Kinetik kooperativer Konformationsumwandlungen

von linearen Biopolymeren

Von Gerhard Schwarz und Jiirgen Engel ™

Kooperative Konformationsumwandlungen von Proteinen und Nucleinsiduren sind von ent-
scheidender Bedeutung fiir viele molekularbiologische Prozesse, insbesondere fiir deren Rege-
lung. Sie verlaufen iiber eine Vielzahl sich gegenseitig beeinflussender Elementarprozesse und
weisen daher oft eine komplizierte Kinetik auf. Zudem sind sie hdufig sehr schnell. Mit chemi-
schen Relaxationsmethoden ist es trotzdem moglich, kinetische Analysen durchzufiihren. Ver-
gleichsweise einfach wird die theoretische Interpretation fiir lineare Biopolymere. Die Anwen-
dung des fiir die Kinetik erweiterten linearen Ising-Modells auf Modellpeptide und Polynucleo-
tide brachte einen Einblick in die Grundlagen der kooperativen Umwandlungen.

1. Einfiilhrung

Die biologische Funktion von Nucleinsduren und Prote-
inen wird wesentlich durch ihre spezifische Konformation
bestimmt. Diese kann durch Wechsel dulerer Bedingungen
verindert werden. Tatsdchlich sind Konformationsum-
wandlungen hiufig wichtige Teilschritte in molekularbio-
logischen Reaktionen (Beispiele: Allosterische Regelung
der Enzymaktivitit!" 2!, Reduplikation von Nucleinsiu-
ren®3)). Wichtig ist dabei, daB geringfligige Einwirkungen
groBe Anderungen induzieren. Das kann nur durch eine
positiv-kooperative Wechselwirkung zwischen den Ele-
mentarschritten der Gesamtumwandlung erreicht werden,
wodurch eine bereits eingetretene Elementarumwandlung
an einer Stelle des Makromolekiils stark fordernde Wir-
kung auf andere noch nicht erfolgte Elementarumwand-
lungen hat.

Wir haben frither bereits'*! die allgemeinen Eigenschaften
kooperativer Konformationsumwandlungen von Biopoly-
meren am Beispiel linearer Systeme behandelt, da diese
sowohl theoretisch als auch experimentell vergleichsweise
einfache Bedingungen bieten und somit eine gute Grund-
lage fiir die Interpretation komplizierterer Systeme sind.
Gleichgewichtsdaten der Helix-Coil-Umwandlung einiger
aus gleichen Untereinheiten aufgebauter synthetischer
Polypeptide oder Oligonucleotide sowie der Strukturum-
wandlung zwischen zwei Konformationen des Poly-L-
prolins wurden mit dem linearen Ising-Modell analysiert.
Auf die in diesem Zusammenhang diskutierten grundlegen-
den experimentellen und theoretischen Betrachtungen wird
in diesem Fortschrittsbericht aufgebaut.

Will man kooperative Konformationsumwandlungen voll-
stindig verstehen, so stellt sich auch die Frage nach der
Kinetik solcher Prozesse. Allerdings ist selbst im Falle der
oben zitierten linearen Modellsysteme aus chemisch glei-
chen Resten von vornherein ein recht komplizierter Reak-
tionsverlauf zu erwarten. Werfen wir zum Beispiel einen

[*] Prof. Dr. G. Schwarz und Prof. Dr. J. Engel
Abteilung Biophysikalische Chemie
Biozentrum der Universitit
CH-4056 Basel, KlingelbergstraBe 70 (Schweiz)

Angew. Chem. | 84. Jahrg. 1972 | Nr. 13

Blick auf die a-Helix-Coil-Umwandlung einer Polyamino-
sdure mit N moglichen Wasserstoffbriicken zwischen den
CO- und NH-Gruppen komplementirer Peptidbindungen.
Die Umwandlung in das statistische Knzuel (Coil) erfor-
dert hier offenbar N Elementarschritte, ndmlich N Briiche
von Wasserstoffbriicken. Wegen der Kooperativitit der
Umwandlung miissen diese Einzelschritte verschieden
schnell ablaufen, je nachdem, ob benachbarte Wasserstoff-
briicken bereits gelost sind oder nicht.

Eine sinnvolle Interpretation und Auswertung kinetischer
Experimente an Systemen mit sehr vielen Reaktionsschrit-
ten kann nicht unmittelbar auf den klassischen Methoden
der Kinetik aufgebaut werden. Daher sind hier die in der
Literatur nicht selten zu findenden Auftragungen nach der
1. oder 2. Ordnung von zweifelhaftem Wert, solange sie
nicht theoretisch untermauert werden.

Vorteile bietet die Relaxationsmethode, bei der die Ein-
stellung eines neuen Gleichgewichts nach im allgemeinen
kleiner Stérung des alten Gleichgewichts (z. B. durch einen
Temperatursprung) kinetisch verfolgt wird. Derartige Re-
laxationskurven spiegeln im Prinzip nicht nur die Kinetik
des langsamsten Teilprozesses, sondern auch diejenige der
anderen Zwischenreaktionen wider. Ihre theoretische Be-
rechnung fiir einen postulierten Mechanismus ist erleich-
tert, da die kinetischen Differentialgleichungen fiir kleine
Storungen linearisiert werden konnen. Allerdings sind die
fiir einfache Reaktionen mit einem oder zwei Reaktions-
schritten bewihrten Auswertemethoden!™! oft nicht an-
wendbar. Durch Messung und Berechnung mittlerer Re-
laxationszeiten'®- ! ist es jedoch selbst in komplizierten
Fillen moglich, den erwiinschten quantitativen Zusam-
menhang zwischen einem sinnvollen Reaktionsmechanis-
mus und den MeBkurven herzustellen.

Konformationsumwandlungen konnen so schnell ablaufen,
daB die Anwendung von Relaxationsverfahren hochster
Zeitauflosung notwendig wird. So lieB sich im Falle der
a-Helix-Coil-Umwandlung mit der Temperatursprung-
methode lediglich zeigen, daB die Umwandlungszeit offen-
bar kiirzer ist als die Aufheizzeit der MeBzelle (etwa 1
Mikrosekunde)®: %1, Erst mit noch ,,schnelleren® Methoden
konnten Umwandlungszeiten im Bereich von 1078 bis
10~ ¢ Sekunden ermittelt werden (s, Abschnitt 3.1).
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Andere Umwandlungen konnen mit konventionelleren
Methoden verfolgt werden. So liegt die Denaturierungszeit
sehr langkettiger Desoxyribonucleinsduren im Sekunden-
bis Minutenbereich; die Helix-I==Helix-1I-Umwandlung
des Poly-L-prolins ist sogar noch langsamer.

2. Theoretische Grundlagen

2.1. Durchfiihrung und Auswertung chemischer
Relaxationsexperimente

Eine kinetische Analyse mit chemischen Relaxationsver-
fahren umfaBt im wesentlichen drei Schritte: Die Stérung
eines stationdren Zustandes des Reaktionssystems (in der
Regel des chemischen Gleichgewichts), die Messung der
Zeitabhiingigkeit der daraufhin erfolgenden Anderung einer
von den Konzentrationen der Reaktionspartner abhéngi-
gen MeBgroBe P (z. B. optische Dichte, optische Drehung)
und schlieBlich die Interpretation der Daten im Rahmen
einer Gesamtreaktion. Wéhrend die beiden ersten Schritte
hochstens technisch-experimentelle Probleme aufwerfen,
konnen sich beim dritten komplizierte mathematisch-theo-
retische Fragen erheben, wenn man es mit einer aus vielen
Teilschritten zusammengesetzten Reaktion zu tun hat.

Als konkretes Beispiel sei ein experimentell verhiltnis-
miBig durchsichtiges und vielseitiges Verfahren betrach-
tet: die Temperatursprungmethode. Aufgrund der bekann-
ten van’t Hoffschen Beziehung fiir die Temperaturabhiin-
gigkeit chemischer Gleichgewichtskonstanten wird ein
chemisches Gleichgewicht durch eine Temperaturdnde-
rung in definierter Weise verschoben. Dies 148t sich tech-
nisch in etwa einer Mikrosekunde durchfiihren, z. B. durch
elektrische Aufheizung!®’. Sofern sich das neue Gleichge-
wicht langsamer einstelit, kann man die zeitliche Anderung
der MeBgroBe P als Relaxationskurve auf dem Bildschirm
eines Oszillographen verfolgen. Ahnliche Kurven erhlt
man bei sprunghafter Anderung anderer Parameter, wenn
sic die Gleichgewichtslage beeinflussen : Druck, elektrisches
Feld, Losungsmittelzusammensetzung, pH-Wert etc. Wie in
Abbildung 1 dargestelit. wird so eine experimentell direkt
zugédngliche Relaxationsfunktion ®(t) definiert. Diese muf}
nun in quantitativer und eindeutiger Weise mit dem zu-
grunde liegenden Reaktionsverlauf in Beziehung gebracht
werden.

Die Situation ist einfach bei einem einstufigen ProzeB, z. B.

k od
A<SB mit B ok c,—kycp (1a,b)
Kar at

Wegen der Massenerhaltung ist stets ¢, + ¢y =const., daher
tritt lediglich eine unabhingige Konzentrationsvariable
auf. Dafiir kann z. B. cg gewihlt werden. Die zeitliche An-
derung jeder konzentrationsabhingigen MeBgroBe 1dBt
sich dann durch Losung von Gl. (1b) ausrechnen. Wir fin-
den hier

o1
D) =e"" mit ?=ku+k21 (2a, b)
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Abb. 1. Schematische Darstellung von Relaxationskurven bei Sprung-
experimenten.

a) Nach gegeniiber der Reaktionszeit schneller Anderung der Tempera-
tur, des Drucks oder anderer duBlerer Parameter stellt sich ausgehend
vom Anfangsgleichgewicht (MeBgrofle P,) ein neues Gleichgewicht
(MeBgroBe P) ein. Durch ®(t)=8 P/ P, wird eine (normierte) Relaxa-
tionsfunktion definiert, die direkt experimentell zuginglich ist. Die
Tangente an ®(t) bei t =0 schneidet die Asymptote bei t=1" [s. Gl (4)].
b) Bei Auftragung von log @ (t) (oder log8 P) gegen die Zeit ergibt sich
im einfachsten Fall eine Gerade mit der Steigung =0.434-1/1, nimlich
wenn @ (t} aus einer einzigen Exponentialfunktion besteht.

c) Treten zwei Exponentialfunktionen mit geniigend verschiedenen
Werten von 1, und 1, auf (gestrichelt), beobachtet man eine Kurve mit
linearem Auslauf. Diese 148t sich noch gut in ihre Komponenten zer-
legen.

d) Fiir mehrere sich iiberlappende Relaxationsterme ist eine eindeutige
Zerlegung nicht mehr moglich, jedoch kann die mittlere Relaxations-
zeit ©° aus der Anfangssteigung (gepunktet) bestimmt werden.

Die Relaxationszeit T kann, wie in Abbildung 1 gezeigt. aus
der gemessenen Relaxationsfunktion ®(t) leicht graphisch
ermittelt werden. Kennt man die Gleichgewichtskonstante
K =kj,/k;;, so sind aufgrund der Beziehung (2b) die ein-
zelnen Geschwindigkeitskonstanten direkt zuginglich.

Auch bei komplizierteren Reaktionen mit mehr als einer
Stufe kann die zeitliche Anderung der Konzentration eines
jeden Reaktionspartners durch eine Differentialgleichung
beschrieben werden. Diese faBt die Geschwindigkeitsbei-
trdge aller Elementarprozesse zusammen, die zu einer
Anderung des betreffenden chemischen Zustandes fithren.

Ist die Differenz zwischen der Anzahl der Reaktionspartner
und der Anzahl der Massenerhaltungsbedingungen gleich n
(dem entspricht die Anzahl der ,,unabhingigen“ Reaktions-
stufen, die man nach Streichung aller Stufen erhilt, die zu
Reaktionszyklen fithren), so wird die Gesamtreaktion durch
n kinetische Differentialgleichungen vollstindig beschrie-
ben. Diese konnen natiirlich duBerst kompliziert sein. Sie
lassen sich allerdings bei kleinen Abweichungen von einem
zeitunabhédngigen Bezugszustand (kleine Storungen!) li-
nearisieren (Wegfall quadratischer und hoherer Konzen-
trationsglieder). Prinzipiell ist jetzt immer eine mathema-
tische Losung des Problems in geschlossener Form még-
lich'®!. Diese wird charakterisiert durch n Zeitkonstanten,
die Relaxationszeiten 1,, T,, T4 ... T,. Sie hidngen in definier-
ter Weise vom Reaktionsverlauf, den kinetischen Konstan-
ten und den Konzentrationen der einzelnen Reaktions-
partner ab. Es ist dabei jedoch zu beachten, daB3 die einzel-
nen Relaxationszeiten nicht direkt mit einzelnen Reaktions-
stufen korreliert sind. Insbesondere ergibt die Theorie fiir
die Relaxationsfunktion ®(t) einer sprungartigen Stdrung
des Gleichgewichts

o) = $ pre mit Tp =1 (33,b)
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also eine Summe von n Exponentialfunktionen mit den t; als
Zeitkonstanten. Die entsprechenden Amplitudenfaktoren
B; enthalten keine direkten kinetischen Gr6Ben mehr. Sie
sind auBlerdem noch von den verwendeten Mef3gr6Ben so-
wie vom Storparameter abhdngig. Die B, 4ndern sich daher
in der Regel, wenn man z. B. die zeitliche Anderung der
optischen Dichte bei einer anderen Wellenlidnge verfolgt
oder statt eines Temperatursprungs eine sprungartige
Druckénderung anwendet. Solche Manipulationen haben
jedoch keinen EinfluB auf die 1.

