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Seznam zKkratek

2D dvoudimenziondlni

HOPG vysoce orientovany pyroliticky grafit
NMP N-methylpyrrolidon

DMA N, N-dimethylacetamid

CVD depozice z plynné faze

RNA ribonukleova kyselina

DNA deoxyribonukleova kyselina

nt nukleotid

A adenin

G guanin

C cytosin

U uracil

T thymin

tRNA transferova ribonukleova kyselina

rRNA ribozomadlni ribonukleova kyselina

AFM mikroskopie atomarnich sil

ssDNA jednovlaknové deoxyribonukleova kyselina
dsDNA dvouvldknova deoxyribonukleové kyselina
oM kvantova mechanika

MM molekulovd mechanika

vdW van der Waals

LJ Lennard-Jones

MD molekulovd dynamika

PBC periodické okrajové podminky

T-REMD temperature replica exchange molecular dynamics
OPC optimal point charge

SPC\E extended simple point charge



1. Uvod

V roce 2004 se oteviely dvefe do nového odvétvi fyziky a chemie, kdyZ védci vedeni Andre
Geimem a Konstantinem Novoselovem poprvé pripravili a charakterizovali dvoudimenzio-
nalni formu uhliku. Jednalo se o prvni dvoudimenzionalni materidl viibec, ktery byl pojme-
novan grafen. Timto objevem bylo vyvraceno nékolik desitek let staré tvrzeni, Ze dvoudi-
menziondlni materidly jsou termodynamicky nestabilni. Zahy po objevu se zjistilo, Ze grafen
je latka, kterad prekondva v mnoha ohledech materidly vyuzivajici se v dneSni dobé. Neni tedy
divu, Ze od prvotniho objevu grafenu uplynulo pouze 6 let a zminéni védci obdrzeli Nobelovu
cenu za fyziku v roce 2010 za ,,prikopnické experimenty tykajicich se dvoudimenzionélniho

materidlu grafenu®.

Grafen je materidl lehky, pevny a s vynikajicimi elektromagnetickymi vlastnostmi, a proto
se stal idedlnim materidlem pro novou generaci technologii v mnoha odvétvich, jako jsou
kompozitni materidly, elektrotechnika nebo biosenzorika. V pravé oblasti biosenzoriky se
vlastnosti grafenu jevi jako velice vyhodné. V kombinaci s nukleovymi kyselinami muize
poskytnout zédklad pro velice citlivé biosenzory. Jeden z moZznych kandidédtu pro takovéto
vyuziti mohou byt krdtké hairpin formujici motivy RNA, které vykazuji specifické funkce

ve svych ptivodnich usporadanich.

Hairpiny jsou dileZzitou ¢asti sekundarni struktury RNA molekul. Slouzi pfedevs§im jako
mista ohybu vldkna RNA pii skldddni do funkéni konformace, ale zaroven slouzi i jako
aktivni misto RNA molekuly pfi interakci s proteinem, chrani tRNA pred degradaci, stabili-
zuje tercidlni strukturu ribozymi, aj. V této praci konktrétné je vyuzita hairpinova struktura
o délce 8 a 10 nukleotidu (tj. oktamer a dekamer RNA), kterd obsahuje tetraloopovou sek-
venci GAGA. Tento hairpin se vyskytuje v ribozomélni RNA v sarcin/ricin loopu. Nazev
tohoto loopu je odvozen od bilkovinnych toxinid sarcinu a ricinu, které v tomto misté se-
lektivné $tépi fosfodiesterovou vazbu v patefi RNA. Tuto skute¢nost 1ze potencidlné vyuzit
pro vytvoreni velmi citlivého senzoru, ktery by byl schopny detekovat zminéné toxiny 1 pfi

velmi nizkych koncentraci. Za timto dcelem je ovSem nutné cilené fidit konformaci RNA



molekuly na grafenu tak, aby si zachovala svoji sekundédrni strukturu, kterd je klicova pro

interakci s toxiny.

K prozkoumani chovani hairpinu na grafenu jsem vyuZil vypocetnich metod. Pomoci mo-
lekularné dynamickych vypoctd jsem provedl sérii simulaci, kdy jsem ve vodném prostiedi
nechal RNA molekulu v hairpinové i rozbalené struktufe interagovat s povrchem grafenu.
Zatimco samotnd RNA se ve vodé samovolné sbaluje do hairpinu, tak simulace ukazuji,
Ze bude RNA v pfitomnosti grafenu preferovat rozbalenou konformaci, tj. grafen indukuje
rozbalovani kratkych RNA hairpint. Tento zavér ukazuje, Ze (nejen) pro vyrobu citlivych
biosenzort pro bilkovinné toxiny je nutnd dalsi dprava, napt. kovalentni modifikaci RNA
molekuly tak, aby si zachovala svoji nativni formu a svoji bioaktivitu vic¢i zkoumanym lat-

kam.



2. Teoreticka cast

2.1 Grafen

Dvoudimenziondlni struktury za poslednich 15 let doslova rozpoutaly revoluci v materi-
alovych védach. V roce 2004 védecka skupina, kterd byla vedena védci Andre Geimem
a Konstantinem Novoselovem, publikovala prici popisujici prvni izolaci 2D krystalu z gra-
fitu. Tento krystal byl ndsledné pojmenovan grafen. [1] Dulezitost objevu dokazuje i fakt,
Ze zminénym védctim byla udélena Nobelova cena za fyziku v roce 2010 za ,,prikopnické
experimenty tykajicich se dvoudimenziondlniho materidlu grafenu®. [2] Také je dtlezité po-
znamenat, Ze pfed objevem grafenu se ptes 70 let pfedpoklddala termodynamicka nestabilita
2D krystald a jednalo se tak o Cisté teoretickou strukturu. [3, 4] O grafenu se také asto mluv{
jako o tzv. "materidlu budoucnosti", nebot’ bylo provedeno nespocet experimenti dokazuji-

cich, Ze vlastnosti grafenu v mnoha ohledech pfekonavaji soucasné pouzivané materialy.

2.1.1 Vlastnosti

Grafen je plandrni alotrop uhliku o tloust'ce pouze jednoho atomu. Jednotlivé uhliky jsou
v sp? hybridizaci a jsou navzdjem propojeny pevnymi ¢ vazbami, které zejména zodpovidaji
za jeho neobycejné mechanické vlastnosti. Jednotlivé atomy jsou posklddany do tvaru hexa-
gondlni miizky, kterd pfipomina tvar vcCelich plastvi. I pfes predpoklddanou rovinnou struk-
turu bylo zjiSténo, Ze grafen neni dokonale planarni. Bylo objeveno zvInéni v jeho struktufe
s vychylkou asi ~ 1 nm (pro pfedstavu viz obr. 1), které stoji pravé za jeho stabilitou. [5]
Zbyvajici nehybridizované p, orbitaly jsou diivodem vyjimecnych elektrickych vlastnosti
grafenu, nebot’ jsou kolmé na rovinu grafenu a tvoii delokalizovany oblak r elektronti nad

a pod rovinou grafenu. [6]



Obrazek 1: Model ¢asti molekuly grafenu

Vv

Grafen je jeden z nejpevnéjSich materidll, které kdy byly testovany. Youngiiv model
pruznosti pro strukturu bez defekti je 1 TPa a hodnota pevnosti v tahu &inf 42 N'm?, coZ je
asi 100x vice nez v pripade€ oceli. [7] Velkou vyhodou grafenu je i jeho specificky povrch,
ktery ma hodnotu 2630 m?g~!. [8] Pro lepsi predstavu se tato hodnota srovnava s velikostf

fotbalového hfisté, na jehoz pokryti by stacil pouze 1 gram grafenu. [9]

Mechanické vlastnosti nejsou jediné, které z grafenu délaji mozny materidl budoucnosti.
Co se tyCe jeho elektrickych vlastnosti, grafen se fadi mezi polovodice s nulovym zakdza-
nym pasem. To znamend, Ze grafen je schopen vést proud bez nutnosti excitace elektronti
z valen¢niho pdsu do pasu vodivostniho, ale zaroven se tyto dva energetické pasy neprekry-
vaji. [10] Delokalizovany oblak r elektront zptsobuje nékteré zajimavé jevy, napt. jednotlivé
elektrony grafenu se chovaji jako ¢éstice bez klidové hmotnosti (jejich rychlost dosahuje az
v~ 10°ms™1). Grafen je vybornym vodicem elektrického proudu. V zavislosti na zptisobu
vyroby miZe teoreticky pohyblivost elektront na grafenu dosahovat az 200 000 cm?>V~!'s~1.
[11, 12] Zminéné hodnoty jsou vSak pro dokonaly krystal grafenu bez defektd, které by
v uhlikaté mfiZce plsobily jako mista rozptylu elektront, ¢imZ by doslo ke zkraceni stfedni

volné drahy elektrond a k sniZzeni vodivosti grafenu. [13]



Kromé skvélé elektrické vodivosti je grafen i vybornym vodicem tepla. Hodnota tepelné
vodivosti grafenu je 5 000 Wm~!K~!. [14] Jako posledni z vy&tu charakteristickych vlas-
tnosti grafenu je vhodné zminit i jeho prihlednost. Jedna vrstva grafenu absorbuje pouze
2,3 % proslého svétla (nezdvisle na vinové délce dopadajicich fotoni) a zaroven prakticky

s s

zadné svétlo neodrazi. [15]

O grafenu se mluvi i v pfipadé dvouvrstvé, nebo trojvrstvé struktury. Mez, kdy se pre-
stava mluvit o grafenu a zaCne se spisSe jednat o grafit je dana elektronovou strukturu daného
usporadani. Jak bylo uvedeno, jednovrstevny grafen je polovodi¢ s nulovym zakdzanym pas-
mem, zatimco grafit je povazovéan za polokov s pirekryvem vodivostniho a valenéniho pasu
asi 41 meV. Pfi naristu poctu vrstev u grafenu se zvétSuje i prekryv energetickych pdsa.
U dvouvrstvého grafenu je prekryv pouze 1,6 meV, ktery s nartistajicim poctem vrstev se
zvétSuje a u 11ti vrstvé struktury je pak rozdil oproti 41 meV grafitu mensi nez 10 %. Obecné

se tedy o grafenu hovoii do 10 vrstev. [16]

2.1.2 Vyroba

Jest& pied neddvnou dobou byl problém s masovou vyrobou grafenu. Casto byl totiz vy-
soky vytézek vykoupen sniZenou kvalitou krystalu, nebo naristem ceny vyroby (viz obr. 2).
V dnesni dobé¢ je jiz vyvinuta celd Skdla pfiprav grafenu, které umoZznuji prvni komercné

dostupné aplikace.

Prvni metoda, kterd byla pouzita k vyrobé grafenu byla mikromechanickd exfoliace.
Jednd se o zptisob vyroby grafenu, kdy na vrstevnatou strukturu vysoce orientovaného py-
rolitického grafitu HOPG (z anglického highly oriented pyrolytic graphite) je mechanicky
aplikovana sila napt. pomoci lepici pasky. Takto ziskané krystaly se z pasky uchyti na pod-
loZni materidl, kterym je nejCastéji oxid kfemicity. Hlavni vyhoda této metody je velikost
(az 100 um) a kvalita ziskanych krystalii grafenu. Na druhou stranu je tato metoda prakticky

neaplikovatelnd pro produkci ve vétsim méfitku z diivodu jeji nizké efektivite. [1]



Mechanicka exfoliace
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Obrazek 2: Schématické zobrazeni zptisobil vyroby grafenu vzhledem k jeho vysledné kva-

lité a cené (prevzato a upraveno z [19])

Vedle mechanické exfoliace 1ze uvést také exfoliaci grafitu v kapalné fdzi. Grafit se vy-
stavi ultrazvuku v rozpoustédle, které diky povrchovému napéti stabilizuje jednotlivé mo-
lekuly grafenu. Timto postupem lze ziskat koloidniho roztok grafenu. V této oblasti bylo
vyuzito n€kolik druhl rozpoustédel, at’ uz se jedna o latky obsahujici fluor (napf. hexafluo-
robenzen, pentafluoropyridin, apod.) [17], nebo rozpousStédla jako jsou N-methylpyrrolidon
(NMP) nebo N, N-dimethylacetamidu (DMA) [18], a nebo Ize po pridani surfaktantu vyuZit
i polarni rozpoustédla. [19] Oproti mechanické exfoliaci je tato metoda schopnd produkce

grafenu ve vétSim mnoZstvi.

