhkosti) [7]. Experimentalni data
méfend ve vodnych roztocich naznacuji, ze v pfitomnosti sodnych a draselnych ionti tvoii
HA levotocivé Sroubovice (Obr. 2) s periodou identity C¢tyfi, nebo tfi (v piitomnosti
dvousroubovice (v pfitomnosti iontll rubidia nebo cesia) nebo i Sroubovice s periodou

identity dva (pfi pH = 2) [9].

L]

Obr. 2 — Ilustrace levoto€ivé Sroubovice s periodou identity Ctyfi [10]

Ve viech vySe uvedenych piipadech byvaji karboxylové skupiny orientovany smérem k
jadru Sroubovice (Obr. 3) [11]. Jelikoz struktura se zda stabilni, karboxylové skupiny s
nejvetsi pravdépodobnosti nejsou nabité - jsou protonované, nebo jsou na nich navazany

ionty, coz snizuje elektrostatickou interakci a umoziuje vznik vodikovych vazeb [11].
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Obr. 3 - Struktura dvousroubovic — na obrazku nejsou pro

zajisténi prehlednosti ukazany N-acetylové skupiny [11]

Na rozdil od struktury HA v pevném stavu, ktera je dobie prozkoumana, u roztokit HA jsou
strukturalni udaje vzacnéjsi. I proto se za timto ucelem €asto vyuZzivaji simulace molekulové
dynamiky, které sice nemohou poskytnout pfimé informace, ale 1ze je pouzit ke generovani

hypotéz, které 1ze experimentalné testovat [8].

Ve fyziologickém roztoku je patef molekuly HA vyztuZena intramolekularnimi vodikovymi
mustky pies glykosidické vazby, interakci s rozpoustédlem a také elektrostatickym
odpuzovanim karboxylovych skupin [12] [2]. Naopak neexistuje Zadny dikaz o ptipadnych
hydrofobnich interakcich, nebo o jejich pfispivani k vlastnostem sit€ [12]. Hyaluronan

zaujimé v roztoku formu ndhodného klubka a fetézce jsou semiflexibilni [2].

Existuje fada experimentdlnich dikazii podporujicich ve vodném roztoku piitomnost
intramolekularnich vodikovych vazeb (HB), zejména mezi amidovymi a karboxylovymi
skupinami [8] [4]. Tyto vazby lokdlné¢ zpeviiuji fetézec omezenim rotace kolem
glykosidickych vazeb. Zarovenn mohou také stabilizovat prostorové uspotfadani (neboli

konformaci) fetézcii a mohou byt také pfimo odpovédné za jeho tvorbu [4] [9].

Daéle jsou fetézce stabilizovany slabymi prechodnymi vodikovymi vazbami na molekuly

rozpoustédla, resp. vodnymi mosty (Obr. 4) [9]. Jejich podil roste s hydrataci a vyrazné



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 13

zvySuji mezifadzovou pevnost a tuhost na rozhrani hyaluronan-voda [13]. Byly pozorovany
1 takové mosty, které zahrnuji dvé molekuly vody, nebo i vice (obvykle na stejnych mistech,
kde se tvofi i jedno-molekulové mosty) - k narustu poctu zacastnénych molekul vody ve
vodnim mustku dochazi pfi dalSim zvySovani urovné hydratace [8] [13]. Pevnost téchto
mostil je naruSovana pfitomnosti intramolekularnich vodikovych vazeb. S tim je spojen

pokles mechanickych vlastnosti na rozhrani voda-hyaluronan-voda [13].

VODNI MOST

VODNI \\l H’

MOST

Obr. 4 — Priklad struktury vodnich mosti [8]

Zatimco v krystalu se mezi jednotlivymi fetézci velmi béZné vyskytuji intermolekularni
vodikové vazby, v roztoku jejich vyskyt neni tak hojny [7]. Vysoka viskozita HA pfii nizkych
smykovych rychlostech a neidealita pii rychlostech vysokych, které¢ byvaji nékdy mylné
povazovany za diikaz existence sité, jsou jednoduSe zpusobeny fyzikalnimi zapleteninami

mezi fetézci [3].

Mnoho ¢lanka uz se timto tématem zabyvalo, ale kviili nedostatku experimentéalnich dat se
neobjevil Zadny vyhovujici model dynamického chovani HA v roztoku [9]. Podle
nejnovéjsich studii by mély stabilni vodikové vazby vznikat pfi hodnoté pH = 2,5 a byt tak
zodpoveédné za tvorbu gelu [14]. V ramci bakalaiské prace, na kterou tato prace Castecné
navazuje, bylo v simulacich pozorovano, ze malé mnozstvi HB (do 10 vazeb / 1 ns) mezi

tetézci HA vznika 1 pii normalnim pH [15].

Intermolekularni interakce HA ale nemohou byt (za normdlnich podminek) pfili§ stabilni.
Kdyby byly, nezachovaval by si ¢isty HA az do vysokych koncentraci svoji viskozitu, ale
vytvotil by pevny gel [9]. Jak uz bylo uvedeno vyse, gel se sice vlivem molekularnich

interakcei tvofi, ale jen pii specifickém vyse uvedeném pH [14].
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1.2 Vlastnosti

Hyaluronan m4 obvykle velmi vysokou molekulovou hmotnost 10° — 10° Da. To je pfiblizné
250 — 2500 disacharidovych jednotek (nékteré zdroje uvadgji az 107 Da - tedy deset tisic
jednotek nebo i vic [5] [8]) [1]. Je linedrni a zaporné€ nabity [13].

Rada fyziologickych vlastnosti HA je ovlivnéna délkou fetézce (v lidském téle se vyskytuje
cela Skala délek) [6]. Velké fetézce maji napiiklad v télech savcli antiangiogenni a
imunosupresivni roli a podileji se mimo jiné na hojeni ran a regeneraci. Stiedni fragmenty
(25 — 50 disacharidtl) maji zanétlivé imunostimulacni a vysoce angiogenni ucinky a malé
oligosacharidy jsou antiapoptotické a indukuji proteiny tepelného Soku [5]. Pro rozsahlé
biologické funkce hraje dilezitou roli také charakter okolniho prostfedi — pH nebo

pritomnost iontl [7].

HA vykazuje za fyziologickych podminek vyjimecné vysokou tuhost v ohybu
(délka perzistence 4 — 7 nm, tedy pfiblizn€¢ 4 — 7 monomert [4]. V roztoku jsou fetézce

semiflexibilni [3].

Nativni HA je vysoce rozpustny ve vodé a v téle se rychle odbourdavd pomoci enzymt,
radikall a reaktivnich forem kysliku. Proto byly pro specifické aplikace vyvinuty chemicky
modifikované derivaty. Typické chemické modifikace HA zahrnuji Gpravu karboxylovych
nebo hydroxylovych skupin hlavniho fetézce, na které je mozné (zejména pro podporu
sitovani) naroubovat molekuly jinych latek. Nejcastéji je toho dosazeno s pomoci
esterifikace, sulfatace nebo karboimidem zprostfedkovavanych reakci [16]. Déle se v praxi

provadi konjugace s 1éky nebo mikroenkapsulace [5].

Molekula je siln€ hydrofilni a vaZe na sebe vodu i ionty, ¢imz efektivné udrzuje hydrataci
tkani [3]. Na flexibilitu fetézce ma vyznamny vliv druh rozpoustédla nebo druh a
koncentrace ionti. V siln¢ alkalickém roztoku dojde k naruseni vodikovych vazeb a fetézce
se stanou podstatné flexibilngjsimi [12], naopak ptitomnost sodnych iontl tvorbu vazeb
podporuje (coz bylo pozorovéano i v ramci bakalaiské prace [15]) [8], jelikoz se zde mohou
nachazet v pozici mezi dvéma sousednimi fetézci a tvofit svou interakci s obéma fetézci
iontové mosty. Tato interakce je 1épe pozorovatelnd v krystalu - v roztoku ionty s fetézci

interaguji méné. Pfedpokladanym diivodem je pfitomnost molekul vody a interakce s nimi
[7].

Roztoky hyaluronanu vykazuji velmi neobvyklé¢ reologické vlastnosti (pravdépodobné kvili

intramolekularnim vodikovym mistkiim [12]) a jsou mimotadné lubrikaéni. Jiz 1% roztok
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HA ma vysokou smykové zavislou viskozitu a je siln€ pseudoplasticky [2]. Tato viskozita

siln€ klesa pfi zvyseni teploty [4].

Organicka rozpoustédla maji na ohebnost (a obecné 1 na dalsi vlastnosti HA) vyrazné siln€jsi
vliv nez vodny roztok, zejména diky své nizsi permitivité. V ethanolu se napt. pohyblivost
HA zvysuje (pravdépodobné proto, ze ethanol vytlaci z fetézcli vodu a tim narusi vodikové

vazby) [12]. Podobnych vysledki bylo dosazeno i pii pouziti acetonitrilu [17].