Die Gesamtheit der Relaxationszeiten t; zusammen mit
den zugehorigen Amplitudenfaktoren B; wird als Relaxa-
tionsspektrum bezeichnet. Eine eindeutige Zuordnung
eines Relaxationsspektrums zu einer MeBkurve ist prak-
tisch nur moglich, wenn nur wenige in ihrer Grofenord-
nung stark unterschiedliche ; mit vergleichbaren B; auf-
treten (s. Abb. 1b-1d). Ist das nicht der Fall, kann eine
kinetische Analyse mit anderen experimentell direkt zu-
ginglichen Parametern durchgefiihrt werden. Dafiir eignet
sich besonders die mittlere (reziproke) Relaxationszeit 1" 6],
wie sie durch folgende Relation definiert ist:

(Der Zusammenhang mit @ ist leicht aus Gl. (3a) zu verifi-
zieren.) Wie in Abbildung 1a und 1d angedeutet, ergibt
sich " aus der Tangente an die Relaxationskurve zur Zeit
t=0 (Zeitpunkt der Stérung). Wegen dieses Zusammen-
hangs ist T° auch theoretisch verhiltnismiBig leicht zu-
ginglich®), sofern bei t =0 (wie iiblich) ein Gleichgewichts-
zustand des Systems vorliegt. Dann sind neben einer Kennt-
nis der Elementarprozesse und ihrer kinetischen Konstan-
ten nur Gleichgewichtseigenschaften zur Berechnung von
7" notwendig. Man braucht also keine Differentialgleichun-
gen zu losen!

Sehr schnelle Relaxationsvorgédnge (1 <1 psec) sind bisher
nur mit Methoden untersucht worden, die eine periodische
Storung in Form einer Sinusfunktion verwenden, z. B.
eine Schallwelle oder ein alternierendes elektrisches Feld.
Auf diese Weise werden kleine Schwankungen des Gleich-
gewichtszustandes des Reaktionssystems erzeugt. Erfolgen
die Schwingungen schnell genug im Vergleich zur Reak-
tionsdauer, kann die tatsichliche zeitliche Konzentrations-
dnderung der Reaktionspartner dem Gleichgewicht nicht
mehr im gleichen Takt folgen. Die Theorie ergibt dann im
Bereich um die Relaxationsfrequenz vg = 1/(2 n 1) eine Ener-
gieabsorption (z. B. Schallabsorption bei der Anwendung
von Ultraschall und Ohmsche oder dielektrische Verluste
in einem elektrischen Wechselfeld). Durch Auswertung
entsprechender Messungen lassen sich die chemischen Re-
laxationszeiten erhalten!l

2.2. Die Kinetik des linearen Ising-Modells

Wie friiher ausfiihrlich beschrieben wurde!#, 148t sich das
thermodynamische Verhalten kooperativer Konforma-
tionsumwandlungen von linearen Biopolymeren quanti-
tativ mit Hilfe des linearen Ising-Modells verstehen. In die-
sem Zusammenhang wurden die den beiden extremen
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Konformationen entsprechenden elementaren Zustinde
der Einzelsegmente mit A und B bezeichnet. Als kinetische
Elementarprozesse der Umwandlung ergeben sich damit
an irgendeiner Stelle des Kettenmolekiils Reaktionen der
Art

LXAY.. = . XBY.. ©)

wobei die Geschwindigkeitskonstanten gemiB der Grund-
annahme des Ising-Modells noch von den beiden nichsten
Nachbarzustinden X und Y, die jeweils auch gleich A oder
B sein konnen, abhingen. Wir miissen daher zwei Arten
von Elementarreaktionen unterscheiden. Die Wachstums-
schritte

~AAB.. ke .. ABB.. . ke

.BAA.. X, ..BBA.. ™ ¢ (62, b.¢)

beschreiben das Wachstum von bestehenden A- bzw. B-
Sequenzen, wobei die Gleichgewichtskonstante s mit dem
entsprechenden Parameter der Zimm-Bragg-Theorie!*!
identisch ist. Bei den Keimbildungs- und Zerfallsschritten

LAAA.. KEa ABA. mit Ko (7a, b)
kDA kDA

und

_BAB. <P ppR. . i S _ S (8a, b)
Kpg kpg ©

sind die Gleichgewichtskonstanten cs bzw. s/c durch die
Gleichgewichtstheorie festgelegt, wobei der kooperative
Parameter o <1 angibt, um wieviel mal schwieriger die
Keimbildung gegeniiber dem Wachstum ist (kleines ¢ be-
deutet grofie Keimbildungsschwierigkeit, d. h. hohe Ko-
operativitit). Da nur das Verhiltnis der Geschwindigkeits-
konstanten durch die Thermodynamik festgelegt ist, bleibt
fiir jeden der Prozesse ein kinetischer Parameter offen. Im
allgemeinen Fall miissen auch noch spezielle K eimbildungs-
und Zerfallsschritte fiir die Enden des Molekiils beriick-
sichtigt werden, da dort jeweils nur ein néchster Nachbar-
zustand existiert™?’,

Bei einer Kette mit N Segmenten muBl die Summe der Mole-
kiile in den maximal 2~ verschiedenen Konformationszu-
stinden natiirlich konstant bleiben. Mit dieser auf den
ersten Blick einzigen Massenerhaltungsbedingung wird
man ein praktisch kontinuierliches Spektrum aus 2V —1
Relaxationszeiten erwarten. Gliicklicherweise 148t sich das
Problem je nach den speziellen Bedingungen noch mehr
oder weniger vereinfachen. Zum Beispiel kann man mit
Hilfe der Gleichgewichtstheorie ohne sonderliche Schwie-
rigkeiten die mittlere Relaxationszeit berechnen und mit
experimentellen Daten vergleichen.