Dalsi z chemickych cest pro pripravu grafenu je redukce grafen oxidu. Grafen oxid se
nejprve ziska z grafit oxidu, ktery je diky obsahu kyslikatych polarnich skupin hydrofilni.
Ve vodé pomoci sonifikace lze grafit oxid jednoduseji rozdélit na jednotlivé vrstvy. Vzniklé

molekuly grafen oxidu tvofi stabilni Zlutohnédy koloidni roztok. Takto pfipravené Castice 1ze



redukovat napt. pomoci hydrazinu, kdy se po dostate¢né dlouhé dobé zane na dné nddoby
usazovat ¢erné zbarveny grafen. [20] Kromé redukce chemickym c¢inidlem lze z grafit oxidu
ziskat grafen 1 metodou termdlni exfoliace, kdy grafit oxid je Zthan v kfemenné trubici v at-
mosféfe argonu. [21] Nevyhoda redukce grafen oxidu je mensi specificky povrch ziskaného
grafenu, nez je charakteristické pro Cisty krystal bez defektli. Zaroven do dne$ni doby nebyla
nalezena optimalni cesta, jak grafen oxid zcela zredukovat, takZe na povrchu pfipraveného
grafenu se vyskytuji zbytkové kyslikaté skupiny. Z tohoto diivodu se pii této vyrobé mluvi

spiSe o redukovaném grafen oxidu, nez o Cistém grafenu.

Vysoce kvalitniho grafenu 1ze dosdhnout pomoci termdlniho rozkladu SiC. Tato metoda
se Casto nazyva epitaxni riist grafenu a spo¢iva v sublimaci kfemikovych atomu z krystalu
SiC ve vakuu a za vysoké teploty (1100 - 1600 °C). Po sublimaci Si atomd zlstanou na
povrchu krystalu SiC nesublimované atomy uhliku, které za spravnych podminek chlazeni
vytvori vrstvu grafenu. Tato metoda je vyhodna pro vyrobu grafenu bez defektii ve vétsich
laterdlnich rozmérech. Vyuziti této metody v praxi ale brani vysoka cena a vysoka provozni

teplota, kterd znemoZiuje vyuZiti této technologie vyroby v nékterych odvétvich. [22]

Dalsi metoda, kterd mé potencidl byt vyuzita ve vétSim méfitku je depozice z plynné fdze
CVD (z anglického chemical vapor deposition) na kovovy podklad. Vzniklé krystaly miizou
dosahovat az centimetrovych rozmérd. Zkoumané metody byly napt. depozice ethynu na po-
lykrystalické Zelezo (pri teploté kolem 700 °C) za vzniku ostrtivkli grafenu, nebo depozice
ethynu na méd’ upevnéné na SiO,/Si podloZce, za vzniku nehomogenné rozmisténého gra-
fenu o tloust’ ce nékolika vrstev. Prozatimni velkou nevyhodou této metody je vznik ¢etnych
defektli v konecné strukture krystalu, protoze depozice zacina na nékolika mistech najednou
a z téchto mist pak krystaly grafenu déle rostou aZz se postupem Casu setkaji. Na téchto spoj-
nicich se jednotlivé krystaly nedokonale kovalentné spoji a vzniknou cetné defekty v podobé

riznych vakanci atomd a nearomatickych kruhi. [23]

Vyse uvedeny vycet piiprav grafenu neni zdaleka kompletni. V dne$ni dobé byly vy-
vinuty 1 méné pouZzivané cesty, jako je totalni syntéza (napf. Suzuki-Miyaura couplingem
molekul 1,4-dijodo-2,3,5,6-tetrafenylbenzenu a 4-bromofenylboritou kyselinou) [24], nebo

rozevirani uhlikatych nanotrubicek [13].



2.1.3 Aplikace

Z dtivodti neobvyklych vlastnosti ma grafen velky aplikacni potenciél v riiznych odvétvich
a oborech. Jejich vycet muze zadit u filtrd na vodu [25], pfes kompozitni materidly [26] aZ

po optoelektroniku [27, 28], ¢i elektroniku [29, 30], nebo jako zdklad v (bio)senzorice. [31]

Mechanické vlastnosti grafenu se daji vyuzit v kompozitnich materidlech a v ochrannych

Py

vrstvach. Odvétvi mechanickych aplikaci se dnes jiz blizi komerénim aplikacim, protoze
neni Casto vyZadovana krystalickd miizka bez defekti a mnohdy lze vyuZit i redukovany
grafen oxid. Grafen, jakoZto inertni materidl, je mozné vyuzit v antikoroznich vrstvach (vy-
hoda této aplikace je moznost pifimého ristu uhlikové vrstvy na kovové podlozce pomoci

CVD metody). Také ho lze vyuzit jako vrstvu zabranujici pohybu plyntim, nebo jako ptida-

vek do materidlil pro zvyseni vodivosti elektiiny a tepla. [32, 19]

Jednim z pozadavkd moderni doby je vyroba lepsich baterii. Grafen mize byt vyuZity
napf. pro vylepSeni stavajicich lithiovych baterii, kdy zakomponovanim grafenu do Li bate-
rif I1ze zvysit jejich Zivotnost [33], nebo lze vyuZzit grafen jako vodivou napln baterii a jako
zéklad pro novou generaci elektrod [34]. Dalsi z moznych budoucich cest pro uklddani ener-
gie je zkombinovani vlastnosti klasickych chemickych baterii a kondenzatori do tzv. super-
kondenzatort. Superkondezatory jsou schopné pojmout velké mnoZzstvi energie a zaroven se
nabijet mnohem rychleji nez konvencni baterie. I v této oblasti je grafen, a zejména jeho deri-
vaty, jeden z moZnych materiald pro vyrobu elektrod superkondenzatori diky jeho velkému
specifickému povrchu, termické a chemické inertnosti a skvélé vodivosti tepla a elektfiny.

[35, 36]

Diky jeho jedine¢nym elektromagnetickym vlastnostem se grafen miiZze vyuZivat v elek-
tronickych, ¢i optoelektronickych aplikacich. Vyborna vodivost a zdroven propustnost svétla
jsou vyzadovany u optoelektronickych zafizenich jako jsou napf. (dotykové) obrazovky,
svétlo emitujici diody a soldrni ¢lanky. V soldrnich ¢lancich mize grafen slouzit jako vodic¢
elektfiny nebo jako prihlednd elektroda. [27] Diky mechanické flexibilité a svételné propust-
nosti lze grafen vyuzit napt. v ohebnych dotykovych obrazovkach. [30] JedineCnost grafenu
byla v posledni dobé rozsifena 1 o prvni nekovovy magnet, ktery si udrzi své magnetické

vlastnosti 1 za pokojové teploty, jenZ umoZziiuje nové aplikace na poli spintroniky a magne-



ticky fizenych nosict latek. [37] Dusikem dopovanym grafenem bylo poprvé mozno fidit
spinovy stav atomd v molekule bez nutnosti pouZiti vnéjsich zdrojl energie jako je napr.

svétlo ¢i magnetické zéareni. [38]

Dalsi odvétvi, ve kterém ma grafen velky aplikacni potencidl je biomedicina. Pro jeho
Siroké mozZnosti kovaletnich a nekovaletnich modifikaci, velky specificky povrch a jelikoz
se jednd se o lipofilni latku, uvazuje se o grafenu jako o mozném nosici bioaktivnich latek
v organismech. Byly ukazany experimenty, kdy se na funkcionalizovany uhlikaty 2D mate-
ridl navaZze nekovalentné 1éCivo, které lze fizené uvolnit zménou v prostiedi (napf. zménou

pH). [39, 40]

Vysoka
mez

Velky
specificky
povrch

tepelna
vodivost

P

Neodrazi
svétlo

Obrézek 3: Schématické zobrazeni vlastnosti a aplikaci grafenu (obrdzky ptevzaty z [41])



2.2 RNA hairpiny

RNA je polymerni molekula, kterd se sklada z nukle-
otidu (nt), které se odliSuji obsazenou dusikatou bazi;
adenin (A), guanin (G), cytosin (C) nebo uracil (U)
(v pfipadé DNA je uracil nahrazen thyminem (T)).
RNA se ucastni celé fady biologickych procesu jako
je napr. kontrola genové exprese nebo syntéza pro-
teind. K dulezitosti RNA pfispélo i zjisténi z 80. let
minulého stoleti, Zze RNA se ucastni i nékterych en-
zymatickych reakci. [42] Oproti DNA, kterd mé ve
vétsiné pripadii usporadani dimerni dvousrobovice,
se molekula RNA vyskytuje v rtiznych konforma-

cich obsahujici motivy umoziujici vysokou variabi-

Loop
(3 az 8 nt)

- Uzaviraci
par bazi

-4+——— Kmen

5 3

Obrazek 4: Schéma hairpinového

motivu (prevzato z [44])

N 24

litu ve stavbé sekunddrnich a tercidlnich struktur. Jeden z nejcastéjsich strukturnich motivi

je tzv. hairpin (nékdy prekladdno i jako vldsenka, ale i v Ceské literatufe se vice vZzil anglicky

origindl). [43, 44]

AGc cucuca CCCGGUU A€

Hairpin
loop c

— U1 11l loo | 111100 GC GGUGGG Accch
.CG.GAGGUC GGGCCUU [ I O O R B
G [ —_ A oae

( CG,CCACCC

Vnitini
loop
|.
uYa
G C

1;A\ A

Obréazek 5: RNA molekula (pfevzato z [43])

Hairpiny predstavuji jeden z nejcastéji se vyskytujicich sekundarnich motivii v RNA mo-

lekuldch. [45] Hairpiny v RNA se sklddaji z kmene, ktery ma kanonické parovani mezi bé-

zemi a tzv. loopu, ktery se mize skladat ze 3 azZ 8 nekanonicky sparovanych nukleotidl

(kromé vodikovych mistku mezi bazemi se zde vyskytuje i parovani mezi bazi a cukernou
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slozkou RNA a mezi bazi a fosfitem v RNA). Loop a kmen oddé€luje uzaviraci par bazi
(viz obr. 4). Vysoce termodynamicky stabilni hairpiny slouzi jako pocatky sklddani RNA
do sekundérni struktury [46], reguluji degradaci mRNA [47], slouZi jako misto interakce

s proteiny a s RNA [48] a umoZiiuji pribéh enzymatické reakce samostépicich RNA. [49]

Z divodu pnuti, se v loopu musi nachdzet minimalné 3 nukleotidy. Z experimentdlnich
dat vyplynulo, Ze jedny z nejcastéjSich loopt jsou ty, které obsahujici 4 nukleotidy, tzv.
tetraloopy, které diky jejich kompaktnimu tvaru maji vysokou tepelnou stabilitu a zvySuji
rezistenci RNA proti nukleasam. [49, 50] Zhruba 55 % vSech loopu vyskytujicich se v rIRNA
v 16S podjednotce jsou tetraloopy. [51] Pro jednotlivé nukleodity v tetraloopu se vyuziva
znaceni L; — L4 (Cislované z 5° konce). Ze vSech moznych kombinaci jsou nejvice zastou-
pené 2 typy: UNCG a GNRA, kde N znaci jakykoliv nukleotid a R nukleotid s bdzi odvoze-

nou od purinu.

