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ABSTRAKT

Predlozena dizertaCni prace se zamétfuje na nekovalentni interakce hyaluronanu o rtznych
molekulovych hmotnostech (9-1 540 kDa) s bazickymi (oligo)aminokyselinami (pfedevsim
argininem) a antimikrobialnim peptidem cecropinem B. Pro zkoumani interakci byly zvoleny
techniky ultrazvukové spektroskopie s vysokym rozliSenim (HR-US), izotermické titracni
kalorimetrie (ITC) a potenciometrickych titraci. Prace se zamétuje na charakterizaci interakci
zejména s ohledem na pouzitou molekulovou hmotnost interagujicich polymert a iontovou silu
prostfedi. O tom, zda budou interakce probihat, ¢i nikoliv, rozhodovala predevsim délka fetézce
oligomerniho argininu. U monomernich aminokyselin byly interakce zkoumany predevsim za
vyuziti potenciometrickych titraci. Interakce byly pozorovatelné od oligomera argininu s osmi
monomernimi jednotkami. Molekulova hmotnost hyaluronanu ovliviiovala zejména intenzitu
interakci. Vyznamny byl pfedevs§im prechod mezi jednotlivymi konformacemi hyaluronanu
(ty¢inkou a nahodnym klubkem). Zkoumani interakci bylo provadéno ve vodég, v roztocich
s riznou koncentraci chloridu sodného a v PBS. Dostatecné vysoka iontova sila roztoku
dokézala potlacit ve vodé probihajici interakce mezi oligomery argininu a hyaluronanem. Bylo
prokéazano, ze bazicky antimikrobialni peptid cecropin B interaguje s hyaluronanem ve vode¢,
ale nikoliv v prostfedi PBS. Na zakladé téchto vysledkd bylo mozné usuzovat, ze systém
hyaluronan-cecropin B by byl vhodny zejména pro topické aplikace.

KLIiCOVA SLOVA

ultrazvukova spektroskopie s vysokym rozliSenim, izotermickd titratni kalorimetrie,
potenciometrické titrace, cecropin B, arginin, lysin, hyaluronan



ABSTRACT

The presented dissertation focuses on non-covalent interactions of hyaluronan of different
molecular weights (9—1 540 kDa) with basic (oligo)-amino acids (especially arginine) and the
antimicrobial peptide cecropin B. High-resolution ultrasonic spectroscopy (HR-US), isothermal
titration calorimetry (ITC) and potentiometric titration techniques were chosen to investigate
the interactions. The thesis focuses on the characterization of interactions, especially with
respect to the used molecular weight of interacting polymers and the ionic strength of the
environment. Whether interactions occur or not was determined primarily by the length of the
arginine oligomer chain. For monomeric amino acids, the interactions were investigated mainly
by potentiometric titrations. Interactions were observable from arginine oligomers with eight
monomer units. The molecular weight of hyaluronan mainly affected the intensity of the
interactions. The transition between the individual conformations of hyaluronan (rod and
random coil) was especially significant. Investigation of interactions was performed in water,
in solutions with different concentrations of sodium chloride and in PBS. The sufficiently high
ionic strength of the solution was able to suppress the interactions in water between the
oligomers of arginine and hyaluronan. The basic antimicrobial peptide cecropin B has been
shown to interact with hyaluronan in water but not in PBS. Based on these results, it was
possible to conclude that the hyaluronan-cecropin B system would be particularly suitable for
topical applications.

KEYWORDS

high resolution ultrasound spectroscopy, isothermal titration calorimetry, potentiometric
titration, cecropin B, arginine, lysine, hyaluronan
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1 UvVOD

Hyaluronan je za fyziologického pH zaporn€ nabity polysacharid. Jedna se o latku vlastni vS§em
obratloveim a nachazi se tedy i v lidském téle, kde plni fadu dilezitych funkci. Hyaluronan
v organismu bé&zné interaguje s aminokyselinami. Rada znich je soulasti vétsich celkd,
predev§im bunécnych receptorti, na které se hyaluronan vaze. Dusledkem intenzivniho
vyzkumu bylo piedevsim v poslednich letech rozsifeno vyuziti hyaluronanu v oblasti mediciny
(ptipravky na hojeni ran), kosmetiky (krémy s pridavkem hyaluronanu) i farmacie (o¢ni kapky).

Soucasny trend vyzkumu hyaluronanu je orientovan smérem k cilené distribuci 1é¢iv, kde by
hyaluronan mohl sehrat dilezitou roli pfedevsim sohledem na jeho vztah k rakovinnym
burikam. Protoze se jedna o polyanion, modifikace by mohly byt nekovalentniho charakteru
(elektrostatické). V prvni fazi vyzkumu se k modifikaci vyuzivaly kationtové tenzidy.
aminokyselinami a proteiny. Jako zajimavé se z proteinil jevi antimikrobialni peptidy, z nichz
nékteré maji 1 experimentalné prokazané selektivni protirakovinné ucinky.

Nékteré studie jiz ukazaly na moznost tvorby nosicovych systému sloZzenych z hyaluronanu
a oligomernich aminokyselin pro nukleové kyseliny, nicméné v zadné ze studii zatim nebyly
dopodrobna rozebrany vlastnosti interakci mezi hyaluronanem a oligomerni aminokyselinou,
které tyto nosiCové systémy tvori.

Pro studium téchto interakci mezi hyaluronanem a aminokyselinami, respektive
antimikrobialnimi peptidy, byly vybrany metody ultrazvukové spektroskopie s vysokym
rozli§enim (HR-US), izotermické titracni kalorimetrie (ITC) a potenciometrické titrace. HR-US
i ITC jsou metody velmi citlivé na molekularni uspofadani a nevyzaduji zddnou modifikaci
vzorku.



2 CILE PRACE

Predlozena dizertacni prace je zaméfena na studium fyzikalné-chemickych interakci
hyaluronanu, jehoz molekulovd hmotnost se pohybuje v intervalu 9-1 540 kDa jednak
s bazickymi  (oligo)aminokyselinami argininem a lysinem, jednak s kationtovym
antimikrobidlnim peptidem cecropinem B. Tyto interakce jsou studovany s vyuzitim
potenciometrickych titraci, ultrazvukové spektroskopie s vysokym rozliSenim (HR-US)
a izotermické titracni kalorimetrie (ITC) pro ziskani zakladnich termodynamickych parametrt
interakci.

V teoretické Casti prace je pozornost zaméfena na jiz znamé vlastnosti jednotlivych latek
(hyaluronanu, (oligo)aminokyselin, a antimikrobialnich peptidit) spolecné s jejich praktickymi
aplikacemi, zejmeéna s prihlédnutim na elektrostatické komplexace. Kromé téchto latek jsou
popsany také moznosti vyuziti HR-US a ITC pro studium polyelektrolytovych
a elektrostatickych interakci.

Interakce s oligomernimi argininovymi fetézci jsou zkoumany zejména s ohledem na fakt, ze
se v literatufe objevuji systémy vyuzivajici téchto oligomert kombinovanych s hyaluronanem
jako soucast nosi¢ovych systému pro nukleové kyseliny, avSak v zadné z publikaci se nefesi
pivod a vlastnosti téchto interakci. Hyaluronan navic v organismu beézné interaguje
s aminokyselinami, které jsou soucasti bunéCnych receptort, na které se hyaluronan vaze.
Oligomerni argininové fetézce tedy slouzi i1 jako zjednoduseny model interakéniho centra
bunécnych receptorti. Cilem je popsat tyto interakce a zjistit, zda a za jakych podminek
probihaji.

Prvni zvolenou technikou pouzitou v experimentalni Casti prace s cilem urcit, zda v systému
probihaji interakce, jsou potenciometrické titrace, které jsou vyuzivany pro monomerni arginin
a lysin. V prabéhu potenciometrickych titraci je spomoci kombinované elektrody
zaznamenavano pH roztoku a na jeho zaklad€ je usuzovano, zda v systému interakce probihaji,
¢i nikoliv.

V piipad€ oligomernich aminokyselin je cilem charakterizovat vliv molekulové hmotnosti

oligomeru stejn€ jako hyaluronanu na interakce v prostfedi vody, PBS a prostfedich o rtizné
koncentraci chloridu sodného za vyuziti technik HR-US a ITC.

Na zakladé zkusenosti z experimenti provadénych s oligomernimi argininovymi fetézci jsou
navrzeny a realizovany experimenty s antimikrobidlnim peptidem cecropinem B. Prace je
zameéfena na prozkoumani vlastnosti interakci tohoto bazického antimikrobialniho peptidu
s hyaluronanem o rizné molekulové hmotnosti a je studovan vliv riznych prostfedi (voda, PBS)
za vyuziti technik HR-US a ITC. Zde se jedna o zakladni charakterizaci interakci mezi peptidem
a polysacharidem s ohledem na mozné vyuziti komplext hyaluronan-cecropin B pro biologické
aplikace.
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3 TEORETICKA CAST; SOUCASNY STAV POZNANI{

V nasledujicich podkapitolach jsou shrnuty teoretické poznatky pro jednotlivé techniky
a molekuly pouzivané v dizerta¢ni praci. Vzhledem k riznorodosti technik i molekul nebyl
souCasny stav poznani zafazen do zvlastni kapitoly, ale je vzdy soucasti jednotlivych celkt
v Teoretické ¢asti.

3.1 Hyaluronan a jeho vlastnosti

V roce 1934 byl Karlem Meyerem popsan zpusob izolace nového glykosaminoglykanu ze
sklivce hovézich oc€i [1]. Meyer vSak hyaluronan neobjevil, jak byva ¢asto mylné¢ uvadéno,
pouze popsal nékteré z jeho vlastnosti. Izolovany polysacharid byl pojmenovan hyaluronova
kyselina z feckého hyalos — sklenény [2—4]. Pfi pouzivani nazvi tohoto polysacharidu plati,
ze hyaluronan je obecny pojem na rozdil od hyaluronové kyseliny a hyaluronatu, které oznacuji
kyselinu, respektive jeji stl (nejcastéji sodnou) [3].

Hyaluronan se vyskytuje v tkanich vSech obratlovct [5]. Produkuji ho také nékteré bakterie
(Streptococcus, Pasteurella), ale nenajdeme ho u hub, rostlin a hmyzu [6]. U bakterii slouzi
jako protiantigenni kapsule, kterd jim pomaha v infikaci hostitele [7]. Jedna se o jednu ze
zakladnich slozek extracelularni matrix [2]. V nékterych ptipadech je jejim hlavnim prvkem.
V extracelularni matrix interaguje s ostatnimi slozkami, predevsim proteiny. Prvni interakce
byly pozorovany v roce 1972 [4]. Jeho koncentrace kolisa v zavislosti na typu tkané¢ mezi
0,2 g-17" ve sklivci po 4 g-17" v synovialni tekuting [8]. U bakterii, podobn& jako v tkani
kohoutich hebink{, miize koncentrace dosahnout az 7,5 g-17' [6]. Zhruba polovina celkového

mnozstvi hyaluronanu obsazeného v lidském téle se vyskytuje v kuzi [9].

U dospelého ¢lovéka dochazi k obnoveé hyaluronanu kazdy den. V zavislosti na literatute se lisi
uvadéné mnozstvi od 34 mg az po 15 g denné [4, 7]. V raznych tkanich ma hyaluronan riznou
délku polocasu rozpadu, ktera se velmi lisi [8]. Napriklad u pfedni komory oka je to 1-1,5 h, ve
sklivci 70 dni, v synovialni tekuting pfiblizn€ 12 h [8] a v krevnim fecisti se poloCas rozpadu
hyaluronanu pohybuje pouze fadu minut [4, 10].

Hyaluronan byl ptivodné ziskavan z kohoutich hiebinkd, hovézich sklivca a pupecnich sndr [4,
8, 11]. Velkoprodukci viadu tun rocné umoznila az fermentacni“ produkce pomoci
streptokokt (Streptococcus zooepidemicus) [4, 6, 7]. Hyaluronan ziskavany z kohoutich
hiebink je stale vyuzivany predevsim pro klinickou praxi diky vysoké molekulové hmotnosti,
Cistoté a nezanétlivym vlastnostem [6]. Jednim z potencialnich kandidata je také Bacillus
subtilis, ktery je geneticky modifikovan a nese gen pro produkci hyaluronanu. Takto
modifikovany kmen je schopny produkovat hyaluronan o molekulové hmotnosti kolem 2 MDa,
je snadno kultivovatelny a neprodukuje zaddné exo nebo endotoxiny. Navic neprodukuje zadny
enzym, ktery by mohl vznikly polysacharid stépit [12, 13].

V padesatych a Sedesatych letech byla intenzivné studovana fyzikalné-chemicka stranka
hyaluronanu. Bylo objeveno mnoho roli, které plni hyaluronan v lidském téle, jako je regulace
vodni rovnovahy, osmotického tlaku, stabilizaci struktur diky elektrostatické interakci [8] nebo
ovliviiovani difuze velkych molekul [14].
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Za fyziologického pH jsou vSechny karboxylové skupiny ve strukture hyaluronanu
disociovany, nebot hodnota disociacni konstanty odpovida pKa. = 2,94 [15, 16] v zavislosti na
iontové sile.

Katabolizmus a anabolizmus hyaluronanu byl popsan v devadesatych letech [4]. Bylo zjisténo,
ze hyaluronan je syntetizovan pfimo do extracelularniho prostoru z plazmatické membrany na
rozdil od ostatnich glykosaminoglykand, které jsou vytvareny v Golgiho komplexu [2, 8].

3.1.1 Struktura hyaluronanu

3.1.1.1 Chemicka struktura

Hyaluronan je linearni polysacharid patfici do skupiny zaporn€ nabitych glykosaminoglykant
spolu s chondroitinsulfaty, keratansulfaty nebo heparansulfaty [4]. Na rozdil od nich vSak ve
své struktufe neobsahuje sulfatovou skupinu. Hyaluronan je tvofen opakujicimi se
disacharidovymi jednotkami. Kazda jednotka se sklada z D-glukuronové kyseliny a N-acetyl-
D-glukosaminu vzajemné spojenych B-1,3 glykosidickymi vazbami. Jednotlivé disacharidové
jednotky jsou spojovany B-1,4 glykosidickymi vazbami, jak ukazuje Obrazek 1 [8].

COOH OH

NH
Fo
Obrazek 1: Struktura kyseliny hyaluronové, sloZend z opakujicich se disacharidovych jednotek D-
glukuronové kyseliny a N-acetyl-D-glukosaminu.

n

Kazda disacharidova jednotka hyaluronanu odpovida pfiblizné 400 Da. Délka fetézce muze
dosahnout 1 vice nez 10 000 téchto jednotek v fad€é s molekulovou hmotnosti dosahujici az
nékolika miliond Da [4, 8]. Syntetizovany fetézec narusta od redukujiciho konce [8]. Substraty
pro syntézu jsou uridin difosfat N-acetylglukosamin a uridin-difosfat-glukuronova kyselina,
které poskytuji energii pro syntézu. Nartstajici fetézec se v§ak nemuize zvétSovat do nekonecna
predevsim diky termodynamickému hledisku, nebot’ rostouci fetézec snizuje entropii a ta musi
byt kompenzovana volnou energii ziskatelnou ze $tépeni aktivovanych nukleotidovych cukra
[4, 17].

3.1.1.2 Struktura v roztoku

Ve fyziologickém prostfedi se z hyaluronanu stava polyanion, ktery ma ve své struktufe
pfidruzené vyménné ionty, aby cela jeho struktura byla elektroneutralni. Mezi tyto kationty
patii Na*, K*, Ca®*, Mg> a dal§i [4]. Cista hyaluronova kyselina vytvaii ve vodé
charakteristické vysoce viskozni a elastické roztoky [3].

Za fyziologickych podminek je struktura hyaluronanu tvofena chemickymi vazbami tvoficimi
zaklad disacharidovych jednotek a intramolekularnich vodikovych mustki, které jsou obtizné
rozlisitelné s vodikovymi muistky tvofenymi s molekulami vody [3]. Vzhledem k tomu, Ze jsou
vSechny hydrofilni skupiny uspotradany v ekvatoridlni poloze a hydrofobni atomy vodiku
v poloze axialni, jak ukazuje Obrazek 2, dochazi v roztoku ktvorbé ploché, stuhu
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ptipominajici, kroutici se struktury [10]. Tato stuha ma ve své struktufe rozsahla hydrofobni
mista, kterd se pravidelné opakuji na opacnych stranach stuhy a vytvareji tak zaklad pro
agregaci fetézcu [18]. Kromé hydrofobnich oblasti pomahaji hyaluronanu udrzovat sekundarni
strukturu i intermolekularni vodikové mustky [19]. Jejich pfispévek k sekundarni struktuie
mize byt narusen siln€ alkalickym prostfednim.

COOH OH
o) o)
OH NH

H
H HOIQH
- n

Obrazek 2: Cervené zvyraznéné axidalni vodikové atomy a modre zdiiraznéné ekvatorialni hydrofilni
skupiny ve strukture kyseliny hyaluronove.

Hyaluronan ve vodném prostfedi tvoii rozsahla nahodna klubka [8], ktera se jiz od nizkych
koncentraci (1 mg/ml) mohou proplétat za tvorby tii dimenzionalni sité [14]. Takto usporadany
hyaluronan hraje v zivém systému dilezitou roli, nebot malé molekuly, jako je voda nebo
elektrolyty, mohou jednoduSe prochéazet skrze klubko, nikoliv vSak velké molekuly [8].
Molekuly s prili§ velkym hydrodynamickym objemem jsou pfi prichodu skrz klubko vyrazné
zpomaleny. V kone¢ném dusledku mohou i velké molekuly projit, nebot u klubka dochazi
k neustalému pohybu a vznikani a zanikani port o rtizné velikosti. Takovéto chovani vede
k ovliviiovani difuze u velkych molekul [14].

Hyaluronan o vysoké molekulové hmotnosti existuje ve vodnych roztocich v konformaci
nahodného klubka, naopak polymery s niz§i molekulovou hmotnosti maji ty€inkovitou
konformaci [20]. Jako hrani¢ni molekulovda hmotnost, kde se konformace meéni, se jevi
90—130 kDa [21].

Hyaluronan se mize vyskytovat i jako dvousroubovice (stejné jako DNA), nicméné pouze za
specialnich podminek, které neodpovidaji podminkam fyziologickym [22].

3.1.2 Biologické funkce hyaluronanu

Hyaluronan ovliviiuje chovani bunék v fade oblasti, které se mohou zdat vzajemné protichtidné.
Pfi migraci bunék, mitdze [23] nebo pfi vzniku nadoru dochazi ke zvySené syntéze hyaluronanu
[24]. Piebytek tohoto polysacharidu v nadorové tkani zvySuje moznost ristu nezakotvenych
bunék [25, 26]. Hyaluronan vSak na druhé strané také zvysuje bunécnou adhezi, agregaci bunék
a inhibuje proliferaci. VSechny tyto akce jsou fizeny pomoci receptorti exprimovanych na
povrch burky, které maji ve své struktufe motiv pro vazbu hyaluronanu [4]. Mezi proteiny
schopné takové interakce se fadi napiiklad HARE, kterym se fidi endocytdza hyaluronanu [27,
28], LYVEL1 [2, 27] a mnohé dalsi vCetn€ intracelularnich receptort, jejichz funkce zatim
nebyla plné objasnéna [4, 7].

Vzhledem k jednotvarné primarni struktufe hyaluronanu se predpoklada, ze funkci, jakou
hyaluronan aktuéalné plni, ovliviiuje jeho molekulova hmotnost [29]. Dlouhé polymerni fetézce
vypliiuji prostor, zabranuji tvorbé krevnich kapilar a jsou imunosupresivni [29] na rozdil od
fetézch stiedni délky (25-50 disacharidovych jednotek), které stimuluji zanét, imunitu, jsou
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siln€ angiogenni [6] a maji pozitivni vliv na tvorbu novych kapilar [30]. Oligosacharidy
hyaluronanu plsobi proti apoptoze a indukuji proteiny tepelného Soku [31]. Predpoklada se, ze
pusobi jako endogenni vystrazné signaly a spoustéCe ruznych signalnich drah [6]. Obecné Ize
vSak fici, ze vSechny hyaluronové fragmenty s molekulovou hmotnosti delsi nez 15 kDa (cca
37 disacharidovych jednotek) jsou bezpecné a biologicky aktivni. V ptipadé hyaluronanu
s nizkou molekulovou hmotnosti jsou obavy na misté pouze v pripadé vysokych koncentraci
[29].

Hyaluronan se vyskytuje 1 jako vnitini soucast nekterych bunék [6], zde vSak jeho funkce zatim
nebyla plné pochopena [7]. Bylo také zjisténo, ze buriky hladkého svalstva béhem virové
infekce syntetizuji povrchové vazany hyaluronan ve formé, na kterou adheruji mononukleéarni
leukocyty [7].

3.1.2.1 Bunécné receptory pro hyaluronan

Hyaladheriny jsou heterogenni skupinou proteint, které maji schopnost vazat hyaluronan [32].
Podle jejich umisténi je délime na extracelularni a bunécné [2]. U vétsiny proteini vazicich
hyaluronan je za vazbu odpovédna doména asi 100 aminokyselin, znama jako ,,Link module*
[2, 27, 33].

Prvni popsany receptor pro hyaluronan — CD44 [7] je extracelularni receptor, ktery kromé
hyaluronanu vaze také fibronectin, laninim a fadu dalSich molekul [2, 27]. Jedna se o hlavni
bunécny receptor pro hyaluronan [34]. Je také zodpoveédny za prevod signalu do burky [4, 7].
Ugastni se fady bun&&nych procesd, jako je regulace rastu bungk, preziti nebo diferenciace [27].
V tadé nadort (prsu, tlustého stieva, zaludku) dochazi ke zvySené expresi tohoto receptoru [29].

Za samotnou vazbu je zodpoveédna cast CD44 zvana HABD. Jedna se o protein, ktery mize byt
exprimovany individualné, je rozpustny a jeho schopnost poutat hyaluronan zistava zachovana
[35]. Optimalni velikost pro vazbu s receptorem CD44 se zda byt jiz hexasacharid [36, 37].
Retézce delsi nez 20 monomernich jednotek hyaluronanu maji schopnost interagovat s dvéma
CD44 receptory [36, 38]. Schopnost vazby s receptorem maji ale i kratsi fragmenty pfiblizné
mezi 3 a 5 disacharidovymi jednotkami [34].

Vazba hyaluronanu k receptoru je fizena pfedevsim tvarem a moznosti vytvaret vodikové
mustky [39]. Iontové interakce ve fyziologickém roztoku pfispivaji do celkové energie
interakce ptiblizné 25 %, navic jsou velmi zavislé na velikosti iontové sily [38]. Kontakt
receptoru s hyaluronanem je fizen pomoci vodikovych mustkti a van der Waalsovych sil, spise
nez elektrostatickych interakci nebo patrovych interakci [39—41]. K interakci dochazi v mélké
drazce na povrchu receptoru. Celkem 13 aminokyselinovych zbytkl se podili na interakci
s hyaluronanem. Velkou ¢ast zprosttedkovavaji alifatické zbytky, zbytky aromatické a bazické
[39].

RHAMM patii do skupiny proteint vazici hyaluronan [42]. Vyskytuje se v nékolika formach
a vaze hyaluronan o nizké i vysoké molekulové hmotnosti [34]. Je exprimovany na povrch
bunék, vyskytuje se ale i v cytoplazmé a bunécném jadru [2]. Pfedpoklada se, ze hraje roli pfi
hyaluronanem zprostiedkované migraci a proliferaci bunék [43]. Casto je ve zvySené mife
exprimovan v pozdnich stadiich rakovinného bujeni [34].

14



LYVEL je protein vazajici hyaluronan pfedevsim v endotelidlnich burikach lymfatické
soustavy, a na mistech jako je jaterni tkan, kde dochazi k degradaci vysokomolekularniho
hyaluronanu [2].

Rada z téchto receptort byva ve zvySené mire exprimovana v rakovinnych bunkach, coz z nich
déla vhodny cil pro hyaluronanem navadéna 1éciva [28].

3.1.3 Hyaluronan v mediciné

Pripravky na bazi hyaluronanu se vyuzivaji v fadé lékarskych (oftalmologie, obohacovani
synovialni tekutiny, distribuce léCiv nebo pro separaci tkani po operaci, hojeni ran)
a kosmetickych aplikaci [6], diky biokompatibilité, biodegradabilité¢ a viskoelastickych
vlastnostech hyaluronanu [2, 4].

Prvni vyuziti hyaluronanu se datuje do padesatych let dvacatého stoleti, kdy byl pouzit jako
nahrada ocniho sklivce béhem ocni operace rakouskym tymem [44]. Dodnes se béhem o¢nich
operaci vyuziva 1% roztok hyaluronanu [7] pro ochranu bun¢k oka béhem operace i jako
nahrada sklivce [2].

Hyaluronan obsazeny v synovialni tekutin€, které ud€luje ne-newtonskou viskozitu a dalsi
nezbytné mechanické vlastnosti [2, 45], provadi nezbytnou lubrikaci kloubt, snizuje tfeni
a slouzi jako tlumi¢ narazt. Pfi zanétlivych procesech jako revmatoidni artritida dochazi
k poklesu molekulové hmotnosti tohoto polysacharidu [46]. Tato zména vyrazné redukuje
schopnost synovialni tekutiny plnit jeji funkce. K podobnym zménam dochazi v synovialni
tekutiné i v pfipade€ osteoartritidy [47]. Pro opétovné zlepsSeni funk¢nosti kloubt se pouzivaji,
jak ukazal jiz Balazs a Denlinger v roce 1989 u kloubt koni [48], injekce hyaluronanu pifimo
do oblasti kloubu.

3.1.3.1 Distribuce léciv za pouZiti hyaluronanu

V minulych letech byl hyaluronan vyrazn€ vyuzivan pro piepravu 1éCiv v dermalnim
a transdermalnim podani, kde pomahal 1éCivym latkdm penetrovat do pokozky [49, 50]. Pro
svoje viskoelastické a mukoadhezivni vlastnosti byl pouzit pro o¢ni a nosni podani 1é¢ivych
substanci a bylo také zjisténo, ze vysokomolekularni hyaluronan na rozdil od
nizkomolekularniho [51] je schopen zvySovat biologickou dostupnost ruznych 1éciv
(vasopressin, pilokarpin, gentimycin...) [52], pravé na zakladé téchto vlastnosti.

Diky svym netoxickym vlastnostem byl vyuzit i v parenteralnim podani 1éCiv. Velmi zajimavé
se jevily predevsim konjugaty nizkomolekularniho hyaluronanu s butyratem [53], paclitaxelem
[54] nebo doxorubicinem [55] pro cilenou distribuci téchto 1é¢iv do nadorovych tkani.
Predevsim butyrat sodny s kratkym polo¢asem rozpadu pfiblizné 5 minut v lidském téle, bylo
nutné pro jeho spravnou aktivitu zacilit do nadorovych tkéani tak, aby doslo ke zvySeni
koncentrace butyratu. Za timto ucelem bylo zvoleno kovalentni napojeni butyratu na
hyaluronan [53]. Dale byly vytvofeny ruzné druhy podobnych konjugati s liposomy,
kopolymery nebo implantaty zalozené na modifikovaném hyaluronanu, pro distribuci
protinadorovych 1€¢iv nebo peptida [2, 56].
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3.14 Elektrostatické komplexace hyaluronanu

Elektrostaticka vazba nizkomolekularnich ligandt na hyaluronan byla studovana fadou technik,
jako je fluorescencni spektroskopie, izotermicka titracni kalorimetrie [57], dynamicky rozptyl
svétla nebo pocitacové modelovani [58].

Pomoci kapilarni elektroforézy bylo zjisténo, ze derivaty B-naftylamidu s Arg, Lys a Ala
interaguji ve fosfatovém pufru (pH 7,4, 1=0,17 M) velmi slabé na rozdil od prostredi
acetatového pufru (pH 4,65; I = 0,05 M), kde byla elektrostaticka interakce silnéjsi predevsim
diky nizsi iontové sile [59].

Priklad elektrostatickych interakci hyaluronanu s kationtovymi liposomy a plazmidovou DNA
byl vytvofen Balbiniho skupinou [60], kde komplex liposom/DNA nechali interagovat
s nizkomolekularnim hyaluronanem (16 kDa) ve vodném prostiedi s cilem ziskat prostfedek
pro cilenou distribuci gent.

Pomoci elektrostatickych interakci byly také vytvoreny injektovatelné hydrogely, ve kterych
dochazi k interakci mezi nanocasticemi obsahujicimi na svém povrchu amfifilni kopolymer
polyethylenglykolu a mlécné kyseliny a dale kyselinou hyaluronovou, resp.
karboxymethylcelulozou nekovalentné modifikovanou ptidavkem kationtového tenzidu
(CTAB) [61].

S vyuzitim konduktometrie byl analyzovan vznik komplexti mezi hyaluronanem a chitosanem,
dvéma piirodnimi polymery a byla testovana stabilita t€chto komplexti v riznych podminkach
[62]. Bylo zjisténo, ze pro tvorbu elektrostaticky tvorenych nanocastic s hyaluronanem je
vhodny stfedné acetylovany chitosan. Pouze v takovém ptipadé jsou vzniklé Castice stabilni
a zarovein vhodné k interakci s bunkami [63].

Ptidavkem fibrinogenu k roztoku hyaluronanu za neutralnich podminek v pfitomnosti 0,15 M
NaCl vyvolava tvorbu volné elektrostatické 3D sité, ktera byla charakterizovana pomoci
reologickych méfeni [64]. Sit byla destabilizovana pifi pH niz§im nez 4 nebo v pfitomnosti
proteaz, které hydrolyzovaly fibrinogen.

Studovany byly také elektrostatické komplexace hyaluronanu spolu s kationtovymi surfaktanty
s vyuzitim ultrazvukové spektroskopie s vysokym rozli§enim [65]. Bylo odhaleno nékolik
raznych typl interakci mezi hyaluronanem a tenzidy v zavislosti na koncentraci tenzidu.
Mnozstvi typu interakci bylo potlaceno v solném roztoku. Kromé elektrostatickych interakci
jsou pravdépodobné i hydrofobni interakce, nebot’ vliv na vysledny profil titrace méla 1 délka
hydrofobniho fetézce surfaktantu.

3.1.4.1 Interakce s aminokyselinami

Myslenka vyuziti elektrostatické interakce hyaluronanu s aminokyselinami neni revolucni. Jiz
bylo dokazéano, ze hyaluronan s polyaminokyselinami ve vhodnych podminkach interaguje
[66]. Jako dulezité se jevi predev§im pH a iontova sila, pficemz pokud klesne pH na hodnotu
kolem 2,5, neni prakticky mozné pozorovat zadné interakce, nebot karboxylové skupiny
hyaluronanu zajistujici interakci nejsou nadale disociované [15, 16].
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Vyzkum v tomto pfipadé navazuje na poznatky interakci mezi hyaluronanem a kationtovymi
tenzidy, které podobné jako aminokyseliny za uréitych podminek nesou na atomu dusiku
kladny néboj a jsou proto schopny elektrostatické interakce se zaporn€ nabitou karboxylovou
skupinou hyaluronanu. V tomto ohledu je dilezita predev§im prace Kargerové [65], ktera se
zabyva studiem interakci hyaluronanu a kationtového tenzidu pomoci ultrazvukové
spektroskopie (detailn€ popsano v predchozi kapitole 3.1.4).

K méfeni interakci mezi aminokyselinami a hyaluronanem byly vyuZivany rtizné metody. Rada
praci vznikla na Fakulté chemické se této problematice vénovala. Byly vyuzivany metody jako
je potenciometrie, konduktometrie [67] nebo reologie [66]. Bylo zjisténo, ze velky vliv na silu
interakci ma predevsim iontova sila roztoku a také pH, pii kterém dochazi k interakcim mezi
aminokyselinou a hyaluronanem [59, 66]. Vysoka iontova sila roztoku ma za nasledek odstinéni
elektrostatickych interakci.

Z aminokyselin byly zkoumany arginin a lysin, pfedevsim s ohledem na moznost nést vétsi
celkovy kladny naboj. Bylo zjisténo, ze lysin spolu s hyaluronanem vykazal vyssi silu interakci
(v porovnani s Arg a 6-aminokapronovou kyselinou) nebot’ mize pii vazbé vyuzit ob& nabité
skupiny a zaroveti slouzit jako linker mezi dvéma fetézci hyaluronanu. V piipadé€ argininu
dochazi k mensi intenzité interakci, pravdépodobné v dusledku s delokalizovanou hustotou
naboje na guanidinové skupiné. Podle vypoctu (density functional theory) tvofi arginin spolu
s hyaluronanem vice rigidni struktury, naopak lysin vice flexibilni [66].

Roztok hyaluronanu byl michan s roztokem polyargininu za vzniku nanocastic. Jejich vlastnosti
(zeta potencial) zavisely na hmotnostnim poméru misenych polymert. Zaroven systémy
s molekulovou hmotnosti hyaluronanu 165 kDa zistavaly na rozdil od nizkomolekularniho
hyaluronanu stabilni ve fyziologickém prostiedi [68]. Podobny systém s nizkomolekularnim
hyaluronanem (29 kDa) a polyargininem (5—15 kDa) byl v piebytku hyaluronanu vyuzit pro
tvorbu houbovitych, vysoce poréznich struktur s moznym biomedicinskym vyuzitim [69].

Elektrostaticka komplexace hyaluronanu byla také pouzita pro cilenou distribuci siRNA.
Hyaluronan (Hya, 19 kDa) interagoval s poly L-argininem (PLR) ve vodném prostiedi
a vysledny komplex byl pouzit pro interakci s siRNA a jeji cilenou distribuci, jak ukazuje
Obrazek 3. Uginnost cilené distribuce zavisela predev§im na mnozstvi exprimovaného
receptoru CD44 na povrchu bund&k a molekulové hmotnosti hyaluronanu. Castice byly
testovany in vivo i in vitro [56]. Pro pfipravu komplext bylo vyuzito jednoduchého smiseni
roztokl. Nasledné byly purifikovany v dialyza¢nim stiivku proti vodé po dobu 2 dna
a lyofilizovany. Prasek byl rozpustén ve vod€, vortexovan po dobu 3 minut a nasledné 20 min
sonifikovan. Nasledn¢ doslo ke smiseni s siRNA.
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Hyaluronan

Poly L-arginin

Obrazek 3: Hypotetické schéma tvorby komplexu HP pro cilenou distribuci siRNA podle [56].

3.1.4.2 Interakce s proteiny

Predpoklada se, Ze spojeni biodegradabilniho polymeru a biologicky aktivniho proteinu muaze
maskovat jeho aktivitu a zvysSit jeho stabilitu v krevnim fecisti, k obnoveni aktivity je dosazeno
po degradaci polymeru v misté ureni [16].

Interakce mezi proteiny a polysacharidy za tvorby komplexd mohou byt hnané entalpicky
i entropicky v zavislosti na hustoté naboje makromolekul. Slabé& nabité proteiny a polysacharidy
vytvaii komplexy pomoci elektrostatickych sil (entalpicky prispévek), ale formovani téchto
komplexi a agregati u silné nabitych polyelektrolyti je casto hnano entropicky,
pravdépodobné pomoci uvolnénych protiionti a molekul vody a konformacnich zmeén
polymeru pii interakci [70]. Vazebna afinita polyelektrolytu k proteinu (hovézimu sérovému
albuminu) je siln€ ovlivnéna tfemi strukturnimi parametry polyelektrolytu: roste s flexibilitou
fetézce (v pripadé hyaluronanu se jedna o tuhy polyelektrolyt) a mobilitou naboje, v pripade
hustoty naboje je problematika komplexné;jsi [71]. Tuhy polymerni fetézec jako je hyaluronan
nedokaze efektivné meénit svoji konformaci tak, aby byl idealné schopen vyuzit vazeb
k opaénym nabojim na proteinu a zarovern diky zméné€ konformace nedochazelo k vyraznym
odpudivym interakcim se stejné nabitymi skupinami na proteinu [72].

Bylo prokazano, ze BSA a hyaluronan je schopny elektrostatické komplexace kolem pH 4,
nezavisle na délce hyaluronanu v rozsahu 1 000-1 milion g:mol™' (pH =4 bylo zvoleno
s ohledem na izoelektricky bod albuminu — 5,2 a pK. hyaluronanu 2,9, tak aby bylo mozné
tvofit komplexy pomoci elektrostatickych interakci, k podpofeni byly tyto interakce studovany
také za nizké iontové sily) [73]. Rozpustnost tohoto komplexu je vSak zavisla na délce
hyaluronanového fetézce. Jednu molekulu BSA je mozné obalit vice kratkymi fetézci Hya
naopak dlouha molekula hyaluronanu miiZe interagovat s vice molekulami BSA. Méfena byla
turbidita, velikost komplexd, a byly analyzovany komplexy Hya-protein pomoci
spektrofotometrického méfeni [74]. Komplexy mohou vznikat trojiho typu, a to neutralné
nabité, pozitivni nebo negativni dle poméru hyaluronanu a albuminu. [73].
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Elektrostatické interakce by vSak mély fungovat 1 za fyziologické iontové sily a pH [74]. Pfi
interakci mezi hyaluronanem a BSA v €isté vodé dochazelo k zakaleni roztoku, ale pfi iontové
sile 150 mM roztok zastaval Ciry. Formovani komplext bylo zjistovano pomoci UV-VIS [73].