1.3 Vyuziti

Fyziologickymi funkcemi HA v lidském téle je tlumeni narazii a lubrikace, regulace
hydratace a transportu vody do mékkych tkani a modifikace chovani bun¢k (napft. pti vzniku
nadoru) [17] [2]. V ktzi hraje HA roli lapace volnych radikali generovanych ultrafialovymi
paprsky ze slunec¢niho zéafeni a mimo jiné podporuje jeji pruznost (to je pravdépodobné
divodem vyssi koncentrace HA v pokoZzce zvifat zijicich v podzemnich tunelech) [5] [18].
Pusobi také jako leseni, na které se nekovalentné vazi dalsi proteoglykany pfi regulaci tlaku
v chrupavce [9]. Mezi dalsi mozné funkce patii podpora deformovatelnosti tkdn€ a rastu

bunék (zejména b&hem te¢hotenstvi nebo pii hojeni ran), udrzovani priichodll pro bunéénou

migraci, podpora bunééné adheze [8] a efektivni vyplii prostoru, udrzujici hydrataci [17] [3].

V klinické mediciné se HA pouziva jako diagnosticky marker pro mnoho nemoci véetné
rakoviny (mnoho nadori se vyznacuje nadmérnou produkci hyaluronanu, ktery pak v okoli
nadoru podporuje angiogenezi [18]), revmatoidni artritidy a jaternich patologii, nebo napt.
pro doplnéni poskozené synovialni tekutiny u artritickych pacientt [5]. Také byly z HA
syntetizovany materidly reagujici na prostfedi (reakce na zéanét, elektrickou stimulaci,

teplo...) [2].

ProtoZe je neimunogenni a biokompatibilni, je také vynikajicim zédkladem pro nosice 1é€iv,
vyvoj umélych tkdni a dalSich biomaterialti, véetné kardiovaskularnich, farmakologickych,
onkologickych a ortopedickych aplikaci (viskosuplementace = zlepSovani fyziologického
prostfedi v osteoartritickém kloubu doplnénim tekutin) [14] [3]. Béznym vyuZzitim HA jsou

povlaky na implantatech, branici adhezi bakterii nebo koagulaci krve [2].

Dalsi dilezité 1ékatské aplikace jsou v oblasti kiize (obvazy, podporujici hojeni), o¢i a usi a
to zejména pii operacich, kde je potieba manipulovat s choulostivymi tkanémi
(viskochirurgie) [6]. Kyselina hyaluronanova se hojné vyuziva také k viscoaugmentaci

(vyplnéni a zvétSeni tkanovych prostorti, jako jsou kiize, svaly svérace, hlasové a hltanové
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tkan¢) zejména pro odstranéni vrasek na obliceji a atrofickych jizev. HA je pro tyto aplikace

vvvvvv

Mimo klinické a v soucasné dobé také velmi populdrni kosmetické aplikace se HA

obohacena o hydrofobni skupiny také pouziva k zachyceni barviv a terapeutik [19].
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2 MOLEKULOVA DYNAMIKA

Klasicka molekulova dynamika (MD) je druh pocitatové simulace, ktera vychazi z klasické
Newtonské mechaniky a pocitd potencialni energii molekuly jako soucet energii vSech
vazebnych i nevazebnych interakei jejich jednotlivych atomt [20] [21]. Tento nastroj pro
predikci interakci, vazebnych mist a konformaci je obzvlasté uzitecny v oblasti vyzkumu,
kde experimentalni data neposkytuji pottebné rozliSeni [22] [23]. Ackoli tyto simulace samy
0 sob¢ nemohou poskytnout pfimé strukturalni informace, lze je pouzit ke generovani

hypotéz, které 1ze nasledné experimentalné testovat [8].

MD je pro studium biosystému velmi efektivni. Diky svému omezeni na pouhou newtonskou
fyziku je podstatné jednodussi oproti napf. mechanice kvantové. Na popis chovani
makromolekul totiZ zpravidla newtonskd mechanika sta¢i. V ptipadé€ lokéalnich problémi je
mozné vyuzit data z kvantovych vypocti ve formé parametra silovych poli. Nevyhodou je
nicmén¢ neschopnost studovat chemické reakce — tedy vznik, resp. zanik chemickych vazeb

v prub¢hu simulace [24].

Uz pocatkem sedmdesatych let minulého stoleti byla provadéna prvni vypocetni feSeni
struktur glykosaminglykanti. Po prvnich experimentech na chondroitinu byla v roce 1978
zkoumana 1 konformac¢ni analyza HA a to v jak v nabitém, tak v neutralnim stavu. Diky této
studii se znacné zlepSilo porozuméni povrchové energii a rozmérim fetézce, které dobie
korespondovaly s experimentalnimi vysledky krystalové analyzy. Na poc¢atku osmdesatych
let pak doslo u virtudlnich experimentt k nejvétsimu pokroku — byla vyvinuta molekularné-
mechanické silova pole a postupné byla zac¢lenovana do simula¢nich programt. Zacaly se

také hojnéji vyuZivat parametry naméfené NMR spektroskopii [23].

2.1 Princip simulaci

MD aproximuje atomy a vazby mezi nimi kulovitymi ¢asticemi spojenymi pruzinami [24].
V jejich stiedu je lokalizovan néboj, odpovidajici danému atomu, tuhost kazdé z pruzin je
popsana specialni konstantou. Pro kazdy atom se zadaji i dal$i charakteristiky v podobé
VAW pomeéru, naboje, relativni hmotnosti, vaznosti, nebo geometrie jeho vazeb. U vazeb je
nutné znat jejich délku a thly mezi nimi [21]. Vysledna potencialni energie je pak funkci
soufadnic jednotlivych atomu, které je do simulace nutno zadat, a interakci, které na tyto

atomy pusobi (viz Obr. 5), a to jak vazebnych, tak nevazebnych [24].
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dvoijice atomu dvojice atomi

Obr. 5 — Jednotlivé slozky potencidlové funkce molekul [24]

Mezi vazebné interakce patii pnuti jednotlivych vazeb, ohybani valen¢nich thll a deformace
torznich uhld. Do nevazebnych se pocitaji elektrostatick¢ sily a van der Waalsovské
interakce (coulombické, indukéni a disperzni sily). Jejich nejlepSim modelem je Lennard-

Jonesova funkce 12-6:

By = 2e[(2) - ()] 0

kde r je vzdalenost atomi, ¢ hrani¢ni vzdalenost, kde na sebe jednotlivé atomy zacinaji

silové plsobit a ¢ minimalni energie pro danou dvojici atomt) [21].

Hlavni soucasti simulace je model fyzikalniho systému — tedy molekul, jejichZ interakce ma
byt studovana. Casovy vyvoj interagujicich molekul je popsan pohybovymi rovnicemi
jednotlivych atomt a je zcela ur€en pocate¢nimi pozicemi, rychlostmi a pisobicimi silami

[20].

Klicovou soucésti simulaci jsou silova pole (force field), kterd jsou tvofeny potencidlovou
funkci (schématicky znazornéna na Obr. 5) a popisuji délky vazeb, vazebné i torzni uhly
nebo silové konstanty. Ty urcuji, jak moc se stav molekuly lisi od idealniho [21]. VSechny
zmiflované parametry jsou ziskdvany bud’ experimentidlné¢ z empirickych dat (RTG a
neutronovou difrakci, NMR, v ptipad¢ silovych konstant také rotacni nebo vibracni

spektroskopii...), nebo pomoci vypoctu z energetickych hyperploch [24].

Silovych poli je celd fada a neustédle jsou vyvijena a zdokonalovédna [21]. Mezi nejcastéji

pouzivana silova pole patii AMBER (1984,1995), CHARMM (1983), GROMOS (2001) a
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OPLS-AA (1996). Kazdé z nich ma svoje vlastni metody, charakteristiky rozpoustédla a
parametry. Pro studium glykosaminglykani se v dnesSni dobé nejCastéji vyuzivaji

GLYCAM (http://glycam.org/), CHARMM (https://www.charmm.org/) a GROMOS

(http://www.gromos.net/). GLYCAM navic obsahuje rozsahlou knihovnu sacharidovych

sekvenci [23].

Ptiprava simulace

a. Na pocatku je nutné mit trojrozmérnou strukturu vybranych molekul, tzn. soufadnice
vSech simulovanych atomu a informaci, které atomy jsou spojeny vazbou. To je
mozné ziskat z nékteré z databazi (napf. Cambridge Structural Database), nebo

vytvofit pomoci tomu ur¢enych nastroji (napt. CHARMM-GUI) [23].

b. Nekterym z ptislusnych programti (VMD, Leap, X-leap, tleap, CGenFF, Topolbuild,
TopolGen, pdb2gmx, PRODRG, ATB nebo ACPYPE) je potieba pomoci
prislusného topografického souboru pfifadit jednotlivym atomiim hmotnosti,
parcidlni naboje a typ atomu daného druhu, ktery rozhoduje o tom, jaké silové
parametry budou jednotlivym interakcim pfifazeny. Dale je nutné zkontrolovat
celkovy néboj a ptipadné jej vykompenzovat ptidanim iontd [23]. Pro ideélni pribéh
simulace je nutné, aby byl systém elektroneutralni. Pokud tomu tak neni, simulace

jsou nepiesné a vysledky jsou zatizeny velkou chybou [25].

c. Nasleduje solvatace, nejéastéji vodou (existuje n¢kolik modelti molekul vody) a
ptipadné pfidani dalSich iontl (ma-li byt vyslednym rozpoustédlem solny roztok).
V tomto okamziku je také zadan tvar simulovaného boxu (krychle, kvadr, oktaedr...)
a jsou definovany periodické okrajové podminky ve vSech smérech [11]. Nésleduje
minimalizace energie celého systému. Teprve potom je mozné zacit systém

simulovat za dané teploty, resp. tlaku [23].