Im hdufigen Grenzfall sehr langer Ketten mit groBer Ko-
operativitit, d. h. fiir

N » kooperative Linge N, = »1

a

kann man die Effekte an den Molekiilenden vernachlissi-
gen™!. AuBerdem werden im Umwandlungsbereich (wo A
und B in einigermafBen vergleichbarer Menge vorliegen) die
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Beitrdge der Prozesse (7) und (8) zur Gesamtreaktion ver-
schwindend klein, da die ,,Keime* ABA und BAB in sehr
geringer Konzentration gegeniiber AAB. ABB etc. existie-
ren. Demzufolge wird der Anteil ® der B-Segmente sich
praktisch nur iiber Wachstumsschritte gemidB Gl. (6)
dndern, also

de

i 2KkeYanp = 2KpYans = 2Kp{S7aan — Yans) 9
WO Yaan Yans die Bruchteile von A- bzw. B-Segmenten mit
den Nachbarn A (links) und B (rechts) bedeuten (der Faktor
2 kommt herein wegen ¥ a5 ="Ygaa> Yass = Ypna) Wird bei
t=0das Gleichgewicht sprungartig gestort, wobei s »s 4 8s
und der Gleichgewichtswert ©,—0®=0,+3, so folgt
nach Gl. (4) (mit P=0©, § P,= —5@)!!!- 12

1_1 /e _ Taas
T 80 (dt>l=0_2kn(6@/§s) (10)

{Uberstrichene Werte sind Gleichgewichtswerte). Die ther-
modynamische Theorie erlaubt es, 7,,5 und §©/8s durch
© und o auszudriicken. Damit wird!*%!

. . A 1
=401 - =
7 @(1-0)1,,, wobel T, ok,

(11a, b)
Die maximale Relaxationszeit 1, ,, liegt demnach am Um-
wandlungsmittelpunkt (©=0.5).

Fiir N<N, konnen Endeffekte und Keimbildung bei der
Kinetik der Umwandlung nicht mehr vernachlissigt wer-
den. Unter plausiblen Annahmen fiir die Keimbildungs-
geschwindigkeiten erhilt man 1" als komplizierte Funktion
der allgemeinen Form!*®]

=1 (8,0,p, B N) T 12)

(B', B", beschreiben die Endeffekte® %), Die Funktion f
liegt stets unterhalb der fiir N> N, gemd Gl. (11 a) giiltigen
Grenzfunktion 40 (1 — @), d. h. die Umwandlung wird mit
abnehmender Kettenlinge schneller.

Eine iiber den Mittelwert "~ hinausgehende Berechnung des
chemischen Relaxationsverhaltens kooperativer Umwand-
lungen 146t sich unter Ausnutzung spezieller Eigenschaften
des Systems und spezieller experimenteller Bedingungen
unter Umstdnden relativ einfach durchfiihren. Beispiele
dafiir sind das ,,Alles-oder-Nichts“-Verhalten kurzkettiger
Poly-L-proline (s. Abschnitt 3.2) und Oligonucleotide (s.
Abschnitt 3.3) sowie die ,,unterdriickte Keimbildung“ beim
Poly-L-prolin (s. Abschnitt 3.2). Vollstindigere Berechnun-
gen Kinetischer Kurven wurden auch fiir den Fall langer
Ketten versucht. Dies geschah unter vereinfachenden An-
nahmen fiir die Kinetik der Elementarprozesse!'>~** oder
durch Computerrechnungen!!6- 17,

Kiirzlich gelang es, die Theorie auf eine allgemeingiiltige
Grundlage zu stellen. Es konnte fiir beliebige Kettenldngen
gezeigt werden, daB die vollstandige Kinetik des linearen
Ising-Modells durch 4N-—5 unabhingige, nicht-lineare
Differentialgleichungen beschrieben wird!®. Fiir N—-co
(d. h. N» N,) verringert sich deren Zahl auf vier. Drei von
den dadurch definierten Relaxationszeiten treten bei ge-
niigend starker Kooperativitdt (N, » 1) im Umwandlungs-
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bereich mit verschwindender Amplitude auf, so daf} die
vierte mit t° identisch sein muB. In diesem praktisch wich-
tigen Grenzfall wird also die Umwandlung trotz des kom-
plizierten Reaktionsverlaufes durch eine einzelne Relaxa-
tionszeit [wie GI. (2a)] beschrieben!°1,

3. Experimente an einfachen linearen
Modellsystemen

3.1. Die a-Helix—=Coil-Umwandlung

Die Versuche wurden mit geniigend langen Polypeptid-
ketten (N>N,) durchgefiihrt, so daB im Umwandlungs-
bereich eine Relaxationszeit gemdB Bezichung (11) zu er-
warten ist. Der wesentliche ElementarprozeBl der Umwand-
lung besteht im Wachstum bzw. Abbau von Helixfragmen-
ten innerhalb einer Polypeptidkette durch Bildung bzw.
Bruch von Wasserstoffbriicken an den Nahtstellen zwi-
schen Coil- und Helixbereichen. Die Geschwindigkeits-
konstante kg beschreibt das Schliefen einer solchen Was-
serstoffbriicke. Ihre Bildung bedarf keiner merklichen
Aktivierungsenergie!?®), es muB jedoch eine giinstige ste-
rische Position der richtigen CO- und NH-Gruppen durch
entsprechende Drehungen um zwei dazwischenliegende
C—C- oder C—N-Bindungen erreicht werden (s. Abb. 2).
Mit einer fiir die Drehung erforderlichen Aktivierungs-
energie von einigen kcal/mol ist deshalb ein kg-Wert um
101°-10** s~ ! zu erwarten. Da die o-Werte bei Polypep-
tiden je nach System im Bereich 10~ #~10" 2 liegen, ergeben
sich nach Gl. (11 b) maximale Relaxationszeiten der Helix-
Coil-Umwandlung um 1078 bis 10~ ° Sekunden!!*- 12,

ez
T
- L4
_ i
HCR _g"c—\HCR
- e
o) o 1;TH ke o NH
ii . )
/N—C— T N~ e N
RCH O HCR RCH : o
HCR
\(U‘,-N/ \&-N/
H H
'

Abb. 2. Ubergang einer Peptidbindung vom Coilzustand in den Helix-
zustand an einer Helix/Coil-Nahtstelle unter Kniipfung einer fir die
a-Helix charakteristischen Wasserstoffbriicke zwischen NH- und CO-
Gruppe. Die im Coilzustand frei drehbaren C—C- und C—N-Einfach-
bindungen des Aminosiurerestes (durch Pfeile markiert) werden dabei
fixiert.

