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Bacteriorhodopsin als Beispiel einer lichtgetriebenen Protonenpumpe["]

Von Dieter Oesterhelt(’]

AuBler den lange bekannten Sehpigmenten gibt es einen weiteren Retinal-Protein-Komplex

in der Natur: das Bacteriorhodopsin aus Halobakterien. Im Gegensatz zu den Sehpigmenten,
etwa den Rhodopsinen, die als Lichtsensoren des Auges wirken, fungiert das Bacteriorhodopsin
als Lichtenergiewandler. Diese Funktion ist an den asymmetrischen Einbau des Bacteriorhodop-
sins in die Gitterstruktur der Purpurmembran gebunden, die Flecken auf der Zelloberfldche
der Halobakterien bildet. Das Purpurmembransystem ist — neben dem Chlorophyllsystem -
das zweite lichtenergiewandelnde Prinzip der belebten Natur. Bacteriorhodopsin wirkt als lichtge-
triebene Protonenpumpe oder als wesentlicher Teil eines solchen Pumpsystems. Durch Lichtab-
sorption wird ein Reaktionszyklus ausgelost, an den die raumlich gerichtete Abgabe und Aufnah-
me eines Protons gekoppelt ist. In der intakten Zelle wird dadurch iiber die Zellhiille des Bakte-
riums hinweg ein elektrochemischer Gradient aufgebaut, in welchem ein Teil der absorbierten
Lichtenergie gespeichert ist und der nicht wie Atmung oder Photosynthese von Redoxprozessen
abhéngt. Dieser elektrochemische Gradient kann die Energie zur ATP-Synthese im Inneren
der Zelle liefern; als Katalysatorsystem dient eine reversibel protonentranslocierende AT Pase.

1. Einleitung

Ein Aspekt der Bioenergetik ist seit langem die Frage der
biologischen Energiekonservierung und der biologischen
Energieumwandlung. Die universelle Energiekonserve der Zel-
le ist das Adenosintriphosphat (ATP)!'): in ihm wird chemische
Energie in Form eines hohen Phosphatiibertragungspotentials
gespeichert, und die freie Energie der Hydrolyse seiner Phos-
phorsidureanhydrid-Bindungen dient zum Betreiben endergo-
ner Prozesse in der Zelle, beispielsweise der Biosynthese zellei-
gener Substanzen und der energieabhingigen Aufnahme von
Nahrungsstoffen und Salzen entgegen den herrschenden Kon-
zentrationsgradienten. Fiir die Energiekonservierung durch
ATP-Synthese waren bislang zwei Wege bekannt:

1. die Substratketten-Phosphorylierung des Adenosindi-
phosphates (ADP) und

[*] Prof. Dr. D. Oesterhelt
Institut fir Biochemie der Universitit
87 Wiirzburg, Rontgenring 11

[**] Nach einem Vortrag antiBlich der Chemiedozenten-Tagung in Diissel-
dorf, April 1975.
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2. die Elektronentransportketten-Phosphorylierungen (oxi-
dative und Photophosphorylierung) des ADP.

Bei der Energiekonservierung durch Substratketten-Phos-
phorylierung erh6hen enzymkatalysierte Reaktionen das
Phosphorylierungspotential von Phosphorsiureestern, so daf
schlieBlich ADP phosphoryliert werden kann. Energielieferant
fir diese Art der ATP-Bildung ist die freie Energie intramolek u-
larer Redoxreaktionen, z.B. bei der Milchsduregirung die
Umwandlung von einem mol Glucose in zwei mol Lactat.

Bei der Energiekonservierung durch oxidative Phosphory-
lierung werden dagegen die Elektrongn eines oxidierbaren
Substrates, z. B. Lactat, iiber eine Kette fon Zwischentriagern
- Atmungskette genannt — dem Sauerstoff der Luft zugefiihrt.
Auch hier also wird Redoxenergie in die freie Energie der

' Bildung einer Phosphorsiureanhydrid-Bindung im ATP-Mo-

lekiil umgewandelt, doch geschieht dies in intermolekularen
Prozessen. Wie die Synthese von ATP an die Oxidation eines
Substratmolekiils gekoppelt ist, lieB sich bisher nicht vollstin-
dig klaren. Bei der Photophosphorylierung (z. B. in Bakterien)
bewirkt die Lichtabsorption in einem Chlorophylimolekiil die
Abspaltung eines Elektrons, das dann iiber eine Elektronen-
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transportkette, dhnlich der Atmungskette, den Weg zum Chlo-
rophyll zuriickfindet. Wiederum ist an diesen ElektronenfluB
die Phosphorylierung von ADP gekniipft. Sie wird zyklische
Photophosphorylierung genannt.

Das Bacteriorhodopsinsystem, Gegenstand dieses Aufsatzes,
unterscheidet sich von den bisher bekannten Typen biologi-

oxidierbare organische Verbindungen
(Atmungskette)

S

—

chemische Hypothese:
z.B. Bildung eