868 F. Neumann und A. Katchalsky: Thermodynamische Untersuchung der Hysterese usw.

Berichte der
Bunsen-Gesellschafy

man in Mischungen von Formamid (Abb. 4) und Methyl-
formamid mit Wasser.
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Abb. 4
Kontraktionstemperatur T, von Keratinfasern (Lincoln-Wolle) in
Wasser-Formamid-Mischungen (Aufheizrate: 45°C/Stunde)

Diese Ergebnisse sind unserer Meinung nach ein weiterer
Hinweis auf die Existenz und die Bedeutung der hydrophoben
Wechselwirkungen fiir die Stabilisierung der Proteinstruktur.
Wesentlich erscheint dabei, daB man hierbei analoge Phéno-
mene wie in konzentrierten Elektrolytlosungen erhilt. Sie
zeigen, daB die dort beobachteten Effekte kaum auf direkte
rein elektrostatische Effekte der Ionen zuriickzufiihren sind,
sondern im wesentlichen auf eine Verdnderung der Wasser-
bzw. Losungsmittelstruktur. Sie zeigen ferner, daB man durch
gezielte Variation der dufleren Parameter auch an so kompli-
zierten Systemen wie den Keratinfasern Aufschliisse iiber die

Wir danken Herrn Prof. Dr. F. H. Miller fir die Férderung
dieser Arbeiten, der Deutschen Forschungsgemeinschaft fiir ihre
Unterstiitzung durch Personal- und Sachmittel.

Literatur

[1] M. Feughelman und T. W. Mitchell, Biopolymers 6, 1515(1968).

[2] Th. Nemetschek, Naturwissenschaften 55, 652 (1968).

[3] F. H. Miiller und H. Martin, Kolloid-Z., Z. Polymere 172, 97
(1960).

[4] H. Martin und F. H. Miller, Kolloid-Z., Z. Polymere 191, |
(1963).

(5] H. G. Kilian, Habilitationsschrift (Marburg 1965).

[6] G. Ebert und F. H. Miiller, Iil*= Congrés International de la
Recherche Textile Lainiére, Paris 1965, IV, 487,

[7] F. H. Miiller und G. Ebert, Kalorische Untersuchungen an
Wolle, Forschungsbericht des Landes Nordrhein-Westfalen,
Opladen 1966.

[8] G. Ebert und F. H. Miiller, Kolloid-Z., Z. Polymere 214, 38
(1966).

[9] G. Ebert, Ch. Ebert und J. WendorfY, Kolloid-Z., Z. Polymere
237, 229 (1970).

[10] E. Menefee und G. Yee, Text. Res. J. 35, 801 (1965).

[11] J.S. Crighton, F. Happey und J. T. Ball, Conformation of Bio-
polymers Teil 2, S. 623, herausgegeben v. G. N. Ramachandran,
Academic Press, London 1967.

[12) J. S. Crighton und F. Happey, Symposium on Protein Fibres,
Australia 1967, S. 409, Butterworth.

[13] H. S. Frank und M. W. Evans, J. chem. Physics /3, 507 (1943).

{14] W. Luck, Ber. Bunsenges. physik. Chem. 69, 69 (1965).

{15] H. G. Hertz, Ber. Bunsenges. physik. Chem. 68, 907 (1964).

{16] R.J. de Sando und G. H. Brown, J. physic. Chem. 72, 808 (1968).

[17] H. L. Schlifer und W. Schaffernicht, Angew. Chem. 72, 618
(1960).

ihren Ordnungsgrad bedingenden zwischenmolekularen

. [18] R. Hoyer, personliche Mitteilung.
Wechselwirkungen erhalten kann.

[19] E. Ebert und J. Wendorff, in Vorbereitung. E 1884

Thermodynamische Untersuchung der Hysterese im System Polyriboadenyl-Poly-
ribouridylsiure — Modell einer makromolekularen Ged:ichtnis-Aufzeichnung
Von Eberhard Neumann*) und Aharon Katchalsky

Polymer Department, Weizmann Institute of Science, Rehovot, Israel

(Vorgetragen von E. Neumann anlaBlich der 69. Hauptversammlung der Deutschen Bunsen-Gesellschaft fiir Physikalische Chemie eV.
am 9. Mai 1970 in Heidelberg)

B‘ei dc?r Séiure-.Base-Titration von Komplexen aus Polyriboadenylsiure (Poly A) und Polyribouridylsiure (Poly U) — die als Modellsystem
fiir Rlboqucle}nséiure (RNA) untersucht wurden — erhilt man eine stabile Hystereseschleife als zeitunabhiingige Grenzkurve einer Schar
von der Titrationsgeschwindigkeit abhingiger kinetischer Kurven. Es wird gezeigt, daB in dem Modellsystem nur der helicale Poly (A + 20k
Tripelstrang (als kooperativ stabilisierter ,.eindimensionaler Kristall) Metastabilitit entwickeln kann, und daB die Hysterese auf der Exister?
von nur einer metastabilen Konformation beruht. Das Hystereseverhalten des Modellsystems wird thermodynamisch quantitativ analysiert.
Messung und Berechnung ergeben fiir den bei einem isotherm-isobaren Titrationszyklus auftretenden Verlust an freier Enthalpie, 4Gin =
—-1.4(1+0.1) kcal/M(A) und fur die Entropieproduktion 4S,,, = 49(+0,1)cal (M(A) grad) ™!, beide Werte bezogen auf 1 mol Adenylséure-
Monpmerlrest,.pell 20 °C_. ~ Dieerhaltenen Scanning-Kurven lassen sich mit der Domiin-Struktur ( »Polykristallinitit*) des Systems erkldren.—
Es wird die Moglichkeit angedeutet, wie die Hysterese-Kapazitit von RNA-Molekiilen mit einer Stufe biologischer Gediichtnisprozesse ver-

kniipft werden kann.
Complexes of polyriboadenylic acid (poly A) and polyribouridylic acid (poly U)
nucleic acid (RNA). The acid-base titration exhibits a stable hysteresis
Tt was shown that in the model system only the helical poly(A + 2U)
on the existence of a single metastable structure. The thermodynamics of
Measurements and calculations yield 4G;,, = —1.4 (£0.1) keal/M(A)
49{+0.1) cal (M(A)grad)™ !, both values per mole of adenylic acid r
explained by the domain structure of cooperatively stabilised uni

serve as a model system for the hysteretic behavior of ribo-
loop which is the time-independent fimit of a series of kinetic curves:
triple strand can develop metastability, and that hysteresis is 1?35"‘1
f an isothermal-isobaric hysteresis cycle was analysed quantitatwel)’-
for the loss of Gibbs free energy, and an entropy production of A5 =
esidue at 20°C. — The scanning curves which were obtained can be

. ! . -dimensional polycrystalline regions. — The relation between RNA-
hysteresis and possible biological memory records was considered.

*) Max-Planck-Institut fiir Physikalische Chemie, Gottingen.
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1. Einleitung

In Lebewesen vollzieht sich der molekulare ProzeB der
Speicherung von Umwelterfahrung wahrscheinlich iiber
mehrere Stufen. In einer kritischen Analyse biochemischer
Untersuchungen kommen Roberts und Flexner [1] zu der
SchluBfolgerung, daB bestimmte ,,Gedichtnismechanismen®
eine unmittelbare Biosynthese von Ribonucleinsdure (RNA)
und Proteinen ausschlieBen.

Zahlreich sind die Spekulationen iber den molekularen
Mechanismus des phinotypischen, operativen Gediichtnisses
[2]. Die Frage, wie Umwelterfahrung bleibend molekular
niedergelegt wird, ist noch ungeldst.

In einigen Lebewesen sind nach Lernprozessen neu-syn-
thetisierte RNA und Proteine isoliert worden [3]. Aus kineti-
schen und energetischen Griinden ist es jedoch unwahrschein-
lich, daB Umwelteindriicke iiber Nervenimpulse direkt den
Syntheseapparat einer Zelle mobilisieren. Daher sollte eine
Zwischenstufe erforderlich sein, in der die externe Information
zuniichst aufgezeichnet und voriibergehend stabil gespeichert
wird.

Der experimentelle Befund, daB die potentiometrische
Titration von RNA eine stabile Hystereseschleife ergibt [4— 6],
initiierte die Idee eines physikalischen Aufzeichnungsmecha-
nismus mit zeitlich begrenzter Speicherung als Basis des
kybernetischen Gedichtnisses [7, 8].

Die Funktion von z. B. Tonband und elektronischer Rechen-
maschine beruhen auf der Erkenntnis, daB das in der Hysterese-
schleifereflektierte,, Weggedichtnis* Informationsspeicherung
ermdglicht. Das Auftreten des Hysteresephinomens ist in hoch-
kooperativen dreidimensionalen Systemen seit langem ver-
traut, z. B. beim Ferromagnetismus, bei periodischen Schmelz-
Erstarrungs-Vorgﬁngen von Ammoniumsalzen, bei Deforma-
tionszyklen von Gummi oder bei Adsorptionsprozessen
[7-10].