Byly studovany také komplexy hyaluronanu a hedvabného fibrinu. Tyto komplexy existuji
v pH oblasti 2,5-3,5 a komplexy se formuji pfedev§im pomoci elektrostatickych interakci [75].
Naopak lysozym, ktery ma izoelektricky bod vyS$§i nez albumin, formoval komplexy
i v hodnotach pH vyrazné vyssich (pH 3-9) [76].

Pomoci malothlového rozptylu neutroni (SANS) byla studovana struktura komplexa
hyaluronanu spolu s lysozymem. Hyaluronan byl pouzit ve dvou molekulovych hmotnostech
6 a 500 kDa. pH, pii kterém byly experimenty provadény, bylo 4,7 a 7,4, diky ¢emuz mél
lysozym celkovy naboj +10 resp. +8. Koncentrace lysozymu byla v rozsahu 3-40 g1/,
hyaluronanu pak 10 g-I"". Komplexy mély rozdilné struktury ptedev§im v zavislosti na poméru
naboju. Interakce mezi hyaluronanem a lysozymem ma elektrostatickou povahu, coz dokazuje
predevsim jeji stinéni pfi zvySené iontové sile (137 mM) [77].

Byl také vytvoren novy druh polyelektrolytovych komplext slozenych z hyaluronové kyseliny
a protaminu (malé proteiny slozené pfevazné z argininu, s vlastnostmi které umoziuji
penetrovat do burky) [78]. Byly ziskany malé (60 nm) negativné nabité Castice s indexem
polydispersity mensim nez 0,2. Vlastnosti byly zavislé na poméru jednotlivych slozek,
koncentraci polyelektrolytii a molekulové hmotnosti hyaluronanu. Izoelektricky bod ¢astic byl
blizky pH 2 a negativni povrchovy naboj se proto udrzuje v neutralnim az slabé kyselém pH.
Mozné vhodné vyuziti jako nosi¢ pro oralni aplikaci peptidu. Pozitivné nabité Castice nebyly
stabilni [79].

Byly provedeny predbézné experimenty s thymosinem al. Jedna se o peptidicky hormon, ktery
ma imunitni regulacni vlastnosti a je schvaleny v riznych zemich pro 1écbu virovych infekci
a rakovin. S vyuzitim NMR bylo zjisténo, ze se interakce s hyaluronanem vyskytuje specificky
kolem aminokyselinovych zbytkl lysinu v sekvenci LKEKK. Zaroven je mozné, ze thymosin
al rusi vazbu hyaluronanu na receptory CD44 a RHAMM [80].

3.2 Aminokyseliny

Aminokyseliny jsou zakladni stavebni slozky proteint, ve kterych se v rizném zastoupeni
vyskytuje pfiblizné 20 L-o-aminokyselin spojenych do fetézci peptidovou vazbou.
Aminokyseliny obsahuji, jak nazev napovida, aminoskupinu i karboxylovou skupinu.
U a-aminokyselin jsou obé tyto skupiny vazany ke stejnému atomu uhliku, ktery je chiralni
(s vyjimkou glycinu). Dle struktury postrannich fetézcti délime aminokyseliny na zasadité,
kyselé, aromatické, alifatické a sirné [81].

V zavislosti na pH mohou aminokyseliny ménit svijj celkovy naboj od kladn€ nabitych az po
zaporné nabité. Jednd se tedy o amfolyty. Jako elektroneutralni se aminokyselina jevi
v izoelektrickém bodé (pI), coz je hodnota pH, kde v celkovém souctu nese aminokyselina
nulovy naboj. Obecné lze fici, ze v oblasti pH pod izoelektrickym bodem aminokyseliny
dochazi k tvorbé kladné nabité molekuly, naopak nad hodnotou izoelektrického bodu prevlada

19



zaporny naboj. Vzhledem k velkému poctu nabitych skupin ve strukture aminokyselin se
snadno rozpousti v polarnich rozpoustédlech [81].

3.2.1 Lysin

L-lysin (zkracené€ Lys, K) je bazickd aminokyselina, u ¢loveéka jedna z 10 esencialnich [81, 82].
Dulezitou roli hraje v metabolismu mastnych kyselin, vapniku a kolagenu. Vyuziva se pii [écbé
osteopordzy a opard. Prumyslové se ziskava fermentatné pomoci Corynebacterium
gluramicum [83]. Hodnoty disocia¢nich konstant pii 2981 Ka nulové iontové sile
jsou pKooy= 1,85, pKyyy,= 9,09 a pK_,= 10,9 [84]. Izoelektricky bod byl vypocitan
pomoci rovnice (1) a jeho hodnota odpovida pI = 10,0. Jeho chemickou strukturu v zavislosti

na pH znéazoriuje Obrazek 4.

1 1
pl = E(pKl + pKy) M
COOH COO (olelo} CcCoO
HaN' HaN" H,N HN
pK,=1,85 pK,=9,09 pK;=10,9
NH; NH; NH; NH,

Obrazek 4: Struktura lysinu v zavislosti na pH prostiedi.

3.2.2 Arginin

L-arginin (zkracené Arg, R) je bazicka aminokyselina [81], pro ¢lovéka esencialni béhem ristu,
po jeho ukonceni jiz nikoliv, tedy tzv. semiesencialni aminokyselina. Produkovan je pomoci
extrakce z proteinového hydrolyzatu a pomoci fermentace mutovanych kment
(Corynebacterium, Bacillus nebo Serratia) [85]. Hodnoty disociacnich konstant pKa. pfi
298,1 K a nulové iontové sile jsou pK.,,,=1,97, pKNH2=9,05 [84] a pKe_NH2=13,8 [86].

Izoelektricky bod méa hodnotu pI=10,76 [87]. Chemicka struktura argininu je znazornéna na

obrazku (Obrazek 5).
NH O
HzN)J\NH/\/\HkOH
NH,

Obrazek 5: Chemicka struktura argininu.

3.2.3 Polyaminokyseliny

Polyaminokyseliny (PAA) jsou syntetické materidly obsahujici pouze jeden druh
aminokyseliny [88]. Jsou velmi dobfe rozpustné ve vode a odolné vici zménam pH. Zaroveni
se jedna o biodegradabilni polymery [89]. Polyaminokyseliny a jejich derivaty (kopolymery)
predevsim polyglutamova a polyasparagova kyselina pripade polylysin jsou Siroce pouzivané,
micely tvofici materialy zajimavé piedevs§im pro distribuci 1é¢iv [90].
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3.2.3.1 Polyarginin

Polymerni kationtové aminokyseliny maji schopnost prostupovat do bunék (kvasinek, gram
pozitivnich 1 negativnich bakterii) [91]. Nad ostatnimi polymery aminokyselin vynika touto
schopnosti polymer argininu [92]. Schopnost vstupovat do buiky je ovlivnéna délkou
argininového fetézce [91, 93] , kdy polymery kratsi nez 5 monomernich jednotek maji vyrazné
horsi schopnost pronikat do bunék nez peptidy s vice nez 6 aminokyselinovymi zbytky [91, 94].
Schopnost praniku se zvySuje s rostouci délkou fetézce az do 15 aminokyselinovych zbytku,
stejné jako bunécna toxicita [91]. Divod proc delsi fetézce polyargininu snadnéji narusuji
membranu, je pravdépodobné zména konformace z nahodného klubka do a-Sroubovice [93] pti
styku s fosfolipidovou dvojvrstvou. Polyarginin je také schopny se translokovat skrze savci
bunéénou membranu [88].

Této skuteCnosti bylo vyuzito pfi tvorbé polyelektrolytovych komplexti polyargininu
a plasmidové DNA scilem zvySit ucinnost transfekce. Jako nejefektivnéjsi se ukazal
polyarginin slozeny ze sedmi aminokyselinovych zbytkl, navic jeho cytotoxicita byla velmi
mirng [94].

Polyarginin byl také vyuzit jako soucast nosicového systému pro RNA a chemokind. Olejové
jadro nanocastic bylo schopné enkapsulovat proteiny a jeho kryti zajiStovala polymerni slupka
z polyargininu a hyaluronanu, usnadtiujici jejich cilené doruceni a schopna nést RNA [95].

S ohledem na nutnost vytvoreni antibakterialnich povrchi pro medicinské pouziti, predevsim
v oblasti implantatt, byla zkoumana moznost vyuziti polyargininu a hyaluronanu. Byl zkouman
polyarginin o rtznych délkach fetézce (10, 30, 100 a 200 aminokyselin). Filmy obsahujici
polyarginin o délce 30 rezidui vykazaly silnou antimikrobialni aktivitu jak pro gram pozitivni,
tak gram negativni patogenni bakterie. Dulezity je predevsim poznatek délky polyargininového
fetézce, nebot” se jedna o prvni pfipad, kdy délka fetézce hraje vyznamnou roli ve funk¢énosti
tenké vrstvy. Bakterie byly zneskodnény diky pfitomnosti mobilnich fetézci polyargininu,
které s bakteriemi reagovaly, a v disledku interakce zabijely [96].

3.2.3.2 Polylysin

Jednou z prvnich zkoumanych kationtovych polyaminokyselin byl pravé polylysin. Struktura
tohoto polymeru je schopna ochranit geneticky material proti rozkladu a zaroven zvysit jeho
bunécny prijem skrze nespecifickou endocytdézu [88]. Problémem vsak je jeho vyznamna
cytotoxicita zavisla na molekulové hmotnosti polylysinu [97].

Poly-L-lysin (PLL) se vzdjemné odpuzuje a na povrch fosfolipidovych dvojvrstev se tedy
adsorbuje mnohem mens§i intenzitou nez polyarginin [98].

Hyaluronan v kombinaci s poly-L-lysinem byl vyuzit pro tvorbu biokompatibilniho filmu
pomoci stfidavé absorpce. Hnaci silou byla kompenzace povrchového naboje. Tyto filmy
naristaji exponencialn€, coz je zpusobeno pronikanim PLL dovnitf filmu v pribéhu jeho
kontaktu s roztokem PLL a opaCnym procesem v piipadé kontaktu filmu s roztokem
hyaluronanu [99].

Byly také studovany interakce mezi polylysinem, jakozto potencidlniho antimikrobialniho
potravinaiského pfipravku a pektinem sriznym stupném esterifikace, pomoci ITC,

21



mikroelektroforézy a turbidimetrie. S klesajicim stupném esterifikace, tedy s rostoucim
nabojem na pektinu, rostla intenzita interakci, coz mélo za nasledek snizeni antimikrobialni
aktivity polylysinu [100].

3.3 Antimikrobialni peptidy

Antimikrobialni peptidy (AMP) jsou z hlediska evoluce velmi staré a hraly v ni dilezitou roli
[101]. Vyskytuji se v Sirokém spektru organismd, jako jsou protozoa, prokaryota, eukaryota
[28]. Presto, ze existuji 1 aniontové antimikrobialni peptidy, vétSina pfirodnich AMP je
kationtovych s prumérnym kladnym nabojem +3,2 [102]. S ohledem na obsah prace je
pozornost soustfedéna pravé na kationtové AMP.

Obecné se jedna o peptidy v délce 12 (6 pro aniontové AMP [103]) az 50 aminokyselinovych
zbytkt [104, 105], vzhledem k jejich mnozstvi je vSak velmi obtizné je roztfidit [101], nicméné
déli se podle aminokyselinové sekvence a sekundarni struktury [103]. Celkem rozeznavame
Ctyfi zékladni tfidy: p-list, a-Sroubovice, linearni peptidy se zvySenym obsahem dané
aminokyseliny a peptidy vytvarejici smycky (obsahuji disulfidicky mustek) [28].

Kationtové AMP jsou charakterizovany predevsim jako p-list a a-Sroubovice [106]. Jejich
zakladnim znakem je schopnost molekuly zaujmout takovy tvar, ve kterém jsou hydrofobni
aminokyseliny (I, V, F, Y, W [107], vice nez 30 % [108]), hydrofilni aminokyseliny
a aminokyseliny nesouci kladny naboj (R, K [107]) prostoroveé usporadany do samostatnych
sektor v molekule za tvorby tzv. amfifilni struktury [101, 107, 109], pfestoze v roztoku se
vyskytuji v konformaci nahodného klubka [28]. Vétsina antimikrobialnich peptidi ma diky
veét§imu mnozstvi aminokyselinovych zbytki nesouci kladny naboj (arginin, lysin [105])
celkovy naboj +2 az +9 [110].

Mnohobunécné organismy exprimuji fadu riznych antimikrobialnich peptida [101, 104, 111],
pravdépodobné proto, ze zadny AMP nepokryva celé antimikrobidlni spektrum [112]. Kladné
nabité a-helikalni peptidy ¢asto zaujimaji ve vodném roztoku konformaci nahodného klubka
[113] (naptiklad LL-37 [114]), to se vSak méni na uspotradanou strukturu v ptitomnosti lipida,
sodium dodecyl sulfatu nebo liposomu, resp. v prostiedi imitujici cytoplazmatickou membranu
[111, 115]. ZvySena uspotfadanost sekundarni struktury koreluje se siln€jsi antimikrobialni
aktivitou [116].

Radu AMP produkuji zivogichové za specifickych podminek [104]. AMP cili na gram-pozitivni
1 negativni bakterie, houby nebo nékteré parazity [105, 117]. Viry jsou cilem AMP pouze ve
specifickych ptipadech (HIV) [104]. Jeden AMP casto zastava nékolik funkci [102]. AMP také
ovliviiyji imunitni reakci na v§ech urovnich imunitniho systému [105].

Vzhledem k rostouci rezistenci ke konvencnim antibiotikim se pozornost farmaceutického
prumyslu obraci pravé na AMP [118], které by mohly pievzit jejich roli pii boji s infekcemi
[111]. Nejvétsim problémem AMP pii terapii je jejich efektivita proti infekci Casto az pii
vysokych davkach (blizkych toxickym davkam) [101]. Pro komer¢ni vyuziti ve farmacii je
potieba vyfesit fadu problému spojenych v AMP. Jejich moznou toxicitu a alergizujici ucinky
(vyuzivanim télu vlastnich AMP), syntézu ve velkych mnozstvich (biosyntéza pomoci
mikroorganismii — problém toxické pro mikroorganismy, syntéza do mléka geneticky
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modifikovanych zvifat nebo v rostlinach), degradace AMP v ptipad¢ traveni nebo zavedeni do
krevniho obéhu (modifikace struktury AMP, tak aby nebyly dale rozpoznatelné) a ptipadné
problémy spojené s rezistenci (vzhledem k vyuziti AMP vy$§imi organismy po miliony let se
zda, ze rezistence se vyviji obtizné) [111, 119].

Rist mikrobti na povrSich syntetickych materialti, ze kterych jsou vyrabény medicinské
pristroje, jako jsou napftiklad intravenozni katetry, je problém, ktery by mohli AMP pomoci
vytesit [118]. Peptid magainin, ktery je kovalentné vazany, si ponechava svoji antimikrobialni
aktivitu [120, 121].

AMP jsou zatim vyuzivany predev§im v topickych aplikacich [122]. Pro uchovavani potravin
je uz tadu let vyuzivan peptid ambicin [119] a nisin [123].

Distribuce AMP pomoci nanocastic je jednim ze smérti vyzkumu mozného vyuziti AMP
v medicing. Chitosanové castice se zachycenim dermaseptinem byly zkoumany pro svoji
vybornou protinadorovou aktivitu [124]. U nanocastic PLGA spolu s LL-37 bylo zjisténo
rychlejsi hojeni ran, zarover byl systém pln¢ biodegradovatelny [125].

Magaininy, tachyplesin, cecropin B a BMAP-28 jsou pfirodni AMP, u kterych je velky
potencial stat se novou tfidou 1éCiv proti rakoviné [28].

3.3.1 Mechanismus ucinku

Antimikrobialni  peptidy vyuzivaji zakladni rozdil mezi membranami mikrobt
a mnohobunécnych organismui. Bakterialni membrany jsou organizovany takovym zptisobem,
kdy je nejsvrchnéj§i vrstva lipidové dvojvrstvy cytoplazmatické membrany osazena
fosfolipidy, které nesou zaporny naboj [101, 104, 107]. V piipadé mnohobunécnych organisma
vsak plati, ze svrchni vrstva cytoplazmatické membrany naboj nenese a negativné nabité lipidy
se vyskytuji pfedev§im na vnitini stran€¢ dvojvrstvy [101]. V piipadé rakovinnych bunék
dochazi ke ztraté symetrie (Obrazek 6) na vnitini a vnéjsi strané cytoplazmatické membrany,
proto je jejich povrch zaporné nabity, coz umoziuje nékterym AMP ucinkovat i proti témto
bunkam [28, 107, 118]. Zaroven je na povrchu rakovinnych bunék fada aniontovych
membranovych komponent (glykoproteint, glykolipidd, proteoglykant), coz dale zvysuje
atraktivitu a umoziuje AMP rozliSovat mezi rakovinnymi butikami a buiikami zdravymi [126].
Cholesterol obsazeny v membrané snizuje aktivitu AMP [111, 126], stejn¢ jako rostouci
iontova sila [101]. Vyuziti AMP jako zakladu protirakovinné 1é¢by by mohlo byt uspésné ve
spojitosti s novymi nosi¢ovymi systémy [126].
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Obrazek 6: Schématickd prezentace rozdilii mezi cytoplazmatickou membrdnou zdravé burnky (4)
a rakovinné buriky (B) podle [28].

Byla prezentovana tada hypotéz o tom, jakym zpisobem zabiji antimikrobialni peptidy
mikroorganismy [118]. Patii mezi n¢ depolarizace bakterialni membrany, vytvoreni kanalg,
které umoziuji tnik bunééného obsahu [103, 105, 111] nebo aktivace hydrolaz, které degraduji
bunécnou sténu [101, 119]. Nekteré AMP mohou prochazet cytoplazmatickou membranou
a usmrcovat pomoci interakce s intracelularnimi komponenty v burice [103, 105, 107]. VétSina
AMP muze pravdépodobné vyuzivat vice nez jednu moznost, jak G¢inkovat v zavislosti na
prostiedi [107]. At uz je mechanismus u¢inku AMP jakykoliv, faktem je, ze AMP ucinkuji
v fadu minut [103], tedy velmi rychle [119]. AMP tedy zpusobuji bunécnou smrt predev§im
diky fyzikalni interakci peptid-lipid a jejich chovani by se dalo pfirovnat k detergentiim [127].

U gram-negativnich bakterii navic dochazi k vyméné vapenatych a hofecCnatych iontd
v lipopolysacharidech, coz ma za nasledek poskozeni vnéj$i bunécné stény. AMP pak ziskaji
pristup do periplazmatického prostoru a k cytoplazmatické membranée [101].

3.3.2 Rezistence

Rezistentni rody jako jsou Morganella a Serratia neexprimuji do vnéjsi vrstvy cytoplazmatické
membrany dostatek zaporné nabitych lipidd. Jiné rezistentni druhy jako Porphyronomonas
gingivalis vylucuji do prostiedi proteazy, které AMP nic¢i [101]. Studie potvrzuji, ze
pravdépodobnost vzniku rezistence na AMP je mensi, v porovnani s béznymi antibiotiky [101,
119]. Obavy ze vzniku pripadné rezistence pretrvavaji predev§im v pfipadech, kde AMP cili na
specificky protein v butice. Zde je moznost genetické mutace a vzniku rezistence [107].

3.3.3 Cecropiny

AMP izolované z hmyzu jsou jednim z hlavnich zdroji AMP [128]. Prvnim purifikovanym
zastupcem byly cecropiny z kukel motyla Hyalophora cecropia [129], pozdéji byly cecropiny
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objeveny i u savcu [130]. Skupina cecropini se sklada ze siln€ zasaditych peptidu s velikosti
okolo 4 kDa. Cecropiny se skladaji z 34 az 55 aminokyselinovych zbytkd [131].

Cecropin A (KWKLFKKIEKVGQNIRDGIIKAGPAVAVVGQATQIAK) a cecropin B
(KWKVFKKIEKMGRNIRNGIVKAGPAIAVLGEAKAL), jsou nejlépe prostudovanymi
zastupci této skupiny [132], vykazuji silnou antimikrobidlni aktivitu proti gram-pozitivnim
i negativnim bakteriim a houbam [128, 133, 134], pfitom vSak zpusobuji lyzi eukaryotickych
bunék az za vysokych koncentraci [128, 133, 135]. Ze zakladnich experimentd vyplyva, ze
cecropin B vykazuje jistou selektivitu s ohledem na lipidické slozeni membrany [136].
Cecropin B putsobi selektivné proti rakovinnym bunkam, kdy zdravé burky zastavaji
v pritomnosti cecropinu B neposkozeny [131, 133, 134, 137]. Cecropin A 1 B vykazal aktivitu
proti nékolika riznym nadorovym bunkam [137-141]. V koncentracich, které nejsou skodlivé
zdravym burikam [140, 141]. Ve vodé€ nevytvafi cecropiny zadnou sekundarni strukturu
avyskytuji se v konformaci ndhodného klubka [128, 137, 142]. Sekundéarni struktura
(a-helikalni, amfipatickd) se vytvari v pfitomnosti hydrofébniho prostiedi nebo polarnich
organickych rozpoustédel [128, 137, 143, 144]. Aktivita cecropint neni spojena s bunécnymi
receptory ale, jak je tomu u AMP obvyklé, s jejich vazebnou afinitou k liposomim [135].
Cecropin B ma nejvyssi antimikrobialni aktivitu z celé rodiny cecropinu [144].

3.34 Interakce kationtovych antimikrobialnich peptidu

Byly zjistovany u¢inky AMP LL-37 pfi reakci s biokompatibilnimi polysacharidy (hyaluronan,
alginat). Bylo zjisténo, ze LL-37 intenzivnéji reaguje s alginatem v porovnani s hyaluronanem
predevsim diky rozdilné nabojové hustoté obou polysacharidi. Interakce byly zkoumany
v prostiedi fosfatového pufru ve dvou iontovych silach (20 mM a 150 mM) pomoci
cirkularniho dichroismu. Bylo zji§téno ze LL-37 formuje svoji helikalni strukturu predev§im
pfi interakci s alginatem, u hyaluronanu pouze v prostfedi nizsi iontové sily. Interakce mezi
polysacharidem a AMP je tedy pravdépodobné elektrostatickd a hydrofobni interakce
s hydrofobnimi oblastmi hyaluronanového rfetézce nebyly objeveny [145].

Interakce s glykosaminoglykany jako je heparin a dermatan sulfat, pfipadné s dal§imi
molekulami vyskytujicimi se na povrchu bakterii (kyselina teichoova, peptidoglykany nebo
lipopolysacharidy) ma obdobny efekt jako vazba k alginatu, tedy zmény konformace, které
vedou k wvytvoreni helikalni struktury, kterd je schopnd interagovat a destabilizovat
cytoplazmatickou membranu [144]. Studovany byly také interakce mezi AMP (cecropin A)
s peptidoglykany. Bylo zjisténo, ze zkoumané AMP reaguji s peptidoglykany stejné ochotné
jako s fosfolipidy [146].

Kratky kationtovy peptid CMI11 byl vyuzit v kombinaci s chitosanovymi nanocasticemi
pokrytymi hyaluronanem pro cilenou distribuci do bun¢k s nadmérnou expresi receptoru CD44
v in vitro testech. Kryti nanocastic hyaluronanem mélo za nasledek mnohem lepsi ptisobeni na
rakovinné buiiky v porovnani s volnym peptidem nebo peptidem enkapsulovanym pouze do
samotnych nanocastic diky endocytdze zprostiedkované receptorem CD44 [147].

Byly studovany parametry objemu a adiabatické stlacitelnosti u multi- a uni-lamelarnich
vesikuli slozenych z dimyristoylfosfatidylcholinu. Vesikuly obsahovaly rtizné mnozstvi
antimikrobialniho peptidu gramicidinu S pomoci densitometrie a méfeni rychlosti prichodu
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zvuku. Gramicidin je cyklicky dekapeptid vykazujici antibiotickou aktivitu. Terapeutické
vyuziti se zatim omezuje pouze na topické aplikace. Bylo dokazano, ze tento peptid zvysSuje
neusporadanost lipidové dvojvrstvy [148].

Pro prodlouzeni zivotnosti antimikrobialnich peptidd v krevni plazmé alesponl na 24 h byl
vytvoren kopolymer polyalkylakrylové kyseliny spolu s amfifilnimi polyeteraminovymi
fetézci. Tento kopolymer byl pak nasledné€ vyuzit k tvorbé nanokomplexti s kationtovym
antimikrobialnim peptidem KSL-W. Byly studovany vlastnosti téchto komplexua v zavislosti na
jejich slozeni [149].

Antimikrobialni peptid novicidin byl enkapsulovan do nanogeli tvofenych modifikovanym
hyaluronanem. Vysledkem této enkapsulace byla dobra koloidni stabilita v riznych iontovych
prostredich, uvolnéni peptidu v prubéhu 14 dnt. Navic byl vyrazn€ zvyseny bezpecnostni profil
novicidinu v porovnani s neenkapsulovanym peptidem pfi zachovani jeho antimikrobiadlni
aktivity [150].

Byly studovany interakce nékolika zaporné nabitych polymerd (hyaluronan,
karboxymethylcelul6za, xantan) spolu s ozarelixem (kationtovym dekapeptidem). Byly
zjistovany vlivy polyelektrolyti, jako je velikost nebo hustota naboje na formovani
polyelektrolytovych komplexti spolu s peptidem. Pomoci transmisni elektronové mikroskopie
bylo zjisténo, ze hyaluronan o vysoké molekulové hmotnosti tvofi extra dlouhé agregaty (delsi
nez 5 pm), ve kterych individualni vlakna o velikosti 8 nm agregovala do vétSich [151].

Izotermickd titracni kalorimetrie byla pouzita k urCeni disociaéni konstanty a dalSich
termodynamickych parametra. Disociacni konstanta indikovala pro vSechny elektrolyty silnou
vaznou afinitu, ale také vykazala vzajemné znacné rozdily. Hyaluronan dosahoval nejsilngjsi
vazby ze vSech zkoumanych elektrolytt (pfestoze ma nejmensi hustotu naboji). To dokazuje,
ze nejenom elektrostatické vazby, ale i hydrofobni interakce hraji pfi tvorbé agregata
vyznamnou roli [151].

Hyaluronan byl modifikovan antimikrobialnim peptidem nisinem v riznych koncentracich,
ktery byl k hyaluronanu kovalentné prichycen. Byla pozitivné testovana antibakterialni aktivita
jak roztoku takto pfipraveného roubovaného polymeru, tak hydrogelu, ktery umoznuje pouziti
jako antimikrobialni povrch v riznych aplikacich, jako jsou kontaktni Cocky, kosmetické
ptipravky nebo obvazl na rany [152].

34 Ultrazvukova spektroskopie s vysokym rozliSenim

Vyuziti ultrazvuku jako nedestruktivni techniky pro charakterizaci a zkoumani material bylo
studovano po desetileti. Nejprve se ultrazvuk jako analyticky nastroj ujal v medicing [153], kde
zpusobil malou revoluci. AvSak aplikace ultrazvuku v oblasti studia materiali byla brzdéna
predevsim nedostate¢né vyspélou elektronikou, nutnosti méfit pouze velké mnozstvi vzorku,
nizkym rozli§enim a komplikovanym postupem pii méfeni [154].

Podobné jako ostatni spektroskopické techniky, které vyuzivaji elektromagnetické zareni, je
ultrazvukova spektroskopie s vysokym rozliSenim (HR-US), z anglického high resolution
ultrasonic spectroscopy, taktéz spektroskopickou technikou. Pro analyzu, v§ak na rozdil od
ostatnich spektroskopii vyuzivajicich elektromagnetické zateni (UV, VIS, IR, NMR atd.)
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o ruzné vinové délce, vyuziva zvukovych vin o vysoké frekvenci (fadové MHz). To umoziuje
vyuziti této techniky ke studiu témét jakéhokoliv materidlu nezavisle na jeho vlastnostech
k elektromagnetickému zafeni [154]. Zkoumani vzorku pomoci zvukovych vin navic dovoluje
meéfeni az na osmi frekvencich najednou, nebot’ jsou zvukové viny generovany elektronicky.

3.4.1 Princip méreni

Zvukové viny prochazi ve spektrometru dvéma celami soucasné. Vzorek je umistén do mérné
cely a napftiklad Cisté disperzni prostfedi do cely referencni. Méfeni je tedy v ultrazvukovém
spektrometru provadeéno jako komparativni [155].

Analyza vzorku ultrazvukovou spektroskopii je zalozena na méfeni rychlosti pruchodu
ultrazvukové viny vzorkem a zméné jeji amplitudy, jak ukazuje Obrazek 7. Zvukova vina je
generovand z elektrického signalu piezoelektrickym pievodnikem na jedné strané cely,
prochazi vzorkem a v pozménéné podobé je detekovand druhym piezoelektrickym
prevodnikem na opacné strané cely, ktery ji pfevadi zpét na elektricky signal (Obrazek 7). Ze
zmény charakteristik ultrazvukovych viln jsou nasledné usuzovany vlastnosti méfeného vzorku
[156].

Zvukova vlna
se snizujici se
amplitudou
prochazejici
vzorkem

Celase .
vzorkem

-

Piezoelektricky

Piezoelektricky prevodnik
prevodnik Opakovana
komprese a
RO%PWI zvuku dekomprese
na ¢asticich o
; vzorku pi1
vzorku S
pruchodu

zvukové viny

Obrazek 7: Schéma zndzornujici princip méreni ultrazvukového spektrometru a priichod zvukové viny
vzorkem.

Zvukova vlna prochazejici vzorkem, podobné jako vlna mechanicka, testuje intermolekularni
sily vzorku opakovanou kompresi a dekompresi pii svém pruchodu vzorkem [154]. Molekuly
ve vzorku na sebe pusobi bud’ pfitazlive, nebo odpudivé a méni tim mikro-elastické vlastnosti
vzorku, proto se kazdy vzorek v zavislosti na svém slozeni stdva béhem méfeni jedinecny.
Protoze je velikost komprese a dekomprese zpusobena zvukovou vlnou velmi mala, jedna se
o nedestruktivni techniku [157].
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Studovani vzorku pomoci ultrazvukové spektroskopie jde do jisté miry pfirovnat
k reologickému studovani vzorku. Na rozdil od klasické reologie, kde dochéazi k pomalym
deformacim vzorku, zpusobuje zvukova vina deformace mnohem rychlejsi [154].

Hustota a elasticita nejvetsi mérou ovliviiuji rychlost, se kterou se zvukova vlna §ifi vzorkem
[157]. Vzhledem k tomu, Ze elasticita je velmi citliva na intermolekularni uspotradani vzorku,
zvukové viny maji plyny, kde se zvukova vlna S§ifi asi pétkrat pomaleji v porovnani
s kapalinami [154]. NejvySsi rychlost Sifeni je dosazeno v pevnych latkach, nebot maji
nejsiln€jsi interakce mezi molekulami. Tuto zavislost znazoriiuje Obrazek 8. Rychlost Sifeni
ultrazvukové viny je velmi citliva na molekularni uspotradani a mezimolekulové interakce [154,
158].

Plyn

' v L ‘. ‘...I Kapalina
§ O
| Y LI

%r _ Tllhélétka

Vzdalenost

Obrazek 8: Zvukovd vina prochazejici riiznymi druhy prostredi.

Zvukova vlna prochazejici vzorkem ztraci Cast své energie tim, Ze ve vzorku zpusobuje
kompresi a dekompresi. Ztrata energie se promitne do snizeni amplitudy zvukové viny.
Ultrazvukové zeslabeni potom kvantifikuje miru ztraty této energie [156].

Obecné muzeme zeslabeni ultrazvukové viny rozdélit do dvou kategorii: zeslabeni
v homogennich vzorcich a ve vzorcich nehomogennich. Homogenni vzorky zeslabuji zvukové
viny diky své kompresi a dekompresi. Meéfeni zeslabeni homogennich vzorkii pomaha
pozorovat strukturalni zmény, asociace, vazbu ligandi k makromolekulam a dalSi rychlé
chemické zmény [159]. Zatimco v nehomogennich vzorcich dochazi k utlumu zvukovych vin
diky rozptylu na ¢asticich uvnitf roztoku [154, 159].

Plati, ze velikost zeslabeni zvukové viny, na rozdil od rychlosti propagace zvukové viny
vzorkem, neni zavisla na teploté [160].

Kromé meéfeni rychlosti prichodu ultrazvukovych vin a jejich zeslabeni je mozné ziskany
parametr ultrazvukové rychlosti (1) v ms™ vyuzit v kombinaci s mé&fenim hustoty (p) v kg'm™
vzorku pro vypoget stla¢itelnosti vzorku (8) Pa™! s vyuzitim dobie znamé rovnice (2), takzvané
Laplaceovy rovnice [156, 161].

B=— )
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3.4.2 Vyuziti HR-US v praxi

Mezi typické priklady vyuziti ultrazvukové spektroskopie patii agregace v suspenzich
a emulzich, tvorba polymernich geli [160], analyza vazby biopolymer-ligand, hydrolyza
proteint, zména konformace biopolymert [156], tvorba micel [154] a mnoho dalSich procesu
vcetné analyzy suspenzi a emulzi [160].

Pomoci spektroskopie lze téz presné urcit hodnotu kritické micelarni koncentrace (CMC).
Podle Pekare [155] je vznik micel provazen snizenim rychlosti §ifeni zvukovych vin diky
elastickému micelarnimu jadru [160]. Mezi dalsi experimenty ukazujici citlivost ultrazvukoveé
spektroskopie s vysokym rozliSenim na usporadani molekul ve vzorku patfi naptiklad studium
vazby protein-ligand, které bylo podobné jako v predchozim piipadé usporadano opét do
titra¢niho rezimu. Tentokrat vSak dochéazelo k postupnému ptridavku roztoku ligandu do mérné
cely obsahujici roztok proteinu. Vysledkem experimentu bylo snizovani velikosti ultrazvukové
rychlosti v dasledku uvoliovani molekul vody z hydrata¢niho obalu a jejich nahrazeni
ligandem. Voda v hydratacnim obalu je totiz méné€ stlaCitelna nez voda objemova [155, 162]
a zaroven je hustsi [163], coz zvySuje rychlost Sifeni ultrazvukovych vin [156].

Béhem méfeni vlastnosti roztokt hyaluronanu bylo zjisténo, ze velikost relativni ultrazvukové
rychlosti nezalezi na molekulové hmotnosti hyaluronanu, ale pouze na koncentraci dimerti D-
glukuronové kyseliny a N-acetyl-D-glukosaminu, které se nachazeji ve vzorku [164]. S rostouci
koncentraci hyaluronanu ve vzorku dochazi k linearnimu narastu relativni rychlosti jak pro
roztoky ve vodném prostiedi, tak pro roztoky v 0,15 M chloridu sodném, a to diky tvorbé
hydratovanych molekul hyaluronanu, nebot hydrata¢ni voda je méné stlacitelna nez voda
objemova [155, 162]. Protoze stlaCitelnost vody klesa s teplotou, dochazi i k poklesu rychlosti
Siteni zvukovych vin vzorkem. Tento efekt je mnohem vyraznéjsi v porovnani s efektem
koncentrace [164].

Pomoci ultrazvukové spektroskopie s vysokym rozliSenim bylo provadéno i zkoumani interakci
mezi hyaluronanem a kladn€ nabitymi povrchové aktivnimi latkami (CTAB, TTAB) [65].
Experiment byl provadén v titraénim rezimu ve vodném prostiedi a v prostfedi 0,15 M roztoku
chloridu sodného s riznymi molekulovymi hmotnostmi hyaluronanu. Diky citlivosti
ultrazvukového spektrometru bylo ve vodném prostiedi odhaleno az 6 riznych druht komplexa
hyaluronan-tenzid.

Ultrazvukova spektroskopie s vysokym rozliSenim byla vyuzita pro posouzeni rozdili ve
stlaCitelnosti nanocastic hyaluronanu. Nanocastice tvofené z fetézcti hyaluronanu o molekulové
hmotnosti 17 kDa vykazaly vyrazné nizsi relativni rychlost v porovnani s ¢asticemi tvorenych
z vysokomolekularniho hyaluronanu, coz svédci o jejich vétsi stlacitelnosti [165].

Studium micelizacniho procesu poloxameru 407 bylo provadéno pomoci ultrazvukové
spektroskopie s vysokym rozliSenim a diferencialni skenovaci kalorimetrie. Bylo zji§téno, ze
obé techniky poskytuji dobrou korelaci. Hodnoty rychlosti zvuku byly vhodné pfedev§im pro
stanoveni agregacniho a deagregacniho procesu, zatimco zeslabeni zvukovych vin bylo
schopné identifikovat 1 proces gelace [166].