Oba druhy tetraloopu maji nékteré podobné vlastnosti. Napf. nukleotidy L; a L4 jsou
ne-Watson-Crickovsky sparované mezi sebou. U obou tetraloopt, také dochazi ke stackingu
mezi bazemi (obecné interakce v obou tetraloopech jsou zobrazeny na obr. 6). [44, 49] Za
zminku také stoji, Ze byly provedeny méfeni mezi RNA ziskanymi z piibuznych druhi orga-
nismu a bylo zjisténo, Ze v nékterych pripadech byl UNCG tetraloop nahrazen za GNRA
(nebo obracené). [52] V 16S rRNA, kterd je bohatd na tetraloopy, se jako uzaviraci par
bazi UNCG a GNRC tetraloopii velmi Casto vyskytovali cytosin (na 5’ stran€) a guanin (na

3’ strané), které nejvice stabilizuji hairpinovou strukturu. [44]
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. C3’-endo cukr E Dusikata baze

O C2’-endo cukr m — 7 staking

@® rFosfat 0000000 - Vodikova vazba

Obrazek 6: Schéma strukturnich prvkl a stabiliza¢nich interakci v UNCG a GNRA tetra-

loopech
2.2.1 GNRA hairpin

Na obr. 6 je zobrazena tvorba nekanonického parovani mezi G; a A4, kdy obé baze jsou
v anti poloze. Vodikové vazby vznikaji mezi heterodusiky a amino skupinami (viz obr. 7).
[53] Dodatecnou stabilizaci do struktury dodava vodikova vazba mezi fosfatem a bazi Gy
a stacking mezi bdzemi G, A4 a uzaviracimi bizemi. Termodynamickd stabilita GNRA je
mens$i nez je tomu u tetraloopi UNCG. [54] Diivod, pro¢ GNRA je zastoupen v obdobné
mife jako UNCG i pres jeho menSi stabilitu, je jeho vétsi flexibilita, kterd umoziuje dcasti
hairpinové struktury s GNRA tetraloopem v tercidlnim sklddani RNA molekul. Pfi interakci
s receptorem je totiZ potfeba zména konformace, kterd u rigidni struktury UNCG tetraloopu

neni mozna. [49, 55]

Hairpin s tetraloopem GAAA se nachdzi v samostépicich intronech I. skupiny z prvoku
s latinskym nazvem Tetrahymena thennophila, kde stabilizuje skladani P4—P6 podjednotek
interakei s 11 nukleotidovou sekvenci tetraloopového receptoru. [56] V této praci je vyuZivan
tetraloop GAGA, ktery se nachdzi v sarcin/ricin loopu v 28S ribozomalnich RNA. Nazev této

smycky je odvozen od toxind ricinu, ktery z 3’ strany depurinuje adenin, a sarcinu, ktery $tépi
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patef RNA u 3’ guaninu. Tyto kovalentni modifikace zpiisobuji inaktivaci celého ribozomu.

[57]

Obrazek 7: Struktura GAAA tetraloopu (PDB ID 2R8S [58]) a parovani mezi 1. a 4. bazi [44]

2.3 Interakce grafenu s nukleovymi kyselinami

Sila interakce dusikatych bazi nachédzejicich se v DNA s grafenem ve vodném prostiedi byla
stanovena pomoci kalorimetrickych méfeni. Bylo zjiSténo, Ze afinita bazi ke grafenu klesa
od guaninu k thyminu v pofadi: G > A > C ~ T. [59] Pomoci metod vypocetni chemie bylo
déle zjiSténo, Ze ve vodném prostredi se diky n — = interakcim dusikaté baze vazi silnéji

k polyaromatickym povchiim neZ k dal$im dusikatym bazim. [60]

Ze studia adsorpce jednovldknové ssDNA (z anglického single-stranded DNA) na gra-
fen se zjistilo, Ze ssDNA se na povrchu grafenu roztdhne a zaujme strukturu, kterd je fi-
zena CasteCné interakcemi baze—bdze a Castecné interakcemi baze—grafen. Sila interakce
mezi ssDNA a grafenem roste s poctem vrstev grafenu (rust sily interakce nabyva maxima
pti 7 vrstvach grafenu a déle se vyrazné neméni). [61] Pfi interakci dvousrobovice dsDNA
(dvouvlaknova DNA z anglického double-stranded DNA) s grafenem nedojde k zruSeni ne-
kovalentnich vazeb v dimeru DNA. [61] Molekuldrné dynamické vypocty ukdzaly, Ze kratké
dsDNA molekuly budou mit vertikdlni uspotrddani vi¢i grafenu a budou v interakci s uhlika-

tym povrchem skrze hydrofébni konec kmene. [62, 63]
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Pomoci mikroskopu atomdrnich sil byly zaznamenény vzory, které tvoii polynukleotidy
poly-A, poly-C, poly-T a poly-G na povrchu grafenu. [64] Ukdzalo se, Ze polynukleotidy
poly-A a poly-C tvofi na povrchu grafenu sférické utvary, zatimco poly-T a poly-G tvori
struktury planarni a zesit' ované (snimky z mikroskopu atomérnich sil spolecné s grafy zob-

razujici vysky jednotlivych ssDNA vrstev jsou ukdzdny na obr. 8).

Vyska (nm)

o
T

0 250 500 O 250 500 O 250 500 O 250 500 O 250 500 750
Vzdalenost (nm) Vzdalenost (nm) Vzdalenost (hm) Vzdalenost (nm) Vzdélenost (nm)

0.2 T T T
control poly-A

ENuN .

5 0 5 5 0 5 5 0 5 5 0 5 5 0 5

I T
poly-C

Frekvence

Vyska (nm) Vygka (nm) Vygka (nm) Vyska (nm) Vyska (nm)

Obrazek 8: AFM snimky polynukleotidu s grafickym zobrazenim vysSek struktur na gra-
fenu. Prvni 4 snimky zachycuji plochu 750 x 750 nm?, snimek s poly-G zachycuje plochu
5 x 5 um? (ptevzato z [64])

Bylo navrZeno, Ze tvar do jakého se polynukleotidy sklddaji, neni fizeno typem hetero-
cyklu, jelikoZ podobné uspofadani vzdy tvori dvojice polynukleotidii, kdy jedna obsahuje
pyrimidin a jedna purin. Také z vySe uvedenych informaci nemtze byt diivod pro formo-
vani sférickych, ¢i zesit’ ovanych ttvart Cisté velikosti afinity dané baze ke grafenu, protoZe
guanin se vaze na grafen nejsilnéji, zatimco thymin nejslabéji, ale poly-G a poly-T tvofi ob-
dobné rovinné tutvary. Pfedpokladany mechanismus tvorby sférickych, ¢i planarnich ttvart
polynukleotidl spociva v soutéZi mezi interakcemi baze—bdze s baze—grafen. Pro zruseni
vazby baze—baze a spravné natoCeni polynukleotidu je potfeba do systému dodat energii E},
(energie odpovidajici stackingu mezi bdzemi). Ndsledné vznikne vazba baze—grafen, kterd
zpétné snizi celkovou energii o E,. Pokud plati, ze E;, > E, (pro poly-A a poly-C), tak po-
lynukleotidy utvoif sférické utvary pro maximalizaci energie Ej. V pfipadé, ze Ej, < E, (pro
poly-G a poly-T), tak interakce polynukleotidii s grafenem je vyhodnéjsi, a vytvori se ro-

vinna sit’ (schématicky je tento d&j zobrazen na obr. 9). [64]
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Obrazek 9: Skladani polynukleotidl na grafenu (Seda barva) do sférickych a zesit'ovanych

utvarQ (pfevzato a upraveno z [64])

Na poli studia systému sklddajicich se z biomolekul a grafenu, se RNA nedostava zatim
takové pozornosti jako DNA a proteiniim. Porovnanim poctu studii pomoci databaze Web of
Science obsahujici zaroven grafen a biomolekuly, 1ze zjistit, Ze za poslednich 5 let se RNA
vyskytuje pouze v 6 % studii, zatimco proteiny a DNA s grafenem jsou zastoupeny zhruba

8% vice (47 % kazda).

2.4 Metody

2.4.1 Molekulové modelovani

V chemickych oborech vedle experimentdlniho pfistupu lze vyuzivat i ndstroje vypocetni
chemie, kde se pro ziskani informaci o vlastnostech molekul vyuZivd kombinace matema-
tickych metod s fundamentdlnimi znalostmi fyziky. Od velkého rozsiteni vypocetnich tech-
nologii v 50. letech minulého stoleti si vypocetni chemie ziskala nezastupitelné misto v mo-
dernich védach. Pomoci teoretického pristupu Ize doplnit experimentdlni data o atomarni
pohled na studovany d¢j, predpovédét vlastnosti latek jesté pred jejich samotnou syntézou
(napf. pii drug-designu, kdy se studuje, jak potencidlni 1éCivo interaguje s aktivnim mistem
biomolekuly [65]), nebo lze provést simulace systémi v t€Zko dosaZitelnych podminkach

(za vysokého tlaku nebo teplot, atd.), at’ uz z divodii ekonomické, nebo ¢asové narocnosti.
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Jednim z dulezitych faktort ovliviiujici volbu vypocetni metody je velikost pocitaného
systému. Pro studium malych molekul Ize vyuZit presnéjsi ab initio metody kvantové mecha-
niky (QM), kdy se pocitaji vlastnosti systému feSenim Schrodingerovy rovnice. Tento pristup
je ovSem Casoveé ndrocny a pii vyuZiti QM lze v prijatelném Case pocitat systémy zhruba do
100 atomt. V piipadé, Ze chceme pocitat systémy obsahujici tisice az miliény atoma (bio-
makromolekuly, nanomateridly, apod.), tak lze vyuZit tzv. molekulovou mechanika (MM),
kdy se vyuziva aproximaci, které umozZni pocitat s prijatelnou presnosti vlastnosti molekul
pomoci feSeni klasickych Newtonovskych rovnic (tato metoda se také casto oznacuje jako
metoda silového pole). [66, 67] Jen pro doplnéni uved’'me, Ze existuji semiempirické me-
tody, které jsou stéle zaloZené na QM, ale urychluji vypocet aproximacemi (napf. uvazovani
pouze valencnich elektronti pfi vypoctu) a vyuZitim empirickych parametrti (napf. ionizacni

a excitacni energie elektront). [67]

2.4.2 Molekulova mechanika

Pokud je systém prili§ velky pro vyuziti kvantovych vypoctd, tak je nutné vyuZzit molekulo-
vou mechaniku, kterd zanedbédva elektronovou strukturu molekul. Pfi této aproximaci je pak
energie systému ddna pouze polohou jader atomii. To umoZni nahliZet na molekuly jako na
soustavu kulovitych Castic s bodovym nabojem, které jsou mezi sebou v klasickém piistupu
spojeny harmonickym oscilatorem (v klasické fyzice se harmonicky oscilator pouziva pro
popis elastické deformace pruZzin). I pies jisté ispéchy MM, kdy Ize dosdhnout vysoké pres-
nosti (srovnatelné s QM), je jeji velkou nevyhodou, Ze nelze vypocitat vlastnosti molekul,

které jsou zdvisle na distribuci elektroni v systému, tim pddem i chemické reakce.

2.4.3 Silové pole

Pro vypocet energie systému metodou silového pole se vyuZzivd série funkci, které obsahu;ji
empirické parametry, které Ize urcit z QM vypoctl, nebo z experimentdlnich dat. Souhrnné
se tyto rovnice a piisluSné parametry oznacuji jako silové pole (i v Ceské literatufe se lze
Casto setkat s anglickym oznacenim force field). Jednou z vlastnosti silového pole je tzv.

transferabilita (nebo také prenositelnost), kterd spociva v predstavé, Ze molekuly jsou se-
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staveny z podobné se chovajicich Casti. Diky této predstavé lze vyuZit jednu sadu parametrt
a rovnic k modelovani celé Skdly podobnych molekul, nezZ abychom museli parametrizovat
kazdou molekulu zvlast'. Napt. dobrych vysledki s jednim silovym polem Ize dosahnou pro

vSechny n-alkany.

Pti vyuziti silového pole je potfeba urcit u jednotlivych atomu jejich atomovy typ, ktery
vedle zdkladniho ur€eni o jaky atom se jednd, tak zahrnuje i hybridizaci a popiipadé lokdlni
okol{ atomu. Jako piiklad uved’me, Ze je vZdy potieba rozlisit sp> a sp> uhliky, nebot’ kazdy
zaujima v prostoru jinou geometrii (trigondlni a tetraedrickou) a je tedy potieba pro kazdy

z nich vyuZit jiné parametry, jako je napf. ihel mezi substituenty. [66]

Celkova potencidlni energie systému v silovém poli se ziskd pomoci zdkond klasické
mechaniky a elektrostatiky. V nejzakladn€j$im silovém poli je energie zavisld na 5 sloZkach:
deformace vazeb, deformace vazebnych uhli, torzni deformace a elektrostatické a van der
Waalsovské interakce (ve stejném potadi jsou jednotlivé prispévky zobrazeny na obr. 10).