Pfi samotné pracovni simulaci probihé feseni jednotlivych pohybovych rovnic. To miize
trvat 1 pomérné€ dlouhou dobu, zaleZi na velikosti simulovaného systému a sloZitosti modelu.
Neustalym mnohonasobnym vyc¢islovanim relativné jednoduchych rovnic je ziskana casova
zavislost poloh jednotlivych atomi. Na zavér se kone¢né pozice a rychlosti ¢astic ulozi a je
mozné z nich vychéazet v navazujici simulaci. Z divodl velkého objemu zpracovavanych dat

je takovéto tlohy nutné provadét paralelné na nékolika vykonnych procesorech [20].


http://glycam.org/
https://www.charmm.org/
http://www.gromos.net/
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2.2 Software VMD a NAMD

VMD (Visual Molecular Dynamics) je graficky program navrzeny pro praci s vysledky
simulaci — pro zobrazeni, animaci a analyzu molekularnich sestav (zejména biopolymeri
jako jsou proteiny a nukleové kyseliny, ale v soucasné dob¢ uz i polysacharidy, lipidy, nebo

dalsi makromolekuly) [26].

VMD miize soucasn¢ zobrazit libovolny pocet struktur za pomoci Siroké Skaly stylt
vykreslovani a barevnych metod (viz obrazky v experimentalni ¢asti prace) v konkrétnim
kroku simulace. Program je schopen pracovat jak s nepohyblivymi molekulami,
importovanymi ze soubori s ptiponou ,,pdb“, nebo také se simula¢nimi trajektoriemi
ziskanymi piimo z nékterého z programi MD. Ve VMD je pro tyto ucely k dispozici
program NAMD a propojovaci software MDCOMM [26].

Program NAMD (NAnoscale Molecular Dynamics), ocenény nékolika cenami (napf.
Gordon Bell Award 2020), je paralelni MD software, navrzeny pro vysoce vykonnou
simulaci riznych biomolekularnich systémi. Pti Skalovani vyuziva n¢kolik stovek az stovek

tisict jader (zalezi na mnozstvi simulovanych molekul) [27].

NAMD pouziva pro ptipravu simulované¢ho systému program molekuldrni grafiky VMD,
pro topologie a silové parametry zpravidla CHARMM, ale je kompatibilni 1 s AMBER a X-
PLOR. VSechny dilezité parametry, jako velikost boxu, teplota, tlak nebo periodické
okrajové podminky, se zadaji do konfiguracniho souboru. Je zde mozné nastavit i to, jestli
jsou nékteré vazby povazovany za tuhé, pocatecni ¢as simulace (pokud neni pocatecni Cas
0), jeji délka nebo také frekvence ukladéani vysledkd. Simulaci je mozné spustit pomoci
davkového souboru s piiponou ,,sh”, kde je mozné definovat na jakém procesoru ma
simulace probihat a ptipadné kolik mista zabere. Software je distribuovan zdarma i se svym
zdrojovym kodem, pro nekomercni uziti jednotlivei, firem nebo akademickych instituci

[27].

Mimo NAMD existuji i dal§i softwarové simulaéni néstroje. Mezi nejvyuzivanéjsi patii

GROMACS nebo AMBER [23].
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3 METODY

3.1 Simulované systémy

V rémci této prace byly provadéné simulace chovani dvou fetézcli hyaluronanu. Kazdy
z nich se skladal z deseti disacharidovych jednotek (dvacet sacharidovych residui). Simulace
molekul hyaluronanu (a molekulové, ale i1 kvantové dynamiky obecné [22]) se pro co
nejvetsi jednoduchost obvykle provadéji s pomérne kratkymi fetézci, na nichz lze ale docela

dobfte aproximovat i chovani celku [12].

Jako rozpoustédlo byla zvolena voda. U tfetiny systémil bylo do vody pfidano pouze NaCl,
ve zbytku tvofila voda smésné rozpoustédlo v objemovém pomeéru 1:1 s nckterou z
organickych molekul — terc-butanolem a dioxanem (Obr. 6). Smési vody a alkoholl se
zkoumaji velmi Casto a terc-butanol je nejvétsi alkohol, ktery lze jesté smisit s vodou [28].
Heterocyklicky 1,4-dioxacyklohexan, nazyvany jednoduse ,,dioxan‘ (protoze s jeho izomery
se lze setkat jen zfidka) je s vodou také dobie misitelny a jeho vyuziti do smésnych
rozpoustédel vody a organiky ma dlouhou historii [29]. Z téchto rozpoustédel ma nejvyssi
permitivitu pii 20 °C voda (80,1), nasleduje terc-butanol (17,8) a nejnizsi hodnotu ma dioxan

(2,25) [30] [31].

Obr. 6 — Grafické znazornéni molekul terc-butanolu a dioxanu

Koncentrace soli byly dvé: OM (systémy byly pouze neutralizovany ionty) a 0,2M. Kazdy
takovy systém mél dvé varianty vzajemné orientace fetézci — antiparalelni (tak jako

v predchazejici bakalatské praci) i paralelni (viz Tab. 1).

Tab. 1 — Pfehled simulovanych systémi a zavedeni jejich znaceni

voda voda + dioxan | voda + terc-butanol
OM |[awOM| awdOM awtOM antiparalelni
02M|a w 02M| a w d 02M aw t 02M orientace
OM [pwOM | pwdOM p w tOM paralelni
02M |p w 02M| p w d 02M p w t 02M orientace
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Zatimco fetézce ani organické molekuly nebyly nijak upravovany a zjednoduSovany, pfi
simulaci vody je mozné si zvolit néktery z mnoha modell, jak uz bylo uvedeno
v predchozich kapitolach. V ptipadé¢ této prace byl zvolen velmi jednoduchy model TIP3P
(Obr. 7), poprvé zminén 1961 [12]. Tento model je zaloZzeny na geometrii molekuly vody
v plynné fazi a pro zjednoduseni nezahrnuje kmitani vazeb ani thlu mezi nimi. Silova pole

CHARMM jsou vyvijena tak, aby byla kompatibilni pravé s timto modelem [32].

4.45°

H<osas

Obr. 7 — Model vody TIP3P

Tvorba simulovanych systémii probihala tak, e byly vytvoreny simulaéni boxy o hrané 40 A
s definovanymi pocty molekul rozpoustéla pomoci volné dostupného programu PACKMOL.
Nasledné byly tyto boxy simulovany pomoci programu NAMD a teprve po ziskéani relativné
rovnomérné distribuce byly témito solvatacnimi boxy ze vSech stran obklopeny fetézce HA.
Jako posledni byly vkladany ionty dle zamySlené koncentrace. Proto se v kazdém systému

vyskytuje odlisny pocet molekul (Tab. 2).

Tab. 2 — Pocet atomll a molekul v jednotlivych systémech (pfepocet poctu atomill na pocet

molekul byl provadén délenim — v ptipad€ vody tfemi, u dioxanu ¢trnécti a u terc-butanolu

patnacti)
pocet atomil pocet molekul
OM 02M OM 02M
voda (w) 142842 | 141714 47 614 47238
voda (w_d) 73 200 72 654 24 400 24218
% voda (w_t) 71 631 71 079 23 877 23 693
= |dioxan 64 638 4617
& | terc-butanol 65 625 4375
£ |ionty (w) 20 376 -
ionty (w_d) 20 202 -
ionty (w_t) 20 198 -
voda (w) 128 712 127 692 42 904 42 564
voda (w_d) 66 009 65517 22 003 21 839
= |voda(w 64251 63771 21417| 21257
© |dioxan 57 470 4105
£ | terc-butanol 58 980 3932
= lionty (w) 20 340 -
ionty (w_d) 20 184 -
ionty (w_t) 20 180 -
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Celkovy pocet molekul vody byl tedy mirn¢ odlisSny u kazdého systému, ale vzdy se
pohyboval okolo 47 000 molekul, ptipadn¢ 24 000 molekul vody plus 4 450 molekul
organického rozpoustédla. Objem boxu se v pribehu simulaci lehce ménil, ale fadove se

vzdy jednalo o piiblizng 150 A°.

Pocatecni konfigurace vSech paralelné orientovanych systémui byla stejna (viz Obr. 8).
U antiparalelnich se lisila systém od systému. Vzdy ale vychazela z ndhodné¢ vzniklého

prirozeného natoceni fetézcli v nékteré z predchazejicich simulaci.

