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2-Aminopurin (2AP) ist ein Strukturisomer des Adenins (A)
mit der Aminogruppe an C2 statt an C6, das ein stabiles
Watson-Crick(WC)-analoges Basenpaar mit Thymin (T)
bilden kann (Abbildung 1).[1, 2] Anders als die nat�rlichen

Nukleobasen fluoresziert 2AP in erheblichem Maße, und –
was noch wichtiger ist – die Fluoreszenzquantenausbeute
sinkt um das 100-Fache, wenn 2AP in eine Doppelhelix ein-
gebunden wird.[3] Zahlreiche Arbeiten bedienen sich der
2AP-Fluoreszenz, um Fragestellungen in der Strukturbiologie
und Biophysik zu untersuchen: durch Methyltransferase in-
duziertes Herausdrehen von Basen („base flip“),[4–6] Kon-
formations�nderungen und der enzymatische Abbau des
Hammerhead-Ribozyms,[7, 8] Promoterbindung und Beweg-

lichkeit der T7-RNA-Polymerase,[9, 10] Bindung und Doppel-
strangdissoziation von Primer-Templat-DNA durch T4-
DNA-Polymerase[11–13] und Ladungstransfermechanismen in
DNA, die mit polarer Solvatation gekoppelt sind.[14–16] Al-
ternativ k�nnen Struktur�nderungen auch �ber eine nieder-
energetische CD-Bande verfolgt werden. Dieses Verfahren
wurde bisher nur auf RNA- und DNA-Haarnadelschleifen
angewendet.[17, 18] Die große Zahl an Publikationen, in denen
2AP verwendet wird, zeigt dessen Bedeutung f�r Untersu-
chungen an biologischen Makromolek�len.

Werden Struktur�berg�nge in biologischen Systemen
mithilfe einer Molek�lsonde untersucht, so geht man davon
aus, dass das modifizierte System sich genauso verh�lt wie das
nat�rliche. Folglich sollte die Einbettung der Sonde die
Struktur und Dynamik des Makromolek�ls unver�ndert
lassen. Vom Fluorophor induzierte Strukturst�rungen
wurden bereits mehrfach mithilfe der NMR-Spektroskopie in
L�sung analysiert.[19–23] Im Fall des Einbaus von 2AP waren
die �nderungen jedoch so gering, dass zu jener Zeit keine
eindeutigen Ergebnisse erzielt werden konnten.[24, 25] Mit
modernen Hochfeldspektrometern und einer großen Aus-
wahl an NMR-Parametern ist es angebracht, durch 2AP in-
duzierte �nderungen nochmals detailliert zu untersuchen.

Zu diesem Zweck pr�sentieren wir die NMR-Struktur in
L�sung und die Basenpaardynamik von zwei 13mer-DNA-
Duplexen (Abbildung 1) mit X = A in der Referenzsequenz
und X = 2AP in der modifizierten Probe (im Folgenden
13merRef bzw. 13mer2AP genannt). Die einzige �nderung,
die in die Helix eingef�hrt wird, ist die unterschiedliche
Stellung der Aminogruppe in A und 2AP. Wie stark werden
Struktur und Dynamik davon beeinflusst? Um diese Frage zu
beantworten, haben wir 2D-NMR-Spektroskopie und Mes-
sungen von dipolaren Restkopplungen (RDC) in Verbindung
mit „Simulated-Annealing“-Rechnungen f�r die Strukturbe-
stimmung eingesetzt. Selektive NMR-T1-Experimente
wurden genutzt, um die Basenpaardynamik einzusch�tzen,
und temperaturabh�ngige Absorptions- und Fluoreszenz-
messungen, um ein lokales Schmelzen zu charakterisieren.
Durch die Kombination der Informationen aus diesen ver-
schiedenen Ans�tzen sollte der Effekt einer Einzelsubstitu-
tion A!2AP bewertet werden.