Ultrazvukova spektroskopie byla také pouzita ke studiu osmolality mléka v realném case. Kde
byla, pomoci B-galaktosidazy S§tépena laktoza. Zaroven bylo prokazano, ze ultrazvukova
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spektroskopie s vysokym rozliSenim poskytuje vysledky srovnatelné s diskontinualnimi
metodami ziskanymi z méfeni HPLC a pomoci osmometrie [167].

Je dulezité si ovSem uveédomit, ze ultrazvukova spektroskopie je metoda nepiima, a jak je
interpretovana pricina zmény ve velikosti ultrazvukové rychlosti nebo zeslabeni zvukové viny,
je predevsim otazkou znalosti problematiky a zkusenosti s touto technikou [155].

3.5 Titrac¢ni kalorimetrie

Izotermicka titracni kalorimetrie (ITC) je biofyzikalni technikou pro méfeni tvorby a rozpadu
molekularnich komplexti. Pomoci méfeni tepla pfijatého nebo uvolnéného pii tvorbé nebo
zaniku vazby ITC zprostfedkovava presné a rychlé méfeni termodynamickych parametrd
molekularnich interakci [168, 169]. Vzhledem ktomu, ze kazdd reakce vytvaii nebo
spotfebovava urCité mnozstvi tepla, je mozné v principu studovat kteroukoliv reakci
s dostate¢né citlivou instrumentaci. Aplikacni pole je velmi Siroké, nebot’ technika nevyzaduje
slozité upravy vzorkl [169]. Zahrnuje tak interakce mezi biomolekulami a 1éCivy, polymerni
interakce, tvorbu micel nebo studovani enzymové aktivity [168, 170].

3.5.1 Princip méreni

Obecné jsou ITC experimenty provadény tak, Ze je série piidavka roztoku ligandu privadéna
do cely se vzorkem. Alternativni pfistup je nazyvan ,single injection mode* (SIM) a zahrnuje
jeden velky ptidavek ligandu do cely se vzorkem [168, 171].

Pfi méfeni interakce mezi molekulami je ligand davkovan do roztoku vzorku, ktery je v cele
[172, 173]. Teplo, které se méfi, je v takovém pripade bud’ uvoliiovano (exotermni reakce) nebo
pfijimano (endotermni reakce) [168] a je stanovovano skrze energii, ktera je potiebna pro
udrzeni stejné konstantni teploty cely, jako ma cela referen¢ni [168, 171, 172]. Teplo pochazi
ze Ctyt zdroju: vazebné interakce, fedéni ligandu, fedéni makromolekuly a tepelného efektu
miseni [172]. S tim, jak reakce postupuje, se postupné nasycuji vazna mista a reakcni teplo
slabne [168]. Pomoci ITC méfime zménu entalpie pomoci ziskaného nebo absorbovaného tepla
[173]. Surova data jsou pievedena na vazebnou izotermu (Obrazek 9), ktera mize byt pouzita
pro odvozeni standardni vazebné entalpie AH° (rozdil mezi maximalnim a minimalnim
produkovanym teplem béhem titrace), po€tu vaznych mist nebo stechiometrii vazby N (pozice
inflexniho bodu) a disociacni konstanty Kp (sklon kiivky v inflexnim bodé&) [173]. Je také
mozné urcit standardni volnou Gibbsovu energii AG® a standardni entropicky ptispévek —TAS®
[168, 171, 172] pomoci rovnic (3) a (4),

AG° =—RTInKp 3)

AG® = AH°-TAS® 4)

kde R je univerzalni plynova konstanta (8,314 J-K™' -mol™") a T je teplota v kelvinech [168].

Soucasti vyhodnoceni méfenti je také odstranéni vlivu rozpoustécich tepel. Nejlepsi cestou vSak
pravdépodobné neni odecteni ziskanych dat rozpousténi od dat samotného méfeni, nebot
dochazi k nasobeni Sumu v datech. LepSi strategii je proto odeCteni primérné hodnoty
rozpoustéciho tepla od namétenych dat. V pripadé, ze je systém saturovan jesté pred skoncenim
titrace, je mozné pouzit posledni pridavky, které poskytuji konstantni signal k ziskéani
rozpoustécich tepel [168].
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Obrazek 9: Surovd data zaznamenand pomoci ITC pri sérii pridavki (horni pole), pro ziskani
termodynamickych parametrii je vznikajici teplo vyneseno proti moldrnimu poméru reagujicich molekul.
ProloZenim namérenych dat vhodnym modelem je mozné stanovit standardni zménu entalpie AH®,
stechiometrii reakce N a disociacni konstantu Kp.

3.5.2 Vyuziti titracni kalorimetrie

ITC je vyuzivana v fadé oblasti, jako je tvorba 1é¢iv, studium agregace amfifilnich molekul
a surfaktantti do micel [169] (data maji obvykle typickou sigmoidalni kfivku, jejiz maximum
prvni derivace odpovida CMC) nebo vazba kovovych iontt na proteiny a biomolekuly [168].

Bylo prokazano, ze v pfipad€ opacné nabitého polymeru a 1éCiva, napiiklad doxorubicinu
a kopolymeru pluronové a polyakrylové kyseliny, hraji vyznamnou roli elektrostatické
interakce a pridavek soli je oslabuje [174].

Pomoci ITC byly charakterizovany interakce mezi CTAB a TTAB spolu s opa¢né nabitym
hyaluronanem. Fazova separace probihala nejvyrazn€ji v moment, kdy naboje hyaluronanu
a surfaktantu byly v roztoku v rovnovaze. Vliv molekulové hmotnosti hyaluronanu na pribéh
reakce byl maly, nicméné byly zaznamenany rozdily mezi jednotlivymi tenzidy. Tyto rozdily
byly pfipsany rozdilné¢ dlouhym alkylovym fetézciim, nebot se jedna o jediny rozdil ve
studovanych systémech. Mimo pravdépodobné dominantni elektrostatické interakce mezi
tenzidy a hyaluronanem pftispival také hydrofobni efekt [175].

Pomoci ITC byly také studovany polyelektrolytové komplexy. Polykationtové komplexy byly
vyuzivany jako vektory v genové terapii pro nukleové kyseliny [176]. Formovani takovychto
komplexti probiha samovolné, pokud je celkova zména Gibbsova energie zaporna [70, 177].
Bylo prokazano, Ze formovani komplext mezi slabé nabitymi polyelektrolyty je hnano pomoci
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negativni entalpie diky elektrostatickym silam, kde entropie hraje pouze minoritni roli. Na
druhé strané u komplexd, které vznikly z vysoce nabitych polyelektrolyt, je hnaci silou
entropie vznikla uvolnénim protiiontt, proti které stoji kladna zména entalpie[70].

U studovani komplexa protein-elektrolyt se typicky experiment odehrava tak, Ze je polymer
titrovan do roztoku proteinu v cele. Pfikladem mize byt interakce mezi chitosanem
a albuminem [178].

S vyuzitim ITC byly také studovany interakce mezi AMP a modelovymi membranami.
Experimenty byly provadény v 40 mM fosfatovém pufru pii pH 6,8 a 25 °C. Velikost ptidavku
byla 15 pl 35 mM lipidu k 0,2 mM peptidu. Doba pro ustaleni byla zvolena 700 s. ITC
poskytuje vSechny termodynamické parametry spojené s vazbou AMP k micelam a liposomtm,
jako jsou entalpie, entropie nebo zména v tepelné kapacité [179].

Systém kationtového antimikrobialniho e-polylysinu (e-PL) spolu s aniontovym biopolymerem
pektinem (heteropolysacharid, pKa = 3,5) byl studovéan za pouziti ITC. e-PL je homopolymer
obsahujici L-lysin vazany vzajemné peptidovou vazbou mezi e€-amino a a-karboxylovou
skupinou. Jeho isoelektricky bod je kolem 9. Bylo zjisténo, ze k vazbam dochazi a v zavislosti
na slozeni vychozich roztoka jsou vzniklé komplexy bud rozpustné, nebo nerozpustné.
Vyznamnou roli hraji elektrostatické interakce [180].

Predchozi studie dokazaly, ze polylysin muze interagovat s riznymi negativné nabitymi
polysacharidy (karagenan, alginat, chondroitin sulfat nebo heparin). Pfi studiu interakci pomoci
ITC je potieba brat v Gvahu, Ze nejenom molekuly polymert pfispivaji ke zjisténému teplu.
Roli hraji i malé ionty nebo voda, k jejichz reorganizaci v prubéhu titrace dochazi [180].

Pti studii byly zjistény tfi faze, do kterych lze interakci rozdélit. Prvni je prebytek kladného
polyelektrolytu a tvorba primarnich polyelektrolytovych komplext, které maji vysoky pozitivni
naboj branici dalsi agregaci. Jak se koncentrace elektrolytli vyrovnavaji, primarni komplexy
ztraci naboj a formuji velké sekundarni komplexy. Pti dalsim zvySovani koncentrace zdporného
elektrolytu dochazi ke zvySovani zaporného naboje primarnich komplexti a rozpadu
sekundarnich komplext [88, 180].

Byl také studovan vliv iontové sily a pH. Iontova sila obecné stini elektrostatické interakce ve
vodném prostiedi, coz se potvrdilo i v této studii. Polyelektrolyty maji sviij naboj Casto
ovlivnitelny pH prostfedim. e-PL zistava siln€ nabity od pH 7 nize, zatimco pektin sviij naboj
ztraci pod pH 2 a silné nabity je priblizné do pH 5. Pfi studiu interakci polyelektrolyti je tedy
vhodné se pohybovat ve vhodné oblasti pH, tak aby byly oba polymery spravné nabité [180].
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4 POTENCIOMETRICKE TITRACE

Cilem téchto titraci bylo velmi jednoduchou metodou prozkoumat (elektrostatické) interakce
mezi hyluronanem a jednoduchymi aminokyselinami, disociovanymi ve vodném prostiedi. Na
automatickém titratoru byly provadény titrace, béhem kterych byla pfidavana kyselina
chlorovodikova do roztoki hyaluronanu, aminokyseliny jak ve formé ¢Cisté, tak
monohydrochloridové, a do roztokd obsahujicich hyaluronan spolu s aminokyselinami opét
v obou forméach. Béhem titrace bylo pomoci kombinované elektrody zaznamenavano pH.
Titrace byly provadény automaticky s ukonCenim pfidavki po dosazeni pH 2 a pouze ve
vodném prostfedi. Pokud by hyaluronan interagoval s aminokyselinou, pravdépodobné by
nebyl schopny ,,pfijimat® protony od titrujici kyseliny chlorovodikové a pH by strmé klesalo.
Na druhou stranu by je mohl pfijimat karboxyl aminokyseliny, ktery do agregace
pravdépodobné neni zaangazovan, proto se titrovaly roztoky CcCistého hyaluronanu 1
aminokyselin.

4.1 Chemikalie

Hyaluronan sodny: Contipro Biotech s.r.o. (Ceska republika), pouzité Sarze jsou uvedeny
v tabulce (Tabulka 1).

Tabulka 1: Hyaluronan sodny pouZity pro potenciometrické titrace.

Hyaluronan sodny

Mw . Mw*
Sarze Vlhkost

(kDa) (kDa)

8-15 213-6147 11 % 9

1 400-1 600 181214-4-D1 9% 1540

Mw (*) je molekulovd hmotnost ziskana analyzou HPLC/SEC-MALS u vyrobce.
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V tabulce (Tabulka 2) jsou shrnuty dalsi v pribéhu experimentli pouZzivané chemikalie.

Tabulka 2: Ostatni chemikalie vyuZité pro pH-metrické titrace.

Chemikalie Zdroj, vlastnosti

L-lysin Sigma Aldrich (Némecko), 98%, CAS: 56-87-1,
Sarze BCBL1852V

L-arginin Sigma Aldrich (Némecko), 99,5% NT, CAS: 74-

79-3, Sarze BCBB9650

L-lysin monohydrochlorid Sigma Aldrich (Némecko), 98%, CAS: 657-27-2,
sarze SLBM5436V

L-arginin monohydrochlorid Sigma Aldrich (Némecko), 98% (HPLC), CAS:
1119-34-2, sarze SLBQ6919V

Kyselina chlorovodikova Penta s.r.o. (Ceska republika), 0,1 N vodny
roztok, Sarze 1609090915V

Voda Ultracista  deionizovana  voda  z pfistroje
PURELARB flex.

4.2 Priprava roztoki

Pro pH-metrické experimenty byly pfipravovany roztoky hyaluronanu, aminokyselin
a aminokyselin spolu s hyaluronanem ve vodé. Jednotlivé postupy pfipravy jsou popsany
v nasledujicich kapitolach.

4.2.1 Priprava roztoku hyaluronanu

Hyaluronan o rtiznych molekulovych hmotnostech byl pfipravovan navazovanim piesného
mnozstvi hyaluronanu a doplnénim vody (ultracista deionizovana voda z ptistroje PURELAB).
Vsechny komponenty roztokt, tedy hyaluronan i voda, byly béhem pfipravy vazeny. Vlhkost
hyaluronanu byla zapoc€itana do navazky. Roztoky byly pfed méfenim ponechany 24 h
v uzaviené nadobé michat pfi laboratorni teploté. Pokud vzorky nebylo mozné pouzit ihned,
byly uchovavany v chladni¢ce pfi teploté do 5 °C v uzavienych nadobach po dobu maximalné
jednoho tydne z divodu zamezeni mozné degradace hyaluronanu v roztoku [21]. Koncentrace
byla stanovena na 0,1 %hm pro vSechny experimenty. Tato koncentrace pfi uplné disociaci
karboxylovych skupin hyaluronanu ptiblizné odpovida koncentraci zaporného naboje priblizné
2,5 mM. K pfepoctu z hmotnostni koncentrace byla pouzita rovnice (5) stanovujici hustotu
roztoku hyaluronanu [164],

p = ay+ a,c, +a;t+ agt?, 35)

kde p je hustota v g-cm™, ¢, je koncentrace hyaluronanu v gramech na kilogram roztoku, # je
teplota ve °C a a; jsou regresni parametry pro vodné roztoky (Tabulka 3). Molekulova hmotnost
hyaluronanové disacharidové jednotky byla uvazovana jako 401,229 g-mol™'.
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Tabulka 3: Parametry rovnice (5) pro vypocet hustoty vodného roztoku hyaluronanu

Parametr Hodnota
ap(g-em™) 1,001 31
a, (107 kg-em™) 4,1
a; (107 grem™-°C™) —6,6
a;(10°g-em™-°C™?) —4,0
4.2.2 Priprava roztoki monomernich aminokyselin:

Roztoky aminokyselin v monomerni podobé¢ (Arg, Lys) a jejich monohydrochloridové formé
byly pfipravovany v odmérnych barikach pfimym rozpousténim dané aminokyseliny (pomoci
ultracisté deionizované vody z pfistroje PURELAB). VSechny aminokyseliny ve formé prasku
byly béhem ptipravy vazeny a nasledné kvantitativné pievedeny do odmérné bariky tak, aby
vysledna koncentrace aminokyseliny v roztoku byla 25 mM. Pokud uvazujeme existenci
jednoho kladného naboje na kazdé molekule aminokyseliny, jedna se o desetinasobné vyssi
koncentraci kladnych naboji v porovnani se zapornymi naboji v pouzivanych roztocich
hyaluronanu.

4.2.2.1 Roztoky aminokyselin obsahujici hyaluronan

Roztoky aminokyselin obsahujici hyaluronan pro potenciometrické titrace s méfenim pH byly
pfipravovany z jiz pfipraveného roztoku aminokyseliny (vcetné hydrochloridovych forem).
Poté byl navazen hyaluronan o pozadované hmotnosti a doplnén roztokem aminokyseliny tak,
aby vznikl roztok o koncentraci hyaluronanu 0,1 %hm. VSechny komponenty byly vazeny.
Roztok byl poté ponechan v uzaviené nadobé 24 h michat na magnetické michacce. Pokud
nebylo mozné roztok zpracovat ihned po promichani, byl skladovan v chladnicce pfi teploté do
5 °C v uzavienych nadobach po dobu maximalné jednoho tydne z divodu zamezeni mozné
degradace hyaluronanu v roztoku [21].

4.3 Metody a pristroje

e pH metr Metrohm, titra¢ni modul 888 Titrando, kombinovana pH-elektroda Metrohm,
6.0262.100, vnitini elektrolyt 3 M KCl.

4.3.1 Automatické titrace, méreni pH

Automatické titrace byly realizovany pomoci automatického titratoru (Metrohm, titraéni modul
Titrando 888 20 ml, 801 Stirrer, kombinovanad pH-elektroda Metrohm 6.0262.100). Ptfed
kazdym pouzitim byl pH metr kalibrovan pomoci tfi kalibracnich pufiti v pfedpokladaném
rozsahu méteného pH, temperovanych na 25 °C. Titrace 0,1 M HCI probihaly do pfesného
objemu roztoku 40 ml. Titrovany roztok obsahoval Cistou aminokyselinu (Arg, Lys), pfipadné
jeji monohydrochloridovou formu v koncentraci 24,9 mM, nebo samotny hyaluronan
o koncentraci 0,1 %hm nebo hyaluronan v kombinaci s nékterou z aminokyselin. Pro titrace
byly pouzity molekulové hmotnosti hyaluronanu 9 kDa a 1540 kDa. Titrace kyselinou
chlorovodikovou probihaly do pH 2, s ohledem na disocia¢ni konstantu hyaluronanu [15, 16].
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Rychlost pfidavku byla 0,05 ml za 1 min. Hodnoty pH byly automaticky zaznamenavany.
Roztok byl po celou dobu titrace michan pomoci magnetické michacky. Teplota byla
zaznamenana pred meéfenim odeCtenim hodnoty zteploméru v laboratofi. Roztoky mély
laboratorni teplotu.

Ziskana data byla vynaSena do grafu, kde na svislé ose byly zobrazeny hodnoty namérené¢ho
pH a na vodorovné ose objem piidané kyseliny chlorovodikové. V grafech jsou vynasSena
jednotliva méfeni, nikoli jejich priméry, nebot nebylo mozné z kazdého méfeni ziskat hodnoty
pH pro presné definovany objem pridané kyseliny chlorovodikové. Z grafti je vSak patrné, ze
jednotliva métfeni vzajemné velmi dobie koresponduyji.

4.4 Vysledky

Na automatickém titratoru Metrohm byly provadény titrace, béhem kterych byla pridavana
0,1 M kyselina chlorovodikova do jednotlivych roztokl. Roztoky obsahovaly hyaluronan nebo
aminokyseliny jak ve formé Ccisté, tak monohydrochloridové, pfipadné kombinaci
polysacharidu s aminokyselinou. Titrace byly provadény automaticky s ukoncenim ptidavka
po dosazeni pH 2. Cilem téchto titraci bylo prozkoumat elektrostatické interakce mezi
hyluronanem a aminokyselinami. Reprezentativni ptiklad ziskanych dat je uveden v grafech na
obrazcich (Obrazek 10 a Obrazek 11). Ostatni data jsou shrnuta v grafech na obrazcich v ptiloze
(Obrazek P 1 az Obrazek P 6).

6,5
6,0
55
5,0
4,5

L 4,0
3,5
3,0
2,5
2,0
1,5

Objem 0,1 M HCI (ml)

== Arg. HCl + Hya 9 kDa_1 ——Arg.HCl + Hya 9 kDa_2
——Arg.HCl + Hya 9 kDa_3 Arg HCl _ 1
——Arg.HCl _2 —*—Hya 9 kDa_1

—>—Hya 9 kDa_2

Obrazek 10: Graf znazornujici zménu pH pri titracich roztokii Arg-HCl spolu s hyaluronanem
o molekulové hmotnosti 9 kDa roztokem 0,1 M HCI.
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Objem 0,1 M HCI (ml)
—»—Lys+ Hya9 kDa_1 ——Lys + Hya 9 kDa_2 Lys_1
——Lys_2 ——Hya 9 kDa_1 ——Hya 9 kDa_2

Obrazek 11: Graf znazornujici zménu pH pri titracich roztokii Lys spolu s hyaluronanem o molekulové
hmotnosti 9 kDa roztokem 0,1 M HCI.

Tabulka 4: Viastmosti systému v bodé ekvivalence titrace

Systém pH Objem HCI (ml) n (mol) pFidanych H*
Lys 4,88 £ 0,07 9,361 + 0,002 (9,361 £ 0,002)-107*
Lys + 9 kDa Hya 4,85+ 0,04 9,379 + 0,008 (9,379 £ 0,008)-10™*
Lys + 1 540 kDa Hya 4,96 + 0,08 9,368 +0,003 (9,368 + 0,003)-10™*
Arg 4,61 £ 0,02 8,82+0.12 (8,82 +0,12)-107*
Arg + 9 kDa Hya 4,94 + 0,02 8,953 £ 0,006 (8,953 = 0,006)-10™*
Arg + 1 540 kDa Hya 4,989 + 0,006 8,973 +0,011 (8,973 £0,011)-10™*

Na prvni pohled se oba grafy na obrazcich (Obrazek 10, Obrazek 11) zdaly rozdilné, pii blizsi
analyze vSak bylo zjisténo, ze monohydrochloridova forma aminokyselin poskytovala polovinu
sigmoidni kiivky Cisté aminokyseliny. Parametry jednotlivych titraci pro €isté aminokyseliny
jsou zobrazeny v tabulce (Tabulka 4). Zjednodusené tedy mizeme tvrdit, ze na zacatku titrace
monohydrochloridové formy aminokyseliny jsme byli v pilce celého d€e pro Cistou
aminokyselinu.

Ve vSech zmétfenych kombinacich hyaluronanu s aminokyselinami bylo mozné si povSimnout
ve spodni poloviné sigmoidni kiivky drobného rozdilu v hodnoté pH mezi roztoky
aminokyselin a aminokyselin s hyaluronanem u stejného pfidaného objemu HCI. Na rozdil od
predchozich vysledkt [67] byl vSak tento rozdil opacny. Pii stejném objemu piidané 0,1 M
kyseliny chlorovodikové bylo pH nizsi u roztoki samotnych aminokyselin nez u roztokd
aminokyselin s hyaluronanem.
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4.5 Diskuse

Pokud bychom se detailn€ji podivali na titracni kiivku, objevili bychom nékolik déji, které v ni
probihaji, ty ilustruje obrazek (Obrazek 12). Jako ptiklad do diskuse byl zvolen lysin, nicméné
popsané procesy probihaji u obou studovanych aminokyselin. Titracni kiivka lysinu samotného
zacCinala priblizné na hodnoté pH 9,5, tedy mirné pod hodnotou jeho izoelektrického bodu (pI
= 10,0). Divodem, pro¢ mélo pH roztoku aminokyseliny ve vodé zasadity charakter a nikoliv
neutralni, jak se puvodné predpokladalo, byla pravdépodobné disociace &-NH> skupiny na
postrannim fetézci, ktera pfi rozpousténi ve vodé na casti molekul také disociovala, coz
vychylilo pH z neutralni pozice, jak ukazuje schéma na obrazku (Obrazek 13), rovnice b).
Nicméné v roztoku byly zastoupeny oba produkty hydratace, nebot’ se hodnota pH pohybovala
velmi blizko oblasti izoelektrického bodu, kde se molekula aminokyseliny jevi jako
elektroneutralni, v tomto pfipadé tedy nesouci jeden kladny a jeden zaporny naboj. Toto
usporadani ilustruje schéma na obrazku (Obrazek 13), rovnice a).

pH 9,09

roztok Hya + Lys
roztok Lys

pH

Hya
— ++-
figs Lys
+H'
Objem HCI

Obrazek 12: llustracni priklad procesii v pritbéhu titrace.

N _-COOH HN _coo’
a) | + 2H0 =———= |, + HO + H O
NH, NH;
HZN\R __COOH H3N+\R _Co0’
b) | + 3H,0 =——= |, +2HO + HO'
NH, NH;

Obrazek 13: Schematicky znazornéna disociace lysinu ve vodé.
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V ptipad€é monohydrochloridovych forem aminokyselin by titrace roztoku aminokyseliny mély
zaCinat priblizné v oblasti neutralniho pH (Obrazek 14). Duavodem proc titrace
monohydrochloridovych forem aminokyselin za¢inaly za niz§iho pH nez neutralniho (pfiblizné
5,5), mohl byt vyssi nez stechiometricky obsah kyseliny chlorovodikové. Ze schématu na
obrazku (Obrazek 14) je zaroven patrné, pro¢ méla monohydrochloridova forma zdanlivé
odli$nou titracni kfivku. Je tomu proto, ze monohydrochloridova forma preskocila nabijeni
zbylé cCasti nenabitych &€ aminoskupin na aminokyseliné v prubéhu titrace chlorovodikovou
kyselinou a vstoupila do roztoku jako pln€ disociovana. Proto titra¢ni kiivka neméla klasicky
sigmoidni tvar (Obrazek 11), ale kopirovala svym tvarem pouze spodni polovinu kiivky
standardni aminokyseliny (Obrazek 10).
+

HZN\R/COOH H,0 H3N\R/

| .

NH2 NH3

COO
+ cCI

Obrdzek 14: Schematicky zndzornéné rozpousténi lysinu monohydrochloridu ve vode.

Titrace tedy zacCinala priblizné v oblasti smési amfoterniho iontu a zcela nabité aminokyseliny,
kde ptidavkem kyseliny chlorovodikové dochazelo postupné k uplné pifeméné na zcela nabitou
formu s prevahou kladného naboje. Vyssi pH ve spodni Casti kiivky v pfipadé€ roztoku
hyaluronanu s aminokyselinou v porovnani se samotnym roztokem aminokyseliny bylo
pravdépodobné zptisobeno tim, Ze kromé spotfeby protonti na protonizaci aminokyseliny bylo
potieba jesté uvazit pfitomnost karboxylovych skupin hyaluronanu. Ty byly pfitomné jako
sodna sul karboxylové kyseliny. Hyaluronan je slaba kyselina s pKa v rozsahu 2,94 [15, 16].
Drobny rozdil mezi jednotlivymi titraénimi kiivkami nastaval praveé od pH 4. Hyaluronan tedy
spotfebovaval dalsi protony z roztoku a vytvarel neprotonizovanou formu a chlorid sodny. Diky
této reakci zastavalo pH roztoku pii stejném piidavku kyseliny chlorovodikové vyssi
v porovnani se samotnym roztokem aminokyseliny. Tato zména zarover znamenala, Ze
interakce mezi hyaluronanem a aminokyselinami pravdépodobné neprobihaly. Pokud by byl
hyaluronan vazany na aminokyselinu, k rozdilu mezi titraénimi kfivkami by pravdépodobné
nedochazelo, nebot by byla disociovana karboxylova skupina hyaluronanu zablokovana
v interakci s aminokyselinou, a tedy nepfistupna pro piijeti protonu z roztoku.

Diky ztraté€ naboje na hyaluronanu v dusledku pfijeti protonu hyaluronanem byla interakce mezi
hyaluronanem a aminokyselinou pfi pH niz§im nez 4 nepravdépodobna.

Toto vysvétleni bylo platné pro arginin i lysin nezavisle na molekulové hmotnosti hyaluronanu.

Ziskané vysledky nepodportily teorie [67, 181] o prokazani ptitomnosti interakci mezi
hyaluronanem a aminokyselinou pomoci titrace kyseliny chlorovodikové do roztoku a méfeni
jeho pH.
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4.6 Zavér

Diky méteni pH pii titracich kyseliny chlorovodikové do roztokti obsahujicich hyaluronan nebo
monomerni aminokyseliny a to i v hydrochloridové formé, ptipadné kombinaci polysacharidu
a aminokyseliny nebylo mozné, na rozdil od predchozich praci [67, 181], potvrdit pfitomnost
interakci. Z pohledu méfeni pH nezalezelo na pouzité formé aminokyseliny, at' uz argininu
nebo lysinu. Rozdil v titracnich kiivkach byl zaznamenan az pifi pH niz§im nez 4, kde
hyaluronan prechazel ze své disociované formy na nedisociovanou, coz zpuisobovalo odchylku
pH u roztokd obsahujicich hyaluronan s aminokyselinou v porovnani s roztoky samotnych
aminokyselin. Tato odchylka zaroven ukazovala na nepfitomnost interakci, nebot pokud by
disociovana karboxylova skupina hyaluronanu byla zablokovana v interakci s aminokyselinou,
byla by pravdépodobné hufe dostupna pro piijeti protonu z roztoku, diky ¢emuz by se
neprojevil rozdil mezi titraCnimi kfivkami. Tato technika nebyla v praci dale pouzivana, nebot
neposkytla vyznamné informace.
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5 INTERAKCE HYALURONAN-ARGININ STUDOVANE
POMOCI HR-US A ITC

Vramci této kapitoly byl zkouméan vliv molekulové hmotnosti oligomeru argininu
a hyaluronanu na vzajemné interakce s vyuzitim technik ultrazvukové spektroskopie
s vysokym rozliSenim a izotermické titracni kalorimetrie v prostiedi vody, PBS a prostfedich o
raznych iontovych silach. Cilem bylo charakterizovat interakce mezi polymery.

5.1 Chemikalie

Hyaluronan sodny: Contipro Biotech s.r.o. (Ceska republika), pouzité Sarze jsou uvedeny
v tabulce (Tabulka 5).

Tabulka 5: Hyaluronan sodny pouZity pro experimenty.

Hyaluronan sodny

Mw (kDa) Sarze Vlhkost Mw* (kDa)
8-15 213-6147 11 % 9
15-30 213-6481 9 % 16
80-130 260315-E2 10 % 109
130-300 213-6213 10 % 137
250-450 120218-E1 5% 310
600-800 210615-A-D2 6 % 680

1 4001 600 181214-4-D1 9 % 1540

M,, (*) je molekulovd hmotnost ziskana analyzou HPLC/SEC-MALS u vyrobce.
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Monomery a oligomery argininu ve forme hydrochloridu pouzité v dizertacni préci a jejich

vlastnosti jsou zobrazeny v tabulce (Tabulka 6):

Tabulka 6: PouZité monomery a oligomery argininu.

Chemikalie

Zdroj, vlastnosti

Poly-L-arginin hydrochlorid triakontamer
(30 Arg-HCI)

Poly-L-arginin hydrochlorid dodekamer
(12 Arg-HCI)

Poly-L-arginin hydrochlorid dekamer
(10 Arg-HCI)

Poly-L-arginin hydrochlorid oktamer
(8 Arg-HCI)

Poly-L-arginin hydrochlorid tetramer
(4 Arg-HCI)

Poly-L-arginin hydrochlorid dimer
(2 Arg-HCI)

L-arginin monohydrochlorid (Arg-HCl)

Alamanda polymers (USA), Mw = 5,8 kDa, CAS:
26982-20-7, ¢istota: 90-100%; Sarze 000-R030-103

Chempeptide limited (China), Mw = 2,329 kDa,
distota: >95%: Sarze PT209181809

Chempeptide limited (China), Mw = 1,944 kDa,
distota: >95%:; Sarze PT303261912R1

Vidia s.r.o. (Ceska republika), Mw = 403,31 Da,
istota: >95%; Sarze 171103

Vidia s.r.0. (Ceska republika), Mw = 788,60 Da,
istota: >95%; Sarze 171102

Vidia s.r.0. (Ceska republika), Mw = 1 559,18 Da,
istota: >95%; Sarze 171101

Sigma Aldrich (Némecko), 98% (HPLC), CAS:
1119-34-2, sarze SLBQ6919V

Seznam dalSich pouzitych chemikalii je zobrazen v tabulce (Tabulka 7).

Tabulka 7: PouZité chemikdlie

Chemikalie

Zdroj, vlastnosti

Poly-L-lysine hydrochlorid (10 Lys-HCI)

Chlorid sodny

Hydroxid sodny

PBS

Voda

Chempeptide limited (China), Mw = 1,664 kDa,
istota: 95,5%; Sarze PT809171908

Lachner (Ceska republika), CAS: 7647-14-5, Cistota
99,5%

G.R. Batch no. PP/2008/06964/0, Lach:ner, Czech
Republic

VWR Life science, Lot NO.: 0016C297, E504-
500ML, 137 mM chlorid sodny, 2,7 mM chlorid
draselny, 12 mM fosfatovy puft; iontova sila 172 mM

Ultracista deionizovana voda z pristroje PURELAB
flex, ELGA, Velka Britanie
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5.2 Priprava roztoki

Pro experimenty byly pfipravovany roztoky hyaluronanu nebo oligomert argininu
v hydrochloridové formé ve vodé nebo jinych vodnych prostfedich. Jednotlivé postupy
ptipravy jsou popsany v nasledujicich kapitolach.

5.2.1 Molarni pomér

Molarni pomér byl pocitan jako pomér poctu disacharidovych jednotek hyaluronanu
a argininovych monomernich jednotek pfitomnych v roztoku. Molekulovd hmotnost
hyaluronanové disacharidové jednotky byla uvazovana jako 401,229 g'mol™! a molekulové
hmotnosti hyaluronanu byly pfevzaty z SEC-MALS analyzy provadéné vyrobcem. Pokud
uvazujeme pritomnost jednoho kladného naboje na monomeru oligomeru argininu a jednoho
zaporného naboje na disacharidové jednotce hyaluronanu pii jeho plné disociaci, dava molarni
pomér zaroven pomér pozitivnich a negativnich naboji v roztoku. Molarni pomér jinymi slovy
oznacuje pomér naboju na hyaluronanu k nabojim na argininu.

5.2.2 Priprava roztoku hyaluronanu

Hyaluronan o riznych molekulovych hmotnostech byl pfipravovan navazovanim piesného
mnozstvi hyaluronanu a doplnénim vody (ultracista deionizovana voda z ptistroje PURELAB).
Vsechny komponenty roztokt, tedy hyaluronan i voda, byly béhem pfipravy vazeny. Vlhkost
hyaluronanu byla pfi navazce uvazovana. Roztoky byly pred meéfenim ponechany 24 h
v uzaviené nadobé michat pfi laboratorni teploté. Pokud vzorky nebylo mozné pouzit ihned,
byly uchovavany v chladni¢ce pfi teploté do 5 °C v uzavienych nadobach po dobu maximalné
jednoho tydne z divodu zamezeni mozné degradace hyaluronanu v roztoku [21]. Koncentrace
byla stanovena na 0,1 %hm pro vSechny experimenty. Tato koncentrace pii uplné disociaci
karboxylovych skupin hyaluronanu pfiblizn€ odpovida koncentraci zaporného naboje ptiblizné
2,5 mM (viz kapitola 4.2.1). Pro roztoky pfipravované v 150 mM NaCl plati stejna rovnice (5)
jako pro vodné roztoky, avSak dosazované regresni parametry (Tabulka 8) jsou odlisSné. Protoze
je rozdil v koncentraci zaporného naboje mezi vodnymi roztoky hyaluronanu a roztoky
hyaluronanu pfipravovanymi v 150 mM NaCl zanedbatelny, byla ve vSech pfipadech
uvazovana spolec¢na koncentrace zapornych naboju 2,5 mM, bez ohledu na prostiedi roztoku.

Tabulka 8: Parametry rovnice (5) pro vypocet hustoty roztoku hyaluronanu v 150 mM NaCl.

Parametr Hodnota
ap(g-em™) 1,007 97
a, (107 kg-em™) 4,1

a; (107 grem™-°C™) -9,1
a;(10°g-em™-°C™?) -3,7
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5.2.3 Priprava roztoku o vyssi iontové sile

Roztoky o vySsi iontové sile s koncentraci chloridu sodného 10, 50, 100 a 150 mM byly
pfipravovany rozpousténim jednotlivych komponent v pfedem pfipraveném roztoku NaCl
Roztok chloridu sodného o pozadované koncentraci byl pfipraven vazenim chloridu sodného
na analytickych vahach a naslednym kvantitativnim prevedenim do odmérné barnky
a doplnénim po rysku ultracistou deionizovanou vodou z pfistroje PURELAB po rozpusténi
soli. Roztok byl ponechan na magnetické michacce po dobu 24 h k promichani a nasledné byl
pouzit pro rozpousténi pfesné navazeného hyaluronanu nebo oligomeru argininu dle potieby.
Postup ptipravy byl dale shodny s ptipravou vodnych roztokda.

Pro pfipravu roztokli v PBS byl pouzit PBS vyrabény komercné.

5.2.4 Priprava roztoki monomernich aminokyselin

Roztoky aminokyselin v monomerni monohydrochloridové formé (Arg, Lys) byly
ptipravovany v odmérnych banikach pfimym rozpousténim dané aminokyseliny. VSechny
aminokyseliny ve formé prasku byly béhem piipravy vazeny a nésledné kvantitativné
prevedeny do odmérné bariky tak, aby vysledna koncentrace aminokyseliny v roztoku byla
41,5 mM. Tato koncentrace byla zvolena pro zajisténi prebytku aminokyseliny v roztoku
v prubéhu titrace.