Obr. 8 — Pocatecni konfigurace paralelnich systému

Retézce nebyly nijak fixovany, proto se v pribéhu simulace asto vzdalily natolik, Ze uz na
sebe nemohly nijak ptsobit. V takovém piipad¢ bylo nutné fetézce manualné ptiblizit a
pfipadné 1 otocit, aby opét zaujaly pozadovanou orientaci. Pocet téchto manudalnich zasaht

se 1i8il pro kazdy systém, ale nikdy se nejednalo o vétsi Cislo, nez pét.

Samotné simulace probihaly s vyuzitim organizace Metacentrum na vypocetnich pocitacich
v Praze a v Brn€. Spojeni s témito pocitaci zajistovalo piikazové rozhrani PuTTY a software
WinSCP. Zadavani a zpracovani vysledki pak bylo provadéno na vypocetnim pocitaci

UFMI FT UTB pomoci programi NAMD a VMD.

3.2 Parametry simulaci

Vsechny parametry simulaci byly zadavany do konfiguracniho souboru s pfiponou ,,namd*

(viz Ptiloha P 1), jak uz bylo uvedeno v kapitole o MD.

Simulace probihaly pii pokojové teploté 298,15 K a standardnim tlaku jedné atmosféry. Tlak
i teplota byly konstantni. Casovy krok simulaci byl 1 fs, coZ odpovidalo rychlosti kmitani
vodikl a tim padem i vzniku a zdniku ndmi studovanych interakei. Pro vypocet nevazebnych

interakci byl pouzit ¢asovy krok 2 fs, kdy dosah nevazebnych interakci byl do 10 A. Vypodet
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elektrostatickych energii a sil byl provadén kazdou Sestou fs pomoci metody PME (Particle

mesh Ewald), vyuzivané pro velké, periodicky se opakujici systémy [33].

Pted kazdou simulaci probihala minimalizace potencidlni energie, u systémt simulovanych
v této praci byla obvykle 5 400 krokt. V piipadech, kdy probéhlo manualni piiblizeni
fetézcl, bylo ovSem nutné provadét minimalizaci del$i dobu a to bud’ 10 800 krokd, nebo
v nékterych komplikovangjsich piipadech dokonce i 108 000 krokii. Frekvence ukladani
soutradnic jednotlivych atomu a dalSich fyzikalnich charakteristik systému, jako jsou napf.

teplota nebo tlak, byla nastavena na kazdych 3 600 fs.

Pro ziskéni co nejporovnatelnéjSich vysledkii bylo u vSech systémili napocitano alespon
100 ns (Tab. 3). Vyjimku tvorily systémy cisté vody, u kterych byla v prubéhu simulaci
zjiSténa vada v pocatecnim nastaveni a nemélo proto smysl je pocitat dal. Pro pfipadné
porovnani bylo navic mozné pouzit i vysledky z bakalaiské prace, resp. na ni navazujici letni

staze, prestoze tam byly pocitany interakce delSich fetézci a pii jinych teplotach.

Tab. 3 — Doba simulaci jednotlivych systémi [ns]

antiparalelni paralelni
oM 0.2M oM 0.2M
w 55 68 W 94 115
Wt 74 142 Wt 154 142
w d 106 104 w d 141 122

3.3 Pocitané charakteristiky

Vzhledem k zadéani diplomové prace byly nejCastéji pocitanou charakteristikou vodikové
vazby. Vypocty HB byly provadény piimo v programu VMD na zakladé jejich geometrické
definice: stav, kdy je vzdalenost donoru a akceptoru mensi nebo rovna 3 A a thel, ktery
sviraji roviny donor-vodik a vodik-akceptor, je mensi nez 20°. Do programového rozhrani
bylo zadano, mezi kterymi systémy maji byt HB hledany (fetézec jedna a fetézec dva) a
program vyhodnotil poCet vazeb ve vSech zobrazenych krocich simulace, ale pii pokrocilém
nastaveni také to, mezi kterymi atomy vznikaji HB nejCastéji a jakou procentudlni
obsazenost vazbami maji dand mista na fetézci. VSechny vySe jmenované charakteristiky
byly exportovany ve formé datového souboru (Obr. 9) a nasledné zpracovavany v programu

Excel.
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Fnund A hhonds=.

donor acceptor oOCCUpancy

NazlZ-gide—08 MaAc8-Main—O 0.34%
Nazll-8ide— 08 EGoU7-81ide-C2 0.34%
GoUT-81de-0Z Nazll-g3ide-08 0.17%
NAG10-S1de- 08 MNAZS-Main-o 0.17%
GoUT-81ide-0Z GOUF-S8ide—C3 0.51%
NAzE-3ide—06 GFoUT-Side-CF 0.17%

Obr. 9 — Datovy soubor s vystupy

Dalsi vySetfovanou charakteristikou byla distribuce molekul rozpoustédla v okoli fetézcii.
Jeji vypocet probihal pomoci TCL skriptt (viz Ptiloha P II), nahrdvanych do programu VMD
pomoci ptikazového rozhrani TK Console, které zjistovaly pocet atomi daného typu ve
vzdalenostech 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 a 22 A od fetézcli. Tyto podty byly pak
vydéleny celkovym poctem atomi daného typu v konkrétni simulaci (napf. pocet atomil
vody v blizkosti / celkovy pocet atomll vody v simulaci). Byl tak ziskén procentuélni podil
vyskytu danych atoma v jednotlivych vzdalenostech od ftetézce, ktery bylo mozné
porovnavat i mezi jednotlivymi systémy. Pro zjisténi ,,podilu atomii vody a organiky

v blizkosti fetézci* byl pocet atomil vody vydélen poctem atomil organické slozky.

TCL skripty byly dale vyuZivany na zjiténi po¢tu iontl ve vzdélenosti 4 a 10 A od HA
fetézcl a také pii podrobnéjs$im vySetfovani chovani fetézcii. V takovém piipadé bylo
provedeno pozorovani pro zjiSténi, kde se tvoii vazba a jak se jmenuji na ni se podilejici
atomy, a nasledné byl vytvoren skript, po€itajici vzdalenost atoml rozpoustédla pravé od

téchto atomu.

Pro vizualni vystupy simulaci (a také pro obrazky, pouzité v experimentalni ¢asti této prace),
bylo pouzito zobrazeni fetézci HA jako linii, vétSinou zbarvenych dle béZzného znaceni
atomu (Cervend = kyslik, bila = vodik, tyrkysova = uhlik a modra = dusik). Molekuly
rozpoustédel byly zobrazovany stejnym zplisobem, jen s ten¢imi linkami. Ionty NaCl jsou
na obrazcich reprezentovany jejich Van der Waalsovskym polomérem, tedy jsou

zobrazovany jako sféry, zbarvené dle druhu atomu (zlutd = Na*, zelenomodra = CI).
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II. PRAKTICKA CAST
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4 INTERAKCE MEZI RETEZCI

4.1 Vodikové vazby

Cilem této prace bylo vysetfeni interakci HA se zaméfenim na vodikové vazby. Bylo proto
provedeno srovnani poctu intermolekularnich HB v jednotlivych systémech (Obr. 10, Casové
prabeéhy vsech systému jsou v Piilohach — P III). Pro zajisténi srovnatelnosti byl pocet HB

vydélen dobou simulace daného systému.

_ 30
= ]
(%] Pd
= PR p_OM
o 25 -
T - - ®- p 0.2M
9 20 z
é L7 - a_0m
15 R a_0.2M
r'd
- - _v.
10— ——==—==
5 e e e  E E = e e e S
0
voda voda + terc-butanol voda + dioxan

Obr. 10 — Pocet HB v jednotlivych systémech pro parelelni (,,p*) i

antiparalelni (,,a“) fetézce

Na zaklad¢ tohoto grafu lze usoudit, Ze na interakce mezi fetézci ma kromé pouzitého
rozpoustédla a ptitomnosti soli (bez niz se vSechny systémy chovaji podobné¢) vliv také
vzajemné uspotfadani. Zatimco v pfitomnosti terc-butanolu se vice vazaly antiparalelni
fetézce, v prostfedi dioxanu se podstatné vice HB tvofilo mezi fetézci paralelnimi. Obecné
je mozné konstatovat, Ze vice vazeb vznikalo v pfitomnosti terc-butanolu s jednou jasné

patrnou vyjimkou, které se vice vénuje kapitola 6 — Chovani fetézct v roztoku dioxanu.

Pocty intermolekuldrnich HB mezi antiparaleln€ orientovanymi fetézci byly také porovnany
s daty, ziskanymi b&hem bakalatfské prace (simulace pfi teploté¢ 275 K) a na ni navazujici
staze (simulace pfi teploté¢ 310 K). V piipadé téchto piedchézejicich praci se jednalo
o simulace delSich fetézct (kazdy mél 48 monosacharidovych jednotek) ve vodé s 0, 0.2, 0.6
a 1M koncentraci NaCl, srovnani je tedy proto spiSe orientac¢ni (Obr. 11). I tak je zajimavé,
ze se oranzova kfivka nachazi pfimo mezi dvéma zbyvajicimi kiivkami, coz odpovida
teplotnimu rozlozeni. Protoze na rozdil od pfedchozich praci nebylo hlavnim cilem zkoumat

chovani fetézcli pii vysSich koncentracich, ale hlavné popis interakci ve smésnych
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rozpousStédlech, nebyly v ramci diplomové prace provadény simulace 0,6M a OM
koncentrace NaCl. Proto neni mozné fici, jak by oranzova kiivka pokracovala a zda by i ona

vykazovala pii koncentraci NaCl 0,6 M podobné neocekavané vysledky.