Alle NMR-Resonanzen außer den stark �berlappenden
H5’/H5’’-Signalen konnten auf der Grundlage von Intra- und
Internukleotid-NOEs zugeordnet werden.[26] Die Bildung
eines WC-analogen Basenpaars f�r 2AP wird durch das
Iminoprotonensignal von T20 belegt, das – wenn auch ver-
breitert – f�r 13mer2AP bei 298 K beobachtet wird.[26] Im
Unterschied zu einer fr�heren Arbeit[24] sind alle Kreuzpeaks,
die f�r regul�re B-DNA-Strukturen erwartet werden, in den

Abbildung 1. Sequenz des DNA-Duplex mit der chemischen Struktur
der 2AP:T- und A:T-Basenpaare. Eine symmetrische, nichtpalindromi-
sche Sequenz aus 13 Basenpaaren wurde ausgew�hlt, um Fehlpaarun-
gen oder Schleifenbildung zu vermeiden, das „Ausfransen“ zu mini-
mieren, und um lediglich eine Modifikationsstelle einzuf�hren.
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NOESY-Spektren beider Proben pr�sent. F�r das T20-Imi-
noprotonensignal wurde im NOESY-Spektrum jedoch ein
schneller Intensit�tsabfall mit steigender Mischzeit verzeich-
net. Um zu �berpr�fen, ob Wasseraustausch der Grund f�r
dieses Ph�nomen ist, haben wir Wassers�ttigungstransfer-
Experimente durchgef�hrt. Das Fehlen bzw. die Reduktion
des T20- und der benachbarten Iminoprotonensignale nach
der (Vor)S�ttigung des Wassersignals deutet auf einen sehr
schnellen Austausch von 2AP:T und erh�hte Austauschge-
schwindigkeiten der benachbarten Basenpaare hin.

Dieser Befund wurde anschließend mithilfe von Basen-
paarlebensdauer-Messungen �berpr�ft. Die Spin-Gitter-Re-
laxationszeit T1 einer Resonanz wird unter Zugabe einer Base
B, die den Protonenaustausch katalysiert, gemessen [Gl. (1)].
T10 bezeichnet dabei die T1-Zeit des Protons ohne Zusatz von
Base.

1
T1
¼ 1

T10
þ 1

tex
ð1Þ

Unter der Bedingung, dass der katalysierte Iminoproto-
nenaustausch bestimmend ist, h�ngt die Austauschzeit tex

linear von der inversen Katalysatorkonzentration ab
[Gl. (2)].[27] KD bezeichnet hier die scheinbare Dissoziati-
onskonstante.

tex ¼ top þ
1

KD

1
½B� ð2Þ

Durch Extrapolation auf unendliche Katalysatorkonzen-
tration kann man so die Basenpaarlebensdauer top errechnen.
Abbildung 2 zeigt die entsprechenden Daten und linearen
Anpassungen f�r die sieben zentralen Basenpaare und deren
extrapolierte Lebensdauern f�r 13merRef und 13mer2AP.
Alle berechneten Lebensdauern liegen im Bereich bereits
publizierter Daten.[25, 28,29] Lebensdauern in Gr�n beziehen
sich auf �berlappende Resonanzen in der Iminoprotonenre-
gion. Da die �berlappung total und die Signalerholung
identisch ist, k�nnen nur gemittelte Lebensdauern angegeben
werden. Die R 2-Werte f�r alle linearen Anpassungen liegen
�ber 0.996. Die Vertrauensintervalle der Lebensdauern
wurden ebenfalls aus den Anpassungen ermittelt.