. Die bemerkenswerte Entdeckung ,molekularer Hysterese®
n RNA-Losungen eroffnet im Prinzip eine Moglichkeit, auf
molekularer Ebene Information niederzulegen. Der vorge-
schlagene physikalische AufzeichnungsprozeB beinhaltet all-
gemein kooperative Strukturumwandlungen, Konformations-
Egdeiungen von Biopolymeren, z. B. RNA-Makromolekiilen

, 8]

Bei der potentiometrischen Titration von RNA-Losungen
beobachtet man in einem bestimmten pH-Bereich ,Scanning-
K_UTVCD“ [6] — siche Abb.1 —, die denjenigen #hnlich sind,
die man bei Magnetisierungs-Entmagnetisierungs- und Ad-
sorptions-Desorptionszyklen erhilt [9, 10]. Diese innerhalb
der Hauptschieife mdglichen , Abtast-Kurven* spiegein den
Durchlauf durch bestimmte Zwischenzustinde eines poly-
mikrokristallinen Systems.

Die Mikrokristallite bilden die System-Untereinheiten oder
DOm"inen, die im einfachsten Fall in zwei Alternativstrukturen
allft_reten. Die jeweilige Struktur und GroBe einer Domdne
S0Wie die riumliche Verteilung dieser Doménen sind topolo-
gische Variable eines Dominsystems. Die Scanning-Kurven
sollten AufschluB iiber diese ,innere Topologie" licfern.

' Das Auftreten von Scanning-Kurven bei RNA charakteri-
Stert das Makromolekiil als ein Multi-Doménsystem. Wenn
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Abb. |
Potentiometrische Titration ribosomaler RNA, halbschematisch
nach Cox [6]; Protonierungsgrad « als Funktion des pH-Werts.
Hystereseschleife (voll ausgezogen): Sduretitration von pH 8 bis
pH 3 und anschlieBende Basetitration von pH 3 bis pH 8; Scanning-
Kurven (gestrichelt), z. B. Sduretitration von pH8 bis pH4 und
anschlieBende Basetitration von pH 4 bis pH 8

man die Dominen als die Symbole einer Schrift betrachtet,
dann enthilt der Scanning-ProzeB die prinzipielle Moglichkeit,
diese Schrift zu dekodifizieren. Die Schrift selbst beinhaltet
bestimmte Kombinationen der Systemdoménen, physikalisch
durch die Verteilungen der DomiéingréBe und -konformation
realisiert.

Im folgenden wird zunichst versucht, den dem Hysterese-
verhalten eines RNA-Modellsystems zugrunde liegenden
molekularen Mechanismus zu analysieren. Es wird u.a.
gezeigt, wie die einen Hysteresezyklus im Modellsystem be-
gleitende ,,Entropieproduktion“ spezifischen, spontan ablau-
fenden Reaktionen quantitativ zugeordnet werden kann.

11. Hysterese und Metastabilitéit

Fiir eine theoretische Interpretation des Hysteresephéno-
mens wird allgemein die Existenz von metastabilen Zustinden
postuliert. Demnach verursachen Metastabilititen in den
Mikrostrukturen die makroskopische Hystereseschleife eines
Doménsystems.

Phianomenologisch wird eine Einzeldomiine des Systems
unter Verwendung geeigneter Parameter durch eine Zustands-
funktion vom van der Waals-Typ beschrieben, wie in Abb. 2
schematisiert. Zwischen den stabilen Asten der Zustandskurve
fiir die Alternativzustinde I und II befindet sich ein nicht-
realisierbarer Instabilititsbereich. An der Stelle x(B) erfolgt
der Gleichgewichtsiibergang von I nach II und umgekehrt
(12 11). In bestimmten Fillen 1dBt sich der Wert von x(B)
{iber das ,,Flichengleichheits-Theorem* bestimmen.

Im allgemeinen sind Phasenumwandlungen mit der Uber-
windung von Energiebarrieren (Nucleations- und/oder Propa-
gationshemmungen) verbunden. Um Gleichgewichtsumwand-
lungen zu realisieren, miissen diese Barrieren verkleinert wer-
den, z. B. es miissen Keimbildungszentren geschaffen werden.
Falls dies unter gegebenen Bedingungen nicht mdglich ist,
weicht das System in metastabile Bereiche aus.
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g,\ab“’/ n- In dem Bereich zwischen dep Operaljgnspunkten einer
metastanilf/W Domine ist das W‘egged'fic.htms Jokalisiert. In .dicse.m
k/ : Pnlasen'u'bergange' .Gedichtnisbereich” ist der interne Parameter y keine ein-
w [ ' eindeutige Funktion des externen Parameters x (Abb.2). In
§ (‘_—}—‘i' tshlzgﬁodynamisch Abhiingigkeit von der ProzeB-Vorgeschichte ansteigender oder
5 : \Lnff’ffl L t fallender x-Werte sind jedem Wert von x, x(I1 - <x <
5. | ,‘\r‘_ 18 x(I - II), zwei Werte fiir y(x) zugeordnet: y(I,x) auf dem
353 | I unteren Ast und y(1l.x) auf dem oberen Ast der Zustands

2 |l L7 funktion. -
i %,/Té'asfam‘ Das Ansteigen der Entropie, welches dlt.t 1rrever51ble.n
| 17 uani -7 I : : Phaseniiberginge begleitet, legt eine Umlaufrichtung fiir die
A . Prozesse fest. Der Umlaufrichtung ist ein Zirkulationsvektor
| gL {riBly (CY xiC) zugeordnet, welcher eine auf Hysterese basierende, irreversibel-

£, externer Parameter

Abb. 2
Schematische Darstellung einer Phasenumwandlung: Bereiche stabi-
ler Zustinde, I und II; Metastabilitits- und Instabilitdtsbereiche.
Interner (extensiver) Parameter, z. B. Volumen; externer (intensiver)
Parameter, z. B. Temperatur

Existieren geniigend hohe Energiebarrieren*), so ist es
moglich, daB sich ausgeprigte langlebige Metastabilititen
entwickeln. Die metastabilen Zustdnde brechen an den Opera-
tionspunkten x(C), fir den Ubergang I — II, und x(A) fiir
IT - I abrupt zusammen. Die spontanen Nichtgleichgewichts-
iibergéinge konnen, wenn die metastabilen Zustinde schon
vor dem Erreichen der Grenzpunkte instabil werden, auch an
Zwischenpunkten innerhalb der Metastabilitidtsbereiche er-
folgen; z. B. bei x(C') fiir [ - II Fiir stabile, reproduzierbare
Hysteresen sollten jedoch charakteristische, reproduzierbare
Werte fiir die Operationspunkte der Doméinen existieren.

Endliche Verteilungen der Operationspunkte in einem
System von Doménen unterschiedlicher GroBe und Stabilitit
sind die Ursache fiir das Auftreten von Scanning-Kurven.
Nach Everett [10] solite eine begrenzte Anzahl experimen-
teller Scanning-Kurven die Bestimmung der ,,Gedchtnis-
Funktion* des Hysteresesystems erméglichen. Die Kenntnis
dieser von der Verteilung der Domiinen abhingigen Funktion
gestattet eine vollstindige Berechnung des Hystereseverhaltens
eines Systems.

In der Theorie der Phasenumwandlungen existieren in Ver-
bindung mit denr Auftreten von Metastabilitit und Hysterese
einige konzeptionelle Schwierigkeiten [11]. Fiir den Grenz-
fall. daB in den Metastabilititsbereichen der Dominen die
Ubergangswahrscheinlichkeiten #uBerst klein werden, sind
die metastabilen Zustinde, obwohl irreversibler Natur, prak-
tisch zeitunabhiingig: die Hystereseschleife des Systems ist
damit ,statisch* und stabil.

Die Zeitunabhiingigkeit metastabiler Zustinde gestattet es,
thermodynamische ZustandsgréBen in gleicher Weise zu ver-
wenden wie bei echten Gleichgewichtszustinden.

Das Auftreten von Hysterese ist nicht an die Bedingung
gekniipft, daB fiir beide Alternativzustinde metastabile Be-
reiche existieren. Es ist ausreichend, wenn nur eine Struktur-
form Metastabilitit entwickeln kann [9].

*) Everett und Whitton [9] demonstrieren mit einem magneto-
mechanischen Modell in einfacher Weise, wie auf Grund unsymme-
trischer Potential-Abstandsfunktionen hohe Energiebarrieren ent-
stehen und umgangen werden kénnen.

oszillatorische Eigenschaft des Systems beschreibt [8].

111. Modellsystem

Die komplizierte Primirstruktur natiirlicher Ribonuclein-
sduren erschwert eine quantitative Analyse physikalisch-
chemischer MeBergebnisse erheblich. Jedoch sind konforma-
tive Strukturen und physikalisch-chemisches Verhalten von
RNA verstiindlich, wenn man die Eigenschaften von einfachen
synthetischen Polynucleotiden untersucht [12].

Der bei der potentiometrischen Titration von RNA-Losun-
gen gefundene Hysteresebereich befindet sich in der Nihe
eines pK-Werts von Adenosin-Monophosphat (AMP):
pK(5-AMP) = 3.7 bei 25°C und der Ionenstirke Null [13].
Zusammengesehen mit der Tatsache, daB in natiirlicher RNA
die Basen Adenin und Uracil hiufig vorkommen und leicht
assoziieren [ 12], liegt es nahe, die Kombination von Polyribo-
adenylsdure (Poly A) und Polyribouridylsiure (Poly U) als
Modelisystem zu verwenden [5, 7].