— 25
- 275K
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o 20 298K
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kol 310K
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CNaCI [M]

Obr. 11 — Pocet HB za 1 ns v zavislosti na koncentraci iontil, hodnoty

normovany pro fetézce s dvaceti sacharidy

4.2 Orientace fetézct pri interakci

Protoze fetézce mély v nékterych systémech tendenci se vzdalovat, bylo je nutné nékolikrat
vratit do tésné blizkosti. Neni jisté, jestli se fetézce vzdalovaly jen nahodou, nebo zda
vzdaleni souviselo s nedostatkem vzdjemné interakce. Ale z porovnani poctu piibliZovani
jednotlivych systémi jasné vyplyva, ze vyssi tendenci vzdalovat se mély fetézce orientované

paralelng, a to zejména pokud byl systém soli pouze neutralizovan (Tab. 4).

Tab. 4 — Pocet pfiblizovani u jednotlivych systému

w w d w t
antiparalelni oM 1 2 3
0.2M 2 1 1
paralelni oM 4 3 4
0.2M 3 1 1

Neékdy se také stalo, ze fetézce v prubéhu simulace spontdnné zménily svou vzajemnou
orientaci. Zatimco paralelni fetézce se pii zméné orientace uplné pretocily, antiparalelni
fetézce mely ve velkém poctu piipadi tendenci se staCet jen ¢astecné a tvorit vazby témeét az
do ktize (stale vSak CasteCné orientovany antiparaleln¢), pfipadné zejména v piitomnosti

terc-butanolu byla velmi ¢astym fenoménem vazba do tvaru pismene T — tedy tak, ze konec
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jednoho z fetézcli se vazal ke stfedu fetézce druhého, nez doslo k dalS§imu pfetoceni

(Obr. 12).

Obr. 12 — Retézce, interagujici do kiiZe a do tvaru pismene T

Nasledkem vzdaleni nebo ktizeni fetézcti n€kdy doslo k tak velkému pietoceni, ze se uplné
zmeénila orientace (z antiparalelni na paralelni a naopak). V takovém piipadé¢ musely byt

fetézce kromé ptibliZzeni i znovu oto€eny. Pii srovnani poc¢tu nutného manualniho pfetaceni

vvvvv

Tab. 5 — Pocet pretaceni u jednotlivych systémui

W w. d w_t
antiparalelni oM 0 1,5 0
0.2M 0 0 0
paralelni oM 0 2,5 0
0.2M 1 1 1

Podle tabulek 4 a 5 fetézce davaji prednost antiparalelni orientaci. VSechny paralelni
systémy se alespon jednou vzdalily a ve Ctyfech ptipadech z Sesti doSlo alespoii jednou k
pretoceni do antiparalelniho uspotfadani. Velmi Casto se sice jednalo o situaci, kdy se fetézce
nejprve vzdalily a teprve poté doslo ke zméné vzajemné orientace, ale i pies to je zajimaveé,

Ze se takto tocily jen ty paralelni.

Jedinym antiparalelnim systémem, ktery ménil svou orientaci, byly fetézce v roztoku
dioxanu, konkrétné¢ u systétmu a w d OM. Zde dochézelo k tak vyznamnému ohybani
fetézcl, Ze Cast jeSté byla uspotfaddana antiparalelné, zatimco jind ¢ast fetézce uz byla
paralelni (Obr. 13). Proto jsou také v tabulce nékteré hodnoty neceloc¢iselné. Celkove je

mozné konstatovat, ze fetézce preferovaly antiparalelni uspotradani.
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Obr. 13 — Retézce v OM dioxanu, zde ,,paralelni®

4.3 Vazebna usporadani

Kromé celkového poctu intermolekularnich HB bylo také zkoumano, které atomy kterych
residui se interakci nejcastéji ucastni. Pojmenovani atomti N-acetyl-a-D-glukosaminu
(NAGQ) a kyseliny B-D-glukoronoveé (GCU) v fetézcich HA vychazelo z jejich pojmenovani

v zadavacich souborech simulaci (pfehled na Obr. 14).

NAG T

Obr. 14 — Oznaceni jednotlivych atomt

Obecné je mozné fici, Ze nejvyznamnéjsi a nejcastejsi byly HB mezi kyslikem O6 na NAG
jednoho fetézce a karboxylovou skupinou na GCU druhého fetézce (Obr. 15). Tyto vazby se
vyskytly ve vSech simulovanych systémech (bez ohledu na orientaci fetézcti, nebo druh
rozpoustédla) a prestoze v neékterych ptipadech netvotily mezi druhy vazeb vétSinovy podil,
vzdy zaujimaly minimalné 30 %. Toto pozorovani odpovida i vysledklim z bakalai'ské prace

a také navazujici stdze, kde 1 pfi jinych teplotach vznikal velmi Casto prave tento typ vazby.
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Obr. 15 — Nejcastejsi typy HB: O6-NAG (vlevo) a O3-GCU
(vpravo) na karboxylovou skupinu (GCU)

Druhym velmi frekventovanym uspofadanim byla vazba mezi kyslikem O3 na GCU a
karboxylovou skupinou na GCU druhého fetézce (Obr. 15). Mimo vySe uvedené se pak casto

vyskytovaly riizné kombinace téchto atom, pfipadné jest€ O2 na GCU nebo O a N na NAG.

Pti porovnani ¢etnosti vazeb mezi skupinami GCU a NAG vzdy ptevazovaly vazby na GCU
(at uz z jiného GCU, nebo z NAG). Jedinou anomalii mezi vSemi systémy byly fetézce
a w_d 02M, které mély naprostou ptevahu vazeb typu ,,06-NAG* na ,,06-NAG* (Obr. 16).
Dtvodem této vyjimky je specifickd konformace dvousSroubovice, kterou fetézce v tomto

roztoku dioxanu zaujaly (viz 6 — Chovani fetézcli v roztoku dioxanu).

|

Obr. 16 — Detail vazby O6-O6 na dvou riznych mistech (a w_d_02M)

Mimo systém s dioxanem nebyly pozorovany zadné vyznamné rozdily v konkrétnich typech
vazeb mezi jednotlivymi druhy rozpoustédla. Rozdil byl ale znatelny mezi rizné

orientovanymi fetézci.

V pfiipadé paralelnich fetézcl prevladala interakce mezi odlisSnymi residui (GCU-NAG),
zatimco u antiparalelnich byl vétsi podil vazeb mezi stejnymi sacharidy (GCU-GCU, NAG-
NAG). U antiparalelnich systému bylo také podstatné astéji mozné pozorovat vazbu mezi

totoznymi skupinami, nejcastéji mezi kysliky O3 nebo O2 na GCU.
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Prekvapivé je, Ze by se dalo oCekavat, Ze to budou prave paralelni fetézce, u kterych se budou
vice vazat stejnd sacharidova residua (protoze pti paralelnim uspotradani by méla byt stejna
residua vedle sebe). A naopak v ptipadé antiparalelnich by pak bylo logické, kdyby se zde

Castéji vazaly NAG a CCU. Ale neni tomu tak, coz potvrzuje i analyza mist tvorby HB.

Pfi analyze nejpreferovanéjSich mist vazby bylo zjisStovano, kde na fetézcich nejcastéji
vzniké vazba. Pfekvapivym zjiSténim bylo, Ze zatimco u paralelnich fetézcti byl podil GCU
a NAG (tedy lichych a sudych ¢isel, znacicich jednotliva sacharidova residua) vyrovnany a
vazby se tvorfily témef na vSech Castech fetézce, u antiparalelnich fetézcii se vazby mnohdy
objevovaly pievazné na sudych residuich, tedy na N-acetylglukosaminech a jejich distribuce

nebyla ani zdaleka tak vyrovnand, jako u paralelnich.