5.2.5 Pfiprava roztoku oligomernich forem argininu

Roztoky oligomernich argininti v hydrochloridové formé byly pfipravovany na vychozi
koncentraci kladnych naboji 30 mM. Predpokladem byl jeden kladny naboj na monomerni
jednotce (dimer tedy dva kladné naboje na molekule, tetramer 4 atd.). Pfiprava probihala
vazenim pozadovanych mnozstvi jednotlivych oligomert na analytickych vahach a naslednym
kvantitativnim pfevedenim do odmérnych ban€k a doplnénim po risku ultracistou
deionizovanou vodou z piistroje PURELAB. V ptipad€ roztokl s vyssi iontovou silou byly
pouzity namisto vody predem pfipravené roztoky chloridu sodného nebo PBS. Koncentrace
kladnych nabojia 30 mM byla zvolena tak, aby pfiblizné v poloviné titrace na ITC bylo
dosazeno rovnosti kladnych a zapornych naboju v roztoku, tedy molarniho poméru rovného 1.

5.2.5.1 Uprava pH roztokii oligomerii argininu

Protoze nékteré oligomery aminokyselin mély pH svych zasobnich roztokl nizsi, nez je
hodnota disociacni konstanty hyaluronanu, jak ukazuji data v tabulce (Tabulka 9), bylo potieba
upravit pH téchto roztokd. pKa hyaluronanu se pohybuje v rozsahu 2,9—4,0 v zavislosti na
iontové sile [15, 16]. Pro tpravu téchto roztokti oligomerti aminokyselin byl pouzit roztok 2 M
NaOH. pH bylo upravovano u dimeru, tetrameru a oktameru argininu, jejichz vodné roztoky
mély pH pod disociacni konstantou hyaluronanu, pravdépodobné v dasledku piebytku pouzité
kyseliny v prabéhu pfipravy hydrochloridové formy. Hydroxid sodny byl ptidavan k roztoku
oligomeru argininu za stalého michani a méfeni pH az do dosazeni hodnoty pH roztoku
priblizne 6, tak aby se pH roztoku dostalo nad disocia¢ni konstantu hyaluronanu a pH bylo
podobné ostatnim oligomerim argininu (Tabulka 10). Vysledné hodnoty pH a mnozstvi
ptidaného roztoku hydroxidu ukazuje tabulka (Tabulka 11).
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Diky neutralizaci piebytecné HCI za pouziti NaOH v roztoku dochazi k tvorbé NaCl a tedy
zvy§eni iontove sily roztoku. Pokud budeme uvazovat pfeménu veskerého piidaného NaOH na
NaCl, ziskame koncentrace NaCl, které jsou uvedené v tabulce (Tabulka 11). Koncentrace soli
v prubéhu titrace nartista a na konci titrace dosahuje maximalni hodnoty pfiblizné 8 mM, coz,

jak bylo dokézano v experimentech se zvySenou iontovou silou, nemad na interakce
pozorovatelny efekt.

Tabulka 9: Velikost pH cistych roztokii oligomerii argininu, pH roztokii béhem titraci pri moldarnim
pomeéru 0,96 a 1,92.

. pH p¥i molarnim pH p¥i molarnim
Molekula pH cistého roztoku . .
poméru 0,96 poméru 1,92
2 Arg-HC1 2,00 £0,03 3,09 £ 0,05 2,59 £0,06
4 Arg-HCl 1,95+0,04 2,94 £ 0,04 2,52+ 0,06
8 Arg-HCI 1,96 = 0,02 2,92 £ 0,06 2,56 + 0,07
Hyaluronan 6,20 +£ 0,15 -- --

Tabulka 10: pH cistych roztokii aminokyselin a oligomeri

Oligomer pH Cistého roztoku
Arg-HC1 5,24 £0,08
10 Arg-HCI 5,71 £0,03
12 Arg-HCI 5,62 +0,04
30 Arg-HCl 6,77 £ 0,03

Tabulka 11: Uprava pH roztokii oligomeri argininu.

Oligomer Vychozi objem Piidany objem pH po iipravé Koncentrace
(ml) (ub NaCl (mM)
2 Arg-HCl1 4,0 70 6,46 34,40
4 Arg-HCI 4,0 60 6,84 29,55
8 Arg-HCl 3,5 50 6,82 28,17
5.3 Metody a pristroje

e NANO ITC 2G, cela 990 pl, syringe TA instruments 250 pl, TA instruments, USA
e MicroCal PEAQ-ITC (200 pl cela, 40 pl syringe), Malvern Panalytical Ltd, USA
e HR-US 102T, Ultrasonic Scientific, Irsko

e pH metr Metrohm, kombinovana pH-elektroda Metrohm, 6.0262.100, vnitfni elektrolyt
3 M KCL
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5.3.1 HR-US

Ke zkoumani interakci mezi hyaluronanem a oligomery argininu byl pouzit ultrazvukovy
spektrometr HR-US 102T od firmy Ultrasonic Scientific, Irsko. VSechny vzorky byly méfeny
na Sesti frekvencich v rozsahu 2,5-15 MHz, pfiCemz plati, ze harmonicka cCisla pikt, ktera se
pocitaji jako podil frekvence piku a rozdilu frekvenci dvou sousednich pikl, byla stejna pro
viechny méfené vzorky a referentni médium. Cisla pik, pii kterych probihalo méfeni, byla
22.4; 42.4; 64,8; 94,0, 99,0 a 120. Protoze méfeni na ultrazvukovém spektrometru jsou
provadéna jako komparativni [155], byly vSechny vzorky meéfeny proti vodé umisténé
v referencni cele. Do pfistroje byl davkovan vzdy presné jeden mililitr odplynéného vzorku.
Odplynéni bylo provadéno na centrifuze pifi 3 000 ot-min~' po dobu 5 min. Pomoci
automatického titratoru byly provadény titrace roztokd oligomert argininu do roztokd
hyaluronanu o riznych molekulovych hmotnostech (9 az 1 540 kDa) pfi teploté 25 °C, ktera
byla kontrolovana pomoci termostatu s vodni lazni (Thermo Scientific Haake PC 200)
s presnosti na 0,01 °C. Méfeni byla realizovana v Cisté vodé, PBS nebo prostiedich s riznou
iontovou silou (koncentrace NaCl 10 mM, 50 mM, 100 mM a 150 mM). K analyze dat byl
vyuzit software Titration Analyzer (Ultrasonic Scientific, Irsko).

Kromé titraci oligomerd argininu do roztokd hyaluronanu byly provadény i slepé titrace
a oligomerd argininu do prisluseného rozpoustédla spolu se slepymi titracemi rozpoustédla do
roztoki hyaluronanu, které byly nasledné odecitany od titraci oligomert argininu do
hyaluronanu.

V prubéhu vsech titraci byly zaznamenavany parametry ultrazvukové rychlosti a zeslabeni
ultrazvukovych vin. Cela se vzorkem je znacena jako cela 1.

Pred kazdym meéfenim byla provedena korekce zékladni linie méfenim vody proti vodé.
Vysledky nevykazaly zavislost na pouzité frekvenci, proto jsou zobrazeny pouze vysledky
z méfeni pii 11,6 MHz, coz odpovida cCislu piku 94. Kazdé meéfeni bylo opakovano trikrat
a v grafech jsou zobrazeny primérné hodnoty z téchto méfeni. Opakovatelnost byla vyrazné
leps§i v pfipade relativni rychlosti nez v pfipadé zeslabeni ultrazvukovych vin v cele se
vzorkem.

5.3.1.1 Monomerni arginin monohydrochlorid

Vychozi koncentrace argininu monohydrochloridu byla zvolena 41,5 mM s ohledem na
maximalni objem ptidavku 0,7 ml k 1 ml roztoku hyaluronanu v cele. Pfidavky roztokt
aminokyselin probihaly po 10 pl do celkového objemu 600 pl. Cas pro ustaleni roztoku pred
zacCatkem titrace byl 1 h a po pfidavku a promichani roztoku byl ¢as ustalovani zvolen na
10 min. Pro vyhodnoceni byly odecitany hodnoty z poslednich 100 s ustalovani.

5.3.1.2 Oligomerni argininy v hydrochloridové formé

Koncentrace oligomernich argininti v hydrochloridové formé byla zvolena tak, aby vychozi
koncentrace monomernich jednotek v roztoku byla 30 mM (pfedpoklad jednoho kladného
naboje na monomerni jednotce), ostatni parametry titrace zustaly zachovany stejné jako
v pfipadé monomerniho argininu. Roztoky hyaluronanu o riznych molekulovych hmotnostech
od 9 kDa do 1 540 kDa byly pouzivany v koncentraci 0,1 %hm.
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5.3.2 Zpracovani dat HR-US

Vyhodnocovani dat bylo v pfipadé ultrazvukového spektrometru provadéno v nekolika krocich.
V této kapitole je postup ukdzan na vyhodnocovani dat relativni rychlosti v systému
dodekameru argininu spolu s 1 540 kDa hyaluronanem.

Nejprve doslo k naméfeni samotné titrace. Hodnoty z jednotlivych opakovani se zprimérovaly,
vysledek je znazornén v grafu na obrazku (Obrazek 15).

Na zaklade opakovanych titraci vody do hyaluronanu bylo zji§téno, ze molekulova hmotnost
hyaluronanu nema vliv na fedéni hyaluronanu. Proto bylo mozné stanovit jednu univerzalné
platnou zavislost pro dané prostfedi (vodné roztoky, PBS, zvysSenou iontovou silu), ktera byla
odecitana jako vliv fedéni hyaluronanu. Tato univerzalni zavislost pro vodu je zobrazena
v grafu na obrazku (Obrazek 16). Relativni rychlost byla v tomto pfipadé vztazena na pocet
jednotlivych pridavki vody do systému.

Kromé fedéni hyaluronanu byl odecitan i vliv fedéni samotného oligomeru argininu. V tomto
ptipadé byl dodekamer titrovan do vody v méfici cele, vysledna zavislost je zobrazena v grafu
na obrazku (Obrazek 17). Ziskané praimérné hodnoty relativni rychlosti byly opét odecitany od
hodnot titrace dodekameru do hyaluronanu.

Stejnym zpusobem byla zpracovana data i pro ostatni systémy a prostiedi, véetné dat zeslabeni
zvukovych vin. Vysledny graf pro relativni rychlost je prezentovan na obrazku (Obrazek 18).
V nasledujicich kapitolach jsou zobrazené vysledky z HR-US vzdy zpracované stejnym
zpusobem.
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Obrazek 15: Graf zndazoriwjici velikosti relativni rychlosti v zavislosti na moldrnim poméru pro titraci
12 Arg HCl do 1 540 kDa hyaluronanu, pred odectem viivu redeéni. (11,6 MHz, 25 °C)
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Obrazek 16: Graf zndzornujici pritmérnou velikost relativni rychlosti v zavislosti na poctu pridavkii pro
titraci vody do roztokii hyaluronanu. (11,6 MHz, 25 °C)
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Obrazek 17: Graf zndzornujici pritmérnou velikost relativni rychlosti v zavislosti na poctu pridavkii pro
titraci 12 Arg-HCl do vody. (11,6 MHz, 25 °C)
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Obrazek 18: Graf zndzornwjici priimérnou velikost relativni rychlosti v zavislosti na nabojovém poméru
pro titraci 12 Arg-HCI do hyaluronanu o molekulové hmotnosti 1 540 kDa ve vodé po zpracovani dat.
(11,6 MHz, 25 °C)

5.3.3 ITC

Tepelné efekty z titraci roztoku titrantu do mérné cely byly ve vétsiné ptipadi méfeny pomoci
MicroCal PEAQ-ITC (Malvern Panalytical Ltd, USA), mensi Cast experimentt byla provedena
na stars$im pristroji Nano ITC 2G (TA Instruments, USA). Titrace vody do vody byla provedena
pred kazdym experimentem, aby se zajistilo, ze zafizeni méfi spravné. Kazdé méfeni bylo
provedeno alespon tfikrat, v praci jsou v grafech a tabulkach uvadény pramérné hodnoty spolu
s odpovidajicimi smérodatnymi odchylkami v tabulkach a chybovymi useckami v grafech.
Referencni cela byla v prubéhu vSech méfeni naplnéna vodou. VSechna méfeni byla provadéna
pii 25 °C, v Cisté vode, PBS nebo prostiedich s riznou iontovou silou (koncentrace NaCl
10 mM, 50 mM, 100 mM a 150 mM)

K integraci piki a vyhodnoceni dat ziskanych z méfeni byly vyuzity programy MicroCal
PEAQ-ITC Analysis Software (Malvern Panalytical Ltd.) a NanoAnalyze (TA instruments,
USA), dodavané k obéma pfiistrojim. Oba programy vyuzivaji standardni procedury [170]
k ziskani zakladnich termodynamickych parametrt, které jsou zde nazyvany standardni
interakéni Gibbsova energie (AG®), standardni interak¢ni entalpie (nebo také entalpicky
prispévek; AH®) a standardni entropie (AS°) jako produkt TAS® jsou nazyvany entropickym
prispévkem. Programy také podavaji informaci o rovnovazné konstanté, obvykle nazyvané
disociacni konstanta (Kp). Tato terminologie je zachovana i v této praci, piestoze pro studované
interakce neni zcela spravna.

Pfi zkoumani interakci mezi oligomery argininu a hyaluronanem byl roztok hyaluronanu
o koncentraci 0,1 %hm umistén vzdy v cele a roztok oligomeru argininu sehral roli titrantu. Pro
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zjisténi rozpoustécich tepel byly provadény titrace oligomeru argininu do vody nebo
ptislugeného prostiedi. Redici tepla byla odegitana od tepel titrace na pocatku vyhodnoceni.
Redici teplo hyaluronanu nebylo brano v Gvahu, nebot je dle dostupné literatury [182—184]
v porovnani s teplem uvolnénym v prabéhu titrace velmi malé a zanedbatelné. Teplo uvolnéné
béhem jednoho pridavku titrace se pohybuje fadoveé ve stovkach ulJ, zatimco fedici teplo
hyaluronanu odpovida jednotkam pJ.

5.3.3.1 NanolTC TA Instruments

Vsechny vzorky byly pfed méfenim temperovany na 25 °C a odplynény pomoci odplyiovaci
stanice (TA instruments).

V cele (objem 990 ul) byl ve vSech pfipadech roztok hyaluronanu o koncentraci 0,1 %hm
o molekulovych hmotnostech 9 a 1 540 kDa. Pomoci syringe o objemu 250 pl byl pfidavan
roztok argininu monohydrochloridu v koncentraci 41,5 mM. Rychlost michani byla nastavena
na 250 ot'min”'. Interval mezi piidavky byl empiricky stanoven na 500 s. Titrace probihaly
s prvnim pfidavkem o mensim objemu 5,14 ul z divodi mozného ziedéni vzorku pred
zaCatkem titrace v titracni kapilafe. Ostatni pridavky mély shodnou velikost 12 pl.

Po odecteni fedicich tepel byla ziskand data vynasena do grafu, kde byl na vodorovné ose
zobrazen molarni pomér a na svislé ose zména entalpie. Prvni pfidavek s menSim objemem
nebyl do vyhodnocovani vysledkti zahrnut.

Pro titrace oligomernich aminokyselin v hydrochloridové formé konkrétné dimeru, tetrametu
a oktameru argininu byla zvolena vychozi koncentrace kladnych naboji 30 mM. Ostatni
parametry titrace zastaly zachovany stejné jako v pfipadé monomernich aminokyselin.

5.3.32 MicroCal PEAQ-ITC
Vsechny vzorky byly pted méfenim odplynény pomoci centrifugy (5 min, 3 000 ot-min™').

Pro jednotlivé experimenty byl pouzivan hyaluronan o riznych molekulovych hmotnostech
(Tabulka 5). Pomoci syringe o objemu 40 pul byl pfidavan byl roztok oligomeri argininu
v hydrochloridové formé (10, 12 a 30 Arg-HCI) o koncentraci kladnych naboja 30 mM do cely
o objemu 200 pl. Rychlost mich4ni byla nastavena na 750 ot-min™!, interval mezi pfidavky byl
empiricky stanoven na 150 s. Titrace probihaly s prvnim pfidavkem o mensim objemu 0,8 ul,
z divodu mozného ziedéni vzorku pred zacCatkem titrace v titracni kapilafe. Ostatni pridavky
meély shodnou velikost 2 pl.

5.4 Vysledky

Zakladni informace o systémech byly ziskany pomoci jednoduchého vizualniho pozorovani.
Pro tato pozorovani byly zpravidla vybrany molekulové hmotnosti hyaluronanu 9 a 1 540 kDa.
Vysledky vSech vizualnich pozorovani jsou shrnuty v tabulkach (Tabulka 12, Tabulka 13,
Tabulka 14). Tabulka 12 ukazuje souhrnné vysledky pozorovani ve vodé, Tabulka 13 pak
zobrazuje tyto vysledky pro roztoky v PBS a Tabulka 14 obsahuje vysledky pro prostiedi
s riiznou iontovou silou. Zadné zmény nebyly zaznamenany pro monomer, dimer a tetramer
argininu hydrochloridu a roztoky zustaly Ciré po celou dobu titrace. V pripadé vyssich
oligomerti argininu se systém meéni z ¢irého k mlécnému az k zakalenému v pripadé 9 kDa
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hyaluronanu. U 1540 kDa hyaluronanu dochazi dokonce k makroskopické separaci
(precipitaci). K témto zménam dochazi ve vodé zpravidla kolem molarniho poméru 1. Pokud
jsou v roztoku piitomny dalsi ionty, tyto zmény se obvykle odehravaji za vys§Sich molarnich
pomeéra. Tento posun je dobfe patrny zejména v pripadé PBS.
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Tabulka 12: Shrnuti vysledki jednotlivych titraci ve vodeé vcetné vizudlnich pozorovani.

Oligomer Arg / Hya HR.US ITC Vizulni .

. alni pozorovan
Mw (kDa) 1Zu 1 poz vanl
Dimer a tetramer Konstantni hodnoty. Pouze pokles Beze zmény.

Oktamer
9 kDa

1 540 kDa

Oktamer upravené
pH

9 kDa
1 540 kDa

Dekamer

Statisticky nevyznamny pokles.

Minimum ~ 1,0, opétovny narust hodnot
relativni rychlosti diky rozpadu srazenin —
efekt pH.

Sigmoidni kfivka.

Zména v relativni rychlosti ~ 1,7

Zména v relativni rychlosti ~ 1,2; maly
vliv molekulové hmotnosti hyaluronanu,
9 kDa

hyaluronanem a vys$§imi molekulovymi

ale vyrazny rozdil ~mezi

hmotnostmi hyaluronanu.

k molarnimu pom¢ru 1.

Pouze pokles

k molarnimu pom¢ru 1.

Pouze pokles

k molarnimu pom¢ru 1.

Pouze pokles.

Pozorovan posun
zakladni linie, sigmoidni
krivka

2 vazna mista, efekt
molekulové hmotnosti

hyaluronanu.

Tvorba slabé zakalenych roztoki, které se vycefily pii
vysSich molarnich pomérech (pravdépodobné diky
nizkému pH). (Obrazek P 7)

Tvorba slab¢ zakalenych roztokt, které se méni ve
srazeninu s mimym zakalem kolem molarniho poméru 1.
Nedochazi k rozpadu vlivem nizkého pH. (Obrazek P 7)

Intenzivni zakal, nerozpousti se jako v pripadé roztoku
s neupravovanym pH. (Obrazek P 8)

Nebylo  vizualn€¢ testovano, hyaluronan s touto

molekulovou hmotnosti interaguje i bez tpravy pH

9 kDa - tvorba slab¢ zakalenych roztoka (Obrazek P 9)

310 kDa — tvorba intenzivn¢ zakalenych roztoki (Obrazek
P9)

1 540 kDa - formovani zakalenych roztokua, které se méni
ve srazeninu kolem molarniho poméru 1,2 a roztok

zustava Ciry. (Obrazek P 9)
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Oligomer Arg/ Hya
Mw (kDa)

HR-US

ITC

Vizualni pozorovani

Dodekamer

Triakontamer

Zména v relativni rychlosti ~ 1,1; maly
vliv molekulové hmotnosti hyaluronanu
,ale  vyrazny rozdil mezi 9kDa
hyaluronanem a vys$§imi molekulovymi

hmotnostmi hyaluronanu.

Zména v relativni rychlosti ~ 1,0; maly
vliv molekulové hmotnosti hyaluronanu,
rozdil mezi 9 a 1 540 kDa hyaluronanem
je nejmensi ze vSech studovanych

oligomert.

Sigmoidni kiivka

Sigmoidni kiivka

9 kDa - tvorba slabé zakalenych roztoka

1 540 kDa - formovani zakalenych roztokua, které se méni
ve srazeninu kolem molarniho poméru 1,1 a roztok

zlstava Ciry.

9 kDa - tvorba intenzivné zakalenych roztoku, které se
méni ve srazeniny a slabé zakaleny roztok kolem
molarniho poméru 1,0.

1 540 kDa - tvorba intenzivné zakalenych roztoka, které
se méni ve srazeniny a Ciry roztok kolem molarniho

poméru 1
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Tabulka 13: Shrnuti vysledkii jednotlivych titraci v PBS véetné vizualniho pozorovani.

Oligomer Arg HR-US ITC Vizualni pozorovani
Triakontamer Titracni kiivky podobné tém ve vodé; posun  Sigmoidni kiivka, vliv 9 kDa — tvorba slab¢ zakalenych roztoku
k vy$§im molarnim poméram ~ 1,5; zmény molekulové hmotnosti 1 540 kDa — tvorba slabé zakalenych roztokd, které s
v zeslabeni patrné od 310 kDa hyaluronanu L .. . . .
meéni ve srazeniny a ¢iry roztok kolem molarniho poméru
1,5
Dodekamer Nemeéien Bez interakci Roztok ziistava Ciry se vSemi testovanymi molekulovymi
hmotnostmi
Dekamer Nemeéien Bez interakci Roztok ziistava Ciry se vSemi testovanymi molekulovymi

hmotnostmi
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Tabulka 14: Shrnuti vysledkii jednotlivych titraci v prostredich s riiznou koncentraci chloridu sodného, véetné vizualniho pozorovani.

Oligomer Arg/ Hya .
HR-US ITC Vizualni pozorovani
Mw
Dodekamer Titracni kiivky podobné tém Sigmoidni kfivka, bez Voda — tvorba zakalenych roztoku, které se méni ve sraZeninu a Ciry
680 kDa ve vod¢; vyhlazovani skoku méfitelnych interakci roztok kolem molarniho poméru 1,1
relativni rychlosti s rostouci v pfipadé 150 mM 100 mM NaCl - tvorba slabé zakalenych roztoku, které se méni ve
iontovou silou; 150 mM NaCl NaCl . . , . .
srazeninu a slab¢ zakaleny roztok kolem molamiho poméru 1,1
posunuté do vysSich
molarnich poméri 150 mM NaCl - velmi slabé zakaleny roztok pozorovatelny kolem
molarniho poméru 1,5
Dekamer Nemeéteno 9 kDa - pokles 9 kDa — tvorba slab¢ zakalenych roztoku
50 mM NaCl k moldrnimu poméru 1 1540 kDa — tvorba intenzivné¢ zakalenych roztokd, které se meéni
1 540 kDa — sigmoidni v precipitat a Ciry roztok kolem molarniho poméru 1
krivka
Dekamer Neméfeno 9kDa - pokles do 9kDa - tvorba intenzivné zakalenych roztoku
10 mM NaCl molarniho poméru 0,6

1 540 kDa — pozorovan
posun zakladni linie,

sigmoidni kfivka

1 540 kDa — tvorba intenzivn¢ zakalenych roztoku, které se méni ve
srazeniny a Ciry roztok kolem molarniho poméru 1
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5.4.1 Vysledky z HR-US

Monomerni a oligomerni arginin az do 4 monomernich jednotek vykazal v pribéhu titrace
v prostiedi vody téméf neménici se relativni rychlost a zeslabeni v cele se vzorkem. To ukazalo
na neptitomnost interakci z pohledu ultrazvukového vinéni, data jsou znazornéna v grafech na
obrazcich (Obrazek 19, Obrazek 20) pro monomerni arginin. Dimer a tetramer argininu pak na
obrazcich (Obrazek 21, Obrazek 22, Obrazek 23, Obrazek 24) vzdy pro nejnizsi a nejvyssi
molekulovou hmotnost hyaluronanu. Na parametr zeslabeni ultrazvukovych vin bylo nutné,
s ohledem na velkou chybu stanoveni, pohlizet spiSe jako na podpurny vysledek méfeni
relativni rychlosti. K vyraznému zeslabeni ultrazvukovych vin dochazi predevsim pii ptechodu
na heterogenni systémy [156, 185].

Jak bylo zminéno v kapitole 5.2.5.1, pH roztokii dimeru a tetrameru argininu muselo byt
upraveno na neutralni hodnoty. Tyto upravy vSak ani u jednoho z oligomera nevyustily ve
zméneény zaznam relativni rychlosti ultrazvukovych vin, jak ukazuji data na obrazku (Obrazek
25). Zkoumany byly pouze interakce s vysokomolekularnim hyaluronanem, nebot’ zde byl
vyssi pfedpoklad pozorovani interakci.
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Obrazek 19: Graf znazornujict velikosti relativni rychlosti a zeslabeni v cele 1 pri titraci roztoku
Arg HClI do roztoku hyaluronanu 9 kDa ve vodé. (11,6 MHz, 25 °C)
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Obrazek 20: Graf znazornujict velikosti relativni rychlosti a zeslabeni v cele 1 pri titraci roztoku
Arg HCl do roztoku hyaluronanu 1 540 kDa ve vodeé. (11,6 MHz, 25 °C)
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Obrazek 21: Graf znazorinujici velikosti relativni rychlosti a zeslabeni v cele 1 prFi titraci roztoku
2 Arg-HClI do roztoku hyaluronanu 9 kDa ve vode. (11,6 MHz, 25 °C)

57



0,08 - 18
0,06 + 1 ERK
T 0,04 £ T 14 T
g : 112>
7 002 1 i 2
o L xx 1 —
S 0,00 £ % 7108
2 : . 1082
E -0,02 'g 5 4 J é_ 0.6 _qé
< - 3 =
5 004 T 04N
-0,06 £ 102
0,08 ey 0,0
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0

Molarni pomeér (-)
XRelativni rychlost X Zeslabeni v cele se vzorkem

Obrazek 22: Graf znazornujici velikosti relativni rychlosti a zeslabeni v cele 1 prFi titraci roztoku
2 Arg-HClI do roztoku hyaluronanu 1 540 kDa ve vodé. (11,6 MHz, 25 °C)
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Obrazek 23: Graf znazornujict velikosti relativni rychlosti a zeslabeni v cele 1 pri titraci roztoku
4 Arg-HCI do roztoku hyaluronanu 9 kDa ve vode. (11,6 MHz, 25 °C)
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Obrazek 24: Graf znazornujict velikosti relativni rychlosti a zeslabeni v cele 1 pri titraci roztoku
4 Arg-HCI do roztoku hyaluronanu 1 540 kDa ve vodé. (11,6 MHz, 25 °C)
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Obrazek 25: Zavislost relativni rychlosti na molarnim poméru pri titraci dimeru a tetrameru argininu
véetné roztokii s upravenym pH do roztoku hyaluronanu 1 540 kDa ve vodé. (11,6 MHz, 25 °C)

Situace se zménila v pripadé oktameru argininu ve vodé€. Vizualni pozorovani ukazala, ze na
rozdil od kratSich oligomera argininu byl oktamer argininu schopen v pribéhu titrace vytvorit
zakaleny roztok, respektive zakaleny roztok se srazeninami, v zavislosti na pouzité¢ molekulové
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hmotnosti hyaluronanu (Tabulka 12). Na obrazku v pfiloze (Obrazek P 7) mizeme v levé vialce
vidét systém po 8 piidavcich oktameru argininu do 9 kDa Hya, uprostied pak stejny systém po
11 pfidavcich, vpravo je pak systém oktameru argininu spolu s vysokomolekularnim
hyaluronanem. V pfipadé roztokli oktameru argininu s upravenym pH byla vizualni zména
velmi dobfe patrna i u nizkomolekularniho hyaluronanu, kde jiz nedochazelo k rozpousténi
zakalu po jeho vytvoreni (Obrazek P 8), v disledku piilisSného snizeni pH v prabéhu titrace.
Nizkomolekularni hyaluronan byl zvolen z divodu nizké intenzity interakci pozorované
v pripadé roztokil oktameru argininu s neupravovanym pH.

Na rozdil od kratsich oligomert argininu doslo k poklesu relativni rychlosti v pribéhu titrace
diky uvolnéni hydrataéni vody =z hydratacniho obalu. Tento rozdil byl velmi dobie
pozorovatelny u vysokomolekuldrniho hyaluronanu, jak ukazuji data v grafu na obrazku
(Obrazek 26). Pokles se zastavil kolem molarniho poméru 1, to znamena kolem
predpokladaného bodu nabojové ekvivalence, poté relativni rychlost mirné nartst4. Uprava pH
roztokd argininu neméla za nasledek vyrazné zmény v titracnim profilu. Pfi porovnani s pH
neupravovanymi vzorky doslo k vyraznéjSimu poklesu relativni rychlosti v pfipadé
nizkomolekularniho hyaluronanu. U obou molekulovych hmotnosti hyaluronanu pak
nedochazelo k opétovnému naruastu relativni rychlosti a misto minima byla v obou piipadech
pozorovana sigmoidni zéavislost s inflexnim bodem kolem molarniho poméru 1,7-1,9, jak
ukazuji data v grafu na obrazku (Obrazek 27).

Parametr zeslabeni ultrazvukovych vin v cele se vzorkem se v pfipadé 9 kDa hyaluronanu jevil
v prub€hu titrace jako téméf konstantni. V pfipadé 1 540 kDa hyaluronanu byl nardst
v zeslabeni jasné patrny (Obrazek 28) a svoji zménou dobie korespondoval s poklesem
v parametru relativni rychlosti. Vyrazny narGst v parametru ultrazvukového zeslabeni dobie
ilustroval vznik srazenin v pfipadé vysokomolekularniho hyaluronanu. Zvysené zeslabeni
znamenalo vznik struktur nebo agregatti schopnych rozptylovat ultrazvukové viny a zvySenou
heterogenitu vzorku [156, 185].
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Obrazek 26: Zavislost relativni rychlosti na molarnim poméru pii titraci oktameru argininu do roztoku
hyaluronanu o molekulovych hmotnostech 9 a 1 540 kDa ve vode. (11,6 MHz, 25 °C)
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Obrazek 27: Zavislost relativni rychlosti na molarnim poméru pri titraci pH upraveného roztoku
oktameru argininu do roztoku hyaluronanu o molekulovych hmotnostech 9 a 1 540 kDa ve vodé.
(11,6 MHz, 25 °C)
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Obrazek 28: Zavislost zeslabeni ultrazvukovych vin na moldarnim poméru pri titraci pH upraveného
roztoku oktameru argininu do roztoku hyaluronanu o molekulovych hmotnostech 9 a 1 540 kDa ve vode.
(11,6 MHz, 25 °C)

Vysledky u delSich oligomerti argininu (10, 12 a 30) si byly vzajemné podobné. V piipadé
dekameru a dodekameru byl také detailnéji studovan vliv molekulové hmotnosti hyaluronanu
na interakce. Relativni rychlost v prubéhu titrace nejprve témér linearné klesa az k molarnimu
poméru 1. Pak nastava prudky pokles nasledovany mirnym nartstem (dekamer, dodekamer)
nebo konstantnimi hodnotami relativni rychlosti (triakontamer). Data jsou znazornéna
v grafech na obrazcich (Obrazek 29, Obrazek 30, Obrazek 31). Zde je také mozné pozorovat
vliv molekulové hmotnosti hyaluronanu. Hyaluronan s nejvyssi molekulovou hmotnosti
(1 540 kDa) mél nejvyssi sklon v pocatecni fazi titrace, zatimco ostatni molekulové hmotnosti
nejsou vzajemné rozlisitelné. Naopak hyaluronan s nejnizsi molekulovou hmotnosti (9 kDa)
mél v prabéhu titrace nejmensi pokles v relativni rychlosti. Nejmens$i rozdil mezi
vysokomolekularnim (1 540 kDa) a nizkomolekularnim (9 kDa) hyaluronanem byl pozorovan
v ptipad¢ triakontameru argininu (Obréazek 31).

Vysledky vizualnich pozorovani jsou shrnuty v tabulce (Tabulka 12). V pripadé
vysokomolekularniho hyaluronanu dochéazelo vzdy k tvorbé zakaleného roztoku, ktery se
kolem nabojového poméru 1 meénil na srazeniny a ciry roztok. U nizkomolekularniho
hyaluronanu dochazelo k tvorbé zakaleného roztoku u titraci s dekamerem a dodekamerem,
zatimco u triakontameru argininu dochazelo k tvorbé srazeniny obdobné jako
u vysokomolekularniho hyaluronanu, ov§em v tomto pfipad€ zistaval roztok mirné zakaleny
i po jejim vytvoreni.

V ptipadé dekameru argininu parametr zeslabeni opét dobfe ilustroval vznik srazenin v roztoku,
kdy dochazelo ke skokové zméné velikosti zeslabeni v cele 1 a 1 pres vysokou chybu stanoveni
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bylo mozné tvrdit, ze srazeniny vznikaji v systémech s molekulovou hmotnosti hyaluronanu
1540 a 310kDa, jak ukazuji data vgrafu na obrazku (Obrazek 32). U dodekameru
a triakontameru argininu nebylo mozné z parametru zeslabeni usuzovat na zadné zavéry.
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Obrazek 29: Zavislost relativni rychlosti na molarnim poméru pri titraci dekameru argininu do roztoku
hyaluronanu o riiznych molekulovych hmotnostech ve vode. (11,6 MHz, 25 °C)
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Obrazek 30: Zavislost relativni rychlosti na moldrnim poméru pri titraci dodekameru argininu do
roztoku hyaluronanu o riiznych molekulovych hmotnostech ve vode. (11,6 MHz, 25 °C)
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Obrazek 31: Zavislost relativni rychlosti na moldrnim poméru pri titraci triakontameru argininu do
roztoku hyaluronanu o molekulovych hmotnostech 9 a 1 540 kDa ve vode. (11,6 MHz, 25 °C)
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Obrazek 32: Graf zndzornwujici velikosti zeslabeni v cele 1 v zavislosti na moldarnim poméru pro titraci
10 Arg HCI do roztokii hyaluronanu o jednotlivych molekulovych hmotnostech ve vodeé. (11,6 MHz,

25 °C)
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54.1.1 Vliv prostiedi

Pro tyto experimenty byly zvoleny oligomery argininu, tedy dekamer, dodekamer
a triakontamer, s ohledem na vysledky méfeni ve vod¢€, nebot prokazaly interakce se viemi
studovanymi molekulovymi hmotnostmi hyaluronanu. Vliv iontd a iontové fizeného pH byl
studovan pfipravou roztokti v PBS nebo v roztocich NaCl s riznou koncentraci soli.

Efekt PBS byl studovan na triakontameru argininu. Byly zkoumdany vybrané molekulové
hmotnosti hyaluronanu v rozsahu 9—1 540 kDa, jak ukazuji data v grafu na obrazku (Obrazek
33). Pokles relativni rychlosti neprobihal od prvniho pfidavku, jako tomu bylo ve vodném
prostieni. BEéhem prvnich pridavka byly hodnoty relativnich rychlosti konstantni a k interakcim
béhem teéchto pridavki pravdépodobné nedochazelo. Poté nasledoval rychly pokles relativni
rychlosti jako u titraci ve vodé. Vyjimku tvofil 9 kDa hyaluronan, kde byl pokles relativni
rychlosti mirn&jsi a pozvolnéjsi. Pokles v pfipad€é 109 kDa nebyl tak strmy jako pro zbyvajici
molekulové hmotnosti a rozkladal se na pomérné Sirokém intervalu molarniho poméru. Molarni
pomér, ve kterém se skokové méni relativni rychlost, byl obecné posunut do vyssich hodnot ve
srovnani s vodnym prostfedim, nicméné€ vliv PBS na interakce byl do zna¢né miry zavisly na

molekulové hmotnosti hyaluronanu.
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Obrazek 33: Zavislost relativni rychlosti na moldarnim poméru pri titraci triakontameru argininu do
roztoku hyaluronanu o riiznych molekulovych hmotnostech v prostiedi PBS. (11,6 MHz, 25 °C)

Vliv molekulové hmotnosti byl také dobfe pozorovatelny na parametru zeslabeni
ultrazvukovych vin v cele se vzorkem, kde jak ukazuje graf na obrazku (Obrazek 34) nardst
hodnot zeslabeni od molekulové hmotnosti hyaluronanu 310 kDa znacil tvorbu srazenin a ¢astic
v roztoku, které umoziovaly rozptylovat zvuk. Tyto srazeniny byly v roztoku tvofeny od
molarniho poméru 1,5. Vétsi rozptyl (zeslabeni) byl pozorovan u vysSich molekulovych
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hmotnosti hyaluronanu. U molekulové hmotnosti 1 540 kDa byly tyto zavéry potvrzeny
i vizualnim pozorovanim (Tabulka 13).
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Obrazek 34: Graf zndzornujici velikosti zeslabeni v cele 1 v zavislosti na molarnim poméru pro titraci
triakontameru argininu do roztokii hyaluronanu o jednotlivych molekulovych hmotnostech v prostredi
PBS. (11,6 MHz, 25 °C)

Arginin dodekamer a dekamer byly v prostfedi PBS testovany pouze za pouziti ITC. Ani
v jednom pripade nebyly pozorované zadné tepelné efekty nezavisle na molekulové hmotnosti
hyaluronanu. Vizualni pozorovani také neukazala zakaleni roztoku nebo vznik srazenin a roztok
zustal v ptipadé obou oligomeru Ciry po celou dobu titrace (Tabulka 13).