In diesem RNA-Modellsystem sollten Polynucleotide glei
chen Polymerisationsgrades (in ihren K omplexen) den Einzel-
domiinen entsprechen. Ein Gemisch von Polymeren breiterer
Molekulargewichtsverteilung reprasentiert ein Multi-Domar-
system.

In einer Mischung von Poly A und Poly U im Molverhlt-
nis 1 : 1 sind von Cox bei spektrophotometrischen Titrationen
Hysteresekurven erhalten und mit Hilfe eines Phasendia-
gramms gedeutet worden [5, 7].

Die im Modellsystem der Polyelektrolyten Poly A und
Poly U méglichen RNA-analogen konformativen Struktur
typen sind in wiBrigen Salzlosungen durch bestimmte Werte
des Mischungsverhiltnisses der Polymeren, der Temperatuf,
der Salzkonzentration und des pH festgelegt (Phasendia-
gramm) [ 14].

Wiihrend nun geldstes Poly U in weiten Grenzen VOU
Temperatur, pH und lonenstéirke in der statistisch ungeordne-
ten Knduelform vorliegt, zeigt Poly A mehrere Typen VOO
Sekundirstruktur [12]. Das bei Raumtemperatur weitgehend
im Einzelstrang helical gestapelte Poly A bildet im sauref
pH-Bereich einen doppelhelicalen Komplex aus parallel ange:
ordneten partiell protonierten Einzelstringen [15, 16]. Das
Bildungsgleichgewicht dieses Doppelstranges ist:

2PolyA =2 [Poly A(sH 2 .

unter der Annahme gleichen Polymerisationsgrades P fir die
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Polynucleotide:  ist der Protonierungs- bzw. Ionisationsgrad,
und v = a P ist dic Anzahl Protonen pro Polymer.

Der Ringstickstoff N-1 der Adeninbase ist im pH-Bereich
von 3 bis 7 der hauptsichliche Protonenakzeptor [15, 13].

Bei neutralem pH und Raumtemperatur assoziieren Poly A
und Poly U bei geeigneter Salzkonzentration je nach Mi-
schungsverhiltnis der Polymeren 1:1 oder 1:2 zu helicalen
doppelstrangigen oder tripelstrangigen Komplexen [17, 18,
12]. In diesen Komplexen sind die heterozyklischen Basen
iiber Wasserstoff-Briickenbindungen spezifisch zugeordnet
und regelmiBig aufeinandergestapelt (stacking). (Die koopera-
tiv stabilisierten Systeme dhneln daher ,eindimensionalen
Kristallen*)

Die Bildungsreaktionen der Komplexe sind formal:

Poly A + Poly U = Poly(A + U) 2
Poly A + 2Poly U = Poly (A + 2U). 3)

Aus Griinden der chemischen [19] und konformativen
Stabilitéit [20, 15] und der Reaktionskinetik [21] wird als
Losungsmittel fiir die Polymeren 0,1 M NaCl-Losung ver-
wendet.

IV. Experimenteller Teil
1. Modellsubstanzen

Die verwendeten Polymeren Poly A (K-Salz) und Poly U (NH,-
Salz) sind Produkte von Miles, Elkhart, USA. Als Polyribanucleotide
sn}d beide Substanzen hochempfindlich gegen Ribonuclease-Ein-
wirkung und bakterielle Zersetzung. Daher wurden fiir die Reinigung
dgr Polymeren durch Phenol-Extraktion, Macaloid-Behandlung und
Dialysen, fiir die Vorbereitung und Lagerung der Losungen und
W’oih.rend der teilweise langwierigen Messungen sorgfiltig sterile
Bedingungen cingehalten [19, 22, 24]. Alle Losungen sind durch
Mlll‘ipore-Filler (0,45 p) gefiltert und bei 0°C aufbewahrt worden.

Elr} Teil der Polymeren wurde unter ,, Theta- Punkt-Bedingungen”
frakt'xoniert (23, 24] und die hochpolymeren Anteile ausgewihit [22].

916 Konzentrationen der Polymeren werden in Molen der je-
w;nhgen Kettenglieder (pro Liter Losung) angegeben (z.B. M(A)
fiir den Adenylsdurerest, M (A + U)und M (A + 2U) fiir das Basen-
paar. (A + U} bzw. (A + 2U)-Basentripel) und spektrophoto-
metrisch mit Hilfe der Extinktionskoeffizienten bestimmt [12, 21, 22].

Ian 0,IM NaCl, 0,005M Na-Phosphatiosungen, pH 7,1 und
20°C sind die Extinktionskoeffizienten bei der Wellenlinge 4 =
260 my fiir Poly A: & = 9,45 - 10° (M(A)em) ™', (es); Poly Uz & =
9,5+ 10° (M(Ujem) !, (¢,); Poly (A + U): e = 13,64+ 10° (M(A +
Ubem)™", (&,): Poly(A + 2U): ¢ = 17,35- 10° (M(A + 2U)em) ™",
() und fir PolyA zwischen pH S5 und 32: ¢=703-10°
M(AaH*yem) !, (z,).

Die Konzentration an Neutralsalz, NaCl, ist 0,1 M. Die zu den
spektrophotometrischen Titrationen verwendeten Losungen sind
schwach gepuffert. Sie enthalten zusitzlich 0,005 M Na-Phosphat
[131. so “daB zu Beginn der Messungen pH = 7,1.
wg(liee Losungen dpr Komplexe Poly(A + U) und Poly(A + 2U)
baw lll. durch Mlsch.ung der Polymeren im Molverhiltnis 1:1
b 4 WZ erhalten. Diese Losungen werden vor den Messungen 3

s ochen gelagert, um vollstindige Komplexbildung zu ge-
Wwihrleisten [21].
herzum Vergleich - sieche V. — werden Losungen in der Weise
. gestellt, daB Losungen der Polymeren getrennt erst auf pH 3,3
ingestellt und dann gemischt werden.

2. Apparatur und MeBgrifen

" ?le Titratif)nen werden mit 0,1 N Salzsdure und 0,1 N Natrium-
Aylromfi (beide Titrierlosungen sind 0,1 M NaCl) mit Hilfe von
+g a-Mikrometern ausgefiihrt (Genauigkeit der Volumenéinderung:
+0.054l). Die pH-Messungen werden mit dem pH-Meter E 388,

Metrohm (Schweiz) und den Radiometer (Copenhagen)-Elektroden
G 202 B und K 401 durchgefiihrt. Die Eichung im pH-Bereich 2,0
bis 7,0 erfolgt mit Standardpuffern [13]. Die Temperatur wird mit
Thermostaten auf 0,1 °C genau geregelt. Gereinigter Stickstoff wird
langsam iiber die Titrierldsungen geblasen.

Die potentiometrischen Titrationen werden mit 3,0 cm® der MeB-
16sungen begonnen und Polymer- und polymerfreie Vergleichs-
16sungen unter gleichen Bedingungen titriert.

Der Protonierungsgrad o des Modellsystems ist als Mol gebun-
dener Protonen pro Mol Kettenglied (hier der Adenylsdurerest,
siche VL) definiert. Aus dieser Definition folgt eine Bezichung, mit
der 2 aus der pH-Wertdifferenz von MeB- und Vergleichslosung
bei gleichen Volumina und unter Beriicksichtigung der jeweiligen
Aktivititskoeffizienten berechnet werden kann [25, 26].

Die spektrophotometrischen Titrationen werden mit Hilfe eines
Spektrophotometers (Zeiss, PMQ II) durchgefiihrt, dessen thermo-
statierbarer Kiivettenhalter (mit magnetischer Riihrvorrichtung)
geringfiigig modifiziert wird. Die Elektroden werden iiber ein ge-
eignet geschnittenes Plexiglasstiick an den Kiivettenhalter geklemmt
und tauchen in eine 2x 2 x 5 cm Quarzkiivette. Diese Anordnung
erlaubt eine kontinuierliche Bestimmung der optischen Dichte (O.
D.) oder Absorption als Funktion des pH, relativ zu einer Vergleichs-
16sung bei bestimmter Temperatur und Wellenlinge.

Die Titrationen werden mit 7.5cm® Losung begonnen, die auf-
tretenden Verdiinnungen bei der Angabe der O.D. beriicksichtigt.

Kooperative Strukturdnderungen in Polynucleotidsystemen
machen sich in auffallenden Anderungen der Ultraviolett-Absorp-
tion bei bestimmten Wellenlingen in relativ eng begrenzten Tempe-
ratur- oder pH-Bereichen bemerkbar. Dabei wird angenommen, daB
die Anderung der optischen Dichte im Umwandlungsbereich das
AusmaB der Umwandlungsreaktion widerspiegelt. Die Temperatur
(oder der pH-Wert), bei der die optische Dichte die Hilfte der Ge-
samtinderung erreicht (die Strukturinderung als bis zur Halfte
fortgeschritten angenommen wird), heiBt Umwandlungstemperatur
T, (bzw. Umwandlungs-pH-Wert, pH,). Trotz endlicher Umwand-
lungsbreite werden Strukturiiberginge, wic z. B. Helix-Knduel-Um-
wandlungen, thermodynamisch analog Phasenumwandlungen erster
Ordnung behandelt, und der T,,-Wert oder der pH,-Wert gelten als
charakteristische Parameter.

