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Obiettivi Raggiunti: sviluppo di metodologie efficienti per l’analisi qualitativa, quantitativa e la 
simulazione di nanomateriali di origine biologica con potenziali proprietà sensoriali. Studio di 
varie sequenze oligonucleotidiche. Studio di strutture intermedie presenti in processi di 
ricombinazione. 
Attività Svolta: il programma di ricerca svolto, concordato con i Dottori Case ed Olson, è 
stato suddiviso in due diverse linee: 1) studio della conformazione di varie sequenze di RNA 
(progetto di breve durata); 2) studio di giunzioni di Holliday a quattro vie (DNA): scopo finale di 
questo studio è la descrizione del fenomeno della migrazione delle giunzioni (progetto di lunga 
durata). Le linee di ricerca sono state sviluppate contemporaneamente in modo da sfruttare al 
massimo il periodo di permanenza presso il BioMaPS Laboratory. 
Linea 1. RNA 
Sono state ottimizzate sequenze diverse di A-RNA: polyApolyU e polyGpolyC, costituite da 24 
coppie di basi, la sequenza R(AAAAAAGGGGGGAAAAAAGGGGGG)2, polyGpolyC formata 
da 11 coppie di basi e la sequenza GGUCACAGCCC. Le prime tre sono state costruite 
utilizzando il programma web w3dna sviluppato dall’Università Rutgers, mentre le altre due 
strutture sono state estratte dal Nucleic Acid Database (NDB) (X-ray: AR0020) e dal Protein 
Data Bank (X-ray: 1KD5). Le ottimizzazioni sono state eseguite utilizzando vari modelli di 
solvente implicito (Generalized Born approximation - GB) disponibili in AMBER10 ed hanno 
avuto lo scopo di verificare l’affidabilità della descrizione. L’analisi dei risultati, eseguita 
utilizzando appositi programmi sviluppati all’interno del laboratorio BioMapS, ha rivelato che, 
indipendentemente dal modello GB usato, tutte le strutture ottimizzate presentavano un 
allargamento del major groove ed un conseguente restringimento del minor groove, entrambi 
in disaccordo con le osservazioni sperimentali. L’analisi non è però riuscita ad individuare la 
causa di questa discrepanza e sono stati avviati ulteriori controlli sia sul metodo GB sia sui 
parametri del campo di forze. 
Linea 2: Giunzioni di Holliday a quattro vie. 
Introduzione. La ricombinazione genica consiste nella rottura e riunione di doppie eliche 
omologhe di DNA ed il meccanismo può essere descritto dal modello di Holliday. Questo 
modello prevede un preciso allineamento di sequenze di DNA omologhe di due doppie eliche 
parentali, un taglio endonucleolitico con conseguente invasione dell’altra elica da parte di 
ciascuna elica tagliata, la formazione di una giunzione (intermedio di Holliday) e  la migrazione 
del punto di ramificazione. La successiva risoluzione nelle doppie eliche ricombinanti avviene 
attraverso il taglio della struttura intermedia. La microscopia elettronica ha dato prova diretta 



dell’esistenza delle giunzioni di Holliday, dimostrando l’esistenza di doppie eliche di DNA 
riunite da tratti di DNA a singola elica ai siti della ricombinazione genetica. La giunzione a 4 vie 
è accettata come l’intermedio centrale nella ricombinazione genica omologa. 
Una significativa distinzione tra le diverse giunzioni a 4 vie sta nella loro potenziale abilità ad 
effettuare “migrazione di branca”, che consiste nello srotolamento e nel riavvolgimento delle 
doppie eliche di DNA, una volta che la giunzione di Holliday si è formata, causando lo 
spostamento del punto di incrocio avanti e indietro lungo il DNA cromosomico. Questo 
fenomeno può rapidamente far aumentare la lunghezza di DNA a singola elica che viene 
scambiato tra due molecole di DNA. Dopo che è avvenuta la migrazione di branca, la 
giunzione di Holliday viene tagliata e i filamenti di DNA interrotti sono riuniti assieme a formare 
due molecole separate di DNA. Ci sono due modi in cui può essere tagliata e riunita una 
giunzione di Holliday. Se viene tagliata in uno dei due piani, le due molecole di DNA prodotte 
esibiranno crossing over, cioè il DNA cromosomico al di là del punto dove è avvenuta la 
ricombinazione sarà stato completamente scambiato tra i due cromosomi. Mentre se la 
giunzione di Holliday viene tagliata nell’altro piano, il crossing over non avviene, ma le 
molecole di DNA mostrano una regione non complementare vicino al sito dove si era formata 
la giunzione di Holliday. 
Messa a punto del metodo. Studio della dinamica e della flessibilità conformazionale di varie 
tipologie di giunzioni a 4 vie. 
Sono stati ottimizzati (ottimizzazioni con solvente implicito – GB) e sottoposti a dinamica 
molecolare (MD) modelli di giunzioni immobili (gli undici modelli riportati nel lavoro pubblicato 
sul Biophysical Journal, sotto citato), generati dal programma sviluppato da Srinivasan ed 
Olson [Annankoil R. Srinivasan & Wilma K. Olson Biochemistry 1994, 33, 9389-9404], 
concordanti con le osservazioni sperimentali [Mikhail A. Karymov, Mathivanan Chinnaraj, 
Aleksey Bogdanov, Annankoil R. Srinivasan, Guohui Zheng, Wilma K. Olson & Yuri L. 
Lyubchenko Biophysical Journal 2008, 95, 4372-4383]. Le strutture sono state classificate in 
base all’arrangiamento delle due doppie eliche ed in base ai valori di energia relativa ottenuti 
dopo ottimizzazione. Sono stati valutati gli effetti dovuti alla variazione della concentrazione 
dei sali in soluzione (0.1 M, 1.0 M e 10 M) e l’effetto della presenza di ioni espliciti nei pressi 
della giunzione. Alcuni risultati sono mostrati nella presentazione allegata. La collaborazione è 
aperta ed il progetto è in corso. 
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A A HollidayHolliday JunctionJunction arisesarises whenwhen twotwo
homologoushomologous DNA DNA duplexesduplexes becomebecome nickednicked
and and exchangeexchange single single strandsstrands uponupon rejoiningrejoining..