Pti porovnani podilu vazeb na fetézcich u systémil v organickych rozpoustédlech (Obr. 17)
je vidét, ze zatimco v paralelnich systémech se vazby tvoii témét ve vSech Castech fetézetl,
u systémul antiparalelnich se vazby tvofi jen v nékolika specifickych a obzvlast’ v terc-

butanolu od sebe vice vzdalenych mistech.
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Obr. 17 — Vyskyt HB na riiznych mistech fetézce u systému s terc-butanolem a dioxanem

V ptedchozi podkapitole bylo zminovano, ze antiparalelni fetézce mély tendenci se stacet a
tvofit vazby do tvaru pismene T (hlavné¢ a w_t OM). Jak je vidét z levého horniho grafu na
obrazku 16, fetézec, ktery se takto vazal na sted jiného fetézce, musel byt k nému vétSinu
Casu orientovan residuem 20, tedy NAG skupinou. Je zajimavé, Ze 1 kdyz se vazby na druhy

konec, tedy na sacharid 1 — GCU obcas vyskytovaly, u zddného systému neptevazovaly.
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5 DISTRIBUCE MOLEKUL ROZPOUSTEDLA

5.1 Molekuly rozpoustédla v okoli Fetézcii

Distribuce molekul rozpoustédla v okoli fetézcli byla provadéna jak u fetézcli vzajemné
interagujicich, tak 1 u téch, které se od sebe vzdalily (pro zajisténi co nejvetsi objektivity —
v okoli takto vzdalenych fetézcli se nachazelo opravdu jenom rozpoustédlo). Vysledky této
analyzy pro nenasolené systémy je vidét na obrazcich 18 a 19 (kdy vypocet ,,podilu atomt*

je definovan v kapitole 3.3 — Pocitané charakteristiky).
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Obr. 18 — Podil poctu atomt rozpoustédla a celkové poctu téchto atomt v riznych

vzdalenostech od fetézcu HA

Pti porovnani grafii je jasné patrné, ze v okoli fetézct vzdy prevazuje voda nad organickou
slozkou. Tento piebytek je zvlast’ vyrazny u roztoku terc-butanolu (jak je vidét i z grafu na
Obr. 19). Nejvice vody maji v okoli fetézce v roztoku terc-butanolu, kdy v systému
s neutralizovanym roztokem terc-butanolu se do vzdalenosti 22 A od fetézcli nachazelo
témet 40 % vsSech atomi vody ze simulace. Naopak vétsi podil atomt organické slozky bylo
mozné pozorovat u smési s dioxanem. Pravdépodobnym diivodem mize byt jednak fakt, ze
molekuly dioxanu jsou mensi, a proto se 1épe misi s vodou, a pak také to, Ze terc-butanol ve
vodé neni schopen dosahnout dokonalé distribuce a uspotadava se do viditelné odliSnych

oblasti terc-butanolu a oblasti vody.

Zajimavé je, ze je zde mozné pozorovat rozdil mezi paralelnim a antiparalelnim
uspotadanim, kdy v blizkosti paralelnich fetézct se dle provedenych vypocti nachazi veétsi

podil vody i organické slozky, nez v blizkosti fetézct antiparalelnich.

Zatimco smés vody a terc-butanolu se nikdy dokonale nepromichala, coz dokazuje jak rozdil
mezi poctem atomil vody a organické slozky, tak piimé pozorovani simulovanych systému
v programu VMD, u dioxanu byl rozdil podstatné¢ mensi a podil molekul vody a organiky

byl proto mnohem bliz k 1 (Obr. 19). Pii analyze podilu molekul vody a molekul
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organickych je vidét, ze distribuce dioxanu je uz ve vzdalenosti 10 angstromu od fetézct
v podstaté vyrovnana, zatimco podil vody a terc-butanolu ani ve vzdalenosti 22 angstromi

neklesl pod 1,5.
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Obr. 19 — Distribuce molekul rozpoustédla v okoli fetézcti

Rozdily mezi obéma vzajemnymi polohami fetézcii jsou zde minimalni — pomér poctu atomu
vody k poctu atomil organiky je v okoli antiparalelnich a paralelnich fetézct témeft stejny.
To odpovida vyse uvadénému pozorovani, Ze prestoze v okoli paralelnich fetézcl se nachazi
vice vody, nachazi se zde také vice organické slozky a pomér proto zlustdva nezménén.
Dtivodem, pro¢ je v blizkosti paralelné natocenych fetézct vic atomi, bude pravdépodobné
odli$né sterické usporadani, ziejmé& vice vyhovujici pfiblizeni jak vody, tak organickych

molekul.

Mimo vySe uvadéné byla vySetfovana také distribuce molekul v systémech s 0,2M
koncentraci NaCl, ale ukézalo se, Ze v pfitomnosti iontii bylo obtizné pozorovat pravidelné
trendy. Jediny pozoruhodny vysledek vykazalo porovnani vyskytu atomu terc-butanolu
v okoli vzdalenych fetézci (,,rozplavanych®) a fetézcli, nachazejicich se pobliz sebe
(,,nerozplavanych®). U vSech ostatnich systémi se v okoli interagujicich fetézct nachazelo
méné atomul rozpoustédla (s nejvyssi pravdépodobnosti proto, ze ¢ast okoli kazdého fetézce
JiZ zabiral fetézec druhy), roztok terc-butanolu s 0,2M koncentraci soli byl ale z neznamého

davodu vyjimkou (Obr. 20).
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Obr. 20 — Distribuce terc-butanolu v okoli interagujicich (nr) a vzdalenych (r) fetézct

Navrzené vysvétleni, Ze interakce fetézcli ve smési vody a terc-butanolu probihd prave
v oblastech, kde je terc-butanolu vice, nebylo mozné potvrdit, ani vyvratit. Byly sice
pocitany molekuly terc-butanolu v okoli vazeb, ale nepodaftilo se najit Zzddnou souvislost —
v nékterych piipadech se HB vyskytovaly jen v nepfitomnosti terc-butanolu, jindy pravé
naopak. Bylo provadéno i vizualni zkoumani, zda se v blizkosti interagujicich fetézct

nachdzi terc-butanol, nebo ne, ale vysledek byl také nepritkazny (Obr. 21).

3A

Obr. 21 — Molekuly terc-butanolu (¢erven¢) v rliznych vzdalenostech od interagujicich

fetézel (p_w_t 02M), HB znazornény zelenou pieruSovanou carou

Terc-butanol se v okoli vazeb obcas nachazi, ale mnohem vic je tam vody (na obrazku bilou
barvou, aby vynikl terc-butanol). V uplné blizkosti fetézcii se pak uz nachazi jenom voda a
terc-butanol uz tam neni viibec a v bezprostiedni blizkosti intermolekularnich HB (ty dvé
vazby vpravo) se nezdd, ze by bylo vyznamné vice molekul terc-butanolu oproti ostatnim
Castem fetézce. Je ale mozné, ze vEtSi mnozstvi nerovnomeérneé distribuovaného terc-
butanolu v blizkosti fetézcii (bez ohledu na to, zda pfimo v misté vazby, nebo n€kde jinde)

jejich vzajemnou interakci podporuje.
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5.2 Tlonty v okoli Fetézciu

Byl vysetiovan i pocet iontil v okoli fetézct a piipadna souvislost s po¢tem HB. Nepodatilo
se vSak najit nic, co by potvrzovalo, nebo vyvracelo, Ze pocet iontli v okoli a pocet vazeb by
spolu mohly néjak souviset. Pfi porovnani poctl iontd a HB v grafu (Obr. 22) neni vidét

Zadny trend.
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Obr. 22 — Casovy vyvoj poétu HB (zelena) a ionti do vzdalenosti 4 A (Zluta) a 10 A
(oranzovd) pro systétm a_ w_02M
Samotné pocty iontl ale vykazovaly pomémé zajimavé vysledky. Jiz z grafi casového

vyvoje bylo vidét, ze v systémech s 0,2M koncentraci NaCl byl rozdil mezi poctem iont do

vvvvvv

dvou vzdalenostech v kazdém systému (Tab. 6).

Tab. 6 — Priimérny pocet iontii do vzdalenosti 4 a 10 A od fetézci, posledni cifra kazdé

hodnoty je zasazena chybou

Vzdélenost od fetézcli — 4 A | Vzdélenost od fetézcl — 10 A

orientace CNaCl w w d wt w w d w t
: , OM 7.74 4.46 11.90 8.76

antiparalelni
0.2M 7.71 16.47 13.68 23.41 26.19 26.14
, oM 6.98 4.88 10.95 9.24
paralelni

0.2M 6.70 14.97 12.00 21.64 23.17 24.65

Z tabulky 6 je jasné patrné, e do vzdalenosti 4 A ma nejvic iontd v blizkosti systém
s dioxanem, pak systém s terc-butanolem a nejméné iontl je v okoli vody. To odpovida
permitivité téchto rozpoustédel, kdy voda mé nejvice a dioxan nejméné. Do vzdalenosti 10 A

je trend stejny u OM systémil. V piipadé systému s 0,2M koncentraci soli je pocet iontl

cvwr

Ptfi vzajemném porovndni antiparalelnich a paralelnich systémt je vidét, Ze témet vzdy je

vice iontil v okoli antiparalelnich fetézcti. To by mohlo souviset s tim, ze je zde vétsi pomér
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molekul vody oproti molekuldm organickych rozpoustédel (viz pfedchozi podkapitola).

I zde je ale jedna vyjimka a tou je systém p_w_t OM. Dlvod této anomalie neni jasny.

Dale byly porovnany poéty iontil v prostoru mezi 4 a 10 A od fetézcii, tedy rozdil dvou vyse
uvedenych vzdalenosti (Tab. 7). Zde doslo k pochopitelné situaci, kde u vSech systémi, které
byly pouze neutralizované (a bylo v nich tedy pouze 20 iontti Na"), vychazel primérny pocet

iontll v daném prostoru stejné — 4.