Efekt rostouci koncentrace chloridu sodného (iontové sily) byl studovan s vyuzitim
dodekameru argininu, ktery nevykazal interakce v PBS. Pouzita byla jedna molekulova
hmotnost hyaluronanu 680 kDa. Jak ukazuje graf na obrazku (Obrazek 35), s rostouci iontovou
silou dochazelo k postupnému zmenseni skokového poklesu relativni rychlosti. Sklon relativni
rychlosti béhem pocatecnich pridavkl s rostouci iontovou silou také nebyl tak strmy a u dvou
nejvyssich koncentraci NaCl byl témét nulovy. Vizualni pozorovani odhalila, ze az do
koncentrace 100 mM dochézelo k tvorbé srazeniny a Cirého roztoku kolem molarniho poméru
1,1, u 100 mM NaCl pak roztok kolem srazeniny zistaval zakaleny a u nejvyssi iontové sily
nedochazelo k tvorbé srazeniny, ale pouze k tvorbé velmi jemné zakaleného roztoku (Tabulka
14). V pripad€ nejvyssi iontové sily byla vizualni pozorovani v dobré shodé s daty ziskanymi
z ultrazvukového spektrometru, ktera ukazala, na pouze velmi maly pokles v parametru
relativni rychlosti.
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Obrazek 35: Zavislost relativni rychlosti na moldrnim poméru pri titraci dodekameru argininu do
roztoku hyaluronanu o molekulové hmotnosti 680 kDa v prostiedich o riznych iontovych silach.
(11,6 MHz, 25 °C)

5.4.2 Vysledky z ITC

Metoda izotermické titrani kalorimetrie umoznila ziskani zakladnich termodynamickych
parametra interakci mezi hyaluronanem a oligomery argininu. Po odecteni rozpoustécich tepel
od titraci, byly vSechny interakce endotermického charakteru, jak ukazuji data v tabulce
(Tabulka 15).

Byly pozorovany tfi druhy titra¢nich kiivek (zavislosti zmény entalpie na molarnim poméru
v prubéhu titrace). Kromé sigmoidniho tvaru, ktery je typicky pro systémy s vysycenim
interakce v prabéhu titrace, byl pozorovan také prosty pokles a kiivky dvou typa vaznych mist.

Pro nejkrat§i oligomery argininu (v€etné oktameru), nezavisle na molekulové hmotnosti
hyaluronanu, nebyl pozorovan typicky sigmoidni tvar. Jak ukazuje graf na obrazku (Obrazek
36, Obrazek 37), u vSech zavislosti dochazelo k prudkému poklesu tepla priblizné do molarniho
pomeéru 1, s rostoucim molarnim pomérem nebyly dalsi tepelné efekty pozorovany. Tyto kiivky
pfipominaly klesajici €ast typické sigmoidni kiivky, kterd indikuje nasyceni vaznych mist
a konec interakci. Vizualné roztoky s dimerem a tetramerem argininu zistaly Ciré, zatimco
oktamer a nizka molekulova hmotnost hyaluronanu tvofila v nizkych molarnich pomérech
jemny zakal. V ptipadé vysoké molekulové hmotnosti hyaluronanu pak s oktamerem argininu
dochazelo az k tvorbé srazeniny kolem molarniho poméru 1 (Tabulka 12). Tato pozorovani
vSak ITC nereflektovala a vSechny systémy byly prakticky nerozliSitelné, jak ukazuji data
v grafu na obrazku (Obrazek 36). Z téchto titracnich kiivek byla stanovena pouze celkova
zména standardni entalpie (AH®, Tabulka 15) jako rozdil mezi prvnim a poslednim pfidavkem
[173]. Z dat uvedenych v tabulce (Tabulka 15) je patrné, ze molekulova hmotnost hyaluronanu
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vyrazné ovliviiovala velikost zmény standardni reakcni entalpie v pribé€hu titrace. S rostouci
molekulovou hmotnosti hyaluronanu dochazelo k narastu velikosti zmény standardni reak¢ni
entalpie.

Tabulka 15: Shrnuti parametri titraci oligomerii argininu do roztokii hyaluronanu stanovenych pomoci
ITC ve vode (25 °C). N je moldrni pomer definovany jako inflexni bod v ITC zdznamu (bod nasyceni
interakce v textu), AH, AG°, —TAS° jsou definované na mol zdakladni hyaluronanové jednotky.

Oligomer Hya Mw AH’ AG° —TAS*
argininu (kDa) NG (kJ-mol™) Ko M) (kJ-mol™)  (kJ-mol™)
Dimer 9 - *3,10 = 0,06 - - -
1540 - *3,894+0,002 - - -
Tetramer 9 - *3,44 + 0,02 - - -
1540 - *4,13 £ 0,05 - - -
Oktamer 9 - *3 68 + 0,06 - - -
1540 - *4,33 £ 0,04 - - -
Oktamer,
upravens pH 9 - #321£0,17 - - -
1 540 1,5+0,2 23+04 (1,5+1,3)-107 —28=+3 -31+2
Dodekamer 9 1,02+£0,02  3,41+0,05 4=£2)-10* -194+1,1 -228+1,1
109 0,91+0,05 3,5+0,2 2,9+ 1,1)10°5 26,110 —29,5+0,9
137 0,88 + 0,08 3,59+0,19 (3,9£0,9)-10° —-253+0,5 —28,9+0,5
680 0,89 + 0,09 3,8+0,2 (3=£2)-107 -258+1,3 -29,7+1,3
1 540 0,98 + 0,02 4,33+0,12 (2,2£0,4)10°  -26,6+05 -31,0£0,6
Triakontamer 9 1,04 £ 0,04 2,16 £ 0,04 (1,3+0,7)-107 -29+2 312
16 1,11+ 0,06 2,28 +£0,04 (3,8+1,7)-10°% -312+1,1 -33,5+1,1
109 1,09+0,05 2,50+0,14 (5£3)-107 -362+1,6 -39+2
137 1,11+ 0,04 2,45+0,11 @ =£7)-107 —-38+5 —40=+5
310 1,03+£0,05  2,58+0,05 (4 +3)107 385 —41+5
680 0,97 + 0,04 32+0,1 (3+5)10°¢ —39+8 42+ 8
1 540 1,02+0,11 3,5+0,3 (5+5)107 —37+3 40+ 3

*yiz text v ¢asti 5.4.2
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Obrazek 36: Graf zobrazujici ITC zaznamy riiznych argininovych oligomerii ve formé hydrochloridu do
roztoku 1 540 kDa hyaluronanu ve vodé (25 °C).
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Obrazek 37: Graf zobrazujici ITC zaznamy riiznych argininovych oligomerii ve formé hydrochloridu do
roztoku 9 kDa hyaluronanu ve vodé (25 °C).

V piipadé dodekameru a tirakontameru argininu byl pfi interakcich s hyaluronanem ziskan
typicky sigmoidni tvar titracnich kiivek. Priklad je uveden v grafu na obrazku (Obrazek 38).
Tento tvar titracni kiivky ukazoval na pfitomnost interakci mezi hyaluronanem a oligomerem
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argininu od prvniho ptidavku oligomeru az do vy€erpani vaznych mist na hyaluronanu v okoli
nabojového poméru 1 u vSech studovanych pfipadd. Sigmoidni tvar byl pozorovan rovnéz
v pfipadé oktameru argininu s upravenym pH pfi titraci do vysokomolekularniho hyaluronanu.
V tomto ptipad¢ byl inflexni bod posunut k vy§simu molarnimu poméru priblizné 1,5. V tomto
systému byl také dobfe pozorovatelny posun zakladni linie diky zméné tepelné kapacity
systému [186] v dusledku tvorby srazenin, ktery je vyobrazen na obrazku (Obrazek 39).

5500

500 A ey
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5

Molarni pomeér (-)
—— 1540 kDa Hya model = = =9 kDa Hya model
+ 1540 kDa Hya data + 9 kDa Hya data

Obrazek 38: Graf zobrazujici ITC zaznamy titraci argininu dodekameru v hydrochloridové formé do
roztoku 9 a 1 540 kDa hyaluronanu ve vodé (25 °C). Pro vyhodnoceni dat byl pouzit model jednoho typu
vazného mista.

J

Obrazek 39: Schodovity posun zdkladni linie diky zméné v tepelné kapacité systému

Pro stanoveni termodynamickych parametra byly titrace s typickym sigmoidnim tvarem
prokladany modelem jednoho typu vazného mista. Vyuzivan byl software, ktery je soucasti
zafizeni (viz kapitola 5.3.3). Ziskané parametry jsou ukéazany v tabulce (Tabulka 15).
Termodynamické parametry interakci pro rizné oligomery argininu se pfili§ neliSily a pomér
standardnich entalpickych a standardnich entropickych pfispévkia byl velmi podobny.
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Tlustrativni priklad je zobrazen v grafu na obrazku (Obrazek 40) pro arginin dodekamer.
Interakce mezi oligomerem argininu a hyaluronanem byly charakterizovany malou neptiznivou
hodnotou standardni entalpie a byly hnané entropicky. Nejniz§i molekulovda hmotnost
hyaluronanu meéla nejvys$si hodnotu disociacni konstanty, zatimco molekulové hmotnosti
hyaluronanu nad 109 kDa mély ptiblizné stejnou hodnotu disocia¢ni konstanty, ktera byla nizsi.
Navic triakontamer argininu mél celkové niz§i hodnotu disociacni konstanty ve srovnani
s dodekamerem argininu. Disociacni konstanta byla nicméné stanovena s pomérné vysokou
chybou diky vysoké citlivosti modelu na prudkou zménu titracni kiivky, ze které byla disocia¢ni
konstanta stanovena. Proto bylo mozné tuto konstantu pouzit pouze pro odhad relativnich
rozdilt mezi riznymi titrovanymi systémy.

10
5 1
o f
L 59
£
~ -10 +
Xz
215 ¢
5
520
25 T
-30 ¢
-35
1540 kDa
Hyaluronan

B-TAS° mAH® ®mAG°

Obrazek 40: Priklad zastoupeni termodynamickych parametrii z ITC pro interakce argininu
dodekameru v hydrochloridové formé s hyaluronanem o molekulové hmotnosti 1 540 kDa ve vodé

(25°C).

Dekamer argininu byl z hlediska ITC unikatni oligomer. Pfiklad jeho titraéni izotermy je
uveden na obrazku (Obrazek 41). Titracni izoterma neméla typicky sigmoidni nebo pouze
klesajici tvar, ktery byl pozorovatelny u nejkratSich oligomeru, ale jeji tvar byl typicky pro
pritomnost né€kolika typt vaznych mist [170, 187], v tomto pfipadé se jevil jako lepsi vyraz
interak¢nich udalosti.
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Obrazek 41: Graf zobrazujici ITC zaznam titraci argininu dekameru v hydrochloridové formé do
roztoku 9 kDa hyaluronanu ve vodeé (25 °C). Model dvou typii vaznych mist a desolvatacni model byly

pouzity pro vyhodnoceni dat.
4500

4000 +
3500 £
3000 £

D)

2500 +

mol

2000 +

AH (J

1500

1000

W et Frea

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5
Molarni pomér (-)
X data =+ =model dvou vaznych mist

Obrazek 42: Graf zobrazujici ITC zaznam titraci argininu dekameru v hydrochloridové formé do
roztoku 1 540 kDa hyaluronanu ve vodé (25 °C). Model dvou typii vaznych mist byl pouZzit pro

vyhodnoceni dat.
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Prokladani nameétenych vysledkii bylo realizovano nasledovné. Data v grafu na obrazku
(Obrazek 41) byla prolozena dvéma modely. Prvni model prolozil klesajici ¢ast izotermy, druhy
model prolozil zbylou ¢ast s maximem. Prvni ¢ast izotermy pfipominala data ziskana z méfeni
s kratkymi argininovymi oligomery (Obrazek 37) a byla proto nazvana desolvata¢nim modelem
(Casti). Druha cast byla prolozena modelem dvou typt vaznych mist zabudovanym pfimo ve
vyhodnocovacim softwaru a zde reprezentovala prvni a druhou interak¢éni udalost.
Vyhodnocovani se li§ilo s molekulovou hmotnosti hyaluronanu. VSechny typy interakénich
udalosti byly pozorovatelné pro nejniz§i molekulovou hmotnost hyaluronanu. S rostouct
molekulovou hmotnosti hyaluronanu desolvatacni ¢ast vymizela a zstaly pouze dvé interak¢ni
udalosti, jak ukazuje graf na obrazku (Obrazek 42). Maximum v Casti dvou interakcnich
udalosti bylo pozorovano stale za stejného molarniho poméru, nezéavisle na molekulové
hmotnosti hyaluronanu. Termodynamické parametry pro kazdou studovanou molekulovou
hmotnost jsou znazornény v tabulce (Tabulka 16).
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Tabulka 16: Parametry stanovené z ITC experimentil pro arginin dekamer (25 °C). N je moldarni pomér
definovany jako inflexni bod v ITC zdznamu (bod nasyceni interakce v textu), AH®, AG°, —TAS® jsou
definované na mol zdkladni hyaluronanové jednotky.

Vazny model

10 Arg-HCl

N ()

(kJ-mol ™)

Kp (M)

AG°
(kJ-mol™)

—TAS®
(kJ-mol™)

9 kDa Hya

model jednoho typu

vazného mista

9 kDa Hya
prvni interakéni

udalost

9 kDa Hya
druha interakéni
udalost

109 kDa Hya
prvni interakéni

udalost

109 kDa Hya
druha interakéni
udalost

310 kDa Hya
prvni interakéni

udalost

310 kDa Hya
druha interakéni
udalost

1 540 kDa Hya
prvni interakéni
udalost

1 540 kDa Hya

druha interakéni
udalost

0,030 = 0,002

1,12+ 0,01

0,85=0,03

0,3+0,2

1,06 0,02

1,06 = 0,03

0,32 +0,02

0,10=0,04

1,09 £ 0,01

15+2

—-0,5 £ 0,06

25+03

22+12

-0,12 £ 0,03

0,33 +£0,03

8,5+0,7

9+4

0.38+ 0,04

(1+0)-10712

4,7+0,7)-10°

3+2)-10*

(3 +3)-10™*

2+1)-10712

(3+3)-1012

2.2 +12)-10™*

2,9+ 1,4)-10™*

(6,2 +1,2)-10712

—-69+0

-30,4+0,6

42 +£5

—22+£3

—67+2

—-67+£3

28+ 1,5

—21+£2

-63,8+0,5

—84+ 2

—28,6+ 0,4

—45+9

—45+9

—67+2

—-66+£4

37404

—31+3

—64,2+ 0,4

5.4.2.1

Vliv prostiedi

Stejné jako v pripadée ultrazvukové spektroskopie byly pro experimenty se zvySenou iontovou

silou vybrany nejdelsi oligomery argininu. Na rozdil od triakontameru argininu, dodekamer
a dekamer argininu v prostiedi PBS (pH 7,4) nevykazaly zadné interakce nezavisle na

molekulové hmotnosti hyaluronanu (nebylo zaznamenano meéfitelné teplo). V pfipade
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triakontameru argininu byl vzdy pozorovan sigmoidni tvar titracni kfivky a vliv PBS na
interakce hyaluronan-triakontamer argininu byl studovan pomoci modelu s jednim vaznym
mistem. Odhadované termodynamické parametry jsou shrnuty v tabulce (Tabulka 17). Molarni
pomeér odpovidajici vysyceni vaznych mist (inflexni bod na ITC kiivce) se zvySoval s rostouci
molekulovou hmotnosti hyaluronanu az k 1,5. Velikost standardni interak¢ni entalpie byla o rad
niz§i v porovnani s roztoky pfipravenymi pouze ve vode. Stejné jako v pripadé vodnych
roztoku byly interakce hnany standardnim entropickym pfispévkem (Obrazek 43). Vyznamny
standardni entropicky prispévek v pfipadé molekulovych hmotnosti hyaluronanu 680
a 1 540 kDa v porovnani s ostatnimi molekulovymi hmotnostmi byl zptisoben nizkou hodnotou
disocia¢ni konstanty pro tyto molekulové hmotnosti, jak ukazuji data v tabulce (Tabulka 17).

Tabulka 17: Parametry stanovené z ITC experimentii pro arginin triakontamer v prostiedi PBS (25 °C).

N je molarni pomér definovany jako inflexni bod v I1C zdznamu (bod nasyceni interakce v textu), AH®,
AG° —TAS°jsou definované na mol zdkladni hyaluronanové jednotky.

Oligomer Hya Mw AH’ AG? —TAS’
argininu (kDa) NG (kJ-mol™) Ko M) (kJrmol™)  (kJ-mol™)
9 0,93+0,03 0,27+0,03 (1,1+03)10° —17.1+0,6 —17,5+0,6
5 16 1,07+0,04 037+0,05 (2,4+04)10% —208+04 —21,1+0,4
§ 109 1,42+£0,06 044+0,02 (1,76+0,14)-10° 272402 —27,6+0,2
§ 310 1,37+£0,04 0,47 +0,05 (3£5)107° ~34+4 ~34,7+43
i 680 1,46 £0,05 046+0,01 (1,0£0,0)-107" —69+0 —69+0
1 540 1,47+£0,06 0.49+0,03 (1,0+0,0)-107" —69+0  —69,05+0,05

Protoze arginin dodekamer nebyl schopen interagovat s hyaluronanem v PBS, byl tento
oligomer vybran pro testovani efektu zvysujici se iontové sily. K testovani byly uréeny roztoky
s koncentracemi 10, 50, 100 a 150 mM NaCl. VSechny titrace probihaly s hyaluronanem
o molekulové hmotnosti 680 kDa a s vyjimkou 150 mM NaCl vykazaly vSechny vzorky
sigmoidni titracni kiivku, jak ukazuje graf na obrazku (Obrazek 44). V piipadé 150 mM NaCl
jiz interakce nebyly rozpoznatelné (nebylo zaznamenano méfitelné teplo). Vyhodnocena data
v tabulce (Tabulka 18) ukazuji, ze molarni pomér odpovidajici vysyceni vaznych mist zlstaval
kolem 1 a nedochazelo tedy k posunu pozorovanému v piipadé PBS roztokt. Velikost zmény
standardni interak¢ni entalpie klesala s rostouci iontovou silou, zatimco disociacni konstanta
zustavala priblizn€ konstantni (Tabulka 18). Prispévky v podobé zmény standardni Gibbsovy
energie a standardni entropie se zdaly neovlivnéné velikosti iontové sily. Z naméfenych dat
vyplyva, Ze iontova sila neméla vyznamny vliv na intenzitu interakci, pokud nebyla dostate¢né
vysoka (koncentrace NaCl 150 mM).
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Obrazek 43: Zastoupeni termodynamickych parametrii z ITC pro interakce argininu triakontameru
v hydrochloridové formé s hyaluronanem o riiznych molekulovych hmotnostech v prostredi PBS (25°C).

Dekamer argininu, ktery vykazal velmi specifické chovani zaznamenané pomoci ITC ve vodé,
nevykazal zadné mefitelné interakce v prostiedi PBS nezavisle na molekulové hmotnosti
hyaluronanu. Vizualné roztok zastal Ciry po celou dobu titrace (Tabulka 13). V prostfedich 10 a
50 mM NaCl dekamer argininu interagoval s hyaluronanem o molekulovych hmotnostech
9al540kDa obdobné. Vytvarel zakalené systémy s nizkou molekulovou hmotnosti
hyaluronanu a srazeniny s vysokomolekuldrnim hyaluronanem (Tabulka 14). VSechny vzorky
s vysokou molekulovou hmotnosti ukazaly sigmoidni titra¢ni kfivku s je§té mensi hodnotou
standardni interakéni entalpie nez jaka byla naméfend v pfipadé dodekameru argininu
ve shodném prostfedi. Vzorky s nizkomolekularnim hyaluronanem vykazaly naopak pouhy
pokles, podobny krat§im oligomertim argininu. Z titranich kfivek s 9 kDa hyaluronanem byla
spocitana pouze celkova zména zmeéfené entalpie jako rozdil mezi prvnim a poslednim
pridavkem. Sigmoidni zavislosti byly vyhodnoceny pomoci standardniho modelu jednoho typu
vazného mista. Vysledky individualnich titraci jsou shrnuty v tabulce (Tabulka 19). Specifické
chovani dekameru argininu bylo potla¢eno pfitomnosti dalSich iontt v roztoku.
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Obrazek 44: Graf zobrazujici ITC zdznamy titraci argininu dodekameru v hydrochloridové formé do
roztoku hyaluronanu o molekulové hmomosti 680 kDa v prostiedich o riiznych iontovych silach (25 °C).
Pro vyhodnoceni dat byl pouzit model jednoho vazného mista.

Tabulka 18: Parametry stanovené z ITC experimentii pro arginin dodekamer v prostiedich o riizné
iontové sile (25 °C). N je moldrni pomér definovany jako inflexni bod v ITC zdznamu (bod nasyceni
interakce v textu), AH, AG° —TAS° jsou definované na mol zdkladni hyaluronanové jednotky.

680 kDa Hya + 12 Arg-HCl

Koncentrace AFC AGO _TAS®
NaCl (mM) N () Kp (M)

(kJ-mol ™) (kJ-mol ™) (kJ-mol ™)
voda 0,89 +0,09 3,8+0,2 3+2)10° 25,8+ 1,3 -29,7+ 1,3
10 mM 0,96 + 0,05 1,5+£0,2 (2,3£2,9)10° -32+4 -34+4
50 mM 0,94 +£0,04 1,4 +£0,2 (1,7£2,1)-10° —28,5+2,8 —-29+3
100 mM 0,98+0,14 0,62 +£0,05 3x1)10° -26,2+ 1,5 -26,8 £ 1,5
150 mM -- -- -- -- --
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Tabulka 19: Parametry stanovené z ITC experimentii pro arginin dekamer v prostredich o riizné iontové
sile (25 °C). N je moldrni pomér definovany jako inflexni bod v ITC zdznamu (bod nasyceni interakce
v textu), AH® AG° —TAS® jsou definované na mol zdkladni hyaluronanové jednotky.

Hya + 10 Arg-HCI

Hya Mw /

AH?° AG° —TAS®
koncentrace NaCl N () Kp (M)

(kJ-mol ™) (kJ'mol™)  (kJ-mol™)
9 kDa/ 10 mM -- 1,00+ 0,11 -- -- --
1540 kDa / 10 mM 1,01 +£0,10 0,52 + 0,07 (1,2£1,6)-107 =31+7 -32+7
9 kDa /50 mM -- 0,283 +£0,012 -- -- --
1 540 kDa / 50 mM 0,95+ 0,05 0,71+ 0,06 4,542,2)-10°° —31+5 —31+4
5.5 Diskuse

V piipadé monomerniho argininu a oligomerd argininu az po tetramer (vCetn€) nebyly pro
roztoky pfipravené ve vod€ pozorovany zadné interakce nezavisle na pouzité molekulové
hmotnosti hyaluronanu. Nepfitomnost interakci se nezmeénila ani po upravé pH. Relativni
ultrazvukova rychlost zastavala konstantni (Obrazek 19-Obrazek 25), ITC zaznam vykazal
prosty pokles (Obrazek 36, Obrazek 37), vizualni pozorovani v pribéhu titraci neodhalila vznik
zakalu nebo srazeniny a roztoky zustaly ¢iré (Tabulka 12). Pouze klesajici velikost entalpie byla
ziidka publikovana v literatute. Podobné vysledky byly publikované pro vazbu dvou 9-O-(®-
amino) alkyl etherovych analogii na RNA triplex [188], ovSem v exotermnim sméru a bez
zvlastnich komentaii autort, ktefi tuto kfivku povazovali za Cast tradicni sigmoidni kfivky.
Pokud bychom vzali do uvahy vysledky vizualniho pozorovani a ultrazvukové spektroskopie,
je mozné, ze tvar prostého poklesu byl pravdépodobné zpusoben sméSovacim teplem nebo
entalpii miSeni, které se vytraceji s rostouci koncentraci smési hyaluronan-arginin.

Typicka sigmoidni kiivka na ITC byla ziskana pro arginin dodekamer a triakontamer (Tabulka
12) pfi interakcich spolu se vSemi studovanymi molekulovymi hmotnostmi hyaluronanu.
Zaznamy z ITC dobte korespondovaly s daty ziskanymi pomoci ultrazvukové spektroskopie,
jak ukazuje graf na obrazku (Obrazek 45) pro arginin dodekamer. Prudky pokles na sigmoidni
kiivce korespondoval s ndhlym poklesem relativni ultrazvukové rychlosti. Na druhou stranu
ultrazvukova rychlost byla vice senzitivni ke zménam odehravajicim se v priabéhu prvni ¢asti
titrace, kde ITC zaznamenala prakticky konstantni hodnoty méfené zmény entalpie AH. Obé
techniky pak ukazaly, Ze se interakce liSily pfi pouziti riznych molekulovych hmotnosti
hyaluronanu.

Pokles v relativni rychlosti obvykle indikuje zménu v hydratacnich obalech molekul. Protoze
je voda v hydratacnim obalu mén¢ stlacitelna v porovnani s objemovou vodou [162], je také
hustsi [163], coz pomaha v §ifeni zvukovych vin [156], dochazi k poklesu relativni rychlosti,
pokud je voda z hydrata¢niho obalu uvoliiovana. Delsi oligomery argininu narusily hydratacni
obal hyaluronanu za tvorby asociati se spoleCnym hydratatnim obalem, ktery mél méné
molekul hydrata¢ni vody v porovnani s mnozstvim molekul hydratacni vody obsazené v obou
obalech samostatn€. Relativni rychlost klesala az do vysyceni vSech vazebnych mist na
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hyaluronanu. Poté jiz k dal§imu uvoliiovani hydrata¢ni vody nedochazelo a relativni rychlost
zaCala pouze mirné€ rust. Tento nartst mohl byt pfipsan zvySujicimu se mnozstvi sodnych
a chloridovych protiiontd z hyaluronanu a argininu nebo CasteCnému rozpousténi precipitatu
v duisledku fedéni. Bylo zajimavé, Ze se tyto interakce vysytily kolem molarniho poméru 1,
prestoZze by nemély byt striktné elektrostatického ptavodu. Zmény v hydrataci se mohly
odehréavat primarné na nabitych skupinach a byly indukovany pomoci elektrostrikéniho efektu
[189-192].
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Obrazek 45: Porovnani zdaznamu z HR-US a ITC v pribéhu titraci dodekameru argininu
v hydrochloridové formé do 9 a 1 540 kDa roztokii hyaluronanu ve vode. (11,6 MHz, 25 °C)

Klesajici relativni ultrazvukova rychlost v prvni Casti titrace byla pfipsana hlavné zménam
v hydrataci. Vice hydratacni vody bylo uvolnéno s vysokomolekularnim hyaluronanem, nebot
relativni rychlost dosahuje vétSich absolutnich hodnot.

Kladna zména entalpie byla pfisuzovana desolvataci nékterych neiontovych skupin v dasledku
interakce [193]. Nové nekovalentni vazby v systému v prabéhu interakci pravdépodobné
nevznikaly [194, 195]. Ze zaznamu ITC bylo patrné, ze Gibbsova volna energie byla tvofena
predevsim entropickym ptispévkem. Takto velky entropicky prispévek vznikal pravdépodobné
také z uvolnéni molekul vody v pribéhu titrace [196]. Data tedy ukazovala na dulezitou roli
destrukce hydratacniho obalu pfi interakcich hyaluronan-arginin. Navic vztah mezi strmymi
zménami titra¢nich kfivek a molarnim pomérem v téchto interakcich ukazoval na zapojeni
nabitych skupin a elektrostatickych sil (a elektrostrikce).

Byl také pozorovan kombinovany vliv molekulovych hmotnosti oligomer(i argininu
a hyaluronanu u dekameru, dodekameru a triakontameru argininu. Niz§i hodnoty relativni
rychlosti byly pozorovany pro hyaluronan o sile 1 540 kDa a dodekamer argininu ve srovnani
s hyaluronanem o molekulové hmotnosti 9 kDa. To znamena vys§$i mnozstvi vody uvolnéné
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z hyaluronanu s vysokou molekulovou hmotnosti. To bylo v souladu s men$i zménou entalpie
a niz§im entropickym pfispévkem naméfenym pro hyaluronan o molekulové hmotnosti 9 kDa
(Tabulka 15), zejména pro dodekamer a triakontamer argininu. Situace byla podobna pro
triakontamer argininu, ale 9 kDa hyaluronan vykazal mirngjsi pokles na ultrazvukové titracni
kiivce (Obrazek 31). Pro obé molekulové hmotnosti hyaluronanu byl vSak pozorovan vyvoj
intenzivniho zakalu béhem titrace triakontamerem argininu, ktery vyustil ke vzniku srazeniny
kolem molarniho poméru 1.

Nejveétsi rozdil mezi obéma pouzitymi technikami nastal v ptipad€ dekameru argininu. Zatimco
ultrazvukova spektroskopie nerozliSovala mezi dekamerem a vyS$Simi oligomery argininu,
v ptipadé ITC dekamer vykazal specifické vysledky, které nesdilely rysy jinych oligomert
argininu. Unikatni vysledky dekameru argininu ziskané pomoci ITC stale do jisté miry
pfipominaly vysledky ultrazvukovych titraci a vliv molekulové hmotnosti hyaluronanu byl
podobny jako v pripadé dodekameru. Graf na obrazku (Obrazek 46) ukazuje, ze maximum na
ITC kiivce, které bylo pfifazeno pifechodu mezi prvni a druhou interakéni udalosti, odpovidalo
prudkému poklesu v zaznamu relativni ultrazvukové rychlosti. Prvni klesajici ¢ast ITC kiivky
u systému s 9 kDa hyaluronanem byla do jisté miry podobna ITC kfivkam ziskanych z titract
kratSich oligomert argininu (Obrazek 37) a prvni Casti klesajici ultrazvukové titracni kiivky.
Ta byla interpretovana pomoci zmén v hydrataci. I v této Casti titracni kfivky bylo mozné
pozorovat interakce vizualn€ jako zakal (Tabulka 12), jehoz intenzita roste spolu s molekulovou
hmotnosti hyaluronanu. V piipadé 1 540 kDa hyaluronanu dochazi dokonce k tvorbé srazenin
kolem molarniho poméru 1,2, tedy kolem maxima na ITC kiivce, jak je patrné z grafu na
obrazku (Obrazek 46). Proto je podobnost mezi klesajicimi Castmi v nizkych molarnich
pomeérech v grafech na obrazcich (Obrazek 37) a (Obrazek 46) pouze zdanliva, nebot” odrazeji
rozdilné procesy s rozdilnymi hodnotami AH.

80



0,05 T 4500
F+ 4+ 3 4000
O’OO [+ + + + + + I ]
~ - . 1 3500
7005 + + |
E 010 £ ' 3000
N 2500
E% 0,20 E r 2000 F
= 7 1500
2025
£ : 1000
& 030 ¢ 500
035 + 10
040 Fm e 4500

0,0 0,5 1,0 L5 2,0 2,5 3,0
Molarni pomeér (-)

+ 9 kDa Hya, HR-US
+ 1540 kDa Hya, HR-US
— — 9 kDa Hya, desolvata¢ni model, ITC
—— 9 kDa Hya, model dvou vaznych mist, ITC
- — = 1540 kDa Hya, model dvou vaznych mist, ITC

Obrazek 46: Porovnani zdznamii z HR-US a ITC v prubéhu titraci dekameru argininu
v hydrochloridové formé do 9 a 1 540 kDa roztokii hyaluronanu ve vode. (11,6 MHz, 25 °C)

Obé metody pouzivané v této praci neposkytovaly dostatek chemickych informaci, které by
mohly vysvétlit termalni chovani dekameru argininu v prabéhu interakci s hyaluronanem.
U kationtovych postrannich fetézct argininovych oligomert byla zjisténa schopnost tvorby
stejné nabitych kontaktnich iontovych part ve vodném prostiedi [197]. Piestoze tato schopnost
neni limitovand poctem monomernich jednotek oligomeru, mohla by tato schopnost vést
k odlisnému chovani pravé dekameru argininu. Je mozné, ze pravé 10 monomeru argininu vede
ke specifické dimenzi a tvaru oligomeru argininu, které umoziuji specifické interakce
s hyaluronanem. Tento pozadavek na délku oligomeru argininu je podobny pozadavku na vazbu
hyaluronanu k primarnimu povrchovému bunéénému receptoru CD44, kde je vyzadovan
hyaluronan o délce alespon 3 az 9 disacharidovych jednotek pro monovalentni vazbu [34, 198].
Lysin nema schopnost tvorby stejné nabitych kontaktnich iontovych pard. Byly provedeny
pilotni experimenty s dekamerem lysinu (pfiprava shodna jako u oligomernich argining, viz
kapitola 5.2.5) a na zaznamu z ITC byla nalezena pouze standardni sigmoidni kfivka, jak
ukazuji data v grafu na obrazku (Obrazek 47) a tabulce (Tabulka 20). Pro vysvétleni
pozorovaného chovani pfi interakcich by bylo potieba znat konformace riznych argininovych
oligomert a hyaluronanu vcetné struktury jejich hydrata¢nich obald. Za G¢elem feSeni tohoto
problému byla nedavno zah4jena studie molekularniho dynamického modelovani.
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Obrazek 47: Graf zobrazujici ITC zdznamy titraci dekameru lysinu v hydrochloridové formé do roztoku
hyaluronanu o molekulovych hmomostech 9 a 1 540 kDa (25 °C). Pro vyhodnoceni dat byl pouZit model
Jjednoho typu vazného mista.

Tabulka 20: Parametry stanovené z ITC experimentii pro lysin dekamer ve vodeé (25 °C). N je molarni
pomér definovany jako inflexni bod v ITC zdznamu (bod nasyceni interakce v textu), AH, AG°, —TAS°
Jjsou definované na mol zakladni hyaluronanové jednotky.

Hya Mw Hya + 10 Lys-HCI

(kDa) N () AHP® (kJ-mol™") K» (M) AG® (kJ'mol™") —TAS° (kJ-mol ™)
9 L1740,03  226+022  (82+12)10°  -234+04 ~25,6+0,3

1 540 1134003 291+0,12  (24405)10° 265405 29,4+ 0.6

Nejniz§i molekulové hmotnosti hyaluronanu 9 a 16 kDa, které jsou v ty€inkové konformaci
[20], mely ze vSech studovanych molekulovych hmotnosti hyaluronanu ve vodé v pripadé
dodekameru a triakontameru nejniz§i absolutni hodnoty standardniho entropického prispévku,
stejné jako standardni interak¢ni Gibbsovy energie (Tabulka 15). Entalpicky ptispévek narastal
pouze mirn€ s rostouci molekulovou hmotnosti hyaluronanu. V piipadé€ odlisSného dekameru
argininu byl desolvatacni model pozorovan pouze pro 9 kDa hyaluronan. Pro vyssi molekulové
hmotnosti hyaluronanu zistal pouze model dvou typa vaznych mist. Z hlediska ultrazvukové
spektroskopie dosahl 9 kDa hyaluronan nejmensi zmény v relativni ultrazvukové rychlosti ze
vSech studovanych molekulovych hmotnosti hyaluronanu u vsSech oligomert. Je tedy
pravdépodobné, ze tyCinkova konformace hyaluronanu uvolinuje v pribéhu interakci mensi
mnozstvi hydrataéni vody [196]. Naopak ostatni molekulové hmotnosti hyaluronanu
v konformaci nahodného klubka [199] maji entropicky pfispévek pro dany oligomer argininu
ve vode priblizné stejny. Hyaluronan s molekulovou hmotnosti 109 kDa, jehoz konformace je
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na blizko pfechodu mezi ty¢inkou a ndhodnym klubkem [21], se podle mikrokalorimetrickych
meéfeni a dat z HR-US jevil pfi interakcich s oligomery argininu vice jako nahodné klubko.

Interakce argininovych oligomert s nejkrat§im hyaluronanem také vykazala nejvyssi citlivost
na pritomnost dalSich iontd v roztoku. Tyto interakce byly nejvice potlaceny se vzristajici
iontovou silou.

vvvvvv

byla jeho konformace, tedy zda se vyskytoval v konformaci ty€inky nebo ndhodného klubka.
Studované molekulové hmotnosti hyaluronanu v tyCinkové konformaci (9 a 16 kDa) se
v jednotlivych parametrech ITC a HR-US lisi velmi vyrazné od delSich fetézct hyaluronanu
v konformaci ndhodného klubka. Konformace fetézce hyaluronanu byla tedy relevantni pro
interakce s oligomery argininu, jakoZz i pro jejich citlivost na iontovou silu.