[66]

deformace vazeb deformace thlu torzni deformace
<>
elektrostatické interakce vdW interakce

Obrazek 10: Schématicka reprezentace péti zdkladnich prispévki k potencidlni energii sys-

tému
Soucet jednotlivych energetickych piispévku lze zapsat rovnici 1:

Etotal = Ekovaletm’ + Enekovaletni = Lyazeb 1+ Elihlﬁ + Etorzf + EVdW + Eels (1)
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Kovalentni prispévky

Prvni ¢len Ey,,e, zahrnuje energii vSech kovalentnich vazeb mezi atomy. Pro popis blizky

redlnym vazbam se Casto vyuZiva tzv. Morseho potencidl, ktery ma tvar:

Evazenr = De{l - exp[_a(l - lO)]}za ()

kde D, je hodnota energetického minima, a Ize rozepsat do rovnice:

a=w\/l/2D,, 3)

kde u je redukovand hmotnost a @ frekvence vibrace vazby. Frekvence vibrace vazby se da

vypocitat z tuhosti vazby k podle vztahu:

o= /k/L. )

Posledni parametr [ je referencni délka vazby. Morseho potencidl popisuje chovéini vazeb
v Sirokém rozsahu situaci od rovnovazné délky vazby po jeji disociaci. Tento potencidl se
ovSem casto nevyuziva pfi vypoctech, protoZe vypocty s nim jsou ¢asoveé narocné. Je po-
tieba znat 3 parametry a pro vétSinu piipadul staci popisovat vazby pfi nizsich energetickych

stavech, které jsou blizké nulové energetické hladiné vazby. Z tohoto diivodu se vyuZiva

zjednoduseni ve formé Hookova zdkona, ktery popisuje vazby harmonickou funkci:

ke

v = ) = (b—bo)?, (5)
vazby

kde k; je tuhost vazby. Potencidlni energie vazeb se pak zvySuje, ¢im vétsi je diference

délky vazby [ od referencni hodnoty /y. Jak ukazuje obr. 11, tak Hookiv zdkon je pfi niZsich

energiich dostacujici aproximaci.

Obdobné jako pro vazby se harmonicka funkce da pouZit pro popis deformace tihli:

ko

Egnia = ), 7(9 — 69)%, (6)
ey

kde je znaCeni obdobné jako u pnuti vazby. kg je tuhost thlu a 6y je referencni hodnota
uhlu. Pro predstavu energetické ndrocnosti na vychyleni vazby a ihlu od optimalni hodnoty
uved’'me, Ze pro vychyleni vazby C—C o 1A je potfeba asi 300 kcal mol~!, zatimco pro

vychylen{ Ghlu mezi témito vazbami o jeden stupeii je potieba pouze 0,01 kcal mol~! [66].
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Obrazek 11: Srovnani pribéhu Morseho potencial (Cervend) a harmonického oscildtoru

(modra)

Torzni energeticky prispévek pro nejbéznéjsi silové pole pro studium biomolekul je vy-

jadfen goniometrickou funkci:

Foi = Y, 2 [1 +cos (n0— 7)), ™

torza
kde V,, je vyska potencidlové bariéry, @ znaci torzni thel, n periodu a y fazovy posun, ktery

urcuje pfi jaké hodnoté torzniho thlu prochédzi funkce minimem.

Nekovalentni prispévky

Nekovalentni piispevky se skladaji ze dvou piispevki: z elektrostatickych interakei a z van der

Waalsovskych interakci. Prvni piispévek je popsan pomoci Coulombova zdkonu:

I qiqg;j
Ees = _ (8)
s ;}-477:80(% Tij

V této rovnici jsou g; a g; parcidlni ndboje na atomech i a j, & je permitivita vakua, €, rela-

tivni permitivita prostiedi a r;; je vzddlenost mezi atomy.
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Van der Waalsovy interakce se v MM popisuji nejCastéji Lennard-Jonesonovym poten-

B = Tt () (20). ©)

i<j Tij Fij

cidlem:

Pro popis té€chto interakci je potfeba zndt pouze dva parametry: parametr o;; se nazyva ko-
lizni primér a uddva vzdilenou, kdy je energie nulova a &, ktery uddva hloubku poten-

cidlového minima (viz obr. 12). Vyhodou LJ potencidlu je niz§i vypocetni nidrocnost. [66]

Potencialni energie
Q

v

Vzdalenost mezi atomy

Obrazek 12: Pribéh LJ potencidlu

Nekovalentni interakce se pocitaji v zdkladnim provedeni jen mezi jednotlivymi péry
Castic, takZe celkova nevazebnd potencidlni energie je ddna souctem vSech parovych inter-
akci. V redlnych systémech jsou ovSem tyto interakce ovlivnény i pfitomnosti dalSich castic.
Zaneseni interakci silového pole, které se nepocitaji jen mezi pary, ale zahrnuji 1 tieti Castici
zpuisobi prudky nardst vypocetni naro¢nosti. Napt. v systému, ktery obsahuje 1000 ¢astic je
499 500 unikétnich part, ale unikatnich trojic je nékolikanasobné vice, a to 166 167 000.
[66]

Tento nedostatek 1ze predejit tim, Ze misto explicitniho zahrnuti interakci zahrnujici vice
castic, a to pomoci tzv. efektivniho potencidlu, ktery do parovych interakci implicitné vnasi

disledky mnohabodového efektu. Tento potencial pak ov§em nepopisuje skute¢nou interakci
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mezi osamocenymi ¢4sticemi. Napf. polarizaci 1ze zanést do silového pole dcelnym zesile-
nim elektrostatickych interakci. [66] Jedna z mozZnosti, jak 1ze do simulaci zahrnout polari-
zaci je napf. pomoci Drudeho modelu, ktery k atomu pridava bezhmotnou Castici, kterd nese
naboj. Tato Castice je s atomem spojena harmonickou funkei (nékdy se této metode prezdiva
"metoda nidboje na pruzine"). Diky této Castici je vytvaren dipdl, ktery ma moznost menit
svou velikost podle okoli. Jen pro doplnéni uved’'me, Ze existuji i dal$i metody pro zahr-
nuti explicitni polarizace do silového pole, jako je model indukovaného naboje, nebo model

fluktuujicich naboji. [68]

2.4.4 Molekulova dynamika

Dynamicky charakter systému lze pozorovat pomoci tzv. molekulové dynamiky (MD). Tato
metoda je jedna ze dvou hlavnich technik (pro doplnéni uved’'me, Ze 2. technika vyuZiva ma-
tematickou metodu Monte Carlo), kterd generuje sérii Casove korelovanych bodu ve fazovém
prostoru. Tato série bodl se nazyva trajektorie. Pii MD vypoctech, které vyuzivaji empiricky
potencidl (l1ze provadét i ab initio MD, ale tato metoda presahuje ramec této prace) je trajek-

torie generovana feSenim Newtonova pohybového zakonu sérii kone¢nych casovych kroki.

Newtonova pohybova rovnice md tvar (pro jednoduchost uvadime vztah pro pohyb pouze

ve smeéru osy x):
dzx,-
dr?”’

ktery popisuje pohyb (vyvolany silou F;) ¢astic o hmotnosti m; podél osy x. Sila plisobici na

F,=m;

(10)

castici se vypocita jako zaporny gradient potencidlni energie:
E:_ViE(rlarZ?"'7rn)' (11)

Potfebna potencidlni energie E se vypocita z empirickych parametrti, které jsou soucasti
silového pole podle rovnic uvedenych v predeslé podkapitole. Na pocdtku simulace je smér

a rychlost pohybu ¢éstic vygenerovén podle teploty z Maxwell-Boltzmannova rozdéleni.

V mnoha casticovych systémech, kdy vSechny Castice interaguji mezi sebou je analy-
ticky nemoZzné fesit vyvoj systému v Case. Za timto tcelem se jako jeden z nejpouzivanéjsich

algoritmi numerického feseni pohybovych rovnic vyuziva matematickd metoda konecného
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rozdilu (z anglického Finite Difference Method). Hlavni mySlenka této metody spoc¢iva v roz-
déleni pocitdného integrali na malé dseky, které jsou oddéleny Casem Or. V Case ¢ se celkova
sila ptisobici na ¢éstici vypocitd jako vektorovy soucet vSech interakci s ostatnimi ¢asticemi.
Zrychleni (které je vysledkem vypoctené sily) se ndsledné zkombinuje s pohybem, ktery
Castice mély v Case ¢ k vypoctu polohy a rychlosti v nésledujicim ¢asovém tseku ¢ + Ot
(za predpokladu konstantni sily béhem celé doby d17). [66, 69] Schématicky je algoritmus

zobrazen na obr. 13.

' ™
Urceni pocate¢nich souradnic r,

a rychlosti v, atomti (e = 0,t = 0)

Vypocet sily:
F=-V,E(ryry,..,r

A

Pohyb atomii podle pohybovych
| rovnic (nové pozice r arychlostiv) |

'd ™

Vypocet energie, teploty, tlaku apod.

o /

[ Posun ¢asu a vypocetniho kroku }7

Obrazek 13: Zjednodusené schéma algoritmu vypocti v MD

Periodické okrajové podminky

Jednim z bé&Znych zpisobu pro sniZeni vypocetni narocnosti velkého systému je aplikovat
tzv. periodické okrajové podminky (z anglického periodic boundary conditions se vyuZziva
zkratka PBC), kdy zédkladni box, ve kterém probihd simulace, je obklopen ve v§ech smérech
jeho kopii (viz obr. 14). V praxi to znamend, Ze napr. idedlni krystal grafenu se simuluje
jako nekonec¢na molekula, kterd nemd okraje ve dvou rozmérech. Také diky PBC je béhem
celé simulace zachovén stejny pocet molekul v objemu celého simulacniho boxu, protoze ve
chvili, kdy jedna molekula opusti zdkladni simulacni box, tak z protéjsi strany dojde k jejimu

nahrazeni ze sousedniho boxu. [69]
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Obrazek 14: Grafické zobrazeni periodickych okrajovych podminek

Vypocet zmény entalpie AH

Pfi popisu systému je Casto jednou ze sledovanych velic¢in uvolnéné, nebo pohlcené teplo. Pii
béZnych pokusech v laboratofich (provadénych za konstantniho tlaku) je vyménované teplo

rovno entalpii.

Diky tomu, Ze entalpie H je stavova veli¢ina, tak jeji zménu béhem studovaného déje 1ze

ziskat i teoreticky ze 2 nezavislych simulaci. Entalpie je definovana jako:
H={U)+p(V), (12)

kde U je vnitini energie, kterd je v MM reprezentovana jako potencidlni energie, p je vnéjsi
tlak a V objem. [70] AH pak lze ziskat z rozdilu entalpii dvou riiznych stavt (ze 2 riznych
simulaci). Hlavni pfedpokladem je, Ze systémy 1 a 2 musi mit stejny pocet atomu stejného

atomového typu. [71]
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HBfix

Bylo ukazano, Ze zlepSeni populaci sbalené a rozbalené konformace studovaného RNA hair-
pinu (které byly ziskané z pokrocilé techniky T-REMD simulaci), jde docilit pfidanim do-
date¢ného potencidlu na nativni vodikové miustky v hairpinové struktute, tzv. Hbfix. [74]
Takto modifikované silové pole bylo tspésné aplikovano na sklddani hairpinu s tetraloopem

GAGA, ktery je (spolecné s HBfixem) vyuziti v této praci. [74]

Hbfix je sloZen ze dvou funkci, které maji opacny smér zakfiveni. Tyto funkce se aZ na
vymezenou oblast vzdalenosti (urCenou nastavitelnou vzdélenosti mezi rpeq @ r,,q) sCitaji do
konstantni hodnoty potencidlu (0 pied rp., a N za r,,q, kde 1 je opét nastavitelnd energie
stabilizujici vodikovou vazbu). Parametry k3 1, k3 2, 13,1, r4.1, r32 @ r4 3 v obr. 15 predstavuji

pruzné konstanty jednotlivych funkci.