Diese Abschitzung stimmt gut mit den wenigen bisher vor-
liegenden MeBdaten iiberein. Schallabsorptionsmessungen
an Polyglutaminsdure (s. Abb. 3) zeigen den maximalen
Effekt bei @ =0.5 und 15 MHz!?*), Nach der Theorie ist fiir
den durch Helix-Coil-Umwandlung erzeugten zusitzlichen
Schallabsorptionskoeffizienten o pro Wellenldnge A (in
wiBriger Losung) ein Beitrag von

2
ar = V= (avy 2ot —@)¥ ¢y =

RT Vo

(13)
1+ (01)?
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zu erwarten (p=Dichte, v, = Schallgeschwindigkeit im
Losungsmittel, AV=molare Volumenidnderung bei der
Umwandlung Coil — Helix, ¢,=Konzentration des Poly-
peptids in mol Monomer pro Volumeneinheit(24:3%), Aus
vg=15 MHz kann 1,,,, zu 1-10~8 s bestimmt werden. Mit
o =3-10" 3™ ergibt sich somit aus GL. (11b)kp=8-10%s~ 1,
Weiterhin erhilt man aus dem maximalen Wert von A mit
Gl (13) AV=0.5 cm*/mol in Ubereinstimmung mit direk-
“ten Messungen von AVIZZ,

@®-01 0509
Lor ! L a)
| |
[ -
1%\ !
T 0t ! o/l\
I [
W i
TE o/ :
o ' Qm——O o
":.D 20} | 5.08 MHz
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Abb. 3. Ultraschallmessungen des Helix-Coil-Ubergangs von Poly-
glutaminsdure in wilriger Losung (nach Saksena et al. [21]). Die Um-
wandlung erfolgt (reversibel) durch pH-Anderungen im Bereich
pH=4 bis 6. Der Mittelpunkt (® =0.5) liegt bei etwa pH=5.1.

a) Nach Gl. (13) sollte Ae/v? (Aa= Schallabsorptionskoeffizient der
Losung minus desjenigen des Losungsmittels, v=Schallfrequenz) bei
©=0.5 ein Maximum aufweisen. Die eingezeichneten MeBdaten zeigen
das auch deutlich fiir die Frequenzen 5.08 MHz und 26.2 MHz, wiihrend
bei 99.6 MHz die angegebene MeBgenauigkeit dazu offenbar nicht mehr
ausreicht.

b) Die durch den Helix-Coil-Ubergang (bei ®=0.5) hervorgerufene
Schallabsorption pro Wellenlidnge (aA)yc ist doppeltlogarithmisch
gegen die Frequenz aufgetragen. Nach Gl. (13) sollte ein charakteristi-
scher, bereits durch zwei MeBpunkte festgelegter Kurvenverlauf gemiB
der Funktion A ot/(1 +®?1?) auftreten (w=2nv, A =konstanter Fak-
tor), der bei @=2nvyg=1/t ein Maximum besitzt. Die sich hier erge-
benden Werte fiir v und A/2 sind eingetragen. Sie liefern t sowie unter
Verwendung von Gl. (13) das Reaktionsvolumen AV.

Ahnliche Experimente mit Poly-L-ornithin!*3! ergaben
ebenfalls 1,,,,~107 % s. Die gemessene Abhingigkeit vom
Umwandlungsgrad © bestitigt die Formel (11a).

Fiir Messungen an Poly(y-benzyl-L-glutamat) wurde ein
neues chemisches Relaxationsprinzip angewendet, welches
darauf beruht, daB ein elektrisches Feld ein chemisches
Gleichgewicht in Richtung stirkerer dielektrischer Polari-
sation verschiebt{2%], Sofern die damit verbundene chemi-
sche Relaxation wesentlich schneller verlduft als die Ro-
tation der in die Reaktion verwickelten Dipole, tritt auBler
der iiblichen dielektrischen Relaxation infolge Rotations-
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diffusion bei noch hoheren Frequenzen ein weiterer Re-
laxationseffekt auf, der die chemische Relaxation wider-
spiegelt'?4], Diese Voraussetzungen sind fiir Poly(y-benzyl-
L-glutamat) erfiillt: Im Umwandlungsbereich bestehen die
Polypeptidketten aus einer Folge von Coilgebieten und
Helixfragmenten, wobei die letzteren ein erhebliches elek-
trisches Dipolmoment besitzen. Das angelegte elektrische
Feld verschiebt nun das Gleichgewicht zwischen Helix-
und Coilbereichen in der Weise, dal3 in Feldrichtung die
Helixdipole wachsen, wihrend sie in umgekehrter Richtung
kleiner werden. Da die Rotationsdiffusion der Helices
wegen ihrer Linge weit langsamer als die chemische Relaxa-
tion des Helixwachstums erfolgt, kommt es so noch zu
einer vergleichsweise schnellen dielektrischen Polarisation
tiber den chemischen RelaxationsprozeB. Wie erwartet
wird analog zur Schallabsorption ein Maximum dieses
Effekts im Mittelpunkt der Umwandlung gefunden (s.
Abb. 4). Die ebenfalls gemessene @-Abhingigkeit stimmt
gut mit Gl. (11a) iiberein!?%). Der Effekt wurde kiirzlich
auch fiir das dhnliche System Poly(B-benzyl-L-aspartat) in
m-Kresol gefunden!?5],

T 04+ *\e
D,ZT °
L ]
L— * L ]

075l —

! 1 ( 1

0 02 o0& 06 08 1
@—

Abb. 4. Durch die Helix-Coil-Umwandlung einer konzentrierten Lo-
sung von Poly(y-benzyl-L-glutamat) bedingtes (maximales) Inkrement
der Dielektrizitatskonstante (£2) in Abhingigkeit vom Umwandlungs-
grad © (nach [25]).

Die 1"-Werte sind aus den dielektrischen Daten berechnet. Die einge-
zeichneten Kurven entsprechen dem berechneten Verlauf.

Mit dem fiir Poly(y-benzyl-L-glutamat) ermittelten t,,,, von
5-1077 s und dem fiir dieses Polypeptid bei den verwende-
ten hohen Konzentrationen geltenden o =0.4-10"4% er-
rechnet sich kg zu 1.3-10'° s !, womit wir im Rahmen unse-
rer friitheren Abschédtzung bleiben. Ein weiteres wichtiges Er-
gebnis dieser Experimente ist der damit gelungene Nach-
weis, daB ein elektrisches Feld eine Konformationsum-
wandlung unmittelbar beeinflussen kann. Durck Umrech-
nung ergibt sich, daB} eine Feldstirke von 200 kV/cm (wie
sie an biologischen Membranen durchaus vorkommt) im
hier diskutierten System eine fast vollstindige Struktur-
umwandlung bewirken kann, und zwar in Zeiten um 1 usec.
Es ist daher denkbar, daB z. B. Nervenimpulse iiber eine
kooperative Konformationsinderung direkt in molekulare
Prozesse eingreifen konnen.