Die Lebensdauern der terminalen Basenpaare konnten
aufgrund des „Ausfransens“, das am Helixende �blicherweise
beobachtet wird, nicht bestimmt werden. Dort sind die Ba-
senpaarlebensdauern stark verk�rzt, was eine Signalverbrei-
terung bis hin zum Verschwinden der Signale f�r die termi-
nalen Basen und die Schw�chung der Signale f�r benachbarte
Basenpaare zur Folge hat.[29,30] Obwohl sie durch das „Aus-
fransen“ beeinflusst werden, sind die Lebensdauern f�r die
semiterminalen G:C- (0.5 ms) und A:T-Basenpaare (1.1 ms)
f�r 13merRef und 13mer2AP identisch im Rahmen des er-
mittelten Fehlers. Da das „Ausfransen“ von den Eigenschaf-
ten der L�sung (pH, Puffer, Temperatur) abh�ngt, zeigt die
�bereinstimmung, dass selbst die Bestimmung von Lebens-
dauern unter 1 ms noch verl�ssliche Ergebnisse liefert und die
Eigenschaften der Proben vergleichbar sind. Anders als bei
den �ußeren Basenpaaren unterscheiden sich die Lebens-
dauern f�r die sieben inneren Basenpaare von 13merRef und
13mer2AP. Die Substitution A!2AP reduziert top drastisch
f�r die zentralen A:T-Paare (um 45%, 80%, 30 % f�r T21,
T20 bzw. T19) und weniger stark f�r die entfernteren G:C-
Paare (um 20–30%).

Kommen wir nun zum S�ttigungstransfer zur�ck (Abbil-
dung 3), der Informationen �ber die Dynamik ohne Zusatz
einer Base als Katalysator liefert. Die beobachtete Reduktion
des Signals ist zur�ckzuf�hren auf eine �ffnung des Basen-
paars, gefolgt vom Austausch durch intrinsische Katalyse.
Betrachten wir zum Beispiel die T3- und T20-Iminoprotonen
von 13mer2AP. Obwohl ihr top vergleichbar ist, ist die Si-
gnalreduktion durch die Wassers�ttigung wesentlich ausge-
pr�gter f�r T20 als f�r T3. Dies impliziert eine h�here Aus-
tauschgeschwindigkeit durch intrinsische Katalyse f�r das
2AP:T-Basenpaar. Die Reduktion der Signale f�r die drei
zentralen Basenpaare (Abbildung 3) stimmt mit den Ergeb-
nissen aus den Basenpaarlebensdauer-Messungen �berein.
Wir haben demzufolge gezeigt, dass die Dynamik des ge-
samten Zentrums durch eine einzelne Substitution A!2AP
beeinflusst wird.

Schmelzkurven von 13mer2AP (Abbildung 4) liefern
einen unabh�ngigen, thermodynamischen Beweis f�r die
Kooperativit�t unter den zentralen Basenpaaren. Anhand der
UV-Absorption kann das Schmelzverhalten des gesamten

Abbildung 2. Bestimmung der Basenpaarlebensdauern. Die R�ckkehr des Iminoprotonensignals nach Inversion wird durch TRIS (= Tris(hydroxy-
methyl)aminomethan) beeinflusst, das als Base den Austausch mit Wasser katalysiert. Die Austauschzeit tex ist abh�ngig von der inversen Basen-
konzentration 1/[B], mit verschiedenen Bereichen f�r G:C- und A:T-Paare. Durch Extrapolation auf unendliche Katalysatorkonzentration erh�lt
man die Basenpaarlebensdauern, die im rechten Teil des Bilds aufgef�hrt sind. Lebensdauern in Gr�n konnten nicht separat bestimmt werden,
aber sie sollten wegen des identischen R�ckkehrverhaltens nach Inversion �hnlich sein.
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Duplex untersucht werden, w�hrend die 2AP-Fluoreszenz
nur durch die n�here Umgebung beeinflusst wird. In einem
anderen Dodecamer[31] unterscheiden sich die Schmelzpunk-
te, die durch Absorption (Duplex) und Fluoreszenz (nur
2AP) ermittelt wurden, um 1.6 K, was auf ein „Initial-
schmelzen“ an der 2AP-modifizierten Stelle hindeutet. Wir
beobachten Schmelzpunkte von 59.2 bzw. 59.7 8C, sodass ein
zu vernachl�ssigendes „Initialschmelzen“ an der Modifikati-
onsstelle angenommen werden kann. Das Zentrum des
Duplex schmilzt als Ganzes, wodurch der Schmelzpunkt ins-
gesamt um DT2 = 3.5 K gegen�ber dem von 13merRef sinkt.
Dieser Effekt deutet auf eine Verminderung der Schmelzen-
tropie um etwa 3.4 cal mol�1 K� bei der Verlagerung der
Aminogruppe von der großen zur kleinen Furche hin. Diese
Verschiebung befreit O4 von T20 aus der Wasserstoffbr�cke,
sodass dieses Atom f�r eine Hydratation zug�nglich ist.
Folglich sind die Hydratations�nderungen beim Schmelzvor-