1) =Tk (E o ) 2T (= )2

1.5
_ 709 =7
T 1t
g
=
<
=
E‘O 5 ']’]
B
=] fix)=0
oo
B ;A Vzdéllenost [A] ;‘”d
25 2 2 1L8) 4 4.5

f(x) = 2rk3,1(r4,1 - r3,1)*r - rk3,1(rd,1 i r3,1)(rk3,1r4,1 n r:m)
i zrkz,z(rA,z e r:,z)*r i rkj,z(r4,2 o rJ,l)(rkJ,Zrl,Z A r:,a)

Obrazek 15: Pribéh potencidlu HBfixu (zelend) (parametry HBfixu na obrazku jsou

Fheg =3 A, Tond = 4 Aa N = 1 kcal/mol). Pfevzato z [74]
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Model vody

Simulace v této praci byly provedeny ve vodném prostiedi za vyuziti OPC (optimal point
charge) modelu vody. Tento rigidni model se skldda ze 4 bodi mezi kterymi jsou rozmistény
3 néboje. Pro srovnani uved’'me i model SPC\E (extended simple point charge), ktery je
jeden z nejpouzivanéjsich tifibodovych modelt. [80] Struktury modelti molekul vody jsou

zobrazena na obr. 16 a jednotlivé parametry jsou uvedeny v tabulce 1.

Obréazek 16: Modely vody OPC (v levo) SPC\E (v pravo)

Model oy [A] £y Iy [A] I [A] 0 [°] q1 le]
OPC 3,16655 0,89036 0,8724 0,1594 103,6 0,6791
SPC\E 3,166 0,65 1 - 109,47 0,4238

Tabulka 1: Parametry OPC a SPC\E vody

Ctyibodovy OPC model piesné&ji popisuje distribuci naboje na molekule vody v kapalné
fazi. Oproti tifbodovému poskytuje OPC model lepsi popis solventu, ktery vice odpovidaji

experimentdlné zjiSténému chovani vody (viz tabulka 2). [73]

Model u D] p [g/cm?] £ AHy,p [keal/mol]

OPC 2,48 0,997 + 0,004 | 10,57 + 0,004 10,57 £+ 0,004

SPC\E 2,352 0,994 68 10,43
Experiment 25-3 0,997 78,4 10,52

Tabulka 2: Srovnani modelovych a experimentdlné zjiSt€énych vlastnosti vody (u - dip6lovy
moment, p - hustota, &y - dielektricka konstanta, AH,,, - vyparovaci teplo). Hodnoty pfe-

vzaty z [73]
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3. Prakticka cast

Jedno z moznych budoucich uplatnéni grafenu je v oblasti biosenzoriky biomolekul, nebo
jako zaklad nosic¢t bioaktivnich latek. Pro cilenou vyrobu materidlu pro tyto aplikace je po-
treba hlubsi porozuméni interakci, které se déji mezi uhlikatym povrchem a biomolekulami.
Tato prace vyuzivd MD, kterd poskytuje atomarni pohled na chovani RNA molekul na gra-
fenu. Vysledky jsou srovndny s experimentdlnimi daty, které byly naméfeny v Regiondlnim
centru pokrocilych technologii a materidlii (RCPTM) a byly publikovéany v piiloZené stu-
dii. Poznamenejme, Ze veSkeré experimentdlni vysledky v praktické Casti této prace nebyly

méfeny autorem a slouZi pouze k ucelenéjSimu pohledu na danou problematiku.

V této praci popisuji strukturni vyvoj RNA molekul a termodynamickou stabilitu hair-
pint, které jsou umisténé na grafenu ve vodném prostiedi. Pfi rozbalovani hairpinové struk-
tury dochdzi k zisku konformacni volnosti (tedy i ke zméné entropie), ale z piedeslych po-
znatkl je zndmo, Ze skladani RNA do hairpinu je entalpicky fizeny proces a ztrata konfor-
macni volnosti se do kone¢né zmény energie podili mensim dilem. [72] Diky této skute¢nosti
Ize pro srovnani termodynamické stability jednotlivych konformaci oligonukleotidd vyuzit

hodnot zmén entalpii.
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3.1 Popis simulaci

Interakce hairpin-formujicich RNA molekul s povrchem grafenu byly zkoumany v této praci
pomoci MD simulaci. Vypocty byly provedeny v softwarovém baliku Gromacs (verze 4.5.5)
[75] s rozsitenim Plumed 2.1.1 [76]. VyuZité bylo silové pole ff99bscOxor3 [77] s vdW
modifikaci fosfatovych kyslika [78] a pfidanym HBfix potencidlem. [74] Grafenové uhliky
byly reprezentovéany jako nenabité Lennard-Jonesovi koule s Cheng a Steele interakénimi

parametry, které byly vyvinuty pro simulace grafitickych materiald. [79]

Grafen v simulacich byl simulovén jako periodicky s laterdlnimi rozméry 8,5 nm x 8,4 nm,
které tedy odpovidaly i x a y rozmérim simulacniho boxu. Rozmér z byl volen tak, aby byla

vyloucena interakce s periodicky se opakujici replikou.

Periodické okrajové podminky byly aplikovdny ve vSech dimenzich a simulace probi-
haly v NpT souboru, tj. za konstantniho tlaku, poctu Castic a pfi stejné teploté. Vychozi
struktury byly vZdy nejprve minimalizovany a termalizovany z teploty 10 K na 300 K pii
tlaku 10° Pa. Pak nésledovaly volné simulace, které se pro rizné systémy pohybovaly mezi
200—400 ns (délka volné simulace byla zvolena podle kone¢né konvergence a bude uvedena
u jednotlivych simulaci). Integracni krok byl zvolen 2 fs. Z konecné analyzy bylo vynechdno

pocatecnich 100 ns, které slouZily pro ekvilibraci systému.

Vsechny simulace vyuZzivaly jako solvent explicitni OPC model vody, [73] ve které byly

umistény Na™ ionty pro neutralizaci zdporn& nabitych fosfatd v molekule RNA.

Entalpie z jednotlivych simulaci byly ziskdny pomoci nastroje g_energy, ktery je sou-
casti softwarového baliku Gromacs. Rozdil entalpii byl vZdy pocitdn ze 2 nezavislych simu-
laci (obsahujici sbaleny, nebo rozbaleny stav RNA hairpinu), které obsahovaly stejny pocet

atomu o stejném typu.
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3.1.1 Simulované struktury

Tetraloop GAGA vyuzity v této praci byl odvozen z rentgenové struktury sarcin/ricin loopu
v 28S ribozomadlni RNA z E. coli s rozliSenim 1,04 A (PDB ID 1Q9A, residua 2658-2661).
[81] Nekanonické konce byly prodlouZeny o 2 pary (poskytujici hairpinovou sekvenci okta-
meru 5'-GC(GAGA)GC-3'"), nebo o 3 pary bazi (poskytujici hairpinovou sekvenci dekameru
5'-CGC(GAGA)GCG-3"). RozloZené struktury byly ziskdny pomoci MD simulaci za vysoké
teploty. [82] Podrobnéjsi popis oktameru poskytuje obr. 17 a dekameru obr. 18. Pro lepsi
popis poznamenejme, Ze se i v Ceské terminologii ¢asto vyuziva anglickych vyraza fold (pro

hairpinovou strukturu) a unfold (pro strukturu rozloZenou).

Bylo provedeno celkové 12 simulaci RNA oligonukleotidii, obsahujici systém hairpinu
ve vode a systém hairpinu na grafenu. Nasledné byly studovany i systémy oktameru s dvou-
vrstvym grafenem a s grafenem na SiO, matrici. Simulace obsahujici dekamer mély délku
volné simulace 400 ns. Simulace s oktamerni strukturou ve vodé€ a na 1 grafenu mély délku
volné simulace 300 ns a dopliikkové simulace s 2 grafeny a grafenem na oxidu kfemicitém
byly o délce 200 ns. V nasledujicim seznamu je uveden konkrétni vycet simulaci s velikosti

simulacnich boxi vychozich systému (graficky jsou vychozi struktury zobrazeny na obr. 19):

1. SloZeny dekamer ve vodé¢ (bez grafenu) (8,5 x 8,5 x 8,5 nm)

2. RozloZeny dekamer ve vodé (bez grafenu) (8,5 x 8,5 x 8,5 nm)
3. SloZeny dekamer na grafenu (8,5 x 8,4 x 5,5 nm)

4. Rozlozeny dekamer na grafenu (8,5 x 8,4 X 5,5 nm)

5. Slozeny oktamer ve vodé (bez grafenu) (6,5 x 6,5 x 6,5 nm)

6. RozloZeny oktamer ve vodé (bez grafenu) (6,5 x 6,5 x 6,5 nm)
7. Slozeny oktamer na grafenu (8,5 x 8,4 x 5,5 nm)

8. RozloZeny oktamer na grafenu (8,5 x 8,4 x 5,5 nm)

9. SloZeny oktamer na dvou grafenech (8,5 x 8,4 x 5,5nm)
10. RozloZeny oktamer na dvou grafenech (8,5 x 8,4 x 5,5 nm)
11. SloZeny oktamer na grafenu umisténém na SiO, (8,5 x 8,4 X 5,5 nm)

12. RozloZeny oktamer na grafenu umisténém na SiO; (8,5 x 8,4 x 5,5 nm)
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1.8 nm

1.3 nm

(d)

Obrazek 17: Charakteristika oktameru hairpinu RNA a) sekundarni struktura b) vyska hair-
pinu (modra barva zndzornuje tetraloop, zelend kmen A-RNA dvousrobovice) ¢) rozméry

hydrofobického kontaktu d) slozend struktura hairpinu e) rozloZena struktura hairpinu
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2 nm

1,7 nm

Obrazek 18: Charakteristika dekameru hairpinu RNA a) sekundérni struktura b) vyska hair-
pinu (modra barva zndzornuje tetraloop, zelend kmen A-RNA dvousrobovice) ¢) rozméry

hydrofobického kontaktu d) sloZend struktura hairpinu e) rozloZen4 struktura hairpinu
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1) _ 2)

3) 4)

5) 6)

9) 10)

1) 12)

Obrazek 19: Schéma vychozich systému pro jednotlivé simulace
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3.2 Vysledky a diskuze

V priloZené studii byla provedena méfeni pomoci mikroskopie atomarnich sil (AFM) v ka-
palné fazi, které poskytly informace o chovani RNA dekameru na grafenu. Na uhlikatém
povrchu byly pozorovany vznikajici motivy z RNA, ovSem pouze z experimentalnich dat ne-
bylo mozné urcit konformaci, ve které se RNA na grafenu vyskytuje. Proto byly provedeny
simulace, které mohly poskytnou novy pohled na danou problematiku. Jelikoz byly prove-
deny simulace se sbalenou a rozbalenou strukturou na grafenu oddélené, tak jsme mohli
ziskat teoretické vysky obou konformaci a jejich srovndnim s vySkami experimentdlnimi se

dalo jednoznacné urcit, Ze RNA se na povrchu nachazi ve své rozbalené formé.

3.2.1 Strukturni charakteristika RNA na grafenu

Na naSich ¢asovych Skalach nebylo mozné pfimo pozorovat sklddani nebo rozkladani hair-
pinu ve vodném prostiedi, které probiha na casovych skalach dosahujici us az s. [44] Z to-
hoto diivodu nebylo mozné pozorovat vyrazné konformacni zmény v hairpinovych struktu-
rach, a proto byly jednotlivé simulace rozdéleny na simulace obsahuji sbalenou, nebo rozba-

lenou strukturu RNA.