Tab. 7 — Primérny podet iontd v prostoru mezi 4 a 10 A od fetdzcil, posledni cifra kazdé

hodnoty je zasazena chybou

W w d w t
OM antiparalelrni 4.2 4.3
paralelni 4.0 4.4
antiparalelni 15.7 9.7 12.5
02M paralelni 14.9 8.2 12.6

Nejvice iontli bylo mezi 4 a 10 A od fetézcti ve vodg, potom v terc-butanolu a nejméné iontti
se vyskytovalo v piipad¢ systémil s dioxanem. Toto potfadi opét odpovida sefazeni podle
elektrické permitivity. Pfi porovnani antiparalelnich a paralelnich systémi v tabulce 7 je
patrné, ze opé€t se vic iontll nachazelo v okoli antiparalelnich fetézct s vyjimkou systémi

s terc-butanolem.

Pii pohledu na tabulky 6 a 7 je zajimavé, Ze iontl bylo celkové nejvic v dioxanu, pfic¢emz
tyto ionty se prevazné nachazely ve vzdalenosti mensi nez 4 A od fetézcl. Ve vodé bylo
iontll nejméné a i ty, které tam byly, tak se vyskytovaly spise dal od fetézcti. U terc-butanolu
pak byla distribuce iontli nejvyrovnangjsi. Divod, pro¢ se tolik iontl nachazelo v blizkosti

fetézcl zrovna v dioxanu, bude vice rozveden v dalsi kapitole.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 38

6 CHOVANI RETEZCU V ROZTOKU DIOXANU

6.1 Ohebnost retézcu

vvvvvv

HA pravé v pritomnosti dioxanu. Z provadénych pozorovani se napiiklad zda, ze HA je
v dioxanu podstatné¢ ohebnéjsi nez ve vodé, nebo v terc-butanolu. V prabéhu simulaci
fetézcl v dioxanové smési (bez ptitomnosti iontll) doslo hned dvakrat k situaci, kdy se jeden
z fetézcl ohnul natolik, Ze bylo pii nasledném piiblizovani obtizné urcit, zda se jednalo

o paralelni nebo antiparalelni uspotfadani (Obr. 13).

V jednom z piipadl byl fetézec dokonce ohnuty tolik, Ze bylo mozné mezi jednotlivymi
¢astmi fetézce pozorovat intramolekularni vazby (Obr. 23) a to v pomérné velkém mnozstvi
— 7,2 HB/ns. V takovémto tvaru zlstal fetézec ptiblizné 14 ns a pravdépodobné by zustal
jesté déle, kdyby se pokracovalo v simulaci. Vzhledem k tomu, Ze hlavnim zajmem této
prace byly interakce mezi fetézci a ne v ramci jednoho fetézce, byla simulace v tomto bodé

pferuSena.

Obr. 23 — Retézec v OM dioxanu, piivodné paralelni, s HB (zeleng)

6.2 Antiparalelni dvouSroubovice

Pfi pohledu na pocet HB mezi fetézci s 0,2M koncentraci soli (Obr. 10 v kapitole 4 —
27interakce mezi fetézci) je u dioxanu ponékud zardzejici, ze pii 0,2M koncentraci soli je
v pripad¢ paralelniho uspotadani fetézcii pocet vazeb maximalni, zatimco pii antiparalelni

orientaci absolutné minimalni. Divodem tohoto jevu je to, ze v roztoku dioxanu se za
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pritomnosti NaCl fetézce HA doopravdy stoCily do dvousroubovice, o které se piSe

v odborné literature (Obr. 24).

Obr. 24 — Antiparalelni dvousroubovice s ionty (sodnymi Zluté,

chloridovymi zelenomodie) do vzdalenosti 4 A

Sroubovice zde vypada presné tak, jak ji popisuje odborné literatura. Napiiklad je mozné
pomérné zietelné pozorovat tvrzeni z kapitoly 1.2 — Struktura, Ze karboxylové skupiny jsou

orientovany dovniti Sroubovice (Obr. 25).

Obr. 25 — Karboxylové skupiny (oranzove¢), orientované ke sttedu

Sroubovice, u systétmu a w_d 02M s detailnim pohledem ze strany

Tim, co Sroubovici drzelo pohromadé, nebyly ovSem HB, ale ionty, které se mezi fetézci

vyskytovaly ve dvojicich, nebo i samostatné, jak bylo vidét i na obrazku 24. V nékterych



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 40

ptipadech ionty tvofily jakési ,,dvojmustky* (Obr. 26), kterymi podporovaly interakci mezi

fetézci a umoznovaly jim zaujmout praveé tvar dvousroubovice.

Obr. 26 — lontové mosty (Cerveng) pii tvorbe Sroubovice v

a w_d _02M, kdy mens$imi kuli¢kami jsou zndzornény ostatni ionty

Ionty pomahaly i pfi vzniku dvousroubovice, kdy v piipad¢ antiparalelniho systému se
nejprve fetézce pootoCily do vazby ve tvaru kiize. Nasledné zacaly ionty v blizkosti tohoto
prekiizeni pfitahovat fetézce bliz k sobé a stacet je. Piiklad toho, jak iontové dvojice

pomahaly formovat dvousroubovici, je mozné vidét v ptilohach.

Nejednalo se o jedny ionty, zafixované zde po celou simulovanou dobu, naopak — velmi
¢asto bylo mozné pozorovat, ze jakmile se néjaky sodny iont pfiblizil k jiné dvojici iontd,
zprostfedkovavajici vazbu, jeden z dvojice se vzdalil a uvolnil tak misto nové pfichozimu.
I pes toto dynamické obménovani se mezi fetézci po celou dobu vyskytovalo iontl pomérné

velké mnozstvi.

Mezi fetézci se vyskytovaly také molekuly rozpoustédla. Jak je ale videét na obrazcich 27 a
28, ptimo mezi fetézci se nachadzely pouze molekuly vody (zndzornény Cerveno-bile).
Molekuly dioxanu se sice v blizkosti fetézct nachazeji, ale zdsadn€ vné dvousroubovice a
az piiblizné od vzdalenosti 2,5 A. To odpovidd pozorovani z kapitoly 5.1. Distribuce
molekul rozpoustédla, kde bylo zméteno, ze v blizkosti antiparalelnich fetézci je vetsi podil

vody, nez organickych molekul.
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Obr. 27 — Detail Sroubované ¢asti u systétmu a w_d 02M se znazornénim molekul vody a
dioxanu (zlut&) do vzdalenosti 4 A od fetézcli (vlevo pohled z boku, vpravo pohled ve

sméru osy Sroubovice)

Obr. 28 — Blizké okoli Sroubovice: molekuly vody (vlevo) a molekuly dioxanu (uprostied)

do vzdalenosti 4 A od fetézcti HA a ionty do vzdalenosti 6 A od HA fetézcli (vpravo).

Pti detailnim pohledu na prostor mezi fetézci (Obr. 28) je také vidét, ze jsou fetézce od sebe
pomérné dost vzdaleny. Pravé tim, Ze mezi fetézci byly ionty a voda, byly fetézce uz moc
daleko na to, aby se mohly tvofit intermolekuldrni HB, a proto jich bylo v systému
a w_d 02M pozorovano tak malo. Naproti tomu v jeho paralelnim protéjsku se fetézce na
nckolika mistech vazaly 1 pfes ionty a tyto dynamicky se obménujici vazby byly pfitomny

témet po celou dobu simulace.

6.3 Paralelni dvousSroubovice

U systtmu p w d 02M vznikla dvousroubovice odliSnym zplsobem, nez u jeho
antiparalelniho protéjSku. Zde se nejdiive vytvorila pomérné pravidelna Sroubovice zv1ast

na kazdém ftetézci (Obr. 29, kde fetézce HA jsou Sedé a vsechno ostatni je zbarvené dle
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obvyklého znaceni) a teprve poté se k sobé ptiblizily. Ve vnitinim prostoru Sroubovice se
nachazely ionty a opét i karboxylové skupiny (ptesto Ze z obrazku to neni moc vidét), ale ne

dioxan, jak je vidét z pohledu ve sméru osy Sroubovice.

Obr. 29 — Dioxanova paralelni jednoSroubovice s ionty a rozpoustédlem ve
vzdalenosti do 3 A od fetézcl s detailnim bo¢nim pohledem do vnitiniho

prostoru Sroubovice s ionty (vlevo) a bez nich (vpravo)

Dve¢ takovéto Sroubovice se v prubéhu simulaci pfiblizily natolik, ze bylo mozné, aby se do
sebe ¢astecné zamotaly (Obr. 30) a vytvotily tak paralelni dvouSroubovici se dvéma misty,
kde se fetézce skute¢né kiizily. Stfed obou Sroubovic ale zistal v plivodnim tvaru a vznikla

dvousroubovice tak neni Uplné pravidelna.