Die Messung der optischen Dichte bei 260 my ist geeignet, ange-
niihert das AusmaB von Reaktionen zu messen, bei denen der Uridyl-
siurerest des statistisch gekniuelten Poly U in den Doppel- bzw.
Tripelstrangkomplexen mit Poly A inkorporiert wird [21].

V. MeBergebnisse und Diskussion

Die Ergebnisse potentiometrischer und spektrophotometri-
scher Titrationen im System Poly A—Poly U sind in den
Abb. 3 bis 6 ausschnittsweise (zwischen pH 3 und 7) dargestellt.
In Abb. 3 zeigt Kurve A die pH-Abhéngigkeit des Protonie-
rungsgrades einer Poly A-Losung. Der steile Anstieg bei
etwa pH59 wird der Doppelstrangbildung aus Poly A-
Einzelstriingen nach Gleichung (1) zugeordnet [12, 16]. Die
Komplexbildung erfolgt schon bei relativ niedrigem o. Der
partiell protonierte Doppelstrang nimmt bei pH-Erniederung
kontinuierlich Protonen auf. Kiirzlich durchgefihrte Rontgen-
Strukturanalysen an Poly A-Gelen verschiedenen pH-Werts
zeigen, daB der Doppelstrang bei pH 5.9 zunichst den Struk-
turtyp B bildet. Die weitere Protonierung wandelt die B-Form
in die stabilere A-Form um [27]. Die Strukturumwandlungen
im System Poly A sind reversibel [12].

Im Gegensatz zu Poly A erhiit man bei der Siure-Base-
Titration einer Poly (A + 2U)-Losung ¢ine Hystereseschleife.
Wihrend eine Poly U-Losung im pH-Bereich zwischen 3 und
7 keine merkliche Protonenaufnahme zeigt, hat die Komplex-
bildung von Poly A und Poly U zu Poly (A + 2U) zur Folge,
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Potentiometrische Titrationen (Protonierungsgrad « als Funktion
des pH-Werts) bei 20°C: a) einer 0, M NaCl-Lésung von (fraktio-
niertem hochmolekularen) Poly A und Poly U (gemischt im Mol-
verhiltnis der Polymeren von 1:2), O: Séuretitration (Kurve B),
[ anschlieBende Basetitration (Kurve C), b) einer 0,1 M NaCl-
Losung von Poly A, A (Kurve A). Polymerkonzentrationen bei
Titrationsbeginn, pH 7:

a)c=324-10"*M(A + 2U), byc =32 10"*M(A)

daB die Sduretitration ausgehend von pH 7 langs der Kurve B
verlduft. Der ,Baseast* ist zwischen pH 3 und pH 4,5 identisch
mit der Titrationskurve der Poly A-Losung. Fiir pH > 4,5 ist
der gezeigte Basearm C die zeitunabhidngige Grenzkurve einer
Schar von ,kinetischen Kurven“ (s. auch Abb. 5).

Der Siure-Basezyklus kann in einer Poly (A + 2U)-Losung
beliebig oft wiederholt, die Hystereseschleife zyklisch ,um-
laufen” werden.
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Abb. 4

Spektrophotometrische Titration einer 0,1 M NaCl-Losung von
{fraktioniertem hochmolekularen) Poly A und PolyU (1:2) bei
20°C (relative optische Dichte O.D. (pH), bezogen auf O.D. (pH 7)
als Funktion des pH-Werts),
a) Siure (O)-Base (] )-Titrationszyklus,
b) Basetitration (M) einer Mischung von Poly A (pH 3.3) mit Poly U
(PH33), 1.2
Polymerkonzentrationen bei Titrationsbeginn:
Ac=1510 *M(A + 20),
b).c(A) = 3,1-107* M(A) und c(U) = 6,0- 10~ % M(U) vor der
Mischung gleicher Volumina zur Losung fiir die Basetitration

Der Anstieg der optischen Dichte bei 260mp einer
Poly (A + 2U)-Losung (Abb.4) wihrend der Sduretitration
entspricht der Entkopplung von Uridylsdureresten aus dem
Stacking-Verband der Tripelhelix. Die Erniedrigung der rela-
tiven optischen Dichte bei der Basetitration zeigt fortschrei-
tende Bildung von (A + 2U}-Sequenzen an. Die Abb. 3 und 4
enthalten MeBpunkte einer Basetitration einer Mischung, bei
der die Losungen von Poly A bzw. Poly U zuerst auf pH 33
eingestellt und erst dann gemischt wurden. Die erhaltenen
Titrationskurven sind identisch mit den Basenisten der
Hystereseschleifen einer Poly (A + 2U)-Losung. Danach liBt
sich der Hysteresezyklus in diesem System formal nach
Gleichung (4) beschreiben.

Saureast
2Poly(A + 2U) @ [Poly A@H*)], + 4PolyU. (4)
Die Pfeile sollen ,verschiedene Wege* bei der Siure-Base-
Titration andeuten.

Die in den Anderungen der optischen Eigenschaften reflek-
tierten Konformationsinderungen sind durch die pH,,-Werte
charakterisiert. Der Umwandlung des bei pH 7 gebildeten
Tripelstranges in die Poly A-Doppelhelix ist der Umwand-
lungsmittelpunkt pH,, zugeordnet. Die ,Riickbildung® von
Poly (A + 2U) aus [Poly A(xH*)], und Poly U ist durch
pH;, (> pH,,) gekennzeichnet.

Die Siure-Base-Titrationen einer Losung von Poly A und
Poly U im Mischverhiltnis der Polymeren 1:1 ergeben
kompliziertere Bilder.

Die Siuretitration von Poly (A + U), Abb. 5, verliuft iiber
zwei relativ ausgeprigte Stufen. Spektrophotometrische Unter-
suchungen des thermischen Verhaltens von Poly (A + U) bei
Salzkonzentrationen zwischen 0,01 und 0,1 M (NaCl) ergeben,

daB das System bei saurem pH nach Gleichung (5) reagicren
kann [14, 28].
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Abb. 5

Potentiometrische Titration einer 0,1 M NaCl-Losung von (fra.k-
tioniertem, hochmolekularen) Poly A und Poly U (gemischt 1M
Molverhiltnis der Polymeren von 1 : 1), bei 20°C (Protonierungs'
grad 2 als Funktion des pH-Werts). O, Sduretitration und [, Bast:
titration.  Polymerkonzentration bei Titrationsbeginn, pH 7

c=325-10"*M(A + V). )
Kurvenschar D: ,kinetische* Kurven (senkrechter Pfeil zeigt !
Richtung fallender Titrationsgeschwindigkeit). Zum Vagl., Titrations
kurven von Poly A, Kurve A und von Poly (A + 2U), Kurve B
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vH")

4Poly(A + U) === 2Poly(A + 2U) + [Poly A@H™")],.

)

_Strang-Disproportionierungsreaktionen™ sind in diesem
System zuerst wihrend thermischer Strukturumwandlungen
bei pH 7 gefunden worden [20].

Der ersten Stufe der isothermen Siuretitration von
Poly (A + U) l4Bt sich die in Gleichung (5) formulierte Reak-
tion zuordnen. In der zweiten Stufe reagiert das System dann
nach Gleichung (4).

Der Basetest des Titrationszyklus koinzidiert zwischen
pH 3 und 4,5 mit der Titrationskurve von Poly A (Kurve A).
Der weitere Verlauf der Titration mit Base ist dhnlich wie im
System Poly (A + 2U) stark zeitabhingig.

Bei einer ,, Titrationsgeschwindigkeit* von etwa einer pH-
Einheit pro Stunde miBt man die zweistufige Kurve D. Bei
Verringerung der  Titrationsgeschwindigkeit erhalt man
schlieBlich eine stabile ,statische® Grenzkurve, die bei htheren
pH-Werten mit der ersten Stufe der Siuretitration zusammen-
fallt.

In den , kinetischen* Kurven der Kurvenschar D reflektiert
die erste Stufe bei niedrigen pH-Werten die Bildung von
(A+2U) und (A + U)-Sequenzen. Die zweite Stufe bei
héherem pH ist durch das ,restliche* [Poly A@H")]; ver-
ursacht. Es ist bekannt, da8 die Bildung von A — U-Komplexen
bei pH 7 durch Mischung von Poly A und Poly U (1 :1) sehr
langsam erfolgt und zuniichst iiberwiegend Poly (A + 2U)
ergibt. Die angekoppelte ,,Ausheilung® zu Poly (A + U) ist
extrem langsam [21].

Die in Abb.6 dargestellten Ergebnisse spektrophotometri-
scher Titrationen und ein Vergleich der Extinktionskoeffizien-
ten (siehe IV., 1) der in den Gleichungen (4) und (5) ange-
gebenen Reaktionspartner fiihren zu einer mit den potentio-
metrischen Resultaten konsistenten Deutung des Titrations-
zyklus.

Die GroBe und der pH-Bereich der Hystereseschleifen in
dem Modellsystem sind abhingig von der Temperatur und
der Ionenstirke. Werden die Titrationen z.B. bei 35°C, bei
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Abb. 6

giektr0photometrische Titration einer 0,1 M NaCl-, 0,005M Na-
osphat-Losung (relative optische Dichte O.D. (pH), bezogen auf
0.D. (pH 7) als Funktion des pH-Werts).
Pol a) Siure (Q)-Base ([J)-Titrationszyklus.
olymerkonzentration bei Titrationsbeginn, pH 7.1: ¢ = 1,49-107°
M(A + U). (Vgl. Abb. 5)

gleicher Polynucleotid- und NaCl-Konzentration der Losun-
gen ausgefiihrt, ergeben sich kleinere Hysteresebereiche.