Z hlediska ucinku iontd na interakce doslo k velmi dobré korelaci mezi vysledky ziskanymi jak
z ITC tak z HR-US pro prostfedi PBS, i pro prostfedi s riznymi iontovymi silami. Graf na
obrazku (Obrazek 48) ukazuje vliv PBS a délky hyaluronanového fetézce na titracni kiivky
ziskané pomoci obou technik. Bod vysyceni vazebnych interakci byl v pfipadé obou technik
posunut do molarniho poméru kolem 1,5 pro vysokomolekularni hyaluronan a je také dobfte
patrné, zZe interakce byly mnohem méné intenzivni v pfipadé nizkomolekularniho hyaluronanu.
V prostiedi PBS v pfipadé triakontameru argininu, ITC detekovalo vzrastajici absolutni
hodnoty standardni interakéni Gibbsovy energie a entropického piispévku s rostouci
molekulovou hmotnosti hyaluronanu az do 680 kDa (Obrazek 43). Entalpicky pfispévek
narustal s rostouci molekulovou hmotnosti hyaluronanu pouze slabé.
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Obrazek 48: Porovnani zdznamiu z HR-US a ITC v pribéhu titraci triakontameru argininu
v hydrochloridové formé do 9 a 1 540 kDa roztokii hyaluronanu v PBS. (11,6 MHz, 25 °C)
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V prostredich s rostouci koncentraci chloridu sodného, tedy s rostouci iontovou silou, nebyly
zaznamenany zadné podstatné zmény na titracnich kiivkach s vyjimkou 150 mM koncentrace
NaCl (Obrazek 35, Obrazek 44). V tomto pripadé titracni kiivka zaznamenana pomoci HR-US
vykazala pouze velmi maly a statisticky nevyznamny pokles v relativni rychlosti kolem
molarniho poméru 1,7 (Obrazek 35) a v ptipadé ITC nebyly zaznamenany tepelné efekty
v prubéhu titrace (Obrazek 44). Nicméné s rostouci iontovou silou dochazelo k poklesu hodnot
velikosti zmény standardni entalpie (Tabulka 18) stejné jako k poklesu absolutni hodnoty
minimalni relativni ultrazvukové rychlosti, jak ukazuji grafy na obrazcich (Obrazek 49,
Obrazek 50). Obecnym rysem jak interakci v prostiedi PBS, tak v prostfedich s dal§imi ionty
byl vyrazny pokles velikosti standardni reak¢ni entalpie v porovnani svodnymi roztoky.
Interakce ve vodé byly nejintenzivnéjsi a uvoliiovaly nejvetsi mnozstvi hydratacni vody. Diky
tomu dosahovaly nejnizsich hodnot relativnich ultrazvukovych rychlosti. S rostouci iontovou
silou mnozstvi uvolnéné hydrata¢ni vody postupné klesalo.
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Obrazek 49: Porovnani zdaznamu z HR-US a ITC v pribéhu titraci dodekameru argininu
v hydrochloridové formé do roztoku hyaluronanu o molekulové hmotnosti 680 kDa v prostredich
o riiznych iontovych silach. (11,6 MHz, 25 °C)
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Obrazek 50: Porovnani zdaznamu z HR-US a ITC v pribéhu titraci dodekameru argininu
v hydrochloridové formé do roztoku hyaluronanu o molekulové hmotnosti 680 kDa v prostredich
o riiznych iontovych silach. (11,6 MHz, 25 °C)

Dostatecné velka iontova sila dokéazala potlacit interakce mezi hyaluronanem a oligomery
argininu, u kterych byla prokazana pfitomnost ve vodé. S narGstajici délkou oligomerniho
argininového fetézce se zvySovala schopnost Iépe odolavat vlivu iontl v prostiedi, a tak zatimco
triakontamer argininu byl schopen interagovat v prostiedi PBS, dodekamer uz interagoval
pouze v roztocich o koncentraci NaCl do 100 mM. Molekularni hmotnost hyaluronanu mela
podobny vliv. S rostouci molekulovou hmotnosti hyaluronanu dochazi k zesileni interakci
v daném prostiedi, jak je patrné z interakci dekameru v prostfedich s riiznou iontovou silou
(Tabulka 14).

Vysledky této studie mohou byt shrnuty nasledovné. Ve vodeé byl pro interakce s hyaluronanem
nezbytny dostatecné dlouhy oligomer argininu nezavisle na molekulové hmotnosti
hyaluronanu. Prechod od neinteragujicich oligomerti argininu k interagujicim nastaval mezi
oktamerem a dodekamerem se zvlastnim chovanim dekameru argininu. Tento pfechod byl
pozorovan na ultrazvukovych titra¢nich kfivkach jako zména z téméf ptimky (ultrazvukova
rychlost nebyla zavisla na molarnim pomeéru), pres mirn¢ ohnutou sigmoidu, az po kiivku svym
tvarem pripominajici ,,Z“ v ptipadé€ siln€ interagujicich systému. V pripadé ITC dochazelo ke
zmeéné z prostého prudkého poklesu do kiivky , A-tvaru®“ svelkym maximem (pouze
u dekameru argininu) az ke klasické sigmoidni kiivce. Vizualné tento prechod odpovidal zméné
z Cirych roztoka pres zakalené roztoky az k roztokiim obsahujicim srazeniny.

Hydratacni sily (uvolnéni molekul vody z hydratacniho obalu hyaluronanu) hraly pfi
interakcich dualezitou roli. Pozorované mikrofaze (zakal) nebo dokonce makrofaze (srazeniny)
v neékterych systémech by mohly mit pfiiny analogické k desolvataci (dehydrataci), stejné jako
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dobfe znamé vysolovani proteind. Elektrostaticka slozka nebyla zanedbatelna, jak bylo
dokéazano pomoci nasyceni interakénich mist kolem bodu nabojové rovnovéahy, coz je v rozporu
s interakcemi mezi aminokyselinovymi zbytky umozifiujici vazbu na receptoru CD44
a hyaluronanem. Vyznam elektrostatickych interakci byl ukazan také na vlivu iontt prostiedi —
interakce byly potlaceny dostatecné vysokou iontovou silou (pfiblizné kolem koncentrace
150 mM NacCl, tedy priblizné iontové sily fyziologického prostedi). Je velmi pravdépodobné,
ze hydrataéni sily byly kombinované spolu s elektrostatickymi silami za vzniku
elektrostrikéniho efektu.

Nicméné potlaceni interakci pfidanymi ionty bylo mozné eliminovat dostateCnym
prodlouzenim oligomeru argininu (triakontamer). Proto hraji roli pravdépodobné také vodikové
vazby a hydrofobni interakce mezi nepolarnimi ¢astmi interagujicich (makro)molekul,
predevS§im kdyz byl naruSen jejich hydratani obal. U hyaluronanu byla v jeho struktuie
popsana existence hydrofobnich casti [18]. O postrannich fetézcich oligomert argininu
tvofenych uhlovodikovymi fetézci je mozné uvazovat jako o mistech vhodnych pro hydrofobni
interakce. Specialni schopnost argininu vytvaret stejné nabité kontaktni iontové pary
pravdépodobné stala za unikatnim chovanim pozorovanym pro dekamer argininu.

Prestoze ze zaznamu z ITC nebyl zanik nebo vznik vodikovych mustka patrny, v pfipade
hyaluronanu bylo prokazano, ze hyaluronan interaguje s vodou ve svém okoli za tvorby
vodikovych mustkd [200]. Pravdépodobné dochazelo soucasn€ v prubéhu interakci k zaniku
puvodnich vodikovych mustka a vzniku novych, diky c¢emuz nebylo mozné ze zaznamu ITC
tuto skuteCnost pozorovat.

Konecné také molekulova hmotnost hyaluronanu, respektive jeho konformace, at’ uz tyCinkova,
nebo konformace nahodného klubka, méla vliv na interakce s oligomery argininu a také na
citlivost interakci na iontovou silu.

Tyto interpretace jsou v souladu s publikovanymi koncepty pro vazbu hyaluronanu na receptor,
ktera se odehrava ve fyziologickém prostiedi. Vazba hyaluronanu na CD44 receptor je
kontrolovana primarné pomoci tvaru a schopnosti vytvaret vodikové mustky. Celkem 13
aminokyselinovych zbytku je zapojeno v interakci s hyaluronanem [39]. Hydrofobni interakce
maji az druhotny vyznam [40]. Elektrostatické interakce ve fyziologickém iontovém prostiedi
prispivaji pfiblizné 25 % z celkové interak¢ni energie a jsou vysoce zavislé na velikosti iontové
sily [38].

5.6 Zavér

Cilem této kapitoly bylo prozkoumat interakce mezi oligomery argininu v hydrochloridové
formé a hyaluronanem. Interakce byly zkoumany s pouzitim izotermické titracni kalorimetrie
a ultrazvukové spektroskopie s vysokym rozliSenim. Ve vod€ nebyly pozorovany zadné
interakce pro dimer a tetramer argininu. Pfechod od neinteragujicich oligomert k interagujicim
nastal mezi oktamerem a dodekamerem se zvlastnim chovanim dekameru argininu. Dodekamer
a triakontamer u obou technik predstavovaly jednoznacné interagujici oligomery. Ve vodé je
pro interakce s hyaluronanem nezbytna dostatecna délka argininového oligomeru nezéavisle na
molekulové hmotnosti hyaluronanu. Obé techniky ukazaly vysyceni interakci kolem molarniho
poméru zakladnich jednotek (monomer argininu, disacharidova jednotka hyaluronanu)
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odpovidajicimu jedné (tedy kolem bodu predpokladané nabojové rovnosti). Interakce byly
potlaceny dostatecné vysokou iontovou silou (koncentrace chloridu sodného alespori 150 mM,
tedy kolem iontové sily fyziologického roztoku), za predpokladu, ze fetézec oligomeru argininu
nebyl pfili§ dlouhy (napfiklad triakontamer) nebo molekulova hmotnost hyaluronanu pfili§
nizka (naptfiklad 9 kDa). Tyc¢inkova konformace hyaluronanu nebo konformace nahodného
klubka hyaluronanu byly pro interakce s argininovymi oligomery dilezité stejné jako jejich
citlivost na iontovou silu prostiedi.

Obé techniky se celkové v poskytnutych vysledcich shodovaly, nicméné v jednotlivych
ptipadech byly v detailech vysledky rozdilné. Interakce mezi argininovymi oligomery
a hyaluronanem byly vysvétleny diky kombinaci jednotlivych efektt (sil): hydratacni sily
(uvolnéni molekul vody z hydrataéniho obalu hyaluronanu), elektrostatickych interakci
kombinovanych s elektrostrikci stejn€ jako vodikové mustky nebo hydrofobni interakce mezi
desolvatovanymi ¢astmi (makro)molekul hraly roli spole¢né se specifickou konformaci
hyaluronanu a argininovych oligomerd (v€etné schopnosti argininu tvorfit kontaktni iontové
pary). Pouzité techniky neposkytovaly pfimé chemické informace, molekularni modelovani by
mohlo vnést dalsi vysvétleni a podporu pro tyto zavéry.
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6 INTERAKCE HYALURONAN-CECROPIN B STUDOVANE
POMOCI HR-US A ITC

V ramci této kapitoly byly zkoumany interakce zasaditého antimikrobialniho peptidu cecropinu
B a hyaluronanu o riiznych molekulovych hmotnostech s vyuzitim technik ultrazvukové
spektroskopie s vysokym rozliSenim a izotermické titracni kalorimetrie v prostiedi vody a PBS.
Cilem bylo charakterizovat interakce mezi obéma biopolymery. Na rozdil od pfedchozi
kapitoly, ktera byla spiSe modelovym systémem, skryva tato kapitola i1 praktické moznosti
vyuziti jako potencialniho nosiCového systému.

6.1 Chemikalie

Hyaluronan sodny: Contipro Biotech s.r.o. (Ceska republika), pouzité Sarze jsou uvedeny
v tabulce (Tabulka 21).

Tabulka 21: Hyaluronan sodny pouZity pro experiment).

Hyaluronan sodny

Mw (kDa) Sarze Vlhkost Mw* (kDa)
8-15 213-6147 12 % 9
130-300 213-6213 9 % 137
600-800 241214-2D2 6 % 680

1 4001 600 181214-4-D1 8 % 1540

Mw* je molekulovd hmotnost ziskana pomoci HPLC/SEC-MALS analyzy provedenou vyrobcem.
Antimikrobialni peptid pouzity v dizertacni praci (Tabulka 22).
Tabulka 22: PouZité antimikrobialni peptidy.

Chemikalie Zdroj, vlastnosti

Cecropin B Chempeptide limited (Cina), 35 aminokyselin, ¢istota: >95%, modifikace:
amid, C-konec, Mw = 3,835 kDa, Sarze: PT209181808

Seznam dalSich pouzitych chemikalii je zobrazen v tabulce (Tabulka 23).

Tabulka 23: Pouzité chemikdlie

Chemikalie Zdroj, vlastnosti

PBS VWR Life science, Lot NO.: 0016C297, ES04-500ML, 137 mM chlorid
sodny, 2,7 mM chlorid draselny, 12 mM fosfatovy pufr; iontova sila 172 mM

Voda Ultracista deionizovana voda z pristroje PURELAB flex, ELGA, Velka
Britanie
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6.2 Priprava roztoki

Pro experimenty byly pfipravovany roztoky hyaluronanu a antimikrobialniho peptidu
cecropinu B ve vodé nebo prostfedi PBS. Jednotlivé postupy piipravy jsou popsany
v nasledujicich kapitolach.

6.2.1 Priprava roztoku hyaluronanu

Hyaluronan o riznych molekulovych hmotnostech byl pfipravovan navazovanim piesného
mnozstvi hyaluronanu a doplnénim vody (ultracista deionizovana voda z pristroje PURELAB).
Vsechny komponenty roztokt, tedy hyaluronan i voda, byly béhem pfipravy vazeny. Vlhkost
hyaluronanu byla pfi navazce uvazovana. Roztoky byly pfed méfenim ponechany 24 h
v uzaviené nadobé michat pfi laboratorni teploté. Pokud vzorky nebylo mozné pouzit ihned,
byly uchovavany v chladni¢ce pfi teploté do 5 °C v uzavienych nadobach po dobu maximalné
jednoho tydne z divodu zamezeni mozné degradace hyaluronanu v roztoku [21]. Koncentrace
byla stanovena na 0,1 %hm pro vSechny experimenty. Tato koncentrace pii uplné disociaci
karboxylovych skupin hyaluronanu odpovidd koncentraci zaporného naboje 2,5 mM (viz
kapitola 4.2.1, respektive 5.2.2).

V piipadé pripravy roztoka hyaluronanu v prostfedi PBS byl postup shodny, pouze byl misto
ultracCisté vody pouzit pravé PBS vyrabény komercné.

6.2.2 Priprava roztoku cecropinu B

Roztoky cecropinu B byly pfipravovany na vychozi koncentraci kladnych naboji 30 mM.
Predpokladem byl jeden kladny naboj na aminokyselinovém zbytku argininu resp. lysinu
pritomném ve struktufe antimikrobialniho peptidu (molekula cecropinu B obsahuje 2 kladné
naboje na argininovych zbytcich a 7 na lysinovych), spolu s volnou primarni aminoskupinou
lysinu, ktera dodavala dalsi kladny naboj. Ve struktufe antimikrobialniho peptidu bylo za
fyziologického pH pritomno celkem 10 kladnych naboja. Priprava probihala vazenim
pozadovaného mnozstvi antimikrobialniho peptidu na analytickych vahach a naslednym
kvantitativnim pfevedenim do odmérné bariky a doplnénim po risku ultradistou deionizovanou
vodou z ptistroje PURELAB.

K upravé pH nebylo pfistoupeno, nebot pH cCistého roztoku antimikrobialniho peptidu se
pohybovalo nad hodnotou disociacni konstanty hyaluronanu [15, 16], jak ukazuji data v tabulce
(Tabulka 24). Zaroven se pH roztoku jesté celkové mirn€ zvysilo oproti vychozi hodnoté
s ohledem na pH roztoku hyaluronanu, do kterého byl antimikrobialni peptid titrovan.

V piipadé pripravy roztokt cecropinu B v prostiedi PBS byl postup shodny, pouze byl misto
ultracisté vody pouzit pravé PBS vyrabény komercné.

Tabulka 24: pH roztoku cecropinu B a hyaluronanu

Molekula pH cistého roztoku
Cecropin B 4,23 +£ 0,06
Hyaluronan 6,20 +£ 0,15
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6.3 Metody a pristroje

e  MicroCal PEAQ-ITC (200 pl cela, 40 pl syringe), Malvern Panalytical Ltd, USA

e HR-US 102T, Ultrasonic Scientific, Irsko

e pH metr Metrohm, kombinovana pH-elektroda Metrohm, 6.0262.100, vnitfni elektrolyt
3 M KClL

6.3.1 HR-US

Ke zkoumani interakci mezi hyaluronanem a cecropinem B byl pouzit ultrazvukovy
spektrometr HR-US 102T od firmy Ultrasonic Scientific, Irsko. VSechny vzorky byly méfeny
na Sesti frekvencich v rozsahu 2,5-15 MHz, pfiCemz plati, ze harmonicka cCisla pikt, ktera se
pocitaji jako podil frekvence piku a rozdilu frekvenci dvou sousednich pikd, byla stejna pro
viechny méfené vzorky a referentni médium. Cisla pik, pii kterych probihalo méfeni, byla
22.4; 42.4; 64,8; 94,0; 99,0 a 120. Protoze méfeni na ultrazvukovém spektrometru jsou
provadéna jako komparativni [155], byly vSechny vzorky méfeny proti vodé umisténé
v referencni cele. Do pfistroje byl davkovan vzdy presné jeden mililitr odplynéného vzorku.
Odplynéni bylo provadéno na centrifuze pifi 3 000 ot-min~' po dobu 5 min. Pomoci
automatického titratoru byly provadény titrace roztoku cecropinu B do roztokd hyaluronanu
o ruznych molekulovych hmotnostech (9 az 1540 kDa) pii teploté 25 °C, ktera byla
kontrolovana pomoci termostatu s vodni lazni (Thermo Scientific Haake PC 200) s ptfesnosti
na 0,01 °C. Méfeni byla realizovana v Cisté vodé a PBS. K analyze dat byl vyuzit software
Titration Analyzer.

Piidavky roztoku cecropinu B probihaly po 10 pl do celkového objemu 600 pl. Cas pro ustaleni
roztoku pred zaCatkem titrace byl 1 h a po pfidavku a promichani roztoku byl ¢as ustalovani
zvolen na 10 min. Pro vyhodnoceni byly odecitany hodnoty z poslednich 100 s ustalovani.

Krome titraci cecropinu B do roztokt hyaluronanu byly provadény i slepé titrace cecropinu B
do prisluseného prostiedi spolu se slepymi titracemi prostiedi do roztokt hyaluronanu, které
byly nasledné odecitany od titraci oligomert argininu do hyaluronanu.

V prubéhu vsech titraci byly zaznamenavany parametry ultrazvukové rychlosti a zeslabeni
ultrazvukovych vin. Cela se vzorkem je znacena jako cela 1.

Pred kazdym meéfenim byla provedena korekce zékladni linie méfenim vody proti vodé.
Vysledky nevykazaly zavislost na pouzité frekvenci, proto jsou zobrazeny pouze vysledky
z méfeni pii 11,6 MHz, coz odpovida Cislu piku 94. Kazdé meéfeni bylo opakovano trikrat
a v grafech jsou zobrazeny primérné hodnoty z téchto méfeni. Opakovatelnost byla vyrazné
leps§i v pfipade relativni rychlosti nez v ptfipadé€ zeslabeni ultrazvukovych vin v cele se
vzorkem.

Zpracovani vysledku ziskanych pomoci HR-US probihalo stejné jako v kapitole 5.3.2.

6.3.2 ITC

Tepelné efekty z titraci roztoku titrantu do mérné cely byly méfeny pomoci MicroCal PEAQ-
ITC (Malvern Panalytical Ltd, USA). Titrace vody do vody byla provedena ptfed kazdym
experimentem, aby se zajistilo, ze zarizeni méfi spravné. Kazdé méfeni bylo provedeno alespon
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trikrat, v praci jsou v grafech a tabulkach uvadény primérné hodnoty spolu s odpovidajicimi
smérodatnymi odchylkami v tabulkéach a chybovymi useckami v grafech. Referen¢ni cela byla
v prub€hu vSech méfeni naplnéna vodou. Vsechna méteni byla provadéna pii 25 °C, v Cisté
vode nebo PBS.

K integraci pikti a vyhodnoceni dat ziskanych z méfeni byl vyuzit program MicroCal PEAQ-
ITC Analysis Software (Malvern Panalytical Ltd.). Oba programy vyuzivaji standardni
procedury [170] k ziskani zakladnich termodynamickych parametrt, které jsou zde nazyvany
standardni interakéni Gibbsova energie (AG®), standardni interak¢ni entalpie (nebo také
entalpicky prispévek; AH°). Standardni entropie (AS°) jako produkt TAS° je nazyvana
entropickym pfispévkem. Programy také podavaji informaci o rovnovazné konstanté (K),
obvykle nazyvané disociacni konstanta (Kp). Tato terminologie je zachovana 1 v této praci,
prestoze pro studované interakce neni zcela spravna.

Pfi zkoumani interakci mezi oligomery argininu a cecropinem B, byl roztok hyaluronanu
o koncentraci 0,1 %hm umistén vzdy v cele a roztok cecropinu B sehral roli titrantu. Pro zji§téni
rozpoustécich tepel byly provadény titrace cecropinu B do vody nebo pfisluseného prostredi.
Redici tepla byla odegitana od tepel titrace na po¢atku vyhodnoceni. Redici teplo hyaluronanu
nebylo brano v uvahu, nebot' je dle dostupné literatury [182—184] v porovnani s teplem
uvolnénym v prabéhu titrace velmi malé a zanedbatelné. Teplo uvolnéné béhem jednoho
pridavku titrace se pohybuje fadove ve stovkach uJ, zatimco fedici teplo hyaluronanu odpovida
jednotkam pJ.

Vsechny vzorky byly pfed méfenim odplynény pomoci centrifugy (5 min, 3 000 ot-min™").
Pomoci syringe o objemu 40 pl byl pfidavan byl roztok cecropinu B o koncentraci kladnych
naboji 30 mM do cely o objemu 200 ul. Rychlost michani byla nastavena na 750 ot-min™’,
interval mezi pfidavky byl empiricky stanoven na 150 s. Titrace probihaly s prvnim pfidavkem
o men$im objemu 0,8 pl z divodi mozného zfedéni vzorku pred zaCatkem titrace v titracni
kapilare. Ostatni ptidavky mély shodnou velikost 2 pl.

6.3.3 Molarni pomér

Molarni pomér byl pocitan jako pomér poctu disacharidovych jednotek hyaluronanu a poctu
kladnych naboji ve struktufe cecropinu B pfitomnych v roztoku. Molekulova hmotnost
disacharidové jednotky hyaluronanu byla uvaZovana jako 401,229 g'mol! a molekulové
hmotnosti hyaluronanu byly pfevzaty z SEC-MALS analyzy provadéné vyrobcem. Pokud
uvazujeme pritomnost 10 kladnych naboji na molekule cecropinu B a jednoho zaporného
naboje na disacharidové jednotce hyaluronanu pfi jeho plné disociaci, dava molarni pomér
zaroven pomér pozitivnich a negativnich naboji v roztoku. Molarni pomér jinymi slovy
oznacuje pomeér naboji na hyaluronanu k nabojim na cecropinu B.
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6.4 Vysledky

Zakladni informace o titracich cecropinu B do hyaluronanu byly ziskany pomoci jednoduchého
vizualniho pozorovani. Pro tato pozorovani byly vybrany molekulové hmotnosti hyaluronanu
9,680 a1 540 kDa. Vysledky vSech vizualnich pozorovani jsou shrnuty v tabulce (Tabulka 25).
Tabulka 25 ukazuje souhrnné vysledky pozorovani ve vodé a v prostiedi PBS, ve kterém nebyly
pozorovany zadné zmény a roztoky zustaly Ciré po celou dobu titrace. V pfipadé vodnych
roztokd dochazi k prechodu systému od cirého az po srazeniny u vysokomolekularniho
hyaluronanu. K témto zménam dochazi ve vodé zpravidla kolem molarniho poméru 1,4.
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Tabulka 25: Shrnuti vysledkii jednotlivych titraci cecropinu B do hyaluronanu ve vodeé a PBS véetné vizudlnich pozorovani.

Cecropin B
Hya Mw (kDa) HR-US ITC Vizualni pozorovani
voda
9 Velmi maly pokles relativni Sigmoidni kiivka, Tvorba velmi jemné zakalenych roztoki, které¢ se méni na ¢iry roztok kolem
rychlosti ~ 1,5 inflex ~1,5 molarniho poméru 1,5. (Obrazek P 10)
680 Pokles v relativni rychlosti ~ 1,4  Sigmoidni kiivka Tvorba zakalu, ktery prechazi v neprihledny vzorek a nasledné vytvari
inflex ~1,5 srazeniny kolem molamiho poméru 1,4. Dale se systém vizualné neméni.
(Obrazek P 10)
1540 Pokles v relativni rychlosti ~ 1,4  Sigmoidni kfivka Tvorba zakalu, ktery pfechazi v neprihledny vzorek a nasledné vytvari
inflex ~ 1,5 srazeniny kolem molamiho poméru 1,4. Dale se systém vizualné nemeéni.
(Obrazek P 10)
PBS
9 Nem¢éieno Nemeéteno Roztok zustava Ciry.
1540 Konstantni hodnoty. Bez interakci Roztok zistava ciry.
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6.4.1 Vysledky z HR-US

Ve vodném prostiedi vizualni pozorovani ukézala, ze k interakcim dochazelo se vSemi
molekulovymi hmotnosti hyaluronanu. V pfipadé nejnizsi molekulové hmotnosti 9 kDa byly
interakce slabé, vytvarely pouze velmi jemny zakal a za vyssich molarnich pomeért dochazelo
k vycCefeni roztoku. To se na datech ziskanych z ultrazvukového spektrometru projevilo jako
velmi mirny pokles v relativni rychlosti. Na rozdil od hyaluronanu s nejniz§i molekulovou
hmotnosti doSlo u vSech ostatnich studovanych molekulovych hmotnosti hyaluronanu
k vyraznému poklesu relativni rychlosti v prubéhu titrace diky uvolnéni hydratacni vody
z hydrata¢niho obalu. Zména velikosti relativni rychlosti v prubéhu titrace je pro vSechny
studované molekulové hmotnosti zobrazena v grafu na obrazku (Obrazek 51). Pokles se zastavil
kolem molarniho poméru 1,7, tedy za predpokladanym bodem nabojové ekvivalence, poté
relativni rychlost opét mirné narastala. Vysledky vizualnich pozorovani spolu s méfenimi jsou
shrnuty v tabulce (Tabulka 25). V pripadé vysokomolekularniho hyaluronanu dochéazelo vzdy
k tvorbé zakaleného roztoku, ktery se kolem nabojového poméru 1,4 ménil na srazeniny a €iry
roztok (Obrazek P 10).
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Obrazek 51: Zavislost relativni rychlosti na molarnim poméru pro titraci cecropinu B do roztokii
hyaluronanu o riiznych molekulovych hmotnostech ve vodeé. (11,6 MHz, 25 °C)

Zeslabeni zvukovych vin v cele se vzorkem se v prabéhu titraci jevilo jako témeér konstantni
u vSech zkoumanych molekulovych hmotnosti hyaluronanu s vyjimkou nejvyssi molekulové
hmotnosti 1 540 kDa, kde byl narist zeslabeni jasné patrny, jak ukazuje graf na obrazku
(Obrazek 52). Zeslabeni vtomto pfipadé dobie korespondovalo s poklesem v parametru
relativni rychlosti. Vyrazny narGst v parametru ultrazvukového zeslabeni ilustroval vznik
srazenin v pripadé vysokomolekularniho hyaluronanu. Zvysené zeslabeni znamena vznik
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struktur nebo agregatti schopnych rozptylovat ultrazvukové viny a zvySenou heterogenitu
vzorku [156, 185].
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Obrazek 52: Graf zndzornujici velikosti zeslabeni v cele 1 v zavislosti na molarnim poméru pro titraci
cecropinu B do roztokii hyaluronanu o jednotlivpch molekulovych hmotnostech ve vode. (11,6 MHz,
25 °C)

Vysledky jednotlivych molekulovych hmotnosti hyaluronanu si byly v prabéhu prvnich
pridavk titrace vzajemné podobné. U v§ech molekulovych hmotnosti dochazelo k pozvolnému
poklesu v relativni rychlosti, nasledovanym prudkym propadem v relativni rychlosti,
s vyjimkou 9 kDa hyaluronanu, kde k propadu nedoslo a zména relativni rychlosti je pouze
velmi mirna. Vysledky z téchto pozorovani jsou v souladu s vysledky obdrzenymi z méfeni
interakci oligomerti argininu v hydrochloridové formé (8, 10, 12 a 30 monomernich jednotek),
kapitola 5.4.1, kde se hyaluronan o molekulové hmotnosti 9 kDa svym chovanim také odliSoval
od ostatnich molekulovych hmotnosti.

6.4.1.1 Vliv prostiedi

Interakce cecropinu B byly studovany i v prostiedi PBS, které by mélo imitovat fyziologické
podminky. Experimenty byly provadény s hyaluronanem o nejvys§i molekulové hmotnosti
1 540 kDa. Bylo zjisténo, ze relativni rychlost, stejné jako zeslabeni v cele se vzorkem, ziistava
konstantni v celém prubéhu titrace, jak ukazuji data na obrazku (Obrazek 53). Vysledky
vizualnich pozorovani jsou shrnuté v tabulce (Tabulka 25) a také nevykazaly zakaleni roztoku
nebo vznik srazenin a roztok zustal, v pfipad€ obou testovanych molekulovych hmotnosti
hyaluronanu 9 a 1 540 kDa, ¢iry.
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Obrazek 53: Graf znazornujici velikosti relativni rychlosti a zeslabeni v cele 1 prFi titraci roztoku
cecropinu B do roztoku hyaluronanu 1 540 kDa v prostiedi PBS. (11,6 MHz, 25 °C)

6.4.2 Vysledky z ITC

Pomoci izotermické titracni kalorimetrie byly stanoveny zakladni termodynamické parametry
interakci mezi hyaluronanem a cecropinem B. Bylo zjisténo, ze vSechny interakce mély
endotermicky charakter, jak ukazuji data v tabulce (Tabulka 26).

U vsech titraci byl pozorovan typicky sigmoidni tvar titracnich kfivek. Ptiklad pro molekulové
hmotnosti hyaluronanu 9 a 1 540 kDa je uveden v grafu na obrazku (Obrazek 54). Tento tvar
titracnich kiivek ukazoval na pfitomnost interakci mezi hyaluronanem a antimikrobialnim
peptidem od prvniho ptfidavku, az do vyCerpani vaznych mist na hyaluronanu v okoli
nabojového poméru 1,5 nezavisle na molekulové hmotnosti hyaluronanu. U vsSech
molekulovych hmotnostni hyaluronanu s vyjimkou 9 kDa hyaluronanu byl dobie
pozorovatelny posun zakladni linie diky zméné tepelné kapacity systému [186] v dusledku
tvorby srazenin. Posun je vyobrazen na obrazku (Obrazek 39).

Pro stanoveni termodynamickych parametrii byly titrace prokladany modelem jednoho typu
vazného mista. Vyuzivan byl software, ktery je soucésti zafizeni (viz kapitola 6.3.2). Ziskané
parametry jsou ukazany v tabulce (Tabulka 26). Termodynamické parametry interakci se pro
jednotlivé molekulové hmotnosti hyaluronanu pfilis neliSily a pomér standardnich entalpickych
a standardnich entropickych pfispévka byl velmi podobny. Ilustrativni pfiklad je zobrazen
v grafu na obrazku (Obrazek 55) pro hyaluronan o molekulové hmotnosti 1 540 kDa. Interakce
mezi antimikrobidlnim peptidem a hyaluronanem byly charakterizovany malou nepfiznivou
hodnotou standardni entalpie a byly hnané entropicky.
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Tabulka 26: Shrnuti parametrii titraci antimikrobidlniho peptidu do roztokii hyaluronanu stanovenych
pomoci ITC ve vode (25 °C). N je moldarni pomér definovany jako inflexni bod v ITC zdznamu (bod
nasyceni interakce v textu), AH, AG° —TAS® jsou definované na mol zdkladni hyaluronanové jednotky.

Hya Mw (kDa) N (=) AH? Kp (M) AG? “IAS
a w a -
y (kJ-mol™) ? (kJmol™)  (kJ-mol™)
9 1,46 0,02 234+006 (1,61 +0,05)-10* —21,65+0,07 2440
137 1,46 £ 0,05 2,27+ 0,08 (3,2 £0,6) 10° -25,7+0,4 -28,0+0,5
680 1,52+0,06 2,78+0,05  (4,5+1,0)-10° 26+ 3 29+ 4
1540 1,53 +0,03 3,19 +£0,16 (1,5 £ 0,6) 10° -27,8+1,1 -31,0+£ 1,1
4500
4000 £
3500 + l
F T - T
~ 3000 + l T T
| C
S 2500 +
2000 £ T T
= 5
<1500 £
1000 £
500 +
0+
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5

Molarni pomeér (-)

+ 1540 kDa Hya, data
+ 9 kDa Hya, data

— 1540 kDa Hya, model
----9kDa Hya, model

Obrazek 54: Graf zobrazujici ITC zdznamy titraci cecropinu B do roztoku 9 a 1 540 kDa hyaluronanu
ve vodeé (25 °C). Pro vyhodnoceni dat byl pouzit model jednoho typu vazného mista.
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Obrazek 55: Priklad zastoupeni termodynamickych parametrii z ITC pro interakce cecropinu B
s hyaluronanem o molekulové hmotnosti 1 540 kDa ve vode (25 °C).

Nejnizsi molekulova hmotnost hyaluronanu méla nejvyssi hodnotu disocia¢ni konstanty,
zatimco molekulové hmotnosti hyaluronanu nad 137 kDa mély pfiblizné€ stejnou hodnotu
disociacni konstanty, ktera byla niz§i. Disociacni konstanta byla stanovena s pomérné vysokou
chybou diky vysoké citlivosti modelu na prudkou zménu titracni kiivky, ze které je disociacni
konstanta stanovena. Proto bylo mozné tuto konstantu pouzit pouze pro odhad relativnich
rozdilt mezi riznymi titrovanymi systémy.

6.4.2.1 Vliv prostiedi

Stejné jako v pripade ultrazvukové spektroskopie byly interakce testovany i v prostredi PBS.
Vysledky se shodovaly se zjisténimi z ultrazvukového spektrometru, a sice ze v prabéhu titrace
po odecteni rozpoustécich tepel nebylo zaznamenano zadné méfitelné teplo, jak ukazuji data
v grafu na obrazku (Obrazek 56). Experimenty byly provadény pouze s hyaluronanem
o nejvyssi molekulové hmotnosti 1 540 kDa s ohledem na nejvétsi pravdépodobnost vzniku
interakci. Vizualn€ roztok zustal Ciry po celou dobu titrace (Tabulka 25).
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Obrazek 56: Graf zobrazujici ITC zdaznamy titraci cecropinu B do roztoku 1 540 kDa hyaluronanu
v PBS (25 °C).

6.5 Diskuse

Typicka sigmoidni kfivka na ITC byla pro cecropin B ziskdna pfi interakcich se vSemi
studovanymi molekulovymi hmotnostmi hyaluronanu ve vodé (Tabulka 25). Zaznamy z ITC
byly v souladu s daty ziskanymi pomoci ultrazvukové spektroskopie, stejné jako tomu bylo
v pfipadé oligomert argininu, jak ukazuje graf na obrazku (Obrazek 57) pro molekulové
hmotnosti hyaluronanu 9 a 1 540 kDa. Prudky pokles na sigmoidni kfivce koresponduje
s nahlym poklesem relativni ultrazvukové rychlosti. Obé techniky ukazaly, ze se interakce liSily
pfi pouziti riznych molekulovych hmotnosti hyaluronanu.

Pokles v relativni rychlosti obvykle indikuje zménu v hydratacnich obalech molekul. Protoze
je voda v hydratacnim obalu méné stlacitelna v porovnani s objemovou vodou [162], je také
hustsi [163], coz pomaha v §ifeni zvukovych vin [156], dochazi k poklesu relativni rychlosti,
pokud je voda z hydratacniho obalu uvoliiovana.
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Obrazek 57: Porovnani zaznamii z HR-US a ITC v priibéhu titraci cecropinu B do 9 a 1 540 kDa roztokii
hyaluronanu ve vodé. (11,6 MHz, 25 °C)

Cecropin B tedy naru$il hydrata¢ni obal hyaluronanu za tvorby asociati se spoleCnym
hydrata¢nim obalem, ktery obsahuje méné molekul hydratac¢ni vody v porovnani s mnozstvim
hydrata¢ni vody obsazené v obou hydratacnich obalech. Relativni rychlost klesala az do
vysyceni vSech vazebnych mist na hyaluronanu. Poté jiz k dal§imu uvoliiovani hydratacni vody
nedochazelo a relativni rychlost zacala pouze mirné rast. Tento nartst byl ptipsan ¢asteCnému
rozpousténi precipitatu diky fedéni. Je zajimavé, ze tyto interakce nebyly vysyceny kolem
molarniho poméru 1, stejné jako u oligomernich arginint (kapitola 5), ale az kolem molarniho
poméru 1,5. Protoze je cecropin B slozen z 35 aminokyselinovych zbytkd, z nichz by 9 mélo
za daného pH (Tabulka 24) nést kladny naboj (celkoveé 10 kladnych naboju na jedné molekule
cecropinu B), projevovaly se zde ve vétsi mife pravdépodobné i1 dal§i interakce kromé
elektrostatickych. Zmény v hydrataci se mohly odehravat na nabitych skupinach a byly
indukovény pomoci elektrostrikéniho efektu [189 192] Posun k Vy§§im hodnotém molérnich
interakce, ¢imz doslo k poklesu mnozstvi efektivnich kladnych naboji na molekule
a predpoklad o 10 nabojich tak nebyl v realu splnén.