Eine diesen Ergebnissen widersprechende Interpretation
von Doppelsignalen der C,H- und NH-Protonen in der
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kernmagnetischen Resonanz als Austausch Helix<=Coil
mit einem Wert fiir T von nur 1072512728} jst kiirzlich
durch eine andere Deutung der Signale entkriftet wor-
den!2?-201

3.2. Die Helix-I==Helix-II-Umwandlung
des Poly-L-prolins

Diese Umwandlung zwischen zwei geordneten Konforma-
tionen ist sehr kooperativt*). Ein Keim der I-Form (= cis-
Zustand der  Peptidbindung) inmitten einer II-Helix
(=trans-Zustand der Peptidbindungen) ist bei ® =0.5 etwa
10%-mal unwahrscheinlicher als eine ununterbrochene
Helix und umgekehrt (o 21073, N, 300). Das ist bedingt
durch energetisch ungiinstige Verhéltnisse an den I/II- und
[1/1-Nahtstellen. Diese kommen daher nur verhiltnismaBig
selten vor. Bei kurzen Ketten ist selbst der Anteil an Mole-
kiilen, die nur eine einzige Nahtstelle enthalten, klein gegen
die Konzentration der Molekiile in den reinen Formen
(ohne solche Nahtstellen).

. Tabelle 1. Anteil der Polyprolinmolekiile, die I/II- oder II/I-Nahtstellen
enthalten, relativ zum Anteil der reinen Formen I...1 und II...1I in
Benzylalkohol/n-Butanol bei 70°C und ©®~0.5 (berechnet aus den
Gleichgewichtsdaten [4]).

Kette enthalt Kettenldnge N

20 100 200
nur [ 1 1 1
eine Nahtstelle 0.113 0.6 1.22
zwei Nahtstellen 0.003 0.09 0.37
nur II 1 1 1

Tabelle 1 zeigt, dal} dieser ,,Alles-oder-Nichts“-Fall noch
fir N=20 gut erfiillt ist. Natiirlich nimmt die Wahrschein-
lichkeit, daB irgendwo in der Kette eine Nahtstelle auftritt,
mit wachsender Kettenldnge zu. Quantitativ ergibt sich
(Tabelle 1), daB3 bereits bei N=100 (das ist etwa 1/3 der
kooperativen Lange N, ) der Anteil an Molekiilen mit einer
Nabhtstelle nicht mehr vernachldssigt werden darf, wihrend
der Anteil von Keimen (zwei Nahtstellen) immer noch sehr
klein ist (,,unterdriickte Keimbildung“[™). Etwa ab N =200
entfillt auch diese Vereinfachung.

Durch plétzliche Anderung der Lésungsmittelzusammen-
setzung kann ein RelaxationsprozeB der Umwandlung in
Gang gesetzt werden. Infolge der ziemlich langsamen
Elementarschritte der cis<trans-Isomerisierung der Pep-
tidbindung (mit einer Aktivierungsenergie von ca. 20 kcal/
mol) ist der Zeitverlauf der Umwandlung bequem und sehr
genau (polarimetrisch) meBbar. Dadurch wird das System
zu einem idealen Modell zur Priifung detaillierter Voraus-
sagen liber die Kinetik kooperativer Umwandlungen. Es
seien zunéchst einige interessante Spezialfdlle diskutiert.

Die Kinetik des ,Alles-oder-Nichts“-Falles ist besonders
einfach. Da fast nur Ketten mit praktisch gleichen Elemen-
tarzustanden auftreten, erhalten wir formal einen Einstufen-
prozeB mit Reaktionen 1. Ordnung, z. B. fir N=4

Unnné [111 (14)
k
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Natiirlich miissen dabei Zwischenzustinde durchlaufen
werden. In Frage kommen nur solche, die héchstens eine
Nabhtstelle aufweisen (da alle anderen noch unwahrschein-
licher sind). Nehmen wir noch der Einfachheit halber an,
daB3 alle Wachstumsschritte (einschlieBlich der an den
Enden) durch die gleiche Geschwindigkeitskonstante be-
schrieben werden, ergibt sich fiir (14) als vollstdndiger kine-
tischer Mechanismus

I <& 111n —%—F- o
D D
o1ke | kp oikp [l\r
I 111 (15)
kp || orkg Ky [thn
k
OO <& g <& niln
kp kp

(o}, of’, oy, oy = Keimbildungsparameter an den Ketten-
enden!*)). Da alle Zwischenzustinde Z in sehr geringer
Konzentration vorliegen, kann man die bekannte quasi-
stationére (,,steady-state”) Bedingung dc,/dt =0 annehmen.
Damit errechnet sich aus Gl. (15) fiir die in Gl. (14) auftre-
tenden Geschwindigkeitskonstanten!]

7 /oy meN-1 L8
k = (o] + o7)s" 11___SN

= 1—s
ke, k=(on+oi);—wko  (162,b)

(s=kg/kp). GemiB Gl. (2) sollte die chemische Relaxation
von Gl. (14) durch eine einzige Relaxationszeit t=1 Jk+ f()
beschrieben werden. In der Tat wurde experimentell bei
N <20 ein entsprechendes Verhalten gefunden (s. Abb. 5a).

Relaxationskurven von Ketten mittlerer Lénge (z. B.
N=100~N,/3), fiir welche die Ndherung ,,unterdriickter
Keimbildung* giiltig ist (s. Tabelle 1), verlaufen wihrend
einer gewissen Zeit formal nach der 0. Ordnung, wenn das
anfingliche Gleichgewicht im Umwandlungsbereich liegt
(s. Abb. 5b). Die Unabhingigkeit von der Konzentration
der jeweils noch vorhandenen I- oder II-Zustidnde erklart
sich damit, daB unter obigen Bedingungen die Zahl der
eigentlichen Reaktionsstellen, ndmlich der I/1I- und II/I-
Nahtstellen, einige Zeit konstant bleibt. Die Umwandlung
erfolgt im wesentlichen iiber eine Verschiebung dieser
Stellen durch Wachstumsschritte. Neue Nahtstellen ent-
stehen und verschwinden nur sehr langsam und in ver-
gleichsweise geringer Zahl. Dieser Effekt fdllt daher erst
gegen Ende der Reaktion ins Gewicht. Somit ist die An-
fangsgeschwindigkeit in Abbildung 5b proportional dem
Produkt aus kp—kp=(1—1/s)kz und der Zahl der Naht-
stellen. Ist letztere fiir das Anfangsgleichgewicht (z. B.
durch Tabelle 1) sowie s fiir den Endzustand bekannt, kann
kg bestimmt werden®'),

Ein weiterer instruktiver Spezialfall liegt vor, wenn fiir
lange Ketten der Anfangszustand auBerhalb des Umwand-
lungsbereichs gewihlt wird, so daB} zunéchst nur eine prak-
tisch reine Form existiert (@ =0 oder 1). Jetzt kénnen die
schnellen Wachstumsschritte erst zum Zuge kommen, nach-
dem - sehr viel langsamer — die ersten Nahtstellen durch
Keimbildung entstanden sind. Das Ergebnis ist eine sig-
moide Anlaufkinetik (s. Abb. 5¢). Deren experimentelle
Verifizierung beweist fiir diesen Fall die Giiltigkeit der
Annahme, daB die Geschwindigkeitskonstante der Keim-
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bildung tatsichlich erheblich kleiner als die des Wachs-
tumsschritts ist. Die kleine Gleichgewichtskonstante der
Keimbildung o-s wire ja auch durch eine entsprechend
schnelle Riickreaktion (Zerstdrung eines Keims) erkldrbar.
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Abb. 5. Drei Grenzfdlle der Kinetik der I ==I1I-Umwandlung des Poly-
L-prolins (aus [31]).