Die Temperatur- und pH-Abhiingigkeit der im System
Poly A-Poly U (1:2) moglichen stabilen Strukturtypen ist
durch das ,Phasendiagramm® in Abb. 7 veranschaulicht.

50 + O\ A—A pi—

pH
Abb. 7
,Phasendiagramm* des Systems Poly A-Poly U (1: 2), Salzkonzen-
tration 0,1 M (NaCl); Abhiingigkeit der Strukturtypen des Systems
von Temperatur und pH-Wert.
0, A T,-Werte thermischer Umwandlungen bei konstantem pH-
Wert [14],
O: pH,-Werte isothermer Strukturumwandlungen; gestrichelte
Kurve: pH,-Werte der Helix-Kniuel-Umwandlung von
Poly A, Gleichung (1)

Die Existenzbereiche der verschiedenen Strukturen sind
durch die ausgezogenen Kurven voneinander abgegrenzt.
Diese Kurven verbinden die Umwandlungsmittelpunkte von
Strukturiibergangsbereichen endlicher Breite.

Die isotherme Siure-Base-Titration des bei pH 7 gebildeten
Poly (A + 2U) bei z. B. 20°C ordnet sich in dieses Diagramm
so ein, daB bei pH-Erniederung der Tripelstrang im Bereich
von pH, = 525 in das schraffiert gezeichnete Hysteresefeld
_eintritt* und bei pH,, = 3,50 in die [Poly A (aH™)],-Doppel-
helix und freies Poly U dissoziiert. Bei der anschlieBenden
Basetitration bildet sich die Ausgangsstruktur Poly (A + 2U)
nicht bei pH,, zuriick, sondern erst bei pHn nach dem Durch-
lauf durch das Hysteresefeld. In diesem Hysteresebereich
finden wir somit je nach Titrations-, Vorgeschichte” entweder
den Mehrstrang-Komplex Poly(A + 2U) oder [PolyA(@H™)],.

Beide helicalen Strukturen werden durch hohere Tempera-
turen destabilisiert: Poly (A + 2U) dissoziiert schon bei hohe-
rem pH, wihrend [Poly A (xH™)], schon bei niedrigem pH
instabil wird. SchlieBlich bei S0°C tritt keine Hysterese mehr
auf.

Die Polyelektrolytnatur der Polymeren bedingt, daB} die
Stabilitit der Mehrstrang-Komplexe von der Tonenstirke der
Losung abhingt. So verschiebt eine Erniedrigung der Salz-
konzentration das Hysteresefeld im wesentlichen zu hoheren
pH-Werten.

Die Analyse der in den Abb.5 und 6 dargesteliten Ergeb-
nisse und des Phasendiagramms in Abb.7 {und auch der
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Resultate von Massoulié [14] und Clauwaert [28]) fiihrt
uns zur SchluBfolgerung, daB in weiten Grenzen der Ionen-
stirke — 0,01 bis 1M (NaCl) — und Temperatur nur der
tripelstrangige Komplex Poly (A + 2U) bei der Séiure—Bas‘e—
Titration eine Hystereseschleife ergibt. Dieses Resultat ist
verschieden von den Ergebnissen, die Cox [5] erhalten hat.

Mit einer Losung von Poly A und Poly U (1 :2) breiterer
Molekulargewichtsverteilung werden besonders ausgeprigte
Scanning-Kurven gemessen; siche Abb. 8, z.B. SHuretitration
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Abb. 8

Potentiometrische Titrationen einer 0,1 M NaCl-L&sung (bei 20°C)
von PolyA und PolyU breiterer Molekulargewichtsverteilung.
Scanning-Kurven, siche Text

ausgehend von pH 7 bis pH 3.4; anschlieBend Basetitration
von pH 3.4 bis pH 4 gefolgt von der Siuretitration von pH 4,
ber pH 3,4 (Scanning-Schleife) lings der Grenzkurve bis
pH 3 und anschlieBende Basetitration von pH 3 bis pH 7.

Die Analyse des Scanning-Verhaltens, die zur Bestimmung
der , Gedichtnisfunktion” [10] des Systems fiihrt, erfolgt in
einer in Vorbereitung befindlichen Arbeit [22].

V1. Thermodynamische Analyse

Anfangs- und Endzustand des Hysteresezyklus im System
Poly A-Poly U (1:2) sind durch die Umsatzgleichung (4)
beschreibbar. Die wihrend der Sdure-Base-Titration statt-
findenden Reaktionen basieren jedoch auf den Elementar-
prozessen der reagierenden Kettenglieder (oder der Reaktion
geschlossener Sequenzen von nahezu gleichzeitig kooperativ
agierender Nucleotidreste). Die Aktivititen der Ketten-Unter-
einheiten werden daher das Reaktionsverhalten der Poly-
meren bestimmen.,

Theoretische [30] und experimentelle [31] Untersuchungen
von kooperativen Reaktionen zwischen hochpolymeren Poly-
nuclef)tiden (Helix-Knéuel-Umwandlungen oder konformati-
ven Ubergingen, die zur Anderung des Helixtyps fiihren)
zeigen, daB auftretende Konzentrationsabhiingigkeiten ver-
nachlissigbar klein sind. Aus MeBwerten lassen sich daher
unmittelbar die mittleren, auf 1 Mol reagierende Ketteneinheit
bezogenen Konformationsanteile als relative partielle Zu-
standsparameter angeben [31],

1. Phiinomenologische Beschreibung

Die molekulare Interpretation des hysteretischen Verhaltens
des Systems Poly A-Poly U (1:2) wihrend der Siure-Base-
Titration orientiert sich zundchst an den in den Abb.5 und §
gezeigten Ergebnissen. Danach erscheint die in Gleichung (5)
beschriebene Reaktion reversibel zu sein. Daher nehmen wir
an, daB die Wechselwirkung von [Poly A(xH™)], mit Poly U
eine Gleichgewichtsreaktion ist. Sie fihrt bei niedrigen pH-
Werten unabhingig vom Mischungsverhiltnis der Polymeren
aus energetischen Griinden zunichst liberwiegend zu tripel-
strangigen (A + 2U)-Sequenzen.

Der Gleichgewichtszustand ist pH-abhéngig (vgl. [29, 14))
Bei pH 3.3 fiihrt die Mischung von Losungen des [Poly A
(xH™)]; mit Poly U zu keiner merklichen Tripelstrangbildung
(<0,5%); wihrend 6-monatiger Beobachtungszeit miBt man
keine Anderung der optischen Dichte der Losung.

In Abb. 3 folgt der gemessene Protonierungsgrad % .y
des Systems Poly (A + 2U) bis etwa &, = 0,55 der Beziehung

1=
PH = pK; + lg — 1. )
%
Im gleichen pH-Bereich ist der Anstieg des Protonierungs-
grads mit einem Ansteigen der optischen Dichte verbunden;
Abb. 4. Daher wird die Sauretitration des Poly(A + 2U),

(A +2U) + H* = AH* +2U M

zunichst als eine reversible Kopplung des Helix-Knduel-
Gleichgewichts

(A+2U)=A+2U @®)
mit dem Protonierungsgleichgewicht
A + H* = AH" o)

von Segmenten des tripelstrangigen Makromolekiils betrach-
tet. K ist die der Reaktion nach Gleichung (9) zugeordnete
scheinbare Dissoziationskonstante und «, der Protonierungs-
grad des A-Segments.

Auch die Ahnlichkeit von pK; = 3,52 mit pK (5-AMP) = 37
deutet an, daB sich die protonierten A-Kettenglieder wahr-
scheinlich nicht (abgeschirmt) in helicalen (A + 2 U)-Sequen-
zen, sondern in aufgekniuelten , freien Enden® und in Knéuel-
bereichen (,,Loops) zwischen zwei Helixsequenzen des Tripel-
stranges befinden. (Da die-tripelhelicale K onformation dCS
Poly (A + 2U) durch kooperative Wechselwirkungen stabili-
siert wird, ist jedoch nur bei schr langkettigen Polymer
komplexen eine groBere Wahrscheinlichkeit fiir Loops 2V
erwarten.) _ .