gang kleiner und die aufzuwendende Entropie geringer, was
mit den Ergebnissen unserer Basenpaarlebensdauer-Mes-
sungen �bereinstimmt. Aber Enthalpie�nderungen sind
ebenso beteiligt, wie wir als N�chstes sehen.

Nachdem auf NOE-Basis eine Struktur berechnet worden
war, wurden die RDC-Nebenbedingungen (Standardabwei-
chung der Messung: 0.6 Hz) in die Strukturverfeinerung unter
Verwendung eines variablen Ausrichtungstensors einbezo-
gen. Aus einem Satz von 100 berechneten Strukturen f�r
13merRef und 13mer2AP sind in Abbildung 5 die zehn ener-

gie�rmsten Strukturen ohne Verletzung der Nebenbedin-
gungen gezeigt. Diese Strukturen wurden genutzt, um jeweils
eine gemittelte Struktur zu berechnen. Die Richtigkeit der
Rechnungen wurde durch R�ckrechnung des NOESY-Spek-
trums und der RDCs aus der gemittelten Struktur und Ver-
gleich mit dem experimentellen Spektrum bzw. den RDCs
�berpr�ft (R = 1.000, f�r Details siehe die Hintergrundinfor-
mationen). Die Pr�zision der Rechnungen kann aus der
Standardabweichung (RMSD) der zehn besten Strukturen
von ihrer gemittelten Struktur abgesch�tzt werden, die 0.30 �
f�r 13merRef und 0.33 � f�r 13mer2AP betr�gt. Eine �ber-
lagerung der beiden gemittelten Strukturen (RMSD 0.46 �)
ist im mittleren Teil von Abbildung 5 zu sehen.

Die geringeren RMSDs unter den zehn besten Strukturen
st�tzen die These, dass, obwohl die Gesamtkonformation
identisch ist, geringe, aber signifikante Unterschiede existie-
ren. Es stellt sich die Frage, ob diese Unterschiede lokalisiert
werden k�nnen. Zu diesem Zweck wurden Helixparameter
f�r jede der zehn besten Strukturen mit dem Programm
3DNA berechnet.[32] Geringe aber signifikante St�rungen
werden �ber die gesamte Helix verteilt beobachtet (Details
siehe Abbildungen S8–S13 und Tabellen S14–S26 in den
Hintergrundinformationen). Propeller-Verdrehung („propel-
ler twist“„) und �ffnung (“opening„) des Basenpaars X7:T20
weisen mit 7.08 bzw. 3.38 die gr�ßten Differenzen auf.

Wir haben zwei DNA-Duplexe mit einem zentralen
…AXA…-Motiv untersucht, die sich nur in einer Nukleobase
unterscheiden (X = A oder 2AP, siehe Abbildung 1). Die in-
trinsische Austauschgeschwindigkeit f�r 2AP:T ist stark

Abbildung 3. S�ttigungstransferexperimente in H2O. Die Signalintensi-
t�ten f�r austauschbare Protonen sind in den 1D-Spektren (B,D) redu-
ziert. Dies spiegelt die relativen Geschwindigkeiten wider, mit denen
die Iminoprotonen mit dem L�sungsmittel austauschen. Eine Wasser-
s�ttigung wird in den 1D-WATERGATE-Spektren (A,C), die zum Ver-
gleich dargestellt sind, vermieden.

Abbildung 4. Schmelzkurven, die �ber die Absorption von 13mer2AP
(schwarz) und die 2AP-Fluoreszenzquantenausbeute (blaue Punkte:
Aufheizen; rote Punkte: Abk�hlen) erhalten wurden. Eine Schmelzkur-
ve f�r 13merRef ist ebenfalls abgebildet (gr�n). Es wurde jeweils bei
einer Einzelstrang-Gesamtkonzentration von 23.7 mm gemessen.