Rozlozené struktury v pribéhu simulace stoCily patef RNA obéma konci k sob¢é a vytvo-
fily struktury, které jsou zobrazeny na obr. 20. U oktameru doslo ke konecnému stoceni po
100 ns a u dekamer po 120 ns a obé struktury byly néasledné stabilni v pribéhu celé doby
simulace. Takto stocené strukutry byly v interakci s grafenem skrze 1 — n vazby. Po utvo-
feni struktury zobrazené na obr. 20 byl unfoldovany oktamer v kontaktu s grafenem skrze
4 (11 % casu), 5 (66 % cCasu), nebo 6 (23 % casu) bazi. Ve strukture oktameru se vyskyto-
valy nejCastéji 3 vodikové vazby (na obr. 21 jsou graficky zndzornény poméry mezi pocty
vodikovych vazeb v simulaci). Dekamer byl s grafenem v interakci skrze mensi pocet bazi
nez oktamer, a to skrze 3 (12 % casu), 4 (53 % cCasu), nebo 5 (35 % cCasu). Ve struktuie
dekameru se vyskytovalo nejcastéji 10 vodikovych vazeb (viz obr. 21). Pfitomnost interakce
baze—grafen se uvazovala, pokud baze byla od grafenu vzdalena do 0,7 nm a svirala s nor-
mdlou roviny grafenu thel 90 £ 15°. Pocet vodikovych vazeb byl ziskdn pomoci néstroje

h_bonds, ktery je obsaZen v softwarovém baliku Gromacs.
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Obrazek 20: Struktruni vyvoj rozloZené struktury oktameru a dekameru v pribéhu simulace

B Oktamer
B Dekamer

Intenzita

123456789101112131415161718
Pocet H vazeb

Obrazek 21: Pomér poctu vodikovych vazeb v rozbalené struktufe RNA na grafenu
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Teoretické vysky pro oktamer a dekamer byly zaneseny do histogramt v obr. 22. Pro

srovnani byly do histogramu s dekamerem zaneseny zmétfené vysky pomoci AFM v kapalné

fazi (koncentrace RNA byla ¢(RNA) = 2 pmol pl_l).

1,2+ 0,1 nm 1,9 £ 0,1 nm
s
'R
5
|
0 0,5 1 1,5 2 2.5 3 35
Vyska struktury (nm)
1,2+ 0,1 nm 22+ 0,1 nm
s
i
5
g

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 35
Vyska struktury (nm)

Obrazek 22: Vysky oktameru (nahofe) a dekameru (dole) na grafenu. Cervend barva zna&{
unfoldovanou strukturu a modra foldovanou (teoretické vysky jsou prolozeny Gaussovou

kiivkou normalniho rozdéleni). Zelend barva v histogramu dekameri zna¢i experimentaln{

vysky
Na obr. 22 jde vidét, Ze experimentdlni vyska (1,2 £+ 0,2 nm) dekameru RNA na gra-

fenu je srovnatelna s teoretickou vyskou unfoldovaného dekameru (1,2 + 0,1 nm). Z tohoto

srovndani Ize usuzovat, Ze se RNA na grafenu bude nachézet ve své rozbalené formé.
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3.2.2 Entalpické zmény

Jelikoz je entalpie stavova veli€ina, tak 1 kdyZ nelze na naSich Casovych Skélach pozorovat
piimé sbaleni (nebo rozbaleni) RNA do hairpinu, tak jsme mohli vyslednou entalpii vypocitat
jako rozdil odpovidajicich si systému se sloZenou a rozloZenou strukturou RNA hairpinu, at’

uz umisténého na grafenu nebo ve vodée.

RNA oligonukleotid ve vodé

Z experimentdlnich méfenich je zndmo, Ze ndmi vybrany tetraloop se ve vodném prostiedi
samovolnég sbaluje. [83] Toto pozorovani bylo podpofeno i naSimi simulacemi, kde sbaleny
stav byl entalpicky vyhodng&ji. Zji$téna zména entalpie byla AH = 10 + 2 kcal mol~! pro
systém s oktamerem a AH = 15 + 1 kcal mol~! pro systém s dekamerem ve prospéch sba-
lené struktury. MiZeme vidét, Zze pfidanim dal$iho paru guaninu a cytosinu do hairpinové

struktury dochézi k jejf stabilizaci o 5 kcal mol~!.

AN AH =-10 + 2 kcal/mol
Pl —

AH=-15 + 1 kcal/mol o

B
——) -
he

Obrézek 23: Zména entalpie v simulacich oktameru a dekameru RNA ve vodé

Nizsi entalpie pro sbalené struktury naznacuje, Ze se oligonukleotidy RNA budou sa-
movolné sklddat do hairpinové struktury ve vodném prostiedi. Tento zavér, ktery ve shodé
s experimentdlnim méfenim, kde se RNA taktéz samovolné skldda do hairpinu, podporuje

spravnost nami pouZzitého silového pole a nastaveni simulaci.
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RNA oligonukleotid na grafenu

Diéle jsem se dival na zménu entalpie stejného procesu, ktery nyni probihal na povrchu gra-
fenu. ZjiSténd zména entalpie mezi simulacemi sbaleného a rozbaleného oktameru na gra-
fenu byla AH = 11 + 3 kcal mol™!, kdy termodynamicky vyhodné&jsi byla rozbalend struk-
tura. Zména entalpie pro dekamer na grafenu byla nizsi. Zjisténa entalpickd zména v simu-

lacich s dekamerem byla AH =2 =+ 2 kcal mol ™!, ve prospéch rozbalené struktury.

AH=-11 + 3 kcal/mol

)

AH=-2 + 2 kcal/mol

Obrazek 24: Zména entalpie v simulacich oktameru a dekameru RNA na grafenu

Niz§i entalpie pro rozloZenou strukturu oktameru i dekameru na grafenu naznacuji, Ze
se malé RNA molekuly budou na grafenu rozbalovat, coZ je opacny d€j oproti systému ve
vodé. Termodynamické udaje spolecné se strukturni charakteristikou implikuji, Ze grafen na-
pomdha RNA molekuldm se rozlozit z hairpinové struktury a tim ztraci svou ptivodni funkc-
nost. Z toho vychdzi, ze pouziti hairpinu ve své dosavadni podobé (bez dalSich modifikaci)

neni mozné.

Nésledné jsme provedli dodate¢né simulace, které mély dédle prozkoumat roli substritu

nachdzejiciho se pod grafenem.

RNA oligonukleotid na grafenu umisténém na substratu

Pro doplnéni jsme provedli simulace, kdy jsme umistili sbaleny a rozbaleny oktamer RNA na

dvouvrstvy grafen. Vysledna zména entalpie mezi simulacemi byla AH = 11 + 3 kcal mol ™!
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s termodynamicky stabilnéjsi rozbalenou strukturou.

V nasem modelu jsme nepozorovali rozdil v diferenci entalpii mezi systémy s 1 a 2 gra-
feny, i kdyZ podle experimentalnich vysledkti by méla interakce mezi polynukleotidy a gra-
fenem rist s poCtem vrstev grafenu (pfi maximalni interakci se 7 molekulami grafenu). [61]
Interakce mezi RNA a grafenem je v naSich simulacich zprostfedkovavana pouze skrze vdW
interakce, jejiZ sila prudce klesd s rostouci vzdalenostf, kdy pfi zjisténé odchylce 3 kcal mol !

jsme nebyli schopni pozorovat rozdil oproti simulaci s 1 grafenem.

Pti pripravé grafenu metodou mechanické exfoliace se vyslednd vrstva grafenu nejcastéji
prichyti na substrit z oxidu kremicitého. Tato metoda byla vyuZita i pii pfipraveé grafenu se
kterym byly provedeny experimentdlni métfeni v priloZzené préci. Proto jsme provedli simu-
lace sbaleného a rozbaleného oktameru na grafenu umisténém na SiO,. I v tomto piipadé
jsme pozorovali, Ze rozbalend forma je entalpicky preferovanym stavem. Vypoctend zména
entalpie byla AH = 10 & 2 kcal mol~!. I v simulacich s grafenem umisténém na oxidu kfe-
micitém nebyly zjiSténé hodnoty pfili§ odlisné od hodnot zjiSténych z pfedchozich simulaci

RNA na grafenu.

Ze téchto vysledkl je mozno usoudit, Ze nas systém neni prili§ sensitivni na vliv pod-
lozky, na které je grafen prichycen neni marginalni. OvSem 1 v té€chto simulacich se proka-

zalo, Ze se RNA bude vyskytovat na povrchu grafenu v rozbalené formé.

AH=-11 + 3 kcal/mol

—

AH =-10+ 2 kcal/mol

)

Obrazek 25: Zména entalpie v simulacich oktameru RNA na 2 grafenech a na grafenu umis-

téném na Si0»
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4. 7.aver

Cilem této bakalédiské prace bylo prozkoumat interakce mezi povrchem grafenu a malych
RNA molekul. Za timto dcelem jsem pouZzil molekularné dynamické vypocty, jez poskytly
uzite¢né informace do priloZené price, kterd byla publikovédna v Casopise 2D materials. Bylo
provedeno celkové 12 simulaci s RNA molekulami o délce 8 a 10 nukleotidii obsahujici
GAGA tetraloop, ktery v RNA molekuldch napomaha k tercidlnimu sklddani, nebo vytvaii
aktivni misto pro interakci s proteiny. Simulace byly provedeny s oligonukleotidem ve vod-

ném prostiedi, na grafenu, na 2 grafenech a na grafenu, ktery byl pfichycen na vrstvé SiO,.

Vysledky simulaci zprostfedkovaly atomérni nahled na chovani malych RNA molekul
na grafenu a poskytly tak dalsi dilezité informace k méfeni, které bylo provedeno pomoci
AFM v kapalné fazi. Experimentalné bylo zjisténo, Zze RNA na povrchu grafenu tvoii motivy.
OvSem pouze z experimentdlniho méfeni nebylo mozné urcit ve sledovanych strukturdch
konformaci RNA na grafenu. Pravé diky mozZnosti provést simulace s rozbalenou i sbalenou
RNA jsme mohli srovndnim experimentdlnich a teoretickych vySek RNA jednoznacné urcit,

Ze se na povrchu grafenu bude RNA nachézet ve své rozbalené formé.

Fakt, Ze se malé RNA molekuly na grafenu rozbaluji byl dale podpofen vypoctem zmén
entalpie. Zména entalpie v simulacich s oligonukleotidem ve vodném prostiedi a bez pfi-
Naopak veskeré vypocty rozdilu entalpie systému, které obsahovaly RNA molekulu umis-
ténou na grafenu ukazuji, Ze se RNA na grafenu samovolné rozbaluje. Obdobny trend byl

pozorovén i v simulacich s RNA na 2 grafenech a na grafenu umisténém na SiO;.

Pomoci MD simulaci bylo ukdzdno, Ze kratké RNA molekuly se na grafenu rozbaluji
a ztraci svoji funkcionalitu. Tim padem, jelikoZ pro moznou senzoriku biotoxint je potfeba
zachovat sekundarni strukturu hairpinu RNA, tak je nutna dal$i funkcionalizace, nebo mo-
difikace systému. AvSak znalost konformac¢niho chovdni RNA na mezifazi grafenu a vody

miiZe oteviit novou cestu pro vyuZiti grafenu.
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Abstract

Graphene-based materials enable the sensing of diverse biomolecules using experimental
approaches based on electrochemistry, spectroscopy, or other methods. Although basic sensing was
achieved, it had until now not been possible to understand and control biomolecules’ structural
and morphological organization on graphene surfaces (i.e. their stacking, folding/unfolding, self-
assembly, and nano-patterning). Here we present the insight into structural and morphological
organization of biomolecules on graphene in water, using an RNA hairpin as a model system. We
show that the key parameters governing the RNA’s behavior on the graphene surface are the number
of graphene layers, RNA concentration, and temperature. At high concentrations, the RNA forms a
film on the graphene surface with entrapped nanobubbles. The density and the size of the bubbles
depend on the number of graphene layers. At lower concentrations, unfolded RNA stacks on the
graphene and forms molecular clusters on the surface. Such a control over the conformational
behavior of interacting biomolecules at graphene/water interfaces would facilitate new applications
of graphene derivatives in biotechnology and biomedicine.

1. Introduction

Graphene is an amazing 2D material with
extraordinary properties such as high sensitivity and
low electrical noise, which both have been successfully
exploited in sensing and biosensing applications
[1-7]. Applications based on the interactions of
graphene with biomolecules are especially interesting
and potentially useful in drug delivery, detection, DNA
sequencing and analysis [6, 8—11], cell-bionic systems,
neural signal imaging, and neural prostheses, among
other things [12—14]. However, the development of
such applications requires a deeper understanding of
the interactions of graphene with biomolecules and
their building blocks. This will enable the rational
design of advanced techniques for, e.g. constructing
more effective and sensitive (bio)sensors or optimized
connections between graphene and living cells. It is

relevant for biotechnological or medical applications
that the analysis of any biomacromolecule’s
conformational behavior (e.g. proteins and nucleic
acids) and their interactions with graphene are based
on studies conducted under physiological or near-
physiological conditions. At least, such systems must
be studied in water at ambient temperature. This
requirement regarding the conditions significantly
restricts the range of experimental techniques, which
can be used to characterize the interaction behavior.
Among the available experimental techniques, liquid
mode atomic force microscopy (AFM) stands out
because of its ability to provide direct nanoscopic
insight [15, 16]. The topological information
acquired from liquid mode AFM can be further
interpreted with the aid of in silico molecular dynamics
(MD) simulations. Methods for the atomistic MD
simulation of biomacromolecules have become

© 2018 IOP Publishing Ltd
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sufficiently mature to provide very useful structural
information about the conformational behavior of
biomacromolecules [17-19].