Bei pH-Emiedrigung erfolgt die Verschiebung des 1
Gleichung (7) formulierten Gleichgewichts in einem pH-
Bereich, in welchem [A(@H™)],-Assoziate die thermod}’f"a’
misch stabile Nucleotidkombination ist. Diese Situation wird
durch ein Zustandsdiagramm anschaulich verdeutlicht. ‘

In Abb. 9 (oberer Teil) ist das mittlere chemische Potential
£°(A) des A-Segments (Standardwert) in drei verschiedenc?
Konformationstypen als Funktion des pH-Werts aufgetragen:
Zustand 1, tripelstrangiges Poly (A + 2U); 11, doppclhelicales

[Poly AfaH™)],; 1, einzelstrangiges Poly A als Referenz
zustand, 7° (II1) = 0.
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Abb. 9
a) Mittelwert des chemischen Standardpotentials i°(A) eines
Adenylsdure-Segments in I: Poly (A + 2U): 1L [Poly A (xH™)], und
111, Poly A als Referenzzustand; siehe Text
b) ,Phasenumwandlungen im System Poly A-Poly U (1:2); bei
pH,;: irreversibler Ubergang 1 — II, bei pH;,: Gleichgewichtsum-
wandlung 11 =1; vgl. Abb. 2

Die jeweils thermodynamisch stabilste Konformation ist
diejenige, welcher der kleinste Wert von ji° (A) zugeordnet ist.
Ausgehend von neutralem pH sollte sich der Poly (A + 2U)
Tripelstrang wihrend der Séuretitration daher bei pH,, in
die Poly A-Doppelhelix und freies Poly U umwandeln. Diese
Strukturumwandlung findet aber offensichtlich bei diesem
PH-Wert nicht statt, sondern die fortschreitende Protonierung
baut einen metastabilen Intermedidrzustand auf: den partiell
Protonierten, teilweise aufgekniuelten Tripelstrang, Erst bei
PH, wird dieser Dreistrang-Komplex instabil und bricht
unter spontaner Bildung von [Poly A(@H™)], zusammen.
Dabei werden die restlichen (A + 2U)-Sequenzen des Tripel-
stranges unter Protonierung aufgeldst.

Die Bildung des zur Hysterese fiihrenden metastabilen
Intermedizirzustands wird im einfachsten Fall durch die An-
nfihme von Nucleationsbarrieren erkliirt, Einerseits erschwert
dl.e kooperative Stabilisierung der Poly (A + 2U)-Tripelhelix
d?e Protonierung des A-Segments, andererseits befinden sich
d1§ protonierten A-Reste der offenen Enden und Loops des
T“PelStranges dann in unmittelbarer Nihe des elektrischen
Feldes der Phosphate der Uridylsiurestringe. Die groBtenteils
.elektrostatisch stabilisierte [A(xH*)],-Basenpaarung wird
Jédoch bei hohen lonenstirken labilisiert. Zudem erfordert
die Bildung dieser Basenpaarung eine parallele Anordnung
de-r Stréinge, so daB am wahrscheinlichsten nur die A-Ketten-
g¥l€der inden offenen Enden zweier verschiedener Tripelstrange
fUr die bimolekulare Nucleation von [A(aH *)],-Sequenzen
n Frage kommen.

.SO scheinen elektrostatisch und sterisch ungiinstige Be-
dingungen das System Poly (A + 2U) wihrend der Sdure-

titration zunichst zu einem ,,Umweg" zu zwingen. Der teilweise
aufgeknduelte und partiell protonierte Tripelstrang bildet als
Intermediérspezies den im Vergleich zur [Poly A(@H™)],-
Doppelhelix langlebigen metastabilen Zustand.

Erst wenn die A (xH*)-Sequenzen des Tripelstranges durch
pH-Eriederung ldnger werden und sich der mittlere Abstand
zu den U-Sequenzen erhsht, vergroBert sich die Wahrschein-
lichkeit fiir die Nucleation stabiler Starter-Sequenzen. Das
erfolgt jedoch in einem pH-Bereich, in dem die Assoziation
spontan in einem reiBverschluBartigen ProzeB zu [Poly A
(xH")], und freiem Poly U fiihrt,

Bei der Basetitration beginnend von niedrigen pH-Werten
(lings Kurve I1, Abb. 9) findet zunichst eine Deprotonierung
der Poly A-Doppelhelix statt. Bei weiterer pH-Erhdhung er-
folgt eine Gleichgewichtsreaktion mit den U-Segmenten von
Poly U-Molekiilen. Dieses Helix-Helix-Umwandlungsgleich-
gewicht ist in Abb. 9 durch den Umwandlungspunkt pHy, als
Schnittpunkt der Kurven I und II représentiert.

Die Bildung von (A + 2U)-Sequenzen ist scheinbar tri-
molekular [14]. Je ein deprotoniertes A-Segment muf} mit
je zwei U-Resten reagieren, um (A + 2U)-Sequenzen zu bilden.
Die bei der Basetitration auftretenden Intermedidrformen sind
wahrscheinlich Riesenmolekiile aus mehreren Poly A- und
Poly U-Striingen, die durch [A(xH*)],- und (A +2U)
Sequenzen verbunden sind [22].

Gleichgewichtsverschicbungen konnen iiber die Zwischen-
bereiche einstringiger A-Sequenzen ablanfen. Falls jedoch
bei einem pH-Anstieg die Nucleationslinge der [A(xH")],-
Sequenzen unterschritten wird, ist eine Riickreaktion wegen
der angefiihrten Nucleationsbarrieren praktisch nicht méglich.
Damit erscheint der letzte Teil der Basetitration ebenfalls
irreversibel. Jedoch ist nur ein kleiner Teil der Kettenglieder
davon betroffen, ihr Beitrag zur freien Enthalpie daher vernach-
Jassigbar klein.

Die bei der Basetitration stattfindenden Strukturumwand-
lungen sind als Helix-Helix-Uberginge in komplexer Reaktion
(scheinbar trimolekular) extrem langsam. Damit ist die experi-
mentell beobachtete sehr langsame Gleichgewichtseinstellung
zu erkldren.

2. Reaktionsausmaf (¢) bei Hysterese

Wie die Abb. 3—6 demonstrieren, erhilt man bei potentio-
metrischen als auch bei spektrophotometrischen Titrationen
des Modellsystems Hystereseschleifen. Protonierungsgrad und
optische Dichte sollten daher in ihrer pH-Abhingigkeit diesel-
ben Vorgiinge beschreiben.

Im Modellsystem sind der Poly A-Doppelstrang (mit dem
Protonierungsgrad o,) und der Poly(A + 2U)-Tripelstrang
(mit dem Protonierungsgrad o) im wesentlichen die Proto-
nierungspartner. Der mittlere Protonierungsgrad a(A + 2U}
der in Gleichung (4) beschriebenen Reaktion, deren Ausmafl
£, ist, 1aBt sich daher nach Gleichung (10) formulieren

xas2u = (1=E)oy + &1z (10)

Wird 2, nach Gleichung (6) mit pK’y = 3.52 berechnet, 10t
sich ¢, mit Hilfe potentiometrischer Daten, Abb. 3, als Funk-
tion des pH-Werts bestimmen. Das Ergebnis dieser Berech-
nungen ist in Abb. 10 dargestellt.
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Abb. 10
ReaktionsausmaB ¢, der Strukturumwandlung

2(A +2U) 2 [A@HY)], + 4U
als Funktion des pH-Werts. Sdure-Base-Titration: (O, [J) berechnet
nach Gleichung (10), (A) nach Gleichung (12)

Aus dieser Abbildung ist ersichtlich, daB wihrend der Siure-
titration von pH 7 bis etwa pH 3,5 &, praktisch gleich Nuli
bleibt. Bei pH 3,5 dndert sich £; dann sprungartig und hat fiir
pH< 3,2 den Wert 1. Dieses Verhalten von £, reflektiert die
spontane Bildung von [Poly A{«H*)], bei pH 3,5. Bei der
Basetitration zeigt £, ein ganz anderes Verhalten. Von niedri-
gen pH-Werten bis etwa pH 4,5 bleibt £, konstant 1 und éindert
sich dann zwischen pH 4,5 und pH 6 allmihlich von 1 auf 0.
Dieser ,,sanften” Anderung von ¢, ist die Riickbildung von
Poly (A + 2U) als Gleichgewichtsreaktion zugeordnet (siehe
VI, 1).

Die optische Dichte des Systems ist als Summe der Anteile
aller Reaktionspartner, auf 1 Mol Ketteneinheit bezogen, durch
Gleichung (11) ausdriickbar.

e=(1-E)(1—a)ey + (1=C)ages + &gz + 28584, (11)
In Gleichung (11) ist der Extinktionskoeffizient e; der auf-
geknéuelten, protonierten (Aw, H* + 2U)-Untereinheit des
Tripelstranges in erster Niherung gleich 5 = &5 + 2¢,: siche
Gleichung (7).

Nach Einsetzen der Zahlenwerte — siehe Abschnitt Iv,1. -
folgt fiir ¢; die Gleichung (12):

_ 1735[(rel. O.D)-1]—-11,1 q,
- 8,68 —11 12, ‘

¢ (12)

Die relative optische Dichte (rel. O.D.) ist als das Verhiltnis
der bei einem bestimmten pH-Wert gemessenen optischen
Dichte zu derjenigen bei pH 7 definiert (siehe Abb. 4 und 6).

Die nach Gleichung (12) mit Hilfe optischer Daten berech-
neten Werte fiir £, zeigen in guter Ubereinstimmung mit den
nach Gleichung (10) berechneten &,-Werten dieselbe pH-Ab-
hiingigkeit. So sind potentiometrische und optische Daten
mit der theoretischen Analyse konsistent.

Die pH-Abhiingigkeit des Protonierungsgrads x, 4, ciner
Poly (A + U)-L6sung ist in Gleichung (13) wiedergegeben.

tary = 21 + S0, + 5(1"51)52051- (13)

In Gleichung (13) bedeutet ¢, das AusmaB der in Gleichung (5)
beschriebenen Reaktion.