Abbildung 5. Die �berlagerung der zehn energie�rmsten Strukturen
ohne Verletzung der Nebenbedingungen f�r 13merRef und 13mer2AP.
Die Standardabweichungen (RMSDs) f�r jeden Satz an Strukturen sind
0.30 � bzw. 0.33 �. Die gemittelten Strukturen der beiden Duplexe
werden im mittleren Bildteil verglichen (RMSD 0.46 �).
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erh�ht, wie der rasche Wasseraustausch selbst bei Fehlen
eines externen Katalysators zeigt. Die HNH···O=C-Wasser-
stoffbr�cke wird durch die Substitution A!2AP von der
großen in die kleine Furche verlagert. Diese �nderung hat
einen kooperativen Effekt vor allem in der Dynamik zur
Folge: Die Lebensdauern der drei benachbarten Basenpaare
in jeder Richtung sind reduziert. Diese Kooperativit�t wird
auch durch thermodynamische Daten gest�tzt, da der 2AP-
Einbau kein signifikantes „Vorschmelzen“, stattdessen aber
eine Absenkung des Schmelzpunkts insgesamt zur Folge hat.
Die helikale Struktur an sich ist nicht von der Substitution
betroffen. An der Modifikationsstelle finden wir jedoch
kleine, aber signifikante �nderungen der Werte f�r Propeller-
Verdrehung und �ffnung. Geringe �nderungen werden �ber
die gesamte Helix verteilt beobachtet, vornehmlich in Sche-
rung und Verschiebung („shear“, „shift“, „slide“). Alle
Strukturst�rungen sind jedoch klein verglichen mit den St�-
rungen, die von anderen Basen- oder Basenpaaranaloga
verursacht werden.[19–22] Man beachte, dass andere Sequenzen
zu anderen Ergebnissen bez�glich Struktur und Dynamik
f�hren k�nnen, da z. B. eine starke exzitonische Kopplung mit
benachbarten A erwiesenermaßen einen signifikanten Ein-
fluss auf die Fluoreszenz von 2AP hat.[33, 34] 2AP wird haupt-
s�chlich als Fluoreszenzsonde f�r großfl�chige Bewegungen
wie Stapelung/Entstapelung („stacking–unstacking“) von
Nukleobasen verwendet.[4–13] In diesem Fall k�nnen struktu-
relle Analogien zur nichtmodifizierten Probe ohne Ein-
schr�nkung hergestellt werden, aber die Geschwindigkeiten
von Stapelungs-Entstapelungs-Bewegungen werden signifi-
kant durch die reduzierten Basenpaarlebensdauern um die
Modifikationsstelle herum beeinflusst. Letzteres hat ebenfalls
einen Einfluss auf das Bindungsverhalten der Restriktions-
enzyme und Methyltransferasen, deren Funktionsweise auf
einem Herausdrehen von Basen beruht.[35, 36] Die Beobach-
tungen k�nnten die analoge Betrachtungsweise von dynami-
schen Daten komplizieren.

Experimentelles
Alle NMR-Messungen wurden bei 298 K an einem Bruker-Avance-
600-Spektrometer bei einer Duplexkonzentration von 3 mm durch-
gef�hrt. Die Strukturrechnungen wurden mit Xplor-NIH Versi-
on 2.20 vorgenommen. Das Schmelzen des Duplex wurde anhand der
Absorption bei 260 nm oder der Fluoreszenzquantenausbeute bei
Anregung mit 310 nm bei einer Einzelstrang-Gesamtkonzentration
von 23.7 mm verfolgt. Die Koordinaten und Eingabedateien sind in
der Proteindatenbank unter den PDB-Nummern 2kuz (13merRef)
und 2kv0 (13mer2AP) hinterlegt. Eine vollst�ndige Beschreibung der
Experimente ist in den Hintergrundinformationen zu finden.
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