Klesajici relativni ultrazvukova rychlost v prvni ¢asti titrace byla pfipsana hlavné zménam
v hydrataci. Molekulova hmotnost hyaluronanu nehraje v tomto piipadé roli a hydrata¢ni vody
je vtéto casti titrani kfivky uvolnéno pfiblizné stejné, nebot’ relativni rychlost dosahuje
priblizné stejnych absolutnich hodnot nezavisle na molekulové hmotnosti hyaluronanu.

Kladna zména entalpie byla pfisuzovana desolvataci nekterych neiontovych skupin v dusledku
interakce [193]. Nové nekovalentni vazby v systému v prabéhu interakci pravdépodobné
nevznikaji [194, 195]. Ze zaznamua ITC je patrné, ze Gibbsova volna energie byla tvofena
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predevsim entropickym ptispévkem. Takto velky entropicky ptispévek vznikal pravdépodobné
také z uvolnéni molekul vody v pribéhu titrace [196]. Data tedy ukazovala na dulezitou roli
tvorby spole¢ného hydratacniho obalu pfi interakcich hyaluronan-cecropin B.

Vztah mezi strmymi zménami titranich kifivek a molarnim pomérem v téchto interakcich
ukazoval na zapojeni elektrostatickych a dalSich interakci mezi obéma polymery. S ohledem na
komplikovanou strukturu antimikrobialniho peptidu pfipadaly v uvahu predevsim hydrofobni
interakce. U hyaluronanu byla v jeho struktufe popsana existence hydrofobnich casti [45], které
by mohly interagovat s hydrofobnimi ¢astmi aminokyselinovych zbytkl v fetézci cecropinu B,
predevsim kdyz je naruSen hydratacni obal interagujicich biopolymert.

Byl také pozorovan vliv molekulové hmotnosti hyaluronanu na interakce. Nizs§i hodnoty
relativni rychlosti byly pozorovany pro hyaluronan o sile 1540 kDa ve srovnani
s hyaluronanem o molekulové hmotnosti 9 kDa. Zaroven plati, ze nizkomolekularni hyaluronan
nevytvarel, na rozdil od vysokomolekularniho, pfi interakci srazeniny a pti vysSich molarnich
pomérech dochazelo beéhem titrace ke vzniku ¢irého roztoku.

Nejniz§i molekulova hmotnost hyaluronanu 9 kDa, ktera je v ty¢inkové konformaci [20], méla
ze v§ech studovanych molekulovych hmotnosti hyaluronanu ve vodé nejnizsi absolutni hodnoty
standardniho entropického prispévku, stejné jako standardni interakcni Gibbsovy energie
(Tabulka 26). Entalpicky prispévek nartstal pouze mirné s rostouci molekulovou hmotnosti
hyaluronanu. Tyto vysledky jsou v souladu s vysledky z ultrazvukové spektroskopie, kde 9 kDa
hyaluronan dosahl nejmensi zmény v relativni ultrazvukové rychlosti ze vSech studovanych
molekulovych hmotnosti hyaluronanu. Je tedy pravdépodobné, ze tyCinkova konformace
hyaluronanu uvolfiovala v priabéhu interakci mensi mnozstvi hydratacni vody [196]. Naopak
ostatni molekulové hmotnosti hyaluronanu v konformaci nahodného klubka [199] mély
entropicky pfispévek ve vode priblizné€ stejny. Hyaluronan s molekulovou hmotnosti 137 kDa,
jehoz konformace byla blizko ptfechodu mezi ty¢inkou a nahodnym klubkem [20], se podle
mikrokalorimetrickych méfeni a dat z HR-US jevil pfi interakcich cecropinem B vice jako
nahodné klubko.

vvvvvv

byla, stejné jako v pfipadé interakci s argininovymi oligomery, jeho konformace, tedy zda se
vyskytoval v konformaci tyCinky nebo nahodného klubka. Molekulova hmotnost hyaluronanu
v tyCinkové konformaci (9 kDa) se v jednotlivych parametrech ITC a HR-US Ii§il velmi
vyrazné od delSich fetézct hyaluronanu v konformaci nahodného klubka. Konformace fetézce
hyaluronanu tedy byla relevantni pro interakce s cecropinem B.

V prosttedi PBS, které mélo imitovat prostfedi fyziologické, bylo pomoci obou technik
zjisténo, ze k interakcim mezi polymery pravdépodobné nedochéazelo. Ke studiu interakci zde
byl pouzit hyaluronan s nejvyss§i molekulovou hmotnosti 1 540 kDa, u kterého byl predpoklad
moznych interakci nejvyssi s ohledem na vysledky, kterych bylo dosazeno ve vodé. Jak ukazuji
data v grafech na obrazcich (Obrazek 53 a Obrazek 56) u obou technik zistavaly hodnoty
konstantni. I nadale tedy platila dobra korelace mezi vysledky z HR-US a ITC. Vysledky téchto
méteni podporovaly 1 vizualni pozorovani provedena kromée vysokomolekularniho hyaluronanu
i s nizkomolekularnim hyaluronanem (Tabulka 25).
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Platilo tedy, stejné jako v kapitole 5, ze dostate¢né velka iontova sila dokéazala potlacit interakce
mezi hyaluronanem a antimikrobialnim peptidem 1 v systémech, ve kterych byla jejich
pfitomnost ve vodé prokazana. Molekulova hmotnost hyaluronanu neméla na vysledek
interakci v prostfedi PBS vliv.

Vysledky této studie mohou byt shrnuty nasledovn€. Ve vodé€ byl pro interakce s cecropinem
B nutny dostatecné dlouhy hyaluronanovy fetézec. Na zakladé méfeni a vizualniho pozorovani
razn¢ dlouhych fetézcii hyaluronanu bylo mozné usuzovat, ze u molekulovych hmotnosti
hyaluronanu pod 9 kDa by jiz interakce neprobihaly. Bylo zjisténo, ze existuje vyrazny rozdil
mezi tyCinkovou konformaci hyaluronanu a konformaci ndhodného klubka pfi interakcich
s cecropinem B.

Dulezitou roli hraly pfi interakcich hydratacni sily (uvolnéni molekul vody z hydrata¢niho
obalu hyaluronanu). Elektrostaticka slozka neni zanedbatelna, jak bylo dokazano pomoci vlivu
ionti prostiedi — interakce byly v prostfedi PBS kompletné potlaceny. S ohledem na
stechiometrii interakci je pravdépodobné, ze kromé elektrostatickych interakci byly soucasti
interakci jest€¢ dal§i sily, napfiklad hydrofobni interakce s nékterymi z hydrofobnich
aminokyselinovych zbytkt [87] ve struktufe cecropinu B, ktery se v roztoku vyskytuje
v konformaci ndhodného klubka [128, 137, 142] a nema tedy a-helikalni amfipatickou strukturu
[128, 137, 143, 144], ktera by oddélovala hydrofilni a hydrofobni aminokyselinové zbytky. Je
velmi pravdépodobné, Ze hydratacni sily byly kombinované spolu s elektrostatickymi silami za
vzniku elektrostrikéniho efektu.

Z vysledku je patrné, ze systém nebyl schopen ustat iontovou silu fyziologického prostiedi, ale
mohl by byt vhodny napfiklad jako zaklad pro topické aplikace na kiizi ¢i nékteré sliznice [201—
203].

6.6 Zavér

Cilem této kapitoly bylo prozkoumat interakce mezi hyaluronanem a antimikrobialnim
peptidem cecropinem B. Interakce byly zkoumany s pouzitim izotermické titra¢ni kalorimetrie
a ultrazvukové spektroskopie s vysokym rozliSenim. Cecropin B interagoval ve vod¢ se vSemi
studovanymi molekulovymi hmotnostmi hyaluronanu v rozsahu 9-1 540 kDa. Vysyceni
interakci nastalo kolem molarntho poméru (disacharidovd jednotka hyaluronanu,
predpokladany pocet kladnych naboji na antimikrobialnim peptidu) odpovidajicimu 1,5 (tedy
za bodem predpokladané nabojové rovnosti). Je pravdépodobné, ze kromé elektrostatickych
interakci hraly roli jesté dalsi sily, napfiklad hydrofobni interakce mezi hyaluronanem
a nékterymi hydrofobnimi aminokyselinovymi zbytky ve struktufe cecropinu B. Posun
k vy$§im hodnotam molarnich pomérd mohl byt také zapiiCinén nedostupnosti né€kterych
nabitych skupin cecropinu B pro interakce, ¢imz doSlo k poklesu mnozstvi efektivnich
kladnych naboji na molekule cecropinu B. Interakce byly v prostfedi PBS potladeny nezavisle
na zvolené molekulové hmotnosti hyaluronanu. Jako zajimava moznost pro dalsi vyzkum se
jevi pfenést srazeninu vzniklou ve vodé do prostfedi PBS a prozkoumat, zda dochézi k jejimu
uplnému rozpadu, nebo zda zistavaji polymery naptiklad v nanoméfitku zagregovany.
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Interakce vyrazné ovliviiovala molekulovda hmotnost hyaluronanu, zejména pak typ
konformace hyaluronanu (tyCinka nebo nahodné klubko). Z vysledkt se da usuzovat, ze prili§
kratky tetézec hyaluronanu by s cecropinem B neinteragoval.

Cecropin B nebyl schopen interagovat s hyaluronanem ve fyziologickém prostiedi. Z toho
vyplyva omezeny okruh praktickych aplikaci, nebot’ neni mozné jeho podani pfimo do téla.
Jako vhodné se jevi zejména topické aplikace naptiklad na kiazi ¢i nékteré sliznice.
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7 ZAVER

Predlozena dizertacni prace pojednava o zakladnim vyzkumu interakci, jejich charakterizaci
metodami  ultrazvukové  spektroskopie a  izotermické  titracni  kalorimetrie,
a potenciometrickymi titracemi mezi hyaluronanem a (oligo)aminokyselinami, pfedevs§im
argininem, respektive bazickym antimikrobialnim peptidem cecropinem B. Tato problematika
dosud nebyla ve svétové védecké literatuie zkoumana. Dizertace tak predstavuje originalni
prispévek k porozumeéni chovani hyaluronanu ve vodném prostredi a jeho mezimolekulovych
interakci.

Monomerni aminokyseliny byly studovany zejména pomoci potenciometrickych titraci,
v prubéhu kterych bylo méfeno pH titrovanych roztokd. S pomoci této techniky se nepodaftilo
potvrdit pfitomnost interakci, coz je v souladu s vysledky z ultrazvukové spektroskopie, ktera
v pfipadé monomerniho argininu také zadné interakce neodhalila.

V pripadé argininovych oligomeri bylo uspésné ovéfeno, ze oligomery argininu interaguji
s hyaluronanem az od urcité délky oligomeru argininu, pfechod nastava mezi oktamerem
a dekamerem argininu, vyssi oligomery jednoznacné interaguji, zatimco u kratsich se interakce
prokézat nepodafilo nezavisle na molekulové hmotnosti hyaluronanu. Interakce bylo mozné
potlacit dostatecné vysokou iontovou silou, za predpokladu, ze fetézec oligomeru argininu
nebyl pfili§ dlouhy nebo molekulovd hmotnost hyaluronanu pfiliS nizka. Tyc¢inkova
konformace hyaluronanu nebo konformace ndhodného klubka hyaluronanu byly pro interakce
s argininovymi oligomery dulezité z hlediska intenzity interakci, obecné se interakce
s hyaluronanem v tyCinkové konformaci jevily jako slabsi a snadnéji ovlivnitelné iontovou
silou.

Interakce mezi argininovymi oligomery a hyaluronanem byly vysvétleny kombinaci ucinka
jednotlivych sil. Kromé elektrostatickych interakci kombinovanych s elektrostrikci pasobi
pravdépodobné jesté hydratacni sily (uvoliovani molekul vody z hyaluronanového
hydrata¢niho obalu), vodikové vazby nebo hydrofobni kontakty mezi desolvatovanymi ¢astmi
(makro)molekul spolu se specifickymi konformacemi hyaluronanu a argininovych oligomert,
které zahrnuji schopnost argininu tvofit kontaktni iontové pary.

Navic byly objeveny necekané formy interakci u specifickych délek oligomeru argininu,
nicméné pouzité techniky neposkytuji dostatecné mnozstvi chemickych informaci pro jejich
detailn€jsi charakterizaci. Zde se otevira zajimava moznost pro dal§i experimenty nebo
molekularni modelovani pro ziskani detailnéj§ich informaci o probihajicich procesech.

Zvoleny zastupce bazickych antimikrobialnich peptidi cecropin B prokazal pouze omezenou
schopnost interakci s hyaluronanem, které byly z podstaty podobné jako interakce mezi
hyaluronanem a oligomery argininu. Ve vodé interakce probihaly se vSemi zvolenymi
molekulovymi hmotnostmi hyaluronanu, interakce stejné€ jako v pfipadé oligomert argininu
vyrazné ovliviioval typ konformace hyaluronanu. Ve fyziologickém prostfedi nebyl cecropin B
schopen s hyaluronanem interagovat nezavisle na zvolené molekulové hmotnosti hyaluronanu.
Pripadné praktické aplikace jsou tak velmi limitované, pfedev§sim na topické podani. Pro
praktické aplikace ve fyziologickém prostfedi by bylo nutné najit jiny antimikrobialni peptid,
ktery by byl schopen silngj$ich interakci s hyaluronanem v prostiedi o vyssi iontové sile.
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Protoze vSechny experimenty probihaly pfi teploté 25 °C, dalsi vyzkum by se mohl zabyvat
interakcemi za zvySené teploty, zejména fyziologické, 37 °C, a to jak v pfipadé oligomera
argininu, tak u cecropinu B, zejména s ohledem na prostredi, ve kterém se interakce mezi
hyaluronanem a aminokyselinami bézné odehravaji. Dale by bylo vhodné podobné podrobné
prozkoumat chovani oligomerd lysinu pfi interakcich s hyaluronanem, predevsim pro jeho
neschopnost tvofit, na rozdil od oligomerniho argininu, kontaktni iontové pary. Srazenina
vznikla pfi interakcich mezi antimikrobialnim peptidem cecropinem B a hyaluronanem pfi
interakcich ve vode by mohla byt studovana s ohledem na moznost jejiho prevodu na mikro- ¢i
nano-¢astice pro nosic¢ové aplikace, pokud by jiz ve vod€ vytvorena srazenina byla schopna
existovat ve fyziologickém prostredi.
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8 PODIL DOKTORANDA; VYZNAM VYSLEDKU

Na zakladé vnitiniho predpisu VUT - Studijni a zkuSebni fad VUT, ¢lanku 42 a smérnice €.
2/2017 - Pravidla pro organizaci studia na FCH vc¢etné dodatku 1 a 2, je na tomto misté vymezen
podil doktoranda na dosazenych vysledcich zahrnutych do dizerta¢ni prace a zhodnocen jejich
pfinos.

Vsechny experimenty v dizertaCni praci byly po ramcovych konzultacich se Skolitelem
navrzené a provadéné doktorandem zcela samostatné, stejné€ jako vyhodnoceni jejich vysledka.
Do prace nebyla zapojena zadna dalSi osoba. Publikacni vystupy byly pfipravovany ve
vzajemné spolupraci doktoranda a Skolitele s vyuzitim externi jazykové revize.

Dizertacni prace pojednava o zakladnim vyzkumu interakci, o jejich charakterizaci metodami
ultrazvukové spektroskopie a izotermicke titracni kalorimetrie mezi hyaluronanem a oligomery
argininu, respektive antimikrobialnim peptidem. Tato problematika dosud nebyla ve svétové
veédecké literatufe zkoumana. Dizertace tak predstavuje originalni pfispévek k porozumeéni
chovani hyaluronanu a jeho mezimolekulovych interakci. Pfinos vysledkt je shrnut v kapitole
7 Zaver.
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10 SEZNAM SYMBOLU A ZKRATEK

Tabulka 27: Seznam pouzitych zkratek

Zkratka Vyznam zkratky
HR-US ultrazvukova spektroskopie s vysokym rozliSenim
ITC izotermicka titraCni kalorimetrie

Na*, K*, Ca*, Mg?*
DNA
HARE
LYVEI
CDh44
HABD
RHAMM
Arg, R
Lys, K
Ala
CTAB
siRNA
Hya

PLR

HP

BSA
UV-VIS
SANS
NMR

plI
PAA
PLL

AMP

126

sodny, draselny, vapenaty a hotecnaty kation
deoxyribonukleova kyselina

receptor pro hyaluronan, kterym se fidi endocytoza hyaluronanu
receptor pro hyaluronan

receptor pro hyaluronan

cast CD44 odpovédna za vazbu hyaluronanu
receptor pro hyaluronan

arginin

lysin

alanin

cetyltrimethylamoniumbromid

kratka dvouvlaknova ribonukleova kyselina
hyaluronan

poly L-arginin

oznaceni komplexu hyaluronanu s poly L-argininem
hovézi sérovy albumin

ultrafialovo-viditelna spektroskopie

technika malouhlového rozptylu neutrona
nuklearni magneticka rezonance

leucin

kyselina glutamova

izoelektricky bod

polyaminokyseliny

poly-L-lysin

antimikrobialni peptid

isoleucin



£ < T <

LL-37
PLGA
BMAP-28

Z2 4 %W > U Z 0 0

CM11
KSL-W
IR
CMC
TTAB
HPLC
SIM
e-PL

SEC-MALS

KC1

HCl
Arg-HC1
30 Arg-HCI
12 Arg-HCI
10 Arg-HCI
8 Arg-HCl

valin

fenylalanin

tyrosin

tryptofan

lidsky antimikrobialni peptid
kopolymer kyseliny mlécné a glykolové
antimikrobialni peptid

glycin

glutamin

asparagin

kyselina asparagova

alanin

prolin

threonin

methionin

kationtovy antimikrobialni peptid
kationtovy antimikrobialni peptid
infraCervena spektroskopie

kritickd micelarni koncentrace
tetradecyltrimethylamoniumbromid
vysokoucinna kapalinova chromatografie
metoda jednoho piidavku

e-polylysin

molekulova vylucovaci chromatografie spojena detektorem pro

viceuhlovy roztyl svétla

chlorid draselny

kyselina chlorovodikova

arginin monohydrochlorid

triakontamer Poly-L-arginin hydrochloridu
dodekamer Poly-L-arginin hydrochloridu
dekamer Poly-L-arginin hydrochloridu

oktamer Poly-L-arginin hydrochloridu
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4 Arg-HCI
2 Arg-HCl
10 Lys-HCI
NaCl
NaOH

ot'min”!

tetramer Poly-L-arginin hydrochloridu
dimer Poly-L-arginin hydrochloridu
dekamer Poly-L-lysin hydrochloridu
chlorid sodny

hydroxid draselny

otacky za minutu

128



Tabulka 28: Seznam pouzitych symbolil

symbol vyznam jednotka
pH hodnota pH
Zaporny dekadicky logaritmus disocia¢ni
pKa konstanty kyseliny
I iontova sila mol-dm™
Zaporné dekadické logaritmy disociacnich
PKcoon: PKnH, - konstant jednotlivych skupin na
PKenn, aminokyselinach
u ultrazvukova rychlost ms !
p hustota kg'm™
B stlagitelnost Pa’!
AH° standardni zména entalpie J-mol™
N stechiometrie vazby
Ko disociacni konstanta M
AG° standardni zména gibbsovy energie J-mol™!
TAS® standardni entropicky prispévek J-mol™!
R univerzalni plynova konstanta J-mol .K!
T teplota K
Mw molekulova hmotnost Da
n latkové mnozstvi mol
Cw koncentrae hyaluronanu gkg!
t teplota °C
ao regresni parametr g-em’
aw regresni parametr kgem™
a regresni parametr g-cm >-°C!
an regresni parametr g-cm -°C2
K rovnovazna konstanta
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12 PRILOHY
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Obrazek P 1: Graf znazornujici zménu pH pri titracich roztokii Arg spolu s hyaluronanem o molekulové
hmotnosti 9 kDa roztokem 0,1 M HCI.
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Obrazek P 2: Graf zndzornujict zménu pH pri titracich roztokii Arg spolu s hyaluronanem o molekulové
hmotnosti 1 540 kDa roztokem 0,1 M HCL.
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Obrazek P 3: Graf zndzornujici zménu pH pri titracich roztokii Arg-HCI spolu s hyaluronanem o
molekulové hmotnosti 1 540 kDa roztokem 0,1 M HCI.
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Obrazek P 4: Graf znazornujici zménu pH pri titracich roztokit Lys.HCI spolu s hyaluronanem o
molekulové hmotnosti 9 kDa roztokem 0,1 M HCI.
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Obrazek P 5: Graf znazornujici zménu pH prFi titracich roztoku Lys.HCI spolu s hyaluronanem o
molekulové hmotnosti 1 540 kDa roztokem 0,1 M HCI.
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Obrdzek P 6: Graf zndzornujici zménu pH pri titracich roztokii Lys spolu s hyaluronanem o molekulové
hmotnosti 1 540 kDa roztokem 0,1 M HCI.

Obrazek P 7: Systém Hya + 8 Arg-HCI. Zleva 9 kDa Hya + 8 Arg-HCI po 8 pridavcich, stejny systém
po 11 pridavcich. Vpravo systém 1 540 kDa Hya + 8 Arg-HCl po 20 pridavcich.
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Obrazek P 8: Vysledek vizualniho pozorovani titrace 8 Arg-HCl s upravenym pH do 9 kDa Hya.
7 \". £ ‘ -‘a T . { ’l - 14

Obrazek P 9: Vysledek vizudlniho pozorovani titraci 10 Arg HCI do hyaluronanu. Zleva molekulova
hmotnost hyaluronanu 9 kDa, 310 kDa a 1 540 kDa.
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Obrazek P 10: Vysledek vizualniho pozorovani titraci cecropinu B do hyaluronanu. Zleva molekulovd
hmotnost hyaluronanu 1 540 kDa, 680 kDa a 9 kDa.
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Abstract: High-resolution ultrasound spectroscopy and isothermal titration calorimetry were used to
characterize interactions between hyaluronan and arginine oligomers. The molecular weight of arginine
oligomer plays an important role in interactions with hyaluronan. Interactions were observable for
arginine oligomers with eight monomer units and longer chains. The effect of the ionic strength and
molecular weight of hyaluronan on interactions was tested. In an environment with increased ionic
strength, the length of the arginine oligomer was crucial. Generally, sufficiently high ionic strength
suppresses interactions between hyaluronan and arginine oligomers, which demonstrated interactions
in water. From the point of view of the molecular weight of hyaluronan, the transition between the rod
conformation and the random coil conformation appeared to be important.

Keywords: hyaluronan; arginine; interaction; high-resolution ultrasound spectroscopy; isothermal
titration calorimetry

1. Introduction

Hyaluronan is a naturally occurring polysaccharide, which was discovered by Meyer and Palmer
in the vitreous humor of cattle eyes [1]. This biopolymer, with a relatively simple primary structure,
is synthesized by organisms from bacteria to humans [2]. However, according to research results to
date, despite its simple composition [3], hyaluronan plays a significant role in many biological processes
of the human body, such as regulating water balance and osmotic pressure, stabilizing structures [2],
and influencing the diffusion of large molecules [4].

Hyaluronan is one of the basic components of the extracellular matrix, in which it interacts
primarily with a number of proteins [5]. The first interaction with proteins was discovered in 1972 [6].
Proteins capable of such interactions are called hyaladherins [7], e.g.,, HARE, which controls the
endocytosis of hyaluronan [8,9]; LYVEL [5,9], which is structurally similar to the CD44 receptor [9];
and many others including, intracellular receptors whose functions have not yet been fully clarified [10].
For most hyaluronan binding proteins, a domain of about 100 amino acids, known as the “Link module,”
is responsible for binding [5,8,11].

CD44 is the major cell receptor for hyaluronan [12]. The part of CD44 called HABD is responsible
for binding with hyaluronan [13]. Hyaluronan hexasaccharide (2.4 kDa) seems to be of the optimum
size for binding to the CD44 receptor [14,15]. However, shorter fragments of between about 3 and
5 disaccharide units (1.2-2.0 kDa) also have receptor binding capacity [12]. The binding of hyaluronan
to the receptor is mainly driven by their shape and their ability to form hydrogen bonds and van der
Waals forces, rather than by electrostatic interactions [16-18]. Electrostatic interactions in physiological
saline solution contribute to the total energy of the interaction by approximately 25%, although at
physiological pH, almost all carboxyl groups are dissociated [6]; moreover, they are strongly dependent
on the ionic strength of the environment [19]. A total of 13 amino acid residues are involved in the
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interaction between hyaluronan and CD44. A large part of the interaction is mediated by aliphatic,
aromatic, and basic residues [16].

In addition to its binding to cellular receptors, where electrostatic interactions involving hyaluronan
contribute only partially, the ability of hyaluronan to create electrostatic interactions has also become
the basis for many other research studies.

The electrostatic binding of low-molecular-weight ligands to hyaluronan was studied by capillary
electrophoresis [20]. It was found that 3-naphthylamide derivatives with Arg, Lys, and Ala interact
only very weakly in phosphate buffer (pH 7.4; I = 0.17 M), unlike in acetate buffer medium (pH 4.65;
I =0.05M), where the electrostatic interaction was stronger mainly due to the lower ionic strength.

Oyarzun-Ampuero and his team [21] prepared nanoparticles by simply mixing solutions of
hyaluronan (165 and 29 kDa) and polyarginine (5-15 kDa). It was found that systems can be
prepared depending on the charge ratio between positive or negative zeta potential. At the same
time, higher molecular weight hyaluronan was shown to form more stable particles. The stability of
nanoparticles was tested as short term in PBS, as well as long term in water for 3 months. Systems with
low-molecular-weight hyaluronan were shown to be unstable in PBS.

The electrostatic complexation of hyaluronan was also used for targeted siRNA distribution [22].
Hyaluronan (19 kDa) interacted with poly L-arginine (15-70 kDa) in aqueous media, and the resulting
complex was used for interaction with siRNA and its targeted distribution. A simple mixing of the
solutions was used to prepare the complexes.

A similar example of electrostatic interaction between hyaluronan and a cationic liposome/plasmid
DNA complex was created by the Balbino group [23], where they allowed the liposome/DNA complex
to interact with low-molecular-weight hyaluronan (16 kDa) in aqueous media in order to provide tools
for targeted gene distribution.

Hyaluronan has already been shown to interact with amino acids under appropriate conditions [11].
In particular, pH and ionic strength appear to be important; when the pH drops to about 2.5, virtually no
interactions can be observed, since the carboxyl groups of the hyaluronan providing the interaction are
no longer dissociated [24]. According to calculations (density functional theory), Arginine together
with hyaluronan form a more rigid structure, while lysine is more flexible [11].

The formation of complexes and aggregates between proteins and polysaccharides is often driven
entropically in the case of strongly charged polyelectrolytes, probably through released counterions
and water molecules and conformational changes in polymers during interaction [25].

Bovine serum albumin and hyaluronan have been shown to be capable of electrostatic complexation
at around a pH 4, independently of the length of hyaluronan [26]. A single BSA molecule can be
enveloped by multiple short HYA chains, while a long hyaluronan molecule can interact with multiple
BSA molecules [26]. The turbidity of the solution and the size of the complexes were measured,
and the HYA-protein complexes were analyzed by spectrophotometric measurement [26]. Complexes of
hyaluronan and bovine serum albumin may be of three types [27]—namely, neutral insoluble complexes
in the phase separation region and small positively charged complexes or large negatively charged
complexes, which are soluble and are formed in an excess of albumin or hyaluronan, respectively.

Complexes of hyaluronan and silk fibrin (silk fibroin) have also been studied. These complexes
exist in the pH range of 2.5-3.5, and the complexes are mainly formed by electrostatic interactions [27].
In contrast, lysozyme, which has an isoelectric point higher than albumin, formed complexes at
significantly higher pH (pH 3-9) [28].

Thus, interactions between hyaluronan and amino acids, which also form proteins, are of interest
from the point of view of both the functioning of hyaluronan in biological systems and its application
in medical technologies and nanotechnologies. The aim of this work was to obtain a detailed picture of
interactions between hyaluronan and various arginine oligomers using ultrasound spectroscopy and
isothermal titration calorimetry, the latter also delivering basic thermodynamic parameters for these
interactions. Such a system has not been investigated by these two techniques and only rarely by some
other techniques [11].
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2. Materials and Methods

2.1. Materials

Hyaluronan samples were obtained from Contipro Biotech (Dolni Dobrou¢, Czech Republic),
where they were produced by extraction from cell walls of the bacteria Streptococcus zooepidemicus.
The product types are named according to the range of molecular weights in which the particular
product falls. Seven product types were used in this work. Their molecular weights ranged from
9 to 1540 kDa. The various product types and the exact molecular weights of all used samples,
as determined by the producer using size exclusion chromatography with multi-angle light scattering
(SEC-MALS) technique, can be found in Table S1 in Supplementary Materials.

Hyaluronan solutions were prepared at a concentration of 0.1% (weight, i.e., w/w, % are used
throughout this work) by dissolving hyaluronan powder in ultrapure deionized water from a PURELAB
purification system (OPTION R7/15; ELGA, High Wycombe, Great Britain), in PBS (VWR Life science,
Radnor, PA, USA, Lot NO.: 0016C297, 137 mM sodium chloride, 2.7 mM potassium chloride, 12 mM
phosphate buffer; ionic strength 172 mM), or in NaCl solutions of various concentrations (10, 50, 100,
and 150 mM); both the hyaluronan powder and the solvents were weighed using analytical balances.
The used hyaluronan concentration corresponded to a negative charge concentration of 2.5 mM at
complete dissociation of the hyaluronan carboxyl groups. The mixture was stirred for 24 h in a closed
vessel at room temperature to ensure complete dissolution [29].

Arginine hydrochlorides in monomeric and oligomeric forms were obtained from several suppliers,
as shown in Table S2 in Supplementary Materials. Arginine oligomers were synthesized commercially
according to our requirements. Monomeric arginine hydrochloride was purchased from Sigma Aldrich
(St. Louis, MO, USA) as a commercially available product.

Arginine solutions were prepared as 30 mM solutions of monomer units, by direct dissolution of
a given arginine oligomer in volumetric flasks containing water, PBS, or NaCl solutions of various
concentrations. The mixture was stirred for 24 h at room temperature to ensure complete dissolution.
Preprepared NaCl or PBS solutions were used instead of water to prepare solutions of higher
ionic strength.

Because the stock solutions of some of the arginine oligomers (dimer, tetramer, and octamer)
had too low a pH (probably due to some excess of acid used to prepare the hydrochloride form)
(see Table S3 in Supplementary Materials), their values had to be adjusted so that their pH was above
the hyaluronan dissociation constant [24] and similar to the pH of the other oligomers (around 6).
The pH adjustment was done by adding a small volume of 2 M NaOH (G.R. Batch no. PP/2008/06964/0,
Lach:ner, Neratovice, Czech Republic) to the stock solution (Table 54 in Supplementary Materials).
Although these pH adjustments led to an increase in the ionic strength, their effect was negligible.
The increase in ionic strength during titrations with the pH-adjusted solutions was at most 8 mM,
which had no observable effect on the titration curves, as demonstrated in independent experiments
on the effect of the ionic strength. Arginine decamer stock solution had a pH of 5.71 + 0.03, dodecamer,
5.62 + 0.04, and triacontamer (30-mer), 6.77 + 0.03.

2.2. Methods

2.2.1. High-Resolution Ultrasound Spectroscopy

The ultrasonic velocity for each sample was measured at six selected frequencies in the range from
2.5 to 14.9 MHz using an HR-US 102T ultrasonic spectrometer (ultrasonic Scientific, Dublin, Ireland)
with titration accessory. This device is equipped with two cells enabling single-cell or differential
measurements. The differential regime was used in this work. It allows a resolution of 0.2 mm-s~! for
ultrasonic velocity (this corresponds to a value of 1075% in water). The temperature was controlled
with a Thermo Scientific Haake PC 200 heating bath, which provided a temperature stability of
+0.01 °C. The temperature was recorded by a sensor inserted in the ultrasonic spectrometer by the
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manufacturer. The measuring and reference cells were filled with deeply degassed sample solution
and water, respectively, using a calibrated 1 mL Hamilton syringe. A volume of 1 mL was placed in
each cell.

The measuring cell was filled with deeply degassed hyaluronan solution and solution containing
amino acid was added through the titration accessory. The reference cell was filled with ultrapure and
degassed deionized water. Ultrasonic velocity and attenuation were monitored continuously over the
course of the titration at 25 °C.

Before each measurement, baseline correction was performed by taking measurements with
deionized water in both cells. The measured dependences did not show any effect of the ultrasound
frequency; consequently, only the results from measurements made at 11.6 MHz are reported.

Each measurement was made at least three times, and average values are reported in figures for
the sake of clarity; error bars are shown in the figures. Reproducibility was much better in the case of
relative velocity than in the case of attenuation in the sample cell, as expected.

From each amino acid titration to hyaluronan, the titrations of the solvent to hyaluronan and of
the corresponding amino acid to the solvent were subtracted to account for dilution effects.

222 ITC

Heat effects resulting from the titration of a titrant solution into the measuring cell were, in most
cases, measured using a MicroCal PEAQ-ITC instrument (Malvern Panalytical Ltd., Westborough, MA,
USA). A minority of experiments were performed with a Nano ITC 2G instrument (TA Instruments,
New Castle, DE, USA). The titration of water to water was performed prior to each experiment to
ensure that the instrument measured correctly. Each measurement was performed at least three times;
average values are reported in figures and tables for the sake of clarity; standard deviations are given
in tables and corresponding error bars are shown in figures. The reference cell was filled with water in
both devices.

All experiments performed with the MicroCal PEAQ-ITC calorimeter had the reference power
set to 41.9 uW. Peak integration and the processing of data obtained from the measurements were
performed using MicroCal PEAQ-ITC Analysis Software (version 1.21, Malvern Panalytical Ltd.,
Westborough, MA, USA). In the case of Nano ITC 2G, data were processed using the NanoAnalyze Data
Analysis program (version 2.1.13, TA instruments, New Castle, DE, USA). Both software use standard
procedures [30] to determine basic thermodynamic parameters—specifically, here, the standard
interaction Gibbs energy (AG), the standard interaction enthalpy (or the enthalpic contribution; AH),
and entropy (AS); the product TAS is called the entropic contribution. The software also delivers an
equilibrium constant (K), usually called the dissociation constant; this traditional terminology is kept
here, although it is not exactly appropriate for the observed interactions.

When investigating interactions of arginine oligomers with hyaluronan, the hyaluronan solution
(0.1 %wt) was, in all cases, placed in the cell and arginine oligomer solution was added. For MicroCal
PEAQ-ITC, a 40 uL syringe was used. The first addition was 0.8 uL, other additions were 2 pL; a total
of 36.8 uL of stock solution was added to 280 pL of hyaluronan stock solution. The stirring rate
was set to 750 rpm and the interaction parameters were measured at 25 °C. The interval between
additions was empirically set at 150 s, which was sufficient time for the signal to return to the baseline.
Measurements were performed in pure water, PBS, or NaCl solutions of various concentrations (10, 50,
100, and 150 mM).

In the case of Nano ITC 2G, a 250 pL syringe was used with a first addition of 5.14 uL followed
by 20 additional additions of 12 uL to a 990 uL cell. The stirring rate was set to 250 rpm, and the
interaction parameters were measured at 25 °C. The interval between additions was empirically set at
500 s, which was sufficient time for the signal to return to the baseline.

To determine the dilution heats, titrations of arginine oligomer into water were performed.
The heat of dilution was subtracted from the titration at the start of the evaluation. The dilution heat of
hyaluronan during the experiment was not taken into account, because the heat released during one
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titration is in the order of hundreds of microjoule, while the dilution heat of hyaluronan is very small
and, according to available literature [31-33], corresponded to the order of units of microjoule in water
for our hyaluronan solutions.