Calorimetric experiments show that nucleobases
adsorb on graphene and graphite in water environ-
ment, with binding affinities decreasing from guanine
to thymine (G > A > C ~ T) [20, 21]. Theoretical
calculations indicate that the main source of stabiliza-
tion comes from dispersion interaction (7— stacking)
[22,23].1tis worth noting that MD simulations suggest
that graphene-base interaction is stronger than base-
base stacking [24], which implies that nucleic acids
may undergo conformational changes upon binding
to graphene surface. AFM experiments with single
stranded DNA containing thousands of nucleotides
show that the DNA molecules adsorb to the graphene
surface [25,26]. However, these experiments were car-
ried out using dried samples and cannot fully reflect
behavior of DNA in its native water environment,
where solvation/desolvation processes play important
role due to the polyanionic nature of DNA. Theoretical
calculations explicitly including water environment
suggest that DNA can adsorb on the carbonaceous
surface [27-30]. AFM experiments with dry single
stranded DNA samples confirm that intramolecular
stacking in the single strand competes with the 7—m
stacking to graphene [31]. On the other hand, dou-
ble stranded DNA does not unfold on graphene [26],
however, MD simulations suggest that DNA duplexes
may stack on graphene by stem-ending base pairs
[32].Itis worth noting that also inorganic polyanionic
phosphonic acids form highly oriented domains on
graphitic surfaces that are parallel aligned with the sur-
face [33]. Interaction of RNA with graphene surface is
unexplored with respect to DNA, despite the fact that
short RNAs are gaining more and more attention due
to their important biological role in gene expression
regulation [34]. In addition, despite all the progress in
this field any direct experiment addressing conforma-
tional behavior of nucleic acids on graphene in native
water environment has not been presented yet.

We analyzed the behavior of 10-nucleotides-long
RNA oligonucleotides on graphene surfaces in water.
We chose this oligonucleotide because of its struc-
tural features: it is an autonomous RNA hairpin that
folds in a context-independent manner, has a hydro-
phobic patch at the bottom of the A-RNA duplex, and
contains a GNRA tetraloop tip (figure 1) that serves
as a recognition spot in RNA-RNA and RNA-protein
interactions [35, 36]. Moreover, hairpins including the
GNRA tetraloop sequence exhibit high thermal stabil-
ity [37,38].

Our liquid AFM experiments revealed that the
behavior of this RNA on graphene is complex and
dependent on the RNA concentration, the temper-
ature, and the number of graphene layers. In water,
graphene caused the oligonucleotide to unfold; MD
simulations indicated that the RNA nucleobases pref-
erentially stacked with the graphene surface. That is,
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stacking interactions between the graphene surface
and nucleobases appeared to outcompete internal
interactions within the folded RNA. At higher con-
centrations, the RNA formed a homogenous uniform
film on the graphene surface, entrapping nanobubbles
in a self-assembled pattern. The pattern’s properties
depended on the number of graphene layers. As the
number of layers increased, the nanobubbles became
larger and more sparsely distributed. These observa-
tions clearly demonstrate that a prototypical RNA
molecule exhibits complex behavior on graphene
surfaces. Such behavior could influence signal har-
vesting from graphene-based biosensors because the
observed unfolding might complicate processes such
as the construction of graphene-RNA aptamer-based
sensors. Besides the number of graphene layers, addi-
tional experiments identified several variables—the
biomolecule concentration, temperature, and surface
hydrophobicity—through which the behavior of bio-
molecules on graphene could be manipulated. Systems
designed for applications in fields such as drug deliv-
ery, gene therapy, or ultrasound imaging would benefit
from this degree of control.

2. Methods

2.1. Experimental details

Graphene flakes were prepared by mechanical
exfoliation of natural graphite (Alfa Aesar, USA)
and deposited on top of a Si substrate with a 300 nm
thick SiO, layer under normal ambient conditions.
The flakes were located by optical microscopy and
their identity was confirmed by Raman spectroscopy.
The RNA oligo 5-CGC(GAGA)GCG-3' (DNA
Technology, Denmark) was dissolved in DNA/RNA
base-free water (Life Technologies, Denmark) to a
concentration of 100 pmol pl~! and stored at —20 °C
as 10 plaliquots. Ina typical measurement, 5 1l of RNA
solution (100 pmol pl~!) was deposited directly onto
the graphene surface on the SiO, substrate without
further treatment.

All AFM images were recorded using a commer-
cial MultiMode VIII AFM instrument (Bruker, Santa
Barbara, USA) operated in tapping mode unless stated
otherwise. For AFM imaging in aqueous suspension,
5 ul of RNA solution (100 pmol zl~!) was deposited
directly onto the graphene surface on the SiO, sub-
strate and incubated for 5min at room temperature.
Then, 40 ] DNA/RNA base-free water was deposited
on the surface and liquid AFM was performed using
silicon nitride cantilevers (OMCL-TR400PSA-1;
Olympus). Immediately before ambient AFM
imaging, the sample was dried with nitrogen. AFM
imaging in air was performed using ultrasharp silicon
cantilevers (OMCL-AC160TS-R3; Olympus) with
a nominal spring constant of 26 N m~'. For thermal
control, the AFM scanner was equipped with a heating
element that served as a suitable platform for the ther-
mal response experiments. The resistive heating stage
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Figure 1. (a) Secondary structure of the studied 10-nucleotides long RNA oligonucleotide, which forms an RNA hairpin in water.
(b) The hairpin consists of an A-RNA double-helical stem comprising three Watson-Crick GC pairs (represented by the blue
surface),and a GNRA tetraloop that creates a reverse bend in the RNA backbone (red surface). The folded RNA hairpin is 2nm in
height and has (c) a hydrophobic spot (highlighted in black) that can interact with a hydrophobic graphene surface.

A 4

provides a temperature range from room temperature
(RT) to 100 °C with a resolution of 0.1 °C. All the AFM
images and size distributions were analyzed using the
commercial Scanning Probe Image Processor software
package (SPIP, Image Metrology, Denmark).

For electron microscopy, the samples were dis-
persed in water, sonicated for 5min and one drop put
on copper grid with Holey carbon film. After drying
in the air at room temperature were samples measured
by high-resolution (HR) transmission electron micro-
scope (TEM) Titan G2 (FEI) with Image corrector on
accelerating voltage 80 kV. Images were taken with BM
UltraScan CCD camera (Gatan). Energy dispersive
spectrometry (EDS) was performed in scanning TEM
(STEM) mode by Super-X system with four silicon
drift detectors (Bruker). STEM images were taken with
HAADF detector 3000 (Fishione).

2.2. Computational details

MD simulations were performed using the Gromacs
4.5.5 package [39] with the Plumed 2.1.1 extension
[40]. The initial structure of the folded RNA hairpin
tetraloop (TL) was derived from the x-ray structure of
the sarcin/ricin loop with PDB ID 1Q9A [41], and was
terminated by two and three GC pairs, respectively, to
increase the fragment’s stability, yielding the sequence
5/-GC(GAGA)GC-3’ and 5-CGC(GAGA)GCG-3'.
The structure of the unfolded state was taken from a
high temperature MD simulation [42]. Graphene was

treated as a periodic sheet (resulting in box dimensions
of ca. 85 x85nm) consisting of uncharged
Lennard-Jones (L]) spheres with Cheng and Steele
interaction parameters [43]. RNA was modeled using
the ff99bscOy o3 force field [44] with revised van der
Waals (vdW) parameters for phosphate oxygens [45]
and an additional potential (HBfix) to improve the
description of native hydrogen bonding [46]. Both
corrections are crucial for a correct description of RNA
and have been shown to provide the correct balance of
folded/unfolded states in TL folding [46]. All systems
were solvated using the OPC water model [47] and
neutralized with Na™ ions [48]. Periodic boundary
conditions were applied in the xyz dimensions. The
particle mesh Ewald (PME) method (with a real
space cutoff of 1nm) was used to model long-range
interactions. VAW interactions were truncated at
1 nm. The LINCS algorithm [49] was used to constrain
bonds to hydrogen atoms. All MD simulations were
performed in the NpT ensemble, using the velocity
rescale thermostat [50] and the anisotropic Berendsen
barostat for pressure regulation. We considered both
folded and unfolded states of the RNA sequence to
calculate enthalpy differences corresponding to the
folding/unfolding process in water and on graphene
(see figure S10 (stacks.iop.org/TDM/5/031006/
mmedia) for an overview of the simulation setup). The
initial structures used for enthalpy calculations were
minimized and thermalized at 300K and 1 bar with a
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Figure2. (a) Liquid mode AFM images of single and double layer graphene and graphite immersed in RNA solution. (b) The
corresponding height distributions of nanoparticles on single and double layer graphene and graphite. The nanoparticles” heights
varied between 2.0 and 3.5 nm on single layer graphene and 5.0-6.5 nm on double layer graphene. On thicker graphite, two classes of
nanoparticles were observed: the heights of the smaller ones ranged from 2.5 to 4.0 nm and those of the larger ones ranged from 16.5
to 19.0 nm. (c) The number of graphene layers was determined by considering the systems” Raman characteristics.
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time step of 2 fs, followed by a 400 ns production run,
of which the first 100 ns were treated as an equilibration
stage and thus excluded from the final analysis. Average
enthalpies were obtained using Gromacs’ g energy
tool. Energy differences were recorded between
independent simulations corresponding to different
RNA conformations (folded and unfolded) with
and without the presence of graphene. A necessary
precondition for comparing the results of any two
simulations was that they involve the same numbers
of atoms of each type. This approach was successfully
used by Peréz-Villa et al to study RNA/protein
complexes [51]. To model RNA association, 9 unfolded
10-mer RNA molecules were placed in the vicinity of a
graphene surface (their total net charge was neutralized
by adding sodium counter ions) and simulated for
100 ns under the conditions described above.

3. Results

3.1. Self-organized pattern of RNA on the graphene
At the higher concentration of 100 pmol ul™!, the
studied RNA oligonucleotide formed a self-organized

pattern of nano-objects on the graphene surface
(figure 2). Liquid mode AFM was employed for the
topographical measurement and the visualization of
the mechanically exfoliated single and double layer
graphene and graphite while being immersed in the
RNA solution. Further, AFM aided in the identification
of the different patterns formed by nano-objects on
the graphene/graphite surface (supporting figure S1).
The self-organized pattern was rather homogeneously
distributed over the graphene surface independent of
the layer underneath. The number of layers, however,
influenced both size and density of the nanoparticles
(figure 2(a)). The height histograms of the particles’
dimensions were evaluated for all three substrates,
single and double layer graphene and graphite. The
average particle height on single layer graphene was
2.6 £ 0.4nm, while the nanoparticles on graphene
bilayers were twice as large on average, 5.6 £+ 0.3nm
(figure 2(b)). On graphite, two sizes of objects
were observed with average heights of 3.3 £0.5
and 17.6 £ 1.1nm arranged in a sparse network
(figure 2(b) and supporting figure S2). Besides the
dimension, the densities of the observed particles
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reveal an approximate vacancy depth of 1.5nm.