Obr. 30 — Paralelni dvousroubovice s molekulami rozpoustédla do vzdalenosti 3 A
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Pfi podrobnéjsSim zaméteni na jednotlivé Casti Sroubovice lze vidét, ze ve stfedu obou
fetézcl, v misté, kde by se fetézce mely kiizit, ale ned€laji to, jsou opravdu blizko u sebe.
Jsou tak blizko, ze se mezi nimi mohou tvofit HB, jak Ize vidét i na Obr. 31. Interakce by se
dala oznacit jako hydrofobni, protoze mezi fetézci se v tomto misté nenachazi dioxan, ani

ionty a dokonce ani voda.

Obr. 31 — Detail nepravidelného mista Sroubovice s HB (zelen¢) a

molekulami iontdi a rozpoustédla ve vzdalenosti do 3 A od fetézcd.

Ve zbyvajicich ¢astech Sroubovice, kde je jeji tvar pravidelnéjsi, je mozné pozorovat stejné
chovani, jako pii antiparalelni orientaci. V prostoru mezi fetézci se opet nachazi velké
mnozstvi iontl a tvoii opét jakési ,,mustky* mezi fetézci (Obr. 32). Zajimavé je, Ze se
nejednd jen o ionty Na®, ale stejné jako u antiparalelni Sroubovice, i zde se ob¢as mezi Fetézci

vyskytne i CI.
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Obr. 32 — Detail okrajové ¢asti paralelni dvouSroubovice, kde je mezi
fetézci dost prostoru na to, aby se zde mohly vyskytovat ionty (zobrazeny

jsou jen ty ve vzdalenosti do 4 A).

Na zékladé provedenych simulaci se zda, ze pfi antiparalelni orientaci fetézcl se tvori
pravidelna Sroubovice, kde vznikd minimum HB a v jejim vnitfnim prostoru se nachazi voda
a ionty, zatimco pfi paralelnim uspofadani dochazi ke kombinaci obtaceni fetézcl za pomoci
iontli a hydrofobni interakce pfi které jsou mezi fetézci pouze HB. Diivodem by mohlo byt
to, ze kazda Sroubovice vznikala jinak — antiparalelni z kfizeni, paralelni ze dvou
samostatnych Sroubovic. Kdyby mély fetézce na zacatku stejné podminky, nebyly by HB
mozna ani v paralelnim systému. Je ale moZzné 1 to, Ze k hydrofobni interakci u paralelniho
systému nedoslo ndhodou, a proto i pokud by fetézce mély na pocatku stejné podminky,
stejn¢ by se vysledné Sroubovice lisily, napf. stoupanim. Pro potvrzeni nebo vyvraceni

kterékoliv z téchto hypotéz by vSak bylo potfeba provést vice simulaci rizné orientovanych

fetézcl v systémech s dioxanem.

Hlavnim zavérem tohoto pozorovani vsak je, Ze nepfitomnost HB nemusi nutné¢ znamenat
nepfitomnost vzajemné interakce. Nejlepsi interakci bylo mozné pozorovat praveé tam, kde

zadné HB nebyly.
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ZAVER

Cilem prace byl popis toho, jak se lisi interakce hyaluronanti ve vodé oproti interakcim ve
smésich vody a organickych latek se zvlastnim zamétfenim na analyzu vodikovych vazeb
mezi fetézci. Proto byly simulovany dva dvaceti-sacharidové fetézce hyaluronanu sodného,
v poloviné systému orientovany antiparalelné, v poloviné paraleln¢, pfi dvou rtznych
koncentracich NaCl (OM a 0,2M) a ve tfech rtiznych rozpoustédlech — v Cisté vode, ve smési
vody a dioxanu a ve smési vody a terc-butanolu v objemovém poméru 1:1.

Bylo prokazéano, ze volba rozpoustédla a mnozstvi soli, disociované v roztoku znacné
ovliviiovaly miru interakce i pocet vodikovych vazeb. Velky vyznam méla i orientace
fetézcl — paralelni fetézce vice reagovaly v pfitomnosti dioxanu, antiparalelni fetézce
v pfitomnosti terc-butanolu. JelikoZ fetézce mély v nékterych systémech tendenci se od sebe
vzdalovat, resp. se viuc¢i sob¢ pretaCet, bylo v ne€kterych ptipadech nutné je manualné
priblizit, resp. otocit, a to nékdy i opakované. Toto chovani bylo Castéjsi u systému s fetézci
orientovanymi paralelng.

Vodikové mustky nejcastéji vznikaly mezi karboxylovou skupinou na kyseliné glukoronové
a n€kterou z OH skupin druhého fetézce (nejcastéji O6 na N-acetylglukosaminu). Mista
vazeb se u jednotlivych rozpoustédel prilis nelisila, ale u antiparalelné orientovanych fetézct
byly preferovany vazby mezi stejnymi sacharidovymi residui, zatimco paralelni fetézce
davaly prednost vazbé mezi odliSnymi sacharidy ve vSech ¢astech fetézci.

Pti studiu distribuce molekul rozpoustédla bylo zjisténo, Ze vic atomtl se nachazelo v okoli
fetézcl paralelnich, pfi¢emz v systémech s terc-butanolem bylo v okoli fetézct vyrazné vic
vody. Distribuce dioxanu a vody byla rovnomérnd jiz ve vzdalenosti 10 A od fetézcd,
zatimco v systémech s terc-butanolem se pomér vody a organické slozky nevyrovnal ani ve
vzdalenosti 22 A. U systémii s terc-butanolem a 0,2M koncentraci soli se vic terc-butanolu
nachdzelo v blizkosti interagujicich fetézcl, nez v blizkosti fetézcl, které¢ od sebe byly
vzdaleny.

Zajimavych vysledki bylo dosaZzeno u systémul s dioxanem, kde fetézce vykazovaly
nezvyklou miru ohebnosti a pfi pfidani 0,2 M NaCl se stacely do tvaru dvojité Sroubovice.
Antiparalelni fetézce tvofily pravidelnou Sroubovici, spojenou iontovymi vazbami mezi
karboxylovymi skupinami. Ionty se zde v blizkosti fetézci zdrZzovaly vyrazné vice, nez
v ostatnich rozpoustédlech. U antiparalelni dvousroubovice zpravidla nevznikaly vodikové

vazby, a kdyZ ano, jednalo se o vazby mezi OH skupinami N-acetylglukosaminii.
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Paralelni systémy v pfitomnosti dioxanu také vytvofily dvouSroubovici, ale méné
pravidelnou a vazanou nejen iontovymi mosty, ale také vodikovymi vazbami a ziejmé
1 hydrofobni interakci. Divody tohoto odliSného chovéani mohly byt sterické, ale mohlo se
jednat také pouze o nahodu, zapfiCinénou odliSnym zpiisobem vzniku — antiparalelni
Sroubovice vznikala z natazenych fetézci, zatimco na tvorbé té paralelni se podilely fetézce,
které uz pred tim samy zaujimaly tvar Sroubovice. V obou piipadech se v blizkosti fetézct
nachazel dioxan, ale pouze vné Sroubovice — ve vnitinim prostoru byla jen voda a ionty.

Nejdilezitéjsim zavérem této prace bylo zjisténi, ze pouzité rozpoustédlo ma znacny vliv na
miru interakce, protoze v dioxanu interagovaly fetézce prokazatelné nejvice. A v terc-
butanolu sice nevznikly dvou-Sroubovice, ale fetézce zde tvofily pomérné velké mnoZzstvi
vodikovych vazeb. Pfidani organickych molekul do rozpoustédla tedy miru interakce mezi
fetézci podstatné zvysilo. Pro popis miry vzajemné interakce vSak neni nejvhodnéjSim
ukazatelem pocet vodikovych mistkli mezi fetézci. Nejvyznamnéjsi pozorovana interakce —
tvorba dvou-sroubovice v roztoku dioxanu, byla zprosttedkovavana vazbami iontovymi.

Pro dalsi studie by jist¢ bylo zajimavé nechat v roztoku dioxanu s 0,2M koncentraci soli
interagovat delSi fetézce a pozorovat, zda by vytvoftily Sroubovici, nebo ne, resp. jak by
takova Sroubovice vypadala. Také by bylo mozné pokracovat ve zkoumani vlivu vzajemné
orientace fetézcl na typ takto vznikajici Sroubovice. Zajimavé by mohlo byt i studium

interakce dvou fetézcl hyaluronanu pii stejné teploté, ale vyssich koncentracich soli.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

HA kyselina hyaluronova

HB vodikové vazby

Da dalton (atomova hmotnostni konstanta)

MD molekulova dynamika

NMR nuklearni magneticka resonance

Vdw van der Waalsovy (napt. sily)

Evy Lennard-Jonestiv potencial

RTG rentgenoveé (napt. zafeni)

VMD Visual Molecular Dynamics software

NAMD NAnoscale Molecular Dynamics software
NaCl chlorid sodny

M molarita (jednotka koncentrace -> 1 M = 1 mol/dm?)
A angstrom (jednotka délky -> 1 A = 107'° metrti)
CNaCl koncentrace NaCl

NAG N-acetyl-a-D-glukosamin

GCU kyselina B-D-glukoronova
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