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Obiettivi Raggiunti: sviluppo di metodologie efficienti per I'analisi qualitativa, quantitativa e la
simulazione di nanomateriali di origine biologica con potenziali proprietd sensoriali. Studio di
varie sequenze oligonucleotidiche. Studio di strutture intermedie presenti in processi di
ricombinazione.

Attivita Svolta: il programma di ricerca svolto, concordato con i Dottori Case ed Olson, e
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
guesto studio € 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’'Universita 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'affidabilita 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 & pero 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 puo 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
e accettata come l'intermedio centrale nella ricombinazione genica omologa.

Una significativa distinzione tra le diverse giunzioni a 4 vie sta nella loro potenziale abilita 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 & formata, causando lo
spostamento del punto di incrocio avanti e indietro lungo il DNA cromosomico. Questo
fenomeno puo rapidamente far aumentare la lunghezza di DNA a singola elica che viene
scambiato tra due molecole di DNA. Dopo che é 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 pud 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, cioé il DNA cromosomico al di la del punto dove é avvenuta la
ricombinazione sara 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 flessibilita 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 e
aperta ed il progetto e in corso.

Firma del Proponente Firma del Fruitore
Caterina Ghio Susanna Monti



{Eri
Trhe@ﬁ@frij@alr"ékp IJ@%@@
Structuire and Dynanni

Holliday"s:

- 3_"'-"5..

Susanna MontiE Divid A. Case, Wilma K.




:
2
o §

A. R. Srinivasan and Wilma K. Olson Biochemistry 1994, 33, 9389-9404 Y T
F ™%
Articles | |
E— SIS
Computer Models of DNA Four-Way Junctions RS B Y
A. R. Srinivasan and Wilma K. Olson® Bk vkt
Depariment of Chemalster, Weight- Rigrean Lobovatories, Bulgers, the Sinle University of Neow Jaew,
Mew Bruamwick, New Jerzep| 83013 D& oHAY
Recefeed October 26, 1993; Revised Muwcscriot Recoived Map 10, (9949 A
== | GeaBi | wawonz
égf } : w:tam 1
ABSTRACT, A mdem% sehieme chat combines a constralned Dackbone general iho with ﬂTﬁ i
hard-sphers packing calonistions s offerad o bwild the four-stranded struconyes yﬂ%ﬁ:ﬁm in Hollidar . F-;'r —— gy ;,.,;,% __:q, Py
junctions. Two standard B-DNA duplexss gre orlened side by side with helix axes ot different relative By ——— G Fy e G
inslinaticos and then systematically rotated and wranslated to ldemify closely spaced contace-free statcs. " e ¢
__qqﬁ__ Waiseri-2 | | ‘#“*
E:\ +1807 Veatson-1 -; 8- By ;-—

Arm T

Plﬁl..ar.: 17 Sehematio representation of hamobogows TN doplexe:
prior o foomatlon of the frve-way Hollklay fercteen aod
w:tml mems m‘hng of #icandi between Gh on DN AL 2nd
"ﬁ” e BHAL and G, 31 PRAL

A Holliday Junction is a mobile junction

m): between 4 strands of DNA. The 4-stranded
%" DNA complex is an important intermediate

structure involved in many cellular processes.

- The geometry of Holliday Junctions is highly
ﬁ 7’% — variable.

ﬁﬁ: e A Holliday Junction arises when two
t Fotatin 71, .
Sﬁﬁﬁé,&mm&#&i.ﬁﬁl Rt homologous DNA duplexes become nicked

ssocizted DINA deplexes (DAY and DNAZ). i joini
of doxdy o R and exchange single strands upon rejoining.