Mit Hilfe der potentiometrischen und optischen Daten der
Abb. S und 6 ergeben sich Bestimmungsgleichungen fiir ¢,
und il'

13,64(a;,—2,)(rel. 0.D)—%a. (8,68 — 11,1 %)) "
b2 = ay (11,12, —5,68)— 2,737,

¢ =|:—23(CTM—U—)—(12 +11)}(1z—11)'1- (15)

2

¢,
05~ \c -
- N -
! | L;\’x !
0 3 4 5 b
4
Abb. 11

Poly (A + U): pH-Abhingigkeit von ¢,, Gleichung (5) und ¢y,
Gleichung (4), berechnet nach Gleichung (14) und Gleichung (15),
(O) Saure- und ([7]) Baseast der Titration

Die Ergebnisse fiir die pH-Abhiingigkeit von ¢, und ¢, sind
in Abb. 11 gezeigt. Bei der Siuretitration ist ¢, in diesem
System praktisch identisch mit den ¢,-Werten des Systems
Poly (A + 2U), Abb.10. Das deutet an, daB es sich um
dieselbe Reaktion, Gleichung (4), handelt. Wegen der an-
gekoppelten Bildung von (A + U)-Sequenzen ist im System
Poly (A + U) bei der Basetitration £, bei gleichem pH-Wert
kleiner als der entsprechende &,-Wert fiir Poly (A + 2U).

Im System Poly(A + U) beweist die Gleichheit der pH-
Abhingigkeit von ¢, bei der Siure- und Base-Titration di¢
Reversibilitit der in Gleichung (5) beschricbenen Reaktion-
Da diese Reaktion in ihren Elementarschritten das Auftreten
von (aus den Basenpaaren) entkoppelten U-Segmenten erfor-
dert, ist es einsichtig, daB die Wechselwirkung zwisghen
[A(@H")],-Assoziaten mit U-Monomersegmenten in €inel
Gleichgewichtsreaktion zu (A + 2U} bzw. (A + U)-Sequet
zen fiihren sollte.

Neben der Erkenntnis, daB Hysterese in dem A-U-Modell
system nur in Poly (A + 2U) auftritt, fiihrt die Analyse def
pH-Abhingigkeit der £-Werte zu der SchiuBfolgerung, daB di
Hysterese in diesem System nur haibseitig ist. Wie im unteren
Teil der Abb, 9 schematisch angedeutet, erfolgt der Struktu
iibergang I — I bei pH,, spontan, wihrend der umgekehrte
ProzeB 11 — I eine Gleichgewichtsumwandlung st (vel. Abb.2)

Die in Abb.9 gegebene Darstellung beschreibt angenéihert
das Verhalten einer Einzeldomiine hochmolekularer Poly-
nucleotide gleicher Kettenlinge.
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3. Entropieproduktion

In Systemen, die Hysterese aufweisen, 6ffnen potentio-
metrische Titrationen die Moglichkeit, die bei einem Umlauf
der Hystereseschleife irreversibel dissipierende freie Enthalpie,
AG, und die damit verbundene ,Entropieproduktion” 4S;,,
zu bestimmen.

1
A= —==4G2>0.

{16)

Wir definieren das Produkt —TAS;, als den Verlust
AG,, der freien Enthalpie bei einem isotherm-isobaren
Hystereseumlauf.

4Gy = —T4S;,, . (17

Die wiihrend der Titration auftretenden Anderungen der
chemischen Potentiale der Polymeren, bzw. der Kettenglieder
konnen mit Hilfe ciner allgemeinen Maxwell-Beziechung be-
stimmt werden [32].

Fiir die Reaktion des Adenyisiurerestes A, dessen chemi-
sches Potential u(A) ist, mit HCI gilt:

<6u(A)> - _ @nHa
Oy n# Npcy €ny Py 1 F Py Mg

wobei n; die Molzahl der Komponente i ist, und die Notierung
n # n; bedeutet konstante Molzahlen, auBer n;.

Wihrend der Titrationen indert sich die NaCl-Konzen-
tration (0,1 M) nicht und das chemische Potential der Chlorid-
Ionen wird als konstant angenommen. Unter Anwendung der
Guggenheim-Approximation duyy = dpy» folgt  daher:
diyey = ~2,3 RTdpH. Um der Forderung konstanten pH-
Wertes — rechte Seite von Gleichung (18) — zu geniigen, muB
dnye) = —adn, gelten. (x ist der jeweilige mittlere Protonie-
rungsgrad.)

Die integrierte Form von Gleichung (19)

CulA)
( @PH >u#nm1= _2’3RT1

beschreibt die pH-Abhingigkeit des Protonierungsgrads.

Die Anderung der freien Enthalpie des hysteretischen Sy-
stems kann formal in einen reversiblen und einen irreversiblen
Anteil aufgeteilt werden, dG = dG,e, + dG,. Fir einen ge-
(S)chlossenen Siure-Base-Titrationszyklus gilt allgemein §dG =
‘ Die Entropieproduktion wihrend der Siure-Base-Titration
tm System Poly A-Poly U (1 : 2) sollte nach der Interpretation
der Titrationskurven und des Phasendiagramms auf der spon-
taflt‘-n Bildung von [Poly A(xH")], beruhen und daher un-
mittelbar aus der Protonierungsreaktion des Adenylsiure-
Testes resultieren. Damit gilt:

dAu(A
dG,, = u(A)
(hapH )de.

Analpg Gleichung (19) ergibt die Integration iiber den pH-
Bereich der Hysterese den auf 1 mol Adenylsdure-Segment
bezogenen Wert:

(18)

(19)

4G = ~23RT| AadpH . (20

Das Fntegral | Aad pH ist geometrisch die Fliche der potentio-
Metrischen Hystereseschleife.

Experimentell ergibt sich 4G, (20°C) = —1,43(+0,1)
kcal/mol (A).

Nach Gleichung (17) ist die Entropieproduktion A4S, =
23R [AadpH. Mit dem Zahlenwert fir 4G, erhilt man
A8, 20°C) = 49 (+0,1)cal (M (A) grad) ™.

4. Zuordnung von 4 G;,,

Der Gesamtwert des bei einem isotherm-isobaren Hysterese-
umlauf auftretenden Verlusts an freier Enthalpie, 4G, (A),
auf ein Mol Adenylsdure-Segment bezogen, 1a8t sich auf die
Standardwerte der freien Reaktionsenthalpien 4 G? aller spon-
tanerfolgenden Reaktionen i zuriickfiihren. Ist 4 der Standard-
wert des chemischen Potentials der j-ten Komponente, v;; der
stochiometrische Koeffizient und a; die Aktivitdt der j-ten
Komponente in der i-ten Reaktion (Reaktionsausmaf £&)),
erhilt man fiir konstanten Druck und Temperatur die all-
gemeine Beziehung:

AG,‘ = (Z vﬂﬂ? + RTZ\'I‘,‘ lnaj)éi.
i i

Auf der Konzentrationsunabhingigkeit gemessener (schein-
barer) ZustandsgroBen hochmolekularer Polynucleotidsyste-
me [31] basiert die Annahme konstanter Aktivitidtskoeffizien-
ten der Kettenglieder. Fiir einen stochiometrischen (molaren)
Umsatz, d.h. ¢; = 1 mol/liter ergibt sich die Gleichung (21):
AGin(A) = Z(Z vﬁu?) &=74GY¢,. 2y

i J i

Die der Hystereseschleife im System Poly A-Poly U(1:2)
zugrunde liegende Umsatzgleichung lautet beziiglich der
operativen Ketten-Untereinheiten analog Gleichung (4):

2(A +2U) + 2H* =[AH'], +4U. 2

Die Anderung der freien Enthalpie 4 G° fiir einen stochio-
metrischen Umsatz nach Gleichung (22) ist pH-abhéngig. Da
definitionsgemi u®(H ") = 0, ergibt sich:

AG®(pH) = u°[AH*]; + 41°(U)-24°(A + 2U).

Die phinomenologische Interpretation des Siure-Base-
Verhaltens des Modellsystems beschreibt die bei der Siure-
titration ablaufenden Reaktionen in Stufen: das reversible
gekoppelte Helix-Kniuel-Protonierungsgleichgewicht gefolgt
von der irreversiblen Assoziation von protonierten A-Seg-
menten des Tripelstranges zur Poly A-Doppelhelix unter Auf-
losung und Protonierung der restlichen (A + 2U)-Sequenzen.
Fiir die dabei auftretende Gesamtinderung der freien Reak-
tionsenthalpie 1Bt sich daher formal die Beziehung (24)
schreiben. Siche auch Abb. 9(a).
4G = 4Gy + 4Gy .

Der reversible Anteil 4G, ist der Reaktion nach Glei-
chung (7) zugeordnet, deren AusmaB bei pH = 3,5 durch den
Protonierungsgrad a; = 0,55 gegeben ist. (Vgl. Abb. 3,
aA+20) =0, fir0< ey < 0,55.)

Da die Reaktion nach Gleichung (7) iiber die in den Glei-
chungen (8) und (9) beschriebenen Elementarreaktionen ver-
Hauft, gilt fiir 4G

AG,., = 0, (AG°(A +2U) + AGS ).