Figure 3. (a) Optical image of single/double layer graphene on an SiO02/Si substrate. (b) AFM topography image of graphene
immersed in an RNA solution observed by liquid mode AFM. The graphene surface is covered by a self-organized pattern of
nanoparticles whose size and density depends on the underlying surface’s number of graphene layers. (c) After drying, the
nanoparticles disappear, leaving vacancies in the RNA film. (d) The measured line profiles along the red and black lines shown in (c)
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Figure4. (a) AFM image of RNA solution on a graphene surface at RT, (b) at 75 °C, and (c) after cooling back down to RT (c). The
nanobubbles on the graphene surface dissipated upon heating and then reformed upon cooling, indicating that their formation is
reversible. The scheme below illustrates entrapping of nanobubbles in nanoholes within RNA film on graphene.

were estimated from the same AFM pictures. As the
number of graphene layers increased, the density
of nanoparticles on the carbon flakes fell from 187
particles per um? (ppsmi) for single layer graphene to
142 ppsmi for double layer graphene and ended with
104 ppsmi for the smaller particles on graphite. The

largest nanoparticles had a density of only 4 ppsmi. In
an intermediate conclusion, the nanoparticles’ height
and average distance to their nearest neighbor seemed
both to increase along with the number of graphene
layers. The size and density variation of the nano-
objects could not have been caused by experimental

5
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conditions since the AFM pictures were taken at the
same conditions at separate experiments and it was
even observed in a single measurement on different
layers (figure 3).

3.2. Nanobubbles entrapped by RNA film

on top of graphene

In order to decipher the nature of the observed nano-
objects we carried out additional experiments; liquid
mode AFM experiments at elevated temperature,
AFM experiments under ambient conditions and
high-angle annular dark field (HAADF) of scanning
transmission electron microscopy (STEM) followed
by the elemental mapping by the corresponding
energy dispersive x-ray spectroscopy (EDS) on dried
samples. In the performed liquid AFM experiments
at an elevated temperature, the nanoparticles
disappeared upon heating to 75 °C (figure 4) and then
reformed upon cooling back to room temperature
(RT), indicating a reversible process of formation/
disintegration of nano-objects. The well depth of the
vacancies observed at 75 °C was 1.5nm (supporting
figure S3). This suggested that the observed nano-
objects are not composed of biomolecules, but rather
of gas residing at the interface. The higher temperature
would cause the disintegration of these bubbles that
could originally prevent access of the probe to the
graphene surface in the liquid mode AFM. It is worth
noting that the self-assembled pattern remained intact
at the elevated temperature (figure 4), indicating that
the graphene surface was covered with a rather well-
packed network of RNA molecules.

Prior to the ambient AFM and STEM measure-
ments, the RNA-graphene samples were dried with a
dry nitrogen stream. During the drying process, the
nanoparticles disappeared, leaving vacancies at the
positions they had occupied, similarly to elevated
temperature experiment, and thereby seeming to pro-
duce a negative of the previous pattern (figures 3(b)
and (c)). The pattern was not a true negative since
the remaining holes were 1.5 £ 0.2nm deep match-
ing the results from the AFM at an elevated temper-
ature regardless of the number of graphene layers
(figure 3(d) and supporting figure S4). This led us to
the conclusion that the nanoparticles were nanobub-
bles made up from trapped gas adsorbed at the solid/
liquid interface of water and graphene. During the dry-
ing process, this interface would disappear and nano-
bubbles would disintegrate. Similar nanobubbles had
been observed in other AFM experiments [52], and
their stability was attributed to the encapsulation of a
Knudsen gas [53]. With the nanobubbles on one hand
and a hole depth of 1.5nm on the other, we further
deduced that the observed pattern was incorporated in
a layer of RNA molecules. This would mean, that the
RNA molecules cover the entire accessible graphene/
graphite surface forming a film on top of the surface.
With the exception, where the formation of nanobub-
bles acts as a mask preventing parts of the graphene to
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be covered. Therefore, the holes would already exist in
the liquid phase, but not be visible in the AFM pictures
because the probe would not penetrate the bubble
surface due to a low loading force. And thus, the holes
would be first visible in normal ambient conditions
after the disintegration of the nanobubbles due to
the drying. Such holes had been observed in previous
experiments with dry samples of single stranded DNA
on graphene [26], however, the mechanism of their
appearance was unclear.

Since the SiO, substrate was not covered by the
RNA film in any of our experiment, the thickness of
the RNA/graphene flake could be measured. The
obtained value 2.0 &= 0.2 nm agrees fairly well with a
sum of RNA layer (1.2 & 0.2 nm, see below) and single
graphene layer (0.3 £ 0.2nm), considering, moreover,
the eventual graphene and SiO, roughness. It should
be noted that the observed thickness of the RNA layer
on graphene in water and in air did not differ signifi-
cantly.

Additionally, the observed nano-objects were char-
acterized by HAADF in STEM mode of HR-TEM and
by the elemental mapping by EDS analysis (support-
ing figure S6). The elemental mapping identified the
presence of phosphorus, carbon and oxygen covering
the graphene surface and surrounding nano-objects.
Taking these pictures under UHV conditions under
an electron beam alters the behavior of RNA, but con-
firms presence of the RNA film on graphene surface.

3.3. RNA stacks unfolded to graphene surface
However, the formation of the well-packed RNA layer
is only possible when there is enough material to form
the homogenous film, i.e. if RNA concentration in
solution is high enough. We repeated the liquid mode
AFM experiment using the single layer graphene
and a 50-fold diluted RNA solution (c(RNA) =2
pmol ul™!). Under these conditions, we did not
observe the self-assembled pattern discussed above
(see figure 2(a)). The lower concentration was not
only insufficient to form the homogenous RNA
film but also unable to entrap gas nanobubbles on
the graphene surface. Even though, we observed
randomly and sparsely distributed nanoparticles,
we did not see any other alien nano-objects in the
system. The observed clusters were exclusively
attached to the graphene surface rather than the SiO,
support (supporting figure S1). We concluded that
the nanoparticles were individual RNA molecules
and small RNA clusters (remaining intact after
drying); whereby average experimental height was
1.2 £ 0.2nm. Regarding the experiments with higher
concentration, this confirmed homogenous RNA
layer and bubble hypothesis. Another indicator was
that the stiffness mapping revealed that the observed
features were softer than the substrate, although a
Young’s Modulus cannot be calculated due to the
small dimensions of the formed objects (supporting
figure S7).
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Figure5. (a) AFM topography image of a small area of the graphene monolayer in a dilute RNA solution, highlighting RNA
molecules and clusters in green (original AFM image without the highlighted areas is in figure $9), which were used for the grain
analysis resulting in the height histogram shown in panel (b). The mean height of RNA equals to 1.2 & 0.2 nm, which corresponds
to unfolded RNA (see panel (d)) stacking on the graphene surface. (b) Height histogram of distinct RNA molecules or clusters
observed on the graphene monolayer by AFM. (c) RNA cluster formed in an MD simulation whose structural features are consistent
with the AFM results. The coloring was chosen as in the panel (a) to clearly distinguish between the RNA molecules (in green) and
the substrate. (d) Theoretically estimated height histograms of folded (red) and unfolded (blue) RNA molecules on graphene from
two independent MD simulations. The insets show representative structures of the unfolded and folded states.
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3.4. Theoretical insightinto the grapheneinduced
RNA unfolding

To better understand the behavior of RNA molecules
on graphene, we performed classical all-atom MD
simulations of two differently sized oligonucleotides
(10-nucleotides-long and shorter 8-nucleotides-
long) in water and computed average enthalpies
for its folded and unfolded states. Assuming that
hairpin folding is an enthalpy-driven process
[54], partly counterbalanced by an unfavorable
entropy contribution that is connected with loss
of conformational freedom upon hairpin folding
(however, in total, the enthalpic contribution exceeds
the entropic term), the enthalpy difference can serve
for direct comparison of stability of individual RNA
states. The simulated oligonucleotides preferentially
adopted the folded hairpin conformation in water; the
folded form was more thermodynamically stable than
the unfolded form by AH = 15 + 1 kcal mol~! for
the 10-nucleotides-long RNA and by AH =10 £ 2
kcal mol ! for a shorter (8-nucleotides-long) hairpin.
Additional GC closing pairin 10-mer hairpinincreased
the stability of the folded form by approximately
AH=5 kcal mol! compared to 8-nucleotide
RNA. This observation is consistent with previous

experimental findings suggesting that the studied
oligonucleotide is an autonomously folding hairpin
motif that is thermally stable at ambient temperature
[55]. These results suggested that the chosen force
field and MD simulation setup adequately described
the studied system and could be used to help interpret
the experimental results. We, therefore, performed
additional simulations to study the RNA hairpin’s
behavior on graphene. The unfolded 10-nucleotides
long RNA stacked on the graphene surface was more
stable (by AH =2 = 2 kcal mol™!) than the folded
hairpin interacting with graphene. In the case of the
shorter 8-mer hairpin, the enthalpy difference was
11 & 3 kcal mol ! again in favor of the unfolded form.
Moreover, in our simulations practically all bases were
directly stacked to the graphene surface. Thus, the
unfolded state may be further stabilized by reducing
the hydrophobic surface of graphene exposed to water
upon base stacking to this surface, i.e. by hydrophobic
effect. All this suggests that the hairpin should be
expected to unfold in the presence of graphene and
bind to the graphene surface via 7— interactions [22].
The average height of the unfolded 10-nucleotide-
long RNA on graphene was 1.2 4+ 0.1nm, which
is consistent with the height observed in the AFM
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experiments with dilute RNA (figures 5(b) and
(d)). In another MD simulation with more RNA
molecules, we observed the formation of contacts
between individual unfolded oligonucleotides on
the graphene surface, and the development of RNA
clusters (figure 5(c)), which again agreed with the
experimental observations. Approximately one half
of the bases of individual RNA molecules forming the
clusters stacked to the graphene surface and the other
half created intermolecular contacts via stacking and
hydrogen bonding interactions among RNA hairpins.
Each RNA molecule formed ~7 hydrogen bonds with
the neighboring RNA hairpins (for more details see
supporting figure S8). These noncovalent interactions
stabilized RNA clusters on the graphene surface.

Taken together, the experiments and simulations
discussed above provide enough evidence that RNA
forms stacking interactions with graphene surfaces
in water, leading to the development of homogene-
ous RNA films consisting of clusters of interacting
RNA oligonucleotides. These films entrap nanobub-
bles on the graphene confined by RNA film. Heights
and lateral distributions depend on the number of
underlying graphene layers. Both height and lateral
size of the bubbles might be rationalized by combi-
nation of the Young—Laplace and Young equations,
although, it is worth to note that the predictability
of such macroscopic description is rather limited in
case of nanobubbles containing Knudsen gas [53].In
addition, the nanobubbles observed in this study are
even one order of magnitude smaller than the nano-
bubbles stabilized by the Knudsen gas. We hypoth-
esize that the nanobubbles of such small size are sta-
bilized by pinning to the RNA film, which is in turn
sensitive to the number of graphene layers because of
different hydrophobicity of such surface. The experi-
ments were performed using graphene mounted on
a hydrophilic SiO, surface. Because graphene exhib-
its partial wetting transparency [56], the hydropho-
bicity of the multilayer surface should increase with
the number of graphene layers [57]. A corrugation
of graphene surface also decreases with number of
stacked graphene layers. However, the mechanism
governing formation of nanobubbles entrapped in
RNA film is not fully elucidated and deserves further
analysis.

4. Conclusions

We analyzed the behavior of a prototypical RNA
oligonucleotide on graphene in water by liquid mode
AFM and interpreted the results with the assistance
of all-atom MD simulations. The RNA molecules,
which form thermally stable native folded hairpin
structures in water, melt on the graphene surface. At
sufficiently high concentrations, the unfolded RNA
molecules form a film that entraps nanobubbles; at
lower concentrations, they assemble into clusters
of unfolded RNA oligonucleotides that are sparsely
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distributed over graphene surface. The calculations
suggested that the experimentally observed
unfolding occurs because stacking interactions
between RNA nucleobases and graphene outweigh
the intramolecular interactions that stabilize the
RNA hairpin in water. The height and distribution of
nanobubbles over the graphene surface depended on
the number of graphene layers, i.e. the hydrophobicity
of the graphene surface. On single layer graphene, the
bubbles were smaller and more densely distributed,
while on graphite they were large and sparsely
distributed over the surface. Biomacromolecules can
thus display very specific behaviors upon contact with
graphene surfaces in water, and their properties can
vary with the surface hydrophobicity, concentration
and temperature. These results and the implied
possibility of manipulating the properties of surface-
bound biomolecules should be borne in mind when
developing graphene-based sensors or graphene-
based nanocarriers for applications in areas such as

drug delivery or gene therapy.
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