A. R. A. R. SrinivasanSrinivasan and and WilmaWilma K. K. OlsonOlson BiochemistryBiochemistry 1994, 33, 93891994, 33, 9389--94049404

A A HollidayHolliday JunctionJunction isis a mobile a mobile junctionjunction
betweenbetween 4 4 strandsstrands ofof DNA. The 4DNA. The 4--stranded stranded 
DNA DNA complexcomplex isis anan importantimportant intermediate intermediate 
structurestructure involvedinvolved in in manymany cellularcellular processesprocesses. . 
The The geometrygeometry ofof HollidayHolliday JunctionsJunctions isis highlyhighly
variablevariable..



JunctionsJunctions
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The The armsarms formform stackedstacked pairspairs -- nearlynearly
continuouscontinuous BB--DNA DNA duplexesduplexes, , interruptedinterrupted
onlyonly at the at the junctionjunction crossoverscrossovers
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The The fourfour--wayway DNA DNA junctionjunction isis generallygenerally acceptedaccepted toto bebe the the centralcentral
intermediate in intermediate in homologoushomologous geneticgenetic recombinationrecombination ((importantimportant in the in the repairrepair
ofof doubledouble--strandstrand breaksbreaks in DNA and in in DNA and in providingproviding geneticgenetic diversitydiversity ))

threethree base base bulgebulge

HelicalHelical junctionsjunctions maymay bebe defineddefined asas branchpointsbranchpoints
wherewhere doubledouble--helicalhelical segmentssegments intersectintersect withwith
axialaxial discontinuitiesdiscontinuities, , suchsuch thatthat strandsstrands are are 
exchangedexchanged betweenbetween the the differentdifferent helicalhelical sectionssections. . 
The The integrityintegrity ofof junctionsjunctions isis maintainedmaintained byby the the 
covalentcovalent continuitycontinuity ofof the the componentcomponent strandsstrands..



FlpFlp RecombinaseRecombinase TetramerTetramer BoundBound toto a a HollidayHolliday JunctionJunction

The DNA The DNA 
HollidayHolliday

JunctionJunction isis heldheld
in a in a roughlyroughly

squaresquare planar planar 
conformationconformation byby

a a tetramertetramer ofof
FlpFlp proteinprotein

≈23 Å

≈15 Å

OpenOpen--XX conformationconformation



1

2

3

4

2 4

1 3

1 3

4 2

2 3

1 4

1 2

4 3

UnstackedUnstacked

ExtendedExtended

2 on 1 and 3 on 4 2 on 1 and 3 on 4 stackingstacking

1 on 4 and 2 on 3 1 on 4 and 2 on 3 stackingstacking

Intermediate rotation can generate Intermediate rotation can generate eithereither rightright-- or or leftleft--handedstructureshandedstructures

Stacked FormsStacked Forms

parallelparallel antiparallelantiparallel



nbnb

dyesdyes

C3Y C3Y C5Y C5Y 

B3LYP/6B3LYP/6--31G(d) 31G(d) 
optimizationoptimization ⇒⇒
RESP RESP chargescharges