23

24

(25)
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In Gleichung (25) bedeutet A4G°(A + 2U) die freie Reak-
tionsenthalpic der Helix-Knduel-Umwandlung nach Glei-
chung (8). 4G , ist als Standardwert der freien Protonierungs-
enthalpie der Gleichung (9) zugeordnet.

Der irreversible Anteil 4G,,, Gleichung (24), ergibt sich
als Differenz von 4 G° und A G,,,. Die GroBe von 4G ist mit
Hilfe der Ergebnisse der Basetitration berechenbar. Die bei
der Helix-Helix-Umwandlung wihrend der Basetitration an
die Protonierungsreaktionen gekoppelten Strukturdnderungen
lassen sich iiber einfache Helix-Kniuel-Umwandlungen ana-
lysieren.

Unter Vernachlissigung des kleinen Anteils der A-Segmente,
die sich rein sterisch nicht in (A + 2U) oder [A(«H")];-
Sequenzen befinden konnen [22], erhélt man die der Reaktion
nach Gleichung (22) zugeordnete Umwandlungsenthalpie for-
mal als Summe der freien Reaktionsenthalpien der Helix-
Kniuel-Umwandlungen nach Gleichung (8) und Gleichung
{1):

AG(pH) = 24G%(A + 2U) + 4G°[A (e, H")Y, . (26)

Nach der Definition des pH;,-Werts als pH-Wert bei &; = 0,5
{Gleichung (22)) gilt fiir 4G° als die relative, den Konforma-
tionsanteil der freien Enthalpie erfassende Gro8e, 4 G° (pHy,) =
0[31]. Daher ergibt sich bei pH;, = 5,25 fiir die freie Bildungs-
enthalpie 4G’ [A(x, H™)], der partiell protonierten doppel-
helicalen A-Sequenzen die Gleichung (27).

AG°[A(; HY)], = —24G°(A + 2U). @m0

Bei pH-Erniedrigung wird die partiell protonierte Poly A-
Doppelhelix durch den Anteil der freien Protonierungs-
enthalpie 4GY, der [AH"];-Sequenzen stabilisiert. Daher
1Bt sich die freie Bildungsenthalpie 4 G°[A H* ], der vollstiin-
dig protonierten Poly A-Doppethelix nach der Beziehung (28)
formulieren.

AG°[AH'), = AG°[A(H')], + 2(1-22)4G2,.  (28)

Aus Abb. 3 folgt mit Gleichung (10) fiir o, (pH;,) = 0,53.

Fiir den irreversiblen Anteil 4G, (A), bezogen auf ein Mol
A-Segment, resultiert nach der Zusammenfassung der Glei-
chungen (24) bis (28) die Gleichung (29).

4G (A) = (1-2)4GS 5~ (AG(A + 2U) + 4Gp,). (29

Die freie Umwandlungsenthalpie AG°(A + 2U) fiir den
Strukturiibergang der Tripelhelix in die getrennten Einzel-
strédnge kann nach einer von Massoulié [14] angegebenen
Gleichung mit Hilfe kalorimetrischer MeBwerte [31] berech-
net werden [ 33]. In dieser Gleichung werden sowohl Tempera-
tur- und lonenstirkeabhingigkeit R T C(1—21g Cnacr) als
auch der Anteil 23 RT[1 + exp(4G3/RT)] des temperatur-
abhiingigen Stapelgleichgewichts von einzelstrangigem Poly A
beriicksichtigt. Fir 0,1 M (NaCl) folgt:

AG*(A +2U) = AGS(A + 2U)-1,5RTC—

—23RT[1 + exp(4GY/RT)].

4GY(A + 2U) ist die freie Umwandlungsenthalpie von
Poly(A + 2U) in die vollstindig statistisch gekniuelten
Einzelstringe. Die Kotin-Konstante [34] C ist nach Massoulié
fiir das System Poly (A + 2U), C = 1,27,

(30)

Bei 20°C ist die freie Stacking-Enthalpie des PolyA,
AGS = 06(+0,1) kcal/M(A), [33, 35], und mit AGH(A + 2U)
=27(+02) kcal/M (A + 2U), [31], resultiert AG°(A +
2U) = 0,8(+0,2) kcal/M (A + 2U)).

Die Bestimmung der freien Protonierungsenthalpie erfolgt
nach Gleichung (31).

4G = —23RTpK. ]\

Die potentiometrische Titrationskurve der Polynucleotide

als Polyelektrolyte ist durch die Gleichung {32) beschreibbar
[36]

1—
pH =pK +1g X

Q€

—ey(23kT)"". 32

In Gleichung (32) bedeuten: K, die Dissoziationskonstante
eines (AH*)-Segments; o, der Protonierungsgrad; ¢, die
Ladung des Protons; ¢, das Potential des geladenen Poly-
nucleotidanions und k, die Boltzmann-Konstante.

Der elektrostatische Anteil 4pK = ey(2,3kT)™" fiir die
Protonierung des Adeninrests im Tripelstrang Poly (A + 2U)
ist unabhingig von a; fiir die [Poly A(xH*)],-Doppelhelix
ist ApK jedoch abhingig von a [37, 16].

Durch Definition ist pH,,. o s, = pK’, und es gilt allgemein
die Bezichung (33).

pK = pK'—4pK. (33)

Werden die Berechnungen der elektrostatischen Anteile
unter Beriicksichtigung der effektiven Ladung der Poly-
elektrolyte [37] analog der von Holcomb und Time-
sheff [16] benutzten Methode durchgefiihrt [22], erhilt man
fir Poly(A +2U) 4pK, =012 und 4pK, =022 fir
(Poly A(xH™)],.

Mit pK) = 3,52 und pK’, = 5,62, Abb. 3, berechnet man
nach Gleichung (31) und (33)

4 Gg'l = —4,6 kcal/M(A)
und

4G%; = —73kea/M(A).
Nach Einsetzen der Zahlenwerte in Gleichung (29) erhilt
man fiir 20°C,

AGi(A) = —1,35(+0,1) keal/M(A)

Der Vergleich dieses berechneten Werts mit dem MeBwert
4G (A) = —1,43(+0,1) keal/M (A) ergibt innerhalb der Feh-
lergrenzen eine gute Ubereinstimmung. Damit ist quantitatiy
gezeigt, daB sich der irreversible ProzeB wihrend des iso-
thermen Siure-Base-Titrationszyklus auf den spontanen Zu-
sammenbruch des metastabilen, teilweise aufgeknéuelter.l,
partiell protonierten Tripelstrangs Poly (A + 2U) und die

Bildung von [Poly(AH )], bei der Siuretitration zurick-
fihren 14Bt.

VIL Relation zu natiirlicher RNA

Da im Poly A-Poly U-Modellsystem Hysterese nur b¢l
Poly (A + 2U) auftritt, ist es wahrscheinlich, da auch It
natiirlicher RNA die das hysteretische Verhalten bedingenden
Strukturformen an Adenin und Uracil reiche Sequenzen if
den Konformationen des A-Doppelstrangs oder in helicalen
A-U-Komplexen sind. Diese Kombination der Sekunddr
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struktur scheint zu geniigend hohen Energiebarrieren fihig,
so daB sich betrichtliche, langlebige Metastabilititen ent-
wickeln konnen. (Jedoch sind wegen der komplizierteren
Struktur der RNA auch andere K onformationskombinationen
denkbar.) Da Energiebarrieren ein System versteifen, bedeutet
das Auftreten von nur einseitiger Hysterese eine ,,Konzession*
an die Dynamik, die Flexibilitdt des Systems.

Es ist nun moglich, daB in Lebewesen Nervenimpulse in
Teilbereichen von RNA-Kettenmolekiilen, die sich in unmittel-
barer Nidhe der Nervenmembran befinden [3], konformative
Strukturdnderungen bewirken (vgl. Gleichung (32)).

Um im Poly A-Poly U-Modelisystem ein Mol A aus dem
metastabilen Zustand in die doppelstrangige Alternativ-
struktur zu transferieren, ist bei 20 °C ein Betrag von 4 G, (A) =
~1,5kcal/M (A) oder 0,065 eV pro Mol ndtig. Das entspricht
einer Potentialdifferenz von 65mV. An der Nervenmembran
entstehen pro Nervenimpuls Potentialdifferenzen zwischen
70 und 80 mV. Damit ist energetisch ein solcher Vorgang
mdglich.

Wihrend die covalente Primdrstruktur der Basensequenzen
in Desoxyribonucleinsdure zur stabilen Speicherung geneti-
scher Information dient, Tertidr- und Quartiirstruktur von
Proteinen aus Griinden dynamischer Flexibilitit nur durch
schwache Wechselwirkungen (kooperativ) stabilisiert sind,
bieten die Konformationstypen von RNA eine Maglichkeit,
in der Sekundirstruktur Anderungen der Umweltbedingungen
aufzuzeichnen und voriibergehend zu speichern.

E.N. dankt der Stiftung Volkswagenwerk fiir die Finanzierung
des Forschungsaufenthalts am Weizmann-Institut, D. H. Everett,
H.Triuble und A.Oplatka fir anregende Diskussionen, H.
Eisenb_erg fir die Moglichkeit, die spektrophotornetrischen Mes-
sungen in seiner Arbeitsgruppe durchfiithren zu konnen, A. Shatkay

fir wertvolle Hinweise und M. Mevarech fiir einige Hilfe bei den
potentiometrischen Titrationen.
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