a) Halblogarithmische Auftragung von zwei Relaxationskurven im
wAlles-oder-Nichts“-Bereich N=18. Sprung von 90 auf 60 Vol.-%
n-Butanol in Benzylalkohol, wobei ®,=0.5-0.1 (—O—) und 0.1 -50.5
(—A—). Die t-Werte unterscheiden sich wegen der verschiedenen An-
fangsbedingungen [entsprechend verschiedenen s-Werten in Gl. (16)].
b) Zeitverlauf der Umwandlung (in linearer Auftragung!) im Fall der
unterdriickten Keimbildung (N =217, Sprung von ®,=0.34 auf 0.71).
Die Reaktionsgeschwindigkeit bleibt lingere Zeit konstant.

¢) Sigmoide Anlaufkurve der Umwandlung fiir @,=1-0 bei N=113.
Gefundene Werte o o o o, berechnete Werte

Wihrend in den beschriebenen Spezialfillen wenigstens
naherungsweise eine Berechnung der gesamten Relaxa-
tionskurve moglich war, wurden der kinetischen Analyse
im allgemeinen Fall die mittlere Relaxationszeit zugrunde
gelegt?®!~331 Dabei zeigte sich wie bei der a-Helix=Coil-
Umwandlung das von der Theorie!'%1 geforderte Maximum
von t' im Bereich von @ =0.5. Aus der Kettenlingenabhin-
gigkeit von 1" konnte 7., bestimmt werden. Damit und
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mit Gl. (11b) ergab sich die Geschwindigkeitskonstante fiir
das Wachstum von cis-(Helix-I-)Sequenzen zu kp=1.5s""
(bei 70°C in 60 Vol-% n-Butanol in Benzylalkohol), ein
Wert, welcher befriedigend mit dem durch Auswertung
der oben beschriebenen Spezialfille erhaltenen iiberein-
stimmt. Tats#chlich sind dhnliche Werte vollig unabhéngig
auch fir die cis=trans-Isomerisierung der Amidbindung
in N,N-Dimethylacetamid durch Messung der kernmagne-
tischen Resonanz!®* ~ 3% sowie aus IR-Daten” *®erhalten
worden.

3.3. Die Doppelhelix==Coil-Umwandlung
von Oligonucleotiden

Die Bildung und der Zerfall von kurzen Doppelhelices aus
Polyriboadenylsdure (Poly-A) sowie von Polyribouridyl-
sdure (Poly-U) mit Poly-A wurde von Pérschke und
Eigen!3® *°I mit der Temperatursprungmethode und durch
schnelles Mischen in einer Stromungsapparatur untersucht.
Zur Interpretation der kinetischen Daten bewdhrte sich,
wie schon bei den Gleichgewichtsuntersuchungen*41), das
,ReifverschluBmodell“ (s. Abb. 6, ebenfalls Abb. 10 in*).
Fiir die von Pérschke und Eigen gewéhlten kurzen Ketten
(N <18) gilt die Alles-oder-Nichts-Ndherung:

k
2Ay = (A2x
k

(17a,b)

k
Ax+ Uy = (AU)y
k

(Coil) (Doppelhelix)

In der Tat wird nur eine einzige Relaxationszeit gefunden,
welche nach den fir bimolekulare Einstufenreaktionen
giiltigen Beziehungen!®! gemiB

1/1: = 4RC N +R
" (18a, b)

1/t = k(ca, +cu) +k

von der Konzentration der Ketten in Coilform abhangt.
Wie beim ,,Alles-oder-Nichts“-Fall des Polyprolins (s. Ab-
schnitt 3.2) lassen sich k und k mit der ,quasi-stationdren*
Bedingung fiir alle Zwischenzustinde durch die elemen-
taren kinetischen Konstanten des Schemas in Abbildung 6
ausdriicken. Diese werden dadurch bei Messung der Ket-
tenlingenabhingigkeit von k und k experimentell zu-
ganglich.

Die Diskussion wird hier allerdings etwas anders als im
Falle des Polyprolins. Dort gelang eine befriedigende Deu-
tung der ,,Alles-oder-Nichts"-Kinetik durch die Annahme,
daB im Inneren der Kette alle Elementarschritte gleiche
Geschwindigkeitskonstanten besitzen [k und kp in GL
(15)] und daB nur jeweils ein Elementarschritt, der Keim-
bildungsschritt, eine davon verschiedene Konstante hat.
Bei Ubertragung dieser einfachsten Annahme auf die Bil-
dung der Doppelhelix wire k gleich der elementaren Ge-
schwindigkeitskonstante des Keimbildungsschrittes k,,,
denn analog Gl. (16a) wire

~ Koy (19)

621



da unter den von Pérschke und Eigen gewdhlten experimen-
tellen Bedingungen s> 1 ist. Es zeigte sich jedoch, daBl Gl
(19) und damit das zugrunde gelegte einfachste Reaktions-
schema in diesem Fall nicht stimmen kann. Die Messung der
Temperaturabhingigkeit der Reaktion ergab nidmlich eine
stark negative Aktivierungsenergie E, fiir k, wihrend fiir Ge-
schwindigkeitskonstanten von Elementarreaktionen, also

bend. Da die Ketten in der Helix stark miteinander verdrillt
sind, muB bei der Aufkniduelung lingerer Ketten ein er-
heblicher hydrodynamischer Widerstand tiberwunden wer-
den. Bei der theoretischen Behandlung dieses Falls war
Crothers'** am erfolgreichsten, doch gelang wegen ver-
schiedener Komplikationen noch keine endgiiltige Aus-
sage*],

R R 47
A U A U A. .U . .
| ] kos | 1 ki 1 L kx | IIJ ks A]A IIJ
% + U —mm A U= A U — e s U /oo — A..U
A? I:J ko 1:A I:J k2| A;A I:J k32 ] ka3 A. -IIJ
|
A U A U A U A U A. -Ill
Zy Zy Z3
Ag-Coil + Up-Coil 1081 mol=1s~! 5 107! 107s~! 107! 107!
-Coi 5-Coil AU)s-D elhelix
2.10%" PETORT 2,108 2.1085™! 2.10% ! (AU);~Dopp

Abb. 6. Oben: ReiBBverschluBmodell der Bildung einer Doppelhelix aus einem Poly-A- und einem Poly-U-Strang fiir N = 5. Helices,
in denen noch nicht alle Basenpaare (..) gebildet sind, treten in kleiner Konzentration als Zwischenstufen (Z, bis Z,) auf (,,Alles-oder-