2 the central
ant in the repair
diversity )

&3 B .
'.r.r.r.r.r.r.r.r.riwm approximate

@[c g4 W My - square planar

geometry

Annnnnnon

LT TR

Every base is
paired with its
Watson-Crick
- complement

low-salt conditions or

Basepaired Open-X when bound to certain
: — proteins

physiological
Significant - concentrations of
effectgs on the Unpaired bases stacked-X mono- and multivalent
= (or mismatches) p” cations

folding of the
structures

e

three base bulge

al junctions may be defined as branchpoints
vhere double-helical segments intersect with

axial discontinuities, such that strands are The arms form stacked pairs - nearly
exchanged between the different helical sections. continuous B-DNA duplexes, interrupted

The integrity of junctions is maintained by the only at the junction crossovers
covalent continuity of the component strands.




Flp Recombinase Tetramer Bound to a Holliday Junction

mon2

AL . mon4

The DNA
Holliday
Junction is held
in a roughly
square planar
conformation by
a tetramer of
Flp protein



tacked Forms

2 on 1 and 3 on 4 stacking

Unstacked
2

1 3
parallel IW antiparallel
1 3
N
I 4
4 -
Extended I
4 2 4

1 on 4 and 2 on 3 stacking

ediate rotation can generate either right- or left-handedstructures



Biophysical Journal 2008, 95, 4372-4383

Structure, Dynamics, and Branch Migration of a DNA Holliday Junction:
A Single-Molecule Fluorescence and Modeling Study

Mikhail A. Karymov," Mathivanan Chinnaraj,! Aleksey Bogdanov,** Annankoil R. Srnivasan,?
Guohui Zheng.? Wilma K. Olson,” and Yuri L. Lyubchenko®

“Depanment of Pharmaceutical Scences, University, of Nebraska Medical Center, 986025 Mebraska Medical Genter, CGtmaha,
Mebraska; 'Biochemistry and Melecular Genetics, University of Alabama at Bimmingham, Birmingham, Alabama; {Department of
Molecylar Biophysics, Research |nstitute of Physics, 5t. Petersburg State University, 158504, Petrodvorets, St Petersbung, Russia;
and “Department of Chemistry and Chemical Biolegy, BioMaP S Institute for Quantitative Biclegy, Rutgers, The State University of
Mew Jersey, Wrioht-Rieman Laboratonies, Fiscataway, New Jersey

=T
B3LYP/6-31G(d)
optimization =
RESP charges nb



oy F15] ) 16 qosiom) F17) ooy F1

 owe FT | qwam F6

(180", 180") F1

pneo’, 1asy FH

F18 junction




F1  Optimization: implicit
solvent, saltcon=0.1 M

Starting Optimized




Optimization: implicit solvent,
saltcon=0.1 M

Starting

DEFINITION of a REDUCED MODEL

o To extend the simulation time
e To reduce cpu time

Optimized

Molecular Dynamics Simulations
NVE, T=300 ¥, saltcon=0M
Total simulation time = 300 ps

e To define areliable protocol to investigate junction behavior
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F5 Reduced Model Molecular Dynamics Simulations

saltcon=1.0M . = NVE, T=300K, cut =99, |gb 1,
- Ry dt=0.001ps %
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saltcon =100 M
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NVE, T=300 K, cut =99.,
igh=1, dt=0.001 ps,
saltcon=10M




g tiﬂieJGB approximation

Optimization and Molecular Dynamic

1dew NE@

DOI 10.2210/pdb1 dewpdb

Fed - Derived Information

Title STRUCTURE OF & FOUR-WAY JUNCTION IM AM INVERTED REPEAT SEQUENCE.

Eichman, B.F., Vargason, 1.M., Mooers, B.H.M., Ho, P.5.

Authors

Eichman, B.F., ¥Yargason, J.M., Mooers, B.H., Ho, P.5. (2000} The Holliday junction in an inverted repeat
DMA sequence: sequence effects on the structure of four-way junctions. Proc MabiAcad ScilS4 97: 397{-3976

Primary Citation [abstract] Publed

Deposition 1999-11-05 Release 2000-04-17

HISTOry | et Modified (REVDAT) 2009-02-24
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Length [.ﬁ.] a B6.50 b 23.50 ® T6.90
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MD Simulations

Classification DNA
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