BiophysicalBiophysical Journal 2008, 95, 4372Journal 2008, 95, 4372--43834383
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F1F1

StartingStarting OptimizedOptimized

OptimizationOptimization: : implicitimplicit
solventsolvent, , saltcon=saltcon= 0.1 M0.1 M



F5F5

StartingStarting OptimizedOptimized
MolecularMolecular Dynamics Dynamics SimulationsSimulations

NVE, T=300 K, NVE, T=300 K, saltconsaltcon = 0 M= 0 M
Total Total simulationsimulation timetime = 300 ps= 300 ps

OptimizationOptimization: : implicitimplicit solventsolvent, , 
saltcon=saltcon= 0.1 M0.1 M

t = 300 pst = 300 ps

DEFINITION DEFINITION ofof a REDUCED MODELa REDUCED MODEL

•• ToTo extendextend the the simulationsimulation timetime
•• ToTo reduce cpu reduce cpu timetime
•• ToTo definedefine a a reliablereliable protocolprotocol toto investigate investigate junctionjunction behaviorbehavior



F5 F5 ReducedReduced ModelModel OriginalOriginal SequenceSequence: 176 : 176 basesbases
44 44 bpbp forfor eacheach chainchain

OriginalOriginal StructureStructure

ReducedReduced ModelModel

24 24 nbnb

20 20 nbnb

ReducedReduced ModelModel: 104 : 104 basesbases
26 26 bpbp forfor eacheach chainchain

13 13 nbnb

25.4 Å13.0 Å

25.8 Å14.8 Å

OptimizationOptimization: : implicitimplicit solventsolvent, igb=1, , igb=1, saltcon=saltcon= 0.1 M0.1 M



F5 F5 ReducedReduced ModelModel

22.5 Å22.5 Å
26.4 Å26.4 Å

MolecularMolecular Dynamics Dynamics SimulationsSimulations
saltconsaltcon = 1.0 M= 1.0 M

saltconsaltcon = 10.0 M= 10.0 M

t = 440 pst = 440 ps

t = 0 pst = 0 ps

t = 260 pst = 260 ps

NVE, T=300 K, cut = 99., igb=1, NVE, T=300 K, cut = 99., igb=1, 
dt=0.001 psdt=0.001 ps

35.3 Å35.3 Å

17.8 Å17.8 Å

30.5 Å30.5 Å

saltconsaltcon = 0 M= 0 M



HJ: HJ: basesbases 33--4 and 94 and 9--1010F5 HJ F5 HJ torsiontorsion anglesangles
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afterafter optopt

afterafter dyndyn

Open = startOpen = start
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F6, F7, F8F6, F7, F8

F6F6

F7F7

StartingStarting

F8F8

OptimizedOptimized

SuperimposedSuperimposed structuresstructures

SuperimposedSuperimposed structuresstructures

OptimizationOptimization: : implicitimplicit solventsolvent, , 
igb=1, igb=1, saltcon=saltcon= 0.1 M0.1 M



F8: F8: MolecularMolecular DynamicsDynamics

NVE, T=300 K, NVE, T=300 K, 
cut = 99., cut = 99., 
igb=1, igb=1, 
dt=0.001 ps, dt=0.001 ps, 
saltcon=saltcon= 1.0 M1.0 M

t=350 pst=350 ps

t=0 pst=0 ps

StartingStarting ModelModel



F20: MDF20: MD

NVE, T=300 K, cut = 99., NVE, T=300 K, cut = 99., 
igb=1, dt=0.001 ps, igb=1, dt=0.001 ps, 
saltcon=saltcon= 1.0 M1.0 M

t=110 pst=110 ps

t=0 pst=0 ps



OptimizationOptimization and and MolecularMolecular Dynamics Dynamics usingusing the GB the GB approximationapproximation

MD MD SimulationsSimulations

•• saltsalt concconc. =  0.1 M  + . =  0.1 M  + NaNa++ restrrestr..
•• saltsalt concconc. =  1.0 M  + . =  1.0 M  + NaNa++ restrrestr..
•• saltsalt concconc. = 10.0 M + . = 10.0 M + NaNa++ restrrestr..
•• saltsalt concconc. =  1.0 M no . =  1.0 M no restraintsrestraints

Total Simulation Time = 500 ps



NaNa++ free free 

NaNa++ restrainedrestrained

1DCW: Salt 1DCW: Salt concconc. = 1.0 M. = 1.0 M

DihedralDihedral Angle Angle DistributionsDistributions are are almostalmost equalequal

NaNa++ ionion doesdoes
notnot influenceinfluence
the the dynamicsdynamics
ofof the the junctionjunction

(?)(?)

Salt Salt concconc..Backbone atoms