Nichts“-Fall). Unten: Zahlenwerte der Geschwindigkeitskonstanten.

auch fiir k,,, nur positive Aktivierungsenergien maglich
sind. Eine Zunahme der Geschwindigkeit mit abnehmender
Temperatur deutet auf ein oder mehrere sich schnell ein-
stellende Vorgleichgewichte, die vor den folgenden lang-
sameren Schritten liegen. Die (hier offenbar negativen)
AH-Werte dieser Gleichgewichte tragen zur gemessenen
Aktivierungsenergie bei. Aus den quantitativen Daten (fiir
AH und E,) wurde geschlossen, daB3 sich Z,, der erste Zwi-
schenkomplex zweier Ketten (mit einer Basenpaarung),
zwar schnell bildet, aber auch schnell wieder zerfillt. Auch
der nichste Zwischenzustand mit zwei Basenpaarungen
erwies sich noch als labil. Erst der dann folgende Schritt
(k,5) ergibt einen stabilen Keim.

Die mit den experimentellen Daten am besten iiberein-
stimmenden Geschwindigkeitskonstanten fiir das Poly-A/
Poly-U-System!*?! am Umwandlungsmittelpunkt sind in
der unteren Zeile von Abbildung 6 eingetragen. Man er-
kennt, daB das SchlieBen und Offnen eines Basenpaares sehr
schnell erfolgt (innerhalb von 107 bis 10~ ¢ s). Trotzdem
kann das Aufschmelzen eines ldngeren Helixabschnitts
erhebliche Zeiten benstigen (bei N=15 etwa 1 s). da sich
jedes geoffnete Paar im Innern der Kette im Mittel zwei- bis
fiinfmal wieder schlieBt, bevor das nichste Paar getffnet
wird. Dies folgt aus dem Verhiltnis der Geschwindigkeits-
konstanten der Propagationsschritte s =2-5.

Eigen'*3 hat darauf hingewiesen, daB die gegenseitige Er-
kennung eines Nucleinsdure-Codons und -Anticodons aus
mehr als drei Nucleotiden ein fiir die Biosynthese viel zu
langsamer Vorgang wire, obwohl damit eine erhohte
Spezifitdt erreicht werden konnte. Die wirkliche Linge
des Codons von drei stimmt mit der fiir eine stabile Paa-
rung gefundenen Lénge iiberein; die Zeit fiir die Bildung
und fiir die Wiederauflosung betrigt ca. 1077 .

4. Ausblick auf kompliziertere Systeme

Fiir die Geschwindigkeit der Aufknduelung natiirlicher
Nucleinsduren wird wegen deren sehr grolen Kettenlidngen
ein bei kurzen Ketten vernachldssigbarer Effekt maBge-
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Bei Proteinen sind die Verhiltnisse wegen deren kompli-
zierter dreidimensionaler Struktur noch uniibersichtlicher.
Bei sehr starker Kooperativitdt kann man einen ,Alles-
oder-Nichts“-Verlauf mit nur zwei merklich besetzten
Zustdnden und einer entsprechend langsamen Umwand-
lung erwarten'*®]. Es sei an dieser Stelle auch auf den Fort-
schrittsbericht von Poh!®*"! hingewiesen.

Ein Gesichtspunkt, der fiir alle kooperativen Systeme gilt,
soll zum Schluf} noch herausgestellt werden. Je groBer die
Kooperativitit eines Systems ist, desto groBer ist auch die
durch unter Umstidnden sehr schwache Wechselwirkungen
bedingte Stabilitdt z. B. einer Proteinstruktur, und desto
spezifischer kann auch z. B. ein Enzym sein. Die Geschwin-
digkeit kooperativer Vorgénge, z. B. einer fiir die allosteri-
sche Regelung wichtigen Konformationsumwandlung,
nimmt jedoch ab. Es ist anzunehmen, daB bei der Evolution
von biologischen Makromolekiilen in vielen Fillen ein
Kompromif} zwischen Stabilitidt und Dynamik geschlossen

worden ist.
Eingegangen am 21. Mai 1971
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Fluorhaltige B-Sultone entstehen durch Anlagerung von Schwefeltrioxid an fluorhaltige Ole-
fine. Besonders gut untersucht wurde das Tetrafluordthan-sulton. Charakteristisch fiir der-
artige Verbindungen ist ihre Neigung zur Ringoffnung, bei der sich z. B. Derivate der a-Sul-
focarbonsiduren, der Sulfonsiuren, der Carbonsduren sowie der Schwefelsdure bilden konnen.
Priparativ besonders wertvoll sind solche fluorhaltigen Verbindungen mit einem o-Wasser-

stoffatom.

1. Einleitung

Sultone nennt man innere Ester der Hydroxyalkansulfon-
sduren ; man kann sie als schwefelhaltige Analoga der Lac-
tone betrachten. Ahnlich den Lactonen sind a-, B-, y-, 8-
Sultone und viele andere derartige cyclische Sulfonate
moglich. Bei den unsubstituierten Verbindungen sind die
v- und 3-Sultone mit penta- bzw. hexacyclischem Ring am
bestindigsten. Unsubstituierte B-Sultone zersetzen sich
duferst leicht und konnten noch nicht isoliert werden. Im

SO,
X,C=CFy + 805 —> X, O (1)
Fa

Qegensatz dazu sind die fluorhaltigen p-Sultone vom Typ
(1), die sich durch Anlagerung von Schwefeltrioxid an
Polyfluorolefine bilden, verhiltnismdBig bestdndig. Diese
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Bildungsreaktion wurde an zahlreichen Beispielen gut er-
forscht. Ferner ist eine Synthese iiber intermediére Sulfene
beschrieben worden!2],

2. Synthese der B-Sultone

Die Moglichkeit der Umsetzung von Olefinen mit Schwe-
feltrioxid wurde schon zu Anfang des 19. Jahrhunderts am
Beispiel der Reaktion von Schwefeltrioxid mit Athylen ge-
zeigt!!™ 2], Danach wurde diese Reaktion auf eine grofBe
Anzahl substituierter Athylene®~°), auf einige Chlorole-
fine” "1 und in den letzten Jahren auch auf Fluorole-
finel'?~ 8] qusgedehnt.

Die Reaktionen von Schwefeltrioxid mit polaren Reagen-
tien des Typs A—B lassen sich durch eine Reihe von Gleich-
gewichten beschreiben.

5@ 5O IDBO ®
A-B + SO; == A-B-50,-0° == B-5S0,-0-A

Der Anfangsschritt bei der Reaktion von Schwefeltrioxid
mit Olefinen ist der elektrophile Angriff des Schwefeltri-
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