2.2.3. The Molar Ratio

The molar ratio was calculated as the ratio of the number of hyaluronan disaccharide units and
the number of arginine monomer units present in solution. A molecular weight of 401.229 g/mol for
hyaluronan disaccharide repeating units was used together with its weight-average molecular weight
as determined by SEC-MALS. If the presence of one negative charge on each hyaluronan disaccharide
unit and one positive charge on each monomer unit of arginine hydrochloride oligomers is assumed,
the molar ratio gives the ratio of negative and positive charges. In other words, the molar ratio is then
the ratio of the number of charges on hyaluronan to the number of charges on arginine.

3. Results

Basic information about the system was obtained by simple visual observation. Molecular weights
of hyaluronan of 9 and 1540 kDa were tested with all arginine oligomers. All visual observations for
solutions in water, PBS, and environments with increased ionic strength are summarized in Tables S5
and S6 in Supplementary Materials. No changes were observed for the monomer or for the dimer
and tetramer of arginine hydrochloride during addition to the hyaluronan solution and the solutions
remained clear. In the case of higher oligomers, the system generally changed from clear to opaque
and subsequently cloudy for 9 kDa hyaluronan; in the case of 1540 kDa hyaluronan, there was also a
macroscopic phase separation (precipitation). These phase changes generally occurred in water at
a molar ratio around one. If additional ions were present in the solution, these changes generally
occurred at higher molar ratios. Such shifts were particularly evident in the case of PBS.

3.1. Results from High-Resolution Ultrasound Spectroscopy

Arginine monomer and oligomers up to and including four monomer units showed almost
unchanged ultrasound velocity during the whole titration course in water; data are shown in Figures S1
and S2 in Supplementary Materials for hyaluronan of the lowest and highest molecular weights used.
This indicated no interactions, at least from the point of view of the ultrasound wave. As noted above,
the pH of dimer and tetramer solutions had to be adjusted to a neutral value; the adjustment resulted
in no change in the ultrasound spectroscopy record (cf. Figure S2 in Supplementary Materials).

The situation changed with arginine octamer in water. Visual observations showed that, unlike the
shorter arginine oligomers, arginine octamer developed turbidity during titration. Observations
varied depending on the used molecular weight of the hyaluronan. In the case of pH-adjusted
solutions of arginine octamer, the change was clearly evident for the smallest molecular weight of
hyaluronan. Unlike with the shorter arginine oligomers, the relative velocity decreased during titration
as the hydration water was released from the hydration shell. This was particularly evident with
high-molecular-weight hyaluronan, as shown in Figure 1. The decrease stopped at around a molar
ratio equal to one, i.e., around the supposed charge equilibration, then the relative velocity slightly
increased. The pH-adjustment, which was also made for the octamer, did not result in essential changes
in titration profiles; see Figure S3 in Supplementary Materials. In comparison with pH-untreated
samples, the decrease in the relative velocity was more distinct in the case of very low-molecular-weight
hyaluronan, whereas it was not so deep for the high-molecular-weight sample. The pH-adjustment
also “smoothed” the velocity decrease and, instead of a minimum, a sigmoidal shape with a point of
inflection at a molar ratio of about 1.7-1.9 was observed.
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Figure 1. The relative ultrasonic velocity in dependence on molar ratio for titrations of arginine octamer
in hydrochloride form to hyaluronan of different molecular weights in water (11.6 MHz, 25 °C).

The results for longer arginine oligomers (10, 12, and 30) were similar, and more detailed study of
the effect of hyaluronan molecular weight was made using decamer and dodecamer. First, the relative
velocity decreased almost linearly during the titration up to a molar ratio of about one. Afterwards,
the velocity decreased more sharply and then, slightly increased (decamer and dodecamer) or remained
almost constant (triacontamer). Data are shown in Figure 2 and in Figures 5S4 and S5 in Supplementary
Materials. Here, also some effect of hyaluronan molecular weight can be seen. Hyaluronan with the
highest molecular weight of 1540 kDa had the steepest slope in the initial titration phase while the lines
of all the other samples were undistinguishable. Hyaluronan of the lowest molecular weight (9 kDa)
gave the smallest drop in velocity during titrations. Further, the difference between the highest and
lowest molecular weight of hyaluronan was smallest in the case of the arginine triacontamer (Figure S5
in Supplementary Materials).
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Figure 2. The relative ultrasonic velocity in dependence on molar ratio for titrations of arginine decamer
in hydrochloride form into hyaluronan of different molecular weights in water (11.6 MHz, 25 °C).

The results of the visual observations for longer arginine oligomers are summarized in Table S5
in Supplementary Materials. In the case of hyaluronan with the highest molecular weight tested,
a cloudy solution was always formed, which turned into a precipitate at around a molar ratio of 1,
after which the solution remained clear. At the lowest molecular weight of hyaluronan, a cloudy
solution was formed with the decamer and dodecamer of arginine. As with the highest molecular
weight of hyaluronan, the triacontamer of arginine formed a precipitate, but at this time, the solution
remained slightly cloudy even after its formation.
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Influence of the Environment

The longest arginine oligomers, i.e., dodecamer and triacontamer, were chosen for these
experiments based on the results of measurements in water, in which they demonstrated interactions
with hyaluronan of all molecular weights studied. The influence of ions or ion-controlled pH was
studied by preparing solutions in PBS or in NaCl solutions of varying concentration.

The effect of PBS at pH 7.4 on interactions was investigated with arginine triacontamer. Selected
molecular weights of hyaluronan in the range of 9-1540 kDa were tested, as shown in the graph in
Figure 3. The relative velocity decrease did not occur from the first titration step as it did in water.
The first additions resulted in constant values of relative velocities, so it is likely that interactions did
not occur during this time. Then a drop in relative velocity occurred—as in the case of titrations in
water—perhaps with the exception of 9 kDa hyaluronan, where the velocity decrease was smooth
and moderate. The drop in the case of 109 kDa was not as steep as for the remaining samples of
higher molecular weight and spread over a certain range of the molar ratio. In general, the molar
ratio at which the drop occurred was shifted to higher values in comparison to the titrations in water.
However, the effect of PBS was dependent on the hyaluronan molecular weight. This is also seen in
Figure 56 in Supplementary Materials, where the increasing ultrasound attenuation well illustrates
the (micro)phase separation and the formation of precipitates that occurred at higher molecular
weights of hyaluronan. Increased attenuation means the formation of structures or aggregates capable
of scattering the ultrasound wave and increasing sample heterogeneity [34,35]. Precipitates were
observable for hyaluronan molecular weights from 310 kDa and were formed from a molar ratio of 1.5.
Thus, particles were created in the system that allowed the sound to be dispersed. Greater dispersion
(higher attenuation) occurred with higher molecular weight hyaluronan.
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Figure 3. The relative ultrasonic velocity in dependence on the molar ratio for titrations of arginine
triacontamer in hydrochloride form into hyaluronan of different molecular weights in PBS (11.6 MHz,
25°C).

Arginine dodecamer in PBS were tested using ITC only; no heat effects were observed.
Visual observations indicated that the solutions remained clear (Table S6 in Supplementary Materials).

The effect of increasing NaCl concentration, i.e., of increasing ionic strength, was investigated
using arginine dodecamer, which did not show interactions in PBS, together with hyaluronan of
molecular weight 680 kDa. As shown in Figure 4, as the ionic strength increased, the drop in the
relative velocity value gradually decreased. The slope of the initial decrease in the relative velocity also
decreased with increasing ionic strength and, at the two highest NaCl concentrations, it was almost
zero. Visual observations showed that in both cases, a precipitate occurred around a molar ratio of
1.1, but in the case of increased ionic strength (100 mM NaCl), the supernatant solution remained
cloudy (Table S6 in Supplementary Materials). At the highest NaCl concentration (150 mM), the drop
in the relative ultrasound velocity was shifted to a significantly higher molar ratio but, at the same
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time, seems not to be statistically significant. This is in good agreement with the visual observation,
which showed only very slight turbidity in 150 mM NaCl (Table S6 in Supplementary Materials).
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Figure 4. The relative ultrasonic velocity in dependence on the molar ratio for titrations of arginine
dodecamer in hydrochloride form into 680 kDa hyaluronan solutions in different ionic strength
environments (11.6 MHz, 25 °C).

3.2. Results from ITC

ITC enabled a basic thermodynamic characterization of interactions between hyaluronan and
arginine oligomers to be obtained. All measurements reported in this part were performed in an
aqueous medium without buffer. After subtracting the dissolution heat from the heat obtained during
titration, all performed titrations were found to be endothermic, as shown in Table S8 in Supplementary
Materials. Three types of titration curves (showing the dependence of the enthalpy change on the
molar ratio during titration) were observed. Besides the sigmoidal shape typical for interacting systems
with the saturation of interacting sites, simply decreasing and two-site curves were also obtained.

For the shortest arginine oligomers, including octamer, a typical sigmoidal titration pattern was
not observed, irrespective of the hyaluronan molecular weight. As shown in Figure 5, the curves
decreased steeply from the beginning of titrations up to the molar ratio of about one, from which no heat
effects were recorded. These curves resembled the decreasing parts of typical sigmoidal ITC curves,
which indicates the saturation of interaction sites and the end of interactions. Visually, dimer and
tetramer systems remained clear, whereas octamer and low-molecular-weight hyaluronan systems were
gently opaque at low molar ratios. The arginine octamer (pH untreated) and high-molecular-weight
hyaluronan system also exhibited opacity, which did not disappear; a precipitate was even formed
at around a molar ratio of one. These observations were not reflected in ITC curves, which were for
all systems practically indistinguishable (cf. Figure 5). From these titration curves, only the overall
change in the standard enthalpy change (AH; Table S8 in Supplementary Materials) was calculated as
the difference between the first and the last addition.

5500.00
4500.00 % x8Arg.HCI
S 3500.00 § X 4Arg.HCI
§, 2500.00 F +2Arg.HCI
Z 150000 § X
500.00 +
&mexxxxxxmx
500,00 vy TV VAT L
0 1 2 3 4
Molar ratio (-)

Figure 5. Isothermal titration calorimetry (ITC) records for the titration of various arginine oligomers
in hydrochloride form into a 1540 kDa hyaluronan solution in water (25 °C).
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Typical sigmoidal titration shapes were obtained with arginine dodecamer and triacontamer
and hyaluronan of all tested molecular weights. An example is shown in Figure 6. This shape
points to hyaluronan-arginine interactions from the first oligomer additions in all investigated cases,
which continued until the available hyaluronan interaction sites in solution were depleted at a molar
ratio of about one. The sigmoidal shape was also observed for titrations of arginine octamer with
adjusted pH into high-molecular-weight hyaluronan, with an inflex point shift to a molar ratio of about
1.5. This system is also represented in Figure S7 in Supplementary Materials to illustrate the baseline
shift observed because of the change in the heat capacity of the system [36] in cases with the formation
of a precipitate.
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Figure 6. ITC records for the titration of arginine dodecamer in hydrochloride form into 9 and 1540 kDa
hyaluronan solutions in water (25 °C). Single binding site models were used for data evaluation.

Using software implemented in the used apparatus, titrations with a typical sigmoidal shape
were fitted with a traditional single binding site model to determine thermodynamic parameters
(see Methods). The obtained parameters are shown in Table S8 in Supplementary Materials.
Thermodynamic energy-based binding (or, more precisely, interaction) parameters for various arginine
oligomers are not appreciably different, and the ratios of the standard enthalpic and standard entropic
contributions were very similar; an illustrative example is given in Figure 7 for the arginine dodecamer.
Arginine oligomer-hyaluronan interactions were characterized by small and unfavorable standard
enthalpy changes and were entropically driven. The smallest molecular weight of hyaluronan (9 kDa)
had the highest dissociation constant; other molecular weights above 109 kDa had lower dissociation
constants with approximately the same values. In addition, the arginine triacontamer had, overall,
lower dissociation constant values compared to the arginine dodecamer. However, the dissociation
constants were determined with relatively high standard deviations due to the high sensitivity of
the model used for fitting to the steep changes in the titration curves from which the constants are
determined. Such constants can thus be used only for the estimation of relative differences between
different titrated systems.

From the viewpoint of isothermal titration calorimetry, the decamer was a unique oligomer. Its
titration isotherm (see example in Figure 8) did not manifest either a sigmoidal or simple decreasing
shape as in the case of the other investigated oligomers; its shape was, however, typical for the case
involving several binding sites [30,37] (interaction events seem to be a more appropriate term in
our case).
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Figure 7. Example of magnitudes of thermodynamic parameters determined from ITC for interactions
of arginine dodecamer in hydrochloride form with hyaluronan of molecular weight 1540 kDa in water
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Figure 8. ITC records for the titration of arginine decamer in hydrochloride form into a 9 kDa hyaluronan
solution in water (25 °C). Two sets of sites and the desolvation model were used for data evaluation.

The fitting of multievent results was realized as follows. Data exemplified in Figure 8 were fitted
by two models. The first model fitted the first, decreasing, part of the isotherm, the second model fitted
the subsequent part with a maximum. The first part resembled the ITC curves measured with shorter
arginine oligomers (cf. Figure 5) and was, therefore, called the “desolvation” model (desolvation part).
The second model was called the “Two Sets of Sites” model in the ITC software and represents here
some first and second interaction events. This multievent fitting varied with the molecular weight
of hyaluronan. All three types of interactions were recognizable for the lowest molecular weight
(Figure 8). However, as the molecular weight increased, the desolvation part disappeared and only the
two remaining interaction events were retained (Figure S8 in Supplementary Materials). Note that the
maximum on the two-interaction event model was still observed at the same molar ratio regardless of
the hyaluronan molecular weight. The thermodynamic parameters estimated for each used hyaluronan
molecular weight and model are shown in Table S9 in Supplementary Materials.

Influence of the Environment

As in the case of ultrasonic spectrometer experiments, the longest arginine oligomers were
chosen for experiments involving the presence of additional ions. Unlike arginine triacontamer,
arginine dodecamer and decamer showed no interactions with hyaluronan in PBS (pH 7.4), regardless of
the molecular weight of hyaluronan (no heat effects measured with ITC). In the case of arginine
triacontamer, the titration curve was always observed to have a sigmoidal shape and the effect of
PBS on interactions with hyaluronan of different molecular weights could be investigated with the
single interaction site model. The estimated thermodynamic parameters are summarized in Table S7
in Supplementary Materials. The molar ratio corresponding to the saturation of interacting sites
(the inflex point on the ITC curve) increased with increasing hyaluronan molecular weight. The change
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in the standard interaction enthalpy was of one order of magnitude lower than in the case of the
titration of solutions prepared only in water. As with aqueous solutions, interactions were dominated
by the standard entropy contribution, as shown in Figure 9. The greater standard entropy contribution
at hyaluronan molecular weights of 680 and 1540 kDa compared to that at other molecular weights of
hyaluronan was due to the low value of the dissociation constant for these molecular weights, as shown
in Table 57 in Supplementary Materials.
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Figure 9. Graph showing the thermodynamic parameters obtained from ITC for the arginine
triacontamer in hydrochloride form and hyaluronan of various molecular weights in the environment
of PBS.

Due to the inability of the arginine dodecamer to interact with hyaluronan in PBS, this arginine
oligomer was chosen for testing the effect of increasing ionic strength. Several media with ionic strengths
of 10, 50, 100, and 150 mM (NaCl concentration) were tested with 680 kDa hyaluronan. All samples
except for the 150 mM ionic strength medium exhibited a sigmoidal titration curve. With 150 mM NaCl,
however, the interactions were no longer noticeable (no heat effects measured with ITC). The data in
Table 510 in Supplementary Materials show that the molar ratio at the point of interaction saturation
remained at about one and thus, no shift was observed as it was in PBS solution. The magnitude of the
standard interaction enthalpy change decreased with increasing ionic strength, whereas the dissociation
constant remained approximately constant (Table S10 in Supplementary Materials). The change in
standard Gibbs energy and the standard entropy contribution appeared to be unaffected by the
magnitude of the ionic strength. Thus, the ionic strength did not appear to have a significant effect on
the intensity of the interactions, unless it was sufficiently high (150 mM).

The arginine decamer, which demonstrated very specific behavior in ITC performed in water, did not
show any interactions in ITC performed in PBS, irrespective of the molecular weight of hyaluronan.
The solution also remained clear throughout the titration (Table S6 in Supplementary Materials).
Environments of 10 and 50 mM NaCl were also tested. In both cases, the decamer of arginine interacted
similarly with hyaluronan of molecular weights 9 and 1540 kDa. It formed turbid systems or precipitates
with low- or high-molecular-weight hyaluronan, respectively (Table S6 in Supplementary Materials).
All samples with high-molecular-weight hyaluronan exhibited a sigmoidal titration curve with yet smaller
values for the standard interaction enthalpy than those measured for the arginine dodecamer in a similar
environment (cf. Table S10 in Supplementary Materials). In contrast, samples with low-molecular-weight
hyaluronan exhibited only a simple decrease, similarly to shorter oligomers of arginine. From the
titration curves with 9 kDa hyaluronan, only the overall change in the measured enthalpy change was
calculated as the difference between the first and the last addition. Sigmoidal curves were evaluated
by means of a standard model. The results of individual titrations are summarized in Table S11 in
Supplementary Materials. The specific behavior of the decamer was thus suppressed by the presence of
additional ions.
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4. Discussion

For arginine monomer and oligomers up to and including four monomer units, no interactions
were observed in solutions prepared in water, even after pH adjustment, regardless of the used
molecular weight of the hyaluronan. The relative ultrasound velocity did not change (Figures S1 and
52 in Supplementary Materials), the ITC curve simply decreased (Figure 5), and visual observation
revealed a clear solution during the corresponding titrations, as seen in Table S5 in Supplementary
Materials presenting a basic overview of the results. A decreasing (and only decreasing) enthalpy
change in ITC titrations is only very rarely reported in literature. A similar result was published [38]
for the binding of two 9-O-(w-amino) alkyl ether berberine analogues to the RNA triplex (though in
an exothermic direction) but with no special comments—the authors simply considered it to be a
part of the traditional sigmoidal curve. Taking into account the results of visual observation and
ultrasound spectroscopy, we hypothesize that, in our case, the simple decreasing shape was probably
the result primarily of some heat of mixing effects or of excess enthalpy (indicating nonideal behavior),
which diminished with the increasing concentration of the hyaluronan-arginine mixture.

The situation began to change with arginine octamer. Although the ITC curves for the original
(pH-untreated) samples still decreased simply for both studied molecular weights of hyaluronan
(and were close to the curves obtained with shorter oligomers) (Figure 5), in the case of pH-adjusted
solutions, a typical sigmoidal titration curve was obtained for high-molecular-weight hyaluronan
(Table S8 in Supplementary Materials). The relative ultrasound velocity was not constant in this latter
case but decreased from the beginning of the titration, especially when the hyaluronan molecular weight
was high (Figure S3 in Supplementary Materials). In the case of 1540 kDa hyaluronan, interactions
marked by increased opacity and even some precipitate were also visually observable from a molar
ratio of about one.

The typical sigmoidal ITC curve was obtained for arginine dodecamer and triacontamer (Table S8
in Supplementary Materials) with hyaluronan of all tested molecular weights. The ITC records
corresponded well with the data from ultrasound spectroscopy, as illustrated in Figure 10 for arginine
dodecamer. The steep decrease in the sigmoidal curve corresponded to the sudden decrease in the
relative ultrasound velocity. In contrast, ultrasound velocity was more sensitive to changes during the
first part of titrations, where the ITC curve showed practically constant values of AH (the measured
enthalpy change). Both techniques revealed some differences between the two different hyaluronan
molecular weights.
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Figure 10. The comparison of HR-US (high-resolution ultrasound spectroscopy) and ITC titration
records during the titration of arginine dodecamer in hydrochloride form into 9 and 1540 kDa hyaluronan
solutions in water (11.6 MHz, 25 °C).

A decrease in the relative ultrasound velocity usually indicates changes in hydration shells.
Because the water in the hydration shell is less compressible than the bulk water [39], it is also
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denser [40], which helps sonic waves to propagate [34]; the relative velocity decreases when hydration
water is released. Thus, the longer arginine oligomers disrupted the hyaluronan hydration shell to
form an associate with a common hydration shell containing less hydration water molecules compared
to the amount of hydration water in both shells separately. The relative velocity decreased until all
corresponding interaction sites on the hyaluronan became saturated. Thereafter, these hydration
changes no longer occurred, and the relative velocity started to increase only slightly. This increase
can be attributed to the increasing amount of sodium and chloride counter-ions from hyaluronan
and arginine, respectively, or to partial redissolution of the precipitate upon continuing dilution. It is
interesting that these interactions were saturated at a molar ratio of about one, even though they are
not strictly supposed to be electrostatic. The hydration changes might thus have occurred primarily on
the charged groups and were induced by electrostriction effects [41—44].

The relative ultrasound velocity decrease in the first part of the titration was thus attributed mainly
to hydration changes. More hydration water was released with high-molecular-weight hyaluronan as
the relative velocity reached lower values.

A positive change in enthalpy was attributed previously also to the desolvation of some of
the nonionic groups due to the interaction [45]. At the same time, new noncovalent bonds are not
supposed to be formed during the interaction [46,47]. It is obvious from our ITC data that the entropic
contribution to the Gibbs free energy was significant. Presumably, this large entropy gain arises
also from the release of water molecules during titration [48]. Thus, our data indicate an important
effect of the destruction of the hydration shell upon hyaluronan-arginine interactions. Moreover,
the relationship between the (steep) changes in the titration curves and the molar ratio points to the
involvement of charged groups and electrostatic forces (and electrostriction) in these interactions.

Further, the combined influence of arginine and hyaluronan molecular weights was observed
with arginine dodecamer and triacontamer. Lower values of the relative ultrasound velocity were
observed for 1540 kDa hyaluronan with the dodecamer in comparison to 9 kDa hyaluronan with the
dodecamer. This means a higher amount of water released from the high-molecular-weight hyaluronan.
This agrees with the lower enthalpy change and lower entropy contribution found for the 9 kDa
hyaluronan (Table S8 in Supplementary Materials). The situation is similar for arginine triacontamer
but, here, 9 kDa hyaluronan led to a more gentle decrease in the ultrasound titration curve (Figure S5 in
Supplementary Materials). Nevertheless, for both forms of hyaluronan, the intensive development of
turbidity was observed during titrations with arginine triacontamer, finally resulting in the formation
of a precipitate around a molar ratio equal to one.

The greatest difference between the two used techniques appeared to arise in the case of arginine
decamer. Although ultrasonic spectroscopy did not distinguish between decamer and higher arginine
oligomers, in the case of ITC, decamer revealed specific results that did not share the features of other
arginine oligomers. The unique results obtained in ITC for arginine decamer still corresponded in their
principal features to ultrasound titrations, and the effect of hyaluronan molecular weight was similar
to that found for dodecamer. Figure 11 shows that the maximum on the ITC curve, attributed to the
transition between the first and second interaction events, corresponded to the steep decrease in the
relative ultrasound velocity record. The first, decreasing, part of the ITC curve thus corresponded
to the ITC curves for shorter arginine oligomers in Figure 5 and to the first decreasing branch of the
ultrasound titration curve. The latter was interpreted in terms of decreasing hyaluronan hydration.
Even in this titration region, interactions could be observed visually (Table S5 in Supplementary
Materials) as a certain degree of opacity, the intensity of which increased with hyaluronan molecular
weight. In the case of 1540 kDa, a precipitate even formed around a molar ratio of 1.2, which is around
the maximum of the ITC curve in Figure 11. Thus, the similarity between the decreasing parts at
low molar ratios in Figures 5 and 11 is only apparent—they reflect different processes (with different
AH values).
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Figure 11. Comparison of the fitted ITC records and the measured relative ultrasound velocity changes
during the titration of arginine decamer (hydrochloride form) into 9 and 1540 kDa hyaluronan solutions
in water (25 °C, 11.6 MHz).

The two methods employed in this work do not provide sufficient chemical information to explain
the specific thermal behavior of arginine decamer interacting with hyaluronan. Cationic side chains of
arginine oligomers were found to have the ability to form like-charged contact ion pairs in an aqueous
environment [49]. Although the ability to form like-charged contact ion pairs in the case of arginine is
not limited by the number of monomers in the chain, it could be conducive with respect to establishing
the different behavior of the arginine decamer—we speculate that just 10 arginine monomers result
in a specific dimension and shape on the part of the corresponding oligomer, which is favorable
for its specific interactions with hyaluronan. This length requirement mirrors a similar requirement
in the binding of hyaluronan to the primary surface cell receptor CD44, which is found to require
a hyaluronan sequence of at least 3-9 disaccharide units (1.2-3.6 kDa) for monovalent binding to
occur [12,50]. Lysine does not have the ability to form like-charged contact ion pairs. We, therefore,
conducted a pilot experiment with lysine decamer, in which no multievent ITC record was found
(data not shown). Thus, the specific conformations of different arginine oligomers and hyaluronan and
the structures of their hydration shells should be revealed to explain the observed interaction behavior.
A molecular dynamic modelling study has recently been initiated to address this problem.

Of all the studied hyaluronan molecular weights in water, the standard entropic contribution
(and also the standard interaction Gibbs energy) of the lowest studied molecular weights of hyaluronan
(9 or 16 kDa), which were in the rod conformation [51], had the lowest absolute values for both
dodecamer and triacontamer arginine (Table S8 in Supplementary Materials). The enthalpic contribution
increased slightly with increasing hyaluronan chain length. For the distinctive arginine decamer,
the desolvation model was only observable for 9 kDa hyaluronan and disappeared with increasing
molecular weight, leaving only the model of the Two Sets of Sites. From the point of view of ultrasonic
spectroscopy, 9 kDa hyaluronan achieved the smallest change in relative ultrasound velocity of all
the studied molecular weights of hyaluronan for all arginine oligomers. Thus, it is likely that the rod
conformation of hyaluronan releases less water during interactions [48]. In contrast, the other studied
molecular weights of hyaluronan in random coil conformation [52] have approximately the same
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entropy contribution. Hyaluronan with a molecular weight of 109 kDa, which has a conformation
close to the transition between the rod and random coil forms [53], appears, from the microcalorimetric
point of view, more like a random coil in terms of its interactions with arginine oligomers.

Arginine interactions with hyaluronan with the shortest chains also showed the highest sensitivity
to the presence of added ions—they were most suppressed by increased ionic strength.

As far as the effect of the molecular weight of hyaluronan is concerned, the occurrence of the rod
or random coil conformation appeared to be crucial. The forms of hyaluronan in the region of the rod
conformation (9 and 16 kDa) differed significantly from longer chains of hyaluronan with respect to
individual parameters of ITC and HR-US. The conformation of the hyaluronan chain is thus relevant
for interactions with arginine and its oligomers as well as their sensitivity to ionic strength.

From the point of view of the effect of ions, there was very good correlation between the
results of both techniques both in PBS solution and environments with different ionic strengths.
Figure 12 illustrates the combined effect of PBS and hyaluronan chain length on titration curves
obtained by the two methods. The saturation point was shifted to a molar ratio of about 1.5 for
high-molecular-weight hyaluronan, and it is also clearly evident that the interactions were much less
intense for 9 kDa hyaluronan, consistent with respect to both ITC and HR-US results. In PBS and
for arginine triacontamer, ITC also detected increasing absolute values for the standard interaction
Gibbs energy and entropic contribution with increasing hyaluronan molecular weight up to 680 kDa
(Figure 9); the enthalpic contribution increased slightly.
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Figure 12. The comparison of HR-US and ITC titration records during the titration of arginine
triacontamer (hydrochloride form) into 9 and 1540 kDa hyaluronan solutions in PBS (25 °C, 11.6 MHz).

In environments with increasing ionic strength, there were no significant changes in the titration
curves, except for 150 mM NaCl (Figure 4 and Figure S9 in Supplementary Materials). In 150 mM
NaCl, the HR-US titration curve showed a very small and statistically insignificant change around a
molar ratio of 1.7 (Figure 4), while no heat effects were detected by ITC (Figure S9 in Supplementary
Materials). However, with increasing ionic strength, there was a decrease in the change in enthalpy
(Table S10 in Supplementary Materials) as well as a decrease in the absolute value of the minimum
relative ultrasound velocity, as shown in the graphs in Figures 510 and S11 in Supplementary Materials.
A common feature of both PBS and environments of varying ionic strength is a significant decrease
in the size of the reaction enthalpy in comparison with aqueous solutions. Interactions in water are
most intense, releasing the largest amount of hydration water and thus having the lowest relative
ultrasound velocity value. With increasing ionic strength, the amount of hydration water released
gradually decreases.

Generally, a sufficiently high ionic strength suppresses interactions between hyaluronan and
arginine oligomers which occur in water. As the chain length of the arginine oligomer increases,
the ability to better resist the influence of ions in the environment increases (the triacontamer is able to
interact in PBS, whereas the dodecamer is only able to interact in a NaCl solution with a maximum
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concentration of 100 mM). The molecular weight of hyaluronan contributes in a similar way, and as
its value increases, the interactions in the given environment are strengthened, as can be seen from
the results of titrations of the decamer in environments with different ionic strengths (Table S6 in
Supplementary Materials).

The results of this study can be summarized as follows. In water, a sufficient length of arginine
oligomer is necessary for it to be able to interact with hyaluronan, regardless of the molecular weight of
hyaluronan. The transition from noninteracting to interacting oligomers occurs between octamer and
dodecamer, with unique behavior observed for decamer. This is observed in the ultrasound titration
curve by a change from an almost straight line (ultrasound velocity independent of molar ratio),
by a slightly bent sigmoid, up to an approximately Z-shaped curve typical for a strongly interacting
system. In ITC, a simply and steeply decreasing curve changes via an approximate A shape with a
strong maximum (just arginine decamer) to the classical sigmoidal record. Visually, this transition
corresponds to the change from a clear, through a turbid, to a precipitated system.

Hydration forces (relating to the release of water molecules from the hyaluronan hydration
shell) play an important role in interactions. The microphase (turbidity) or even macrophase
(precipitation) observed in some systems could have analogical desolvation (dehydration) causes such
as the well-known salting out of proteins. Moreover, the electrostatic component is not negligible,
as demonstrated by the saturation of interaction sites around the point of charge equilibration, which is
in contrast to hyaluronan-CD44 interactions mediated through amino acid sequences on this receptor.
The significance of these electrostatic forces was demonstrated also by the effect of ions from background
electrolyte—the interactions were suppressed by a sufficiently high ionic strength (at least at a value of
around 150 mM, i.e., the ionic strength of physiological solution). Very probably, hydration forces were
combined with electrostatic forces forming electrostriction effects.

However, the suppression of interactions by the added ions could be eliminated by a sufficient
length of arginine oligomer (for instance, 30-mer). Thus, hydrogen bonding and hydrophobic
interactions between nonpolar parts of the interacting (macro)molecules also play arole, especially when
their hydration shells are removed or disturbed. For hyaluronan, the existence of hydrophobic patches
is described [54]; the hydrocarbon parts of arginine oligomer chains are hypothesized to form similar
sites for hydrophobic interactions. Like-charge arginine pairing and the specific arginine properties
behind it are probably responsible for the unique behavior observed for arginine decamer.

Finally, whether hyaluronan occurs in rod-like or coiled conformation is also relevant for its
interactions with arginine as well as for their sensitivity to ionic strength.

These interpretations are consistent with published concepts on the receptor binding of hyaluronan,
which occurs in ionic physiological environment. The binding of hyaluronan to the CD44 receptor is
controlled primarily by the shape of both—though mainly of the CD44 receptor—and their ability
to form hydrogen bonds. A total of 13 amino acid residues are involved in the interaction with
hyaluronan [16]. Hydrophobic interactions are of secondary importance [17]. Ionic interactions in
saline contribute to approximately 25% of the total interaction energy and are highly dependent on the
magnitude of the ionic strength [19].

5. Conclusions

The aim of this work was to investigate the interactions between arginine oligomers in
hydrochloride form and hyaluronan. Interactions were investigated using isothermal titration
calorimetry and high-resolution ultrasound spectroscopy. In water, no interactions were observed
for the arginine dimer and tetramer. The transition from noninteracting to interacting oligomers
occurred between octamer and dodecamer, with unique behavior observed for decamer. Dodecamer
and triacontamer demonstrated clear interactions using both techniques. In water, a sufficient length
of arginine oligomer is thus necessary for it to be able to interact with hyaluronan, regardless of the
molecular weight of hyaluronan. Both techniques showed the saturation of interaction sites at molar
ratios of basic units (arginine monomer and hyaluronan dimer) of around one (at the point of supposed
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charge equilibration). The interactions were suppressed by a sufficiently high ionic strength (a value
of at least 150 mM or thereabouts, i.e., the ionic strength of physiological solution), providing the
arginine oligomer was not too long (e.g., 30-mer) or the hyaluronan chain not too short (e.g., 9 kDa).
Whether hyaluronan conformations were rod-like or coiled was important for hyaluronan’s interactions
with arginine oligomers as well as for their sensitivity to ionic strength.

The two techniques gave generally corresponding outcomes, while in some cases, these differed
in their details. Interactions between arginine oligomers and hyaluronan were explained by means of
the combination of effects (forces). That is, hydration forces (the release of water molecules from the
hyaluronan hydration shell), electrostatic interactions combined with electrostriction, as well as hydrogen
bonding or hydrophobic contacts between the desolvated parts of (macro)molecules all play a role
together with specific conformations of hyaluronan and arginine oligomers (which subsume the pairing
ability of arginine). The employed techniques did not provide direct chemical information—molecular
modelling could provide additional explanations and support for our conclusions.

Supplementary Materials: The following are available online at http://www.mdpi.com/2073-4360/12/9/2069/s1,
Table S1: A listing of the hyaluronan used for experiments, Table S2: A listing of monomeric and oligomeric
forms of arginine, Table S3: pH of pure arginine oligomer solutions and pH of solutions during titrations at
molar ratios of 0.96 and 1.92, Table S4: pH adjustment of arginine oligomer solutions, Table S5: Summary of
results of individual titrations in water—the visual observation of individual systems, Table S6: Summary of
results of individual titrations in PBS or in different NaCl solutions—visual observation of individual systems,
Table S7: Parameters for arginine triacontamer in PBS determined from ITC (25 °C). N is the molar ratio at the
ITC record inflex point (interaction saturation point in the main text); AH®, AG®, and —TAS® are defined per
mole of hyaluronan basic unit, Table S8: Summary of parameters determined from ITC in water (25 °C). N is the
molar ratio at the ITC record inflex point (interaction saturation point in the main text); AH®, AG®, and —TAS® are
defined per mole of hyaluronan basic unit, Table S9: Parameters determined for arginine decamer from ITC in
water (25 °C). N is the molar ratio at the ITC record inflex point (interaction saturation point in the main text); AH®,
AG®, and —TAS® are defined per mole of hyaluronan basic unit, Table S10: Parameters for arginine dodecamer
(hydrochloride form) titration in environments of different ionic strength determined from ITC (25 °C). N is the
molar ratio at the ITC record inflex point (interaction saturation point in the main text); AH®, AG®, and —TAS°
are defined per mole of hyaluronan basic unit, Table S11: Parameters for arginine decamer (hydrochloride form)
titration in environments of different ionic strength determined from ITC (25 °C). N is the molar ratio at the ITC
record inflex point (interaction saturation point in the main text); AH®, AG®, and —TAS® are defined per mole
of hyaluronan basic unit. Figure S1: Relative ultrasonic velocity in dependence on molar ratio for titrations of
arginine dimer and tetramer into hyaluronan of molecular weight 9 kDa in water (11.6 MHz, 25 °C), Figure S2:
Relative ultrasonic velocity in dependence on molar ratio for titrations of arginine dimer and tetramer with and
without pH adjustments into hyaluronan of molecular weight 1540 kDa in water (11.6 MHz, 25 °C), Figure S3:
Relative ultrasonic velocity in dependence on molar ratio for titrations of arginine octamer with adjusted pH into
hyaluronan of different molecular weights in water (11.6 MHz, 25 °C), Figure S4: Relative ultrasonic velocity in
dependence on molar ratio for titrations of arginine dodecamer into hyaluronan of different molecular weights
in water (11.6 MHz, 25 °C), Figure S5: Relative ultrasonic velocity in dependence on molar ratio for titrations
of arginine triacontamer into hyaluronan of different molecular weights in water (11.6 MHz, 25 °C), Figure S6:
Attenuation in cell 1 in dependence on molar ratio for titrations of arginine triacontamer into hyaluronan of
different molecular weights in PBS (11.6 MHz, 25 °C), Figure S7: The stepped shift of the baseline due to a change
in the thermal capacity of the system, Figure S8: ITC records for the titration of arginine decamer in hydrochloride
form into a 1540 kDa hyaluronan solution in water (25 °C). Two sets of site models were used for data evaluation,
Figure S9: ITC records for the titration of arginine dodecamer in hydrochloride form into a 680 kDa hyaluronan
solution in environments with different ionic strengths (25 °C). Single binding site models were used for data
evaluation, Figure S10: The comparison of HR-US and ITC titration records during the titration of arginine
dodecamer in hydrochloride form into a 680 kDa hyaluronan solution in environments of different ionic strength
(11.6 MHz, 25 °C), Figure S11: The comparison of HR-US and ITC titration records during the titration of arginine
dodecamer in hydrochloride form into a 680 kDa hyaluronan solution in environments of different ionic strength
(11.6 MHz, 25 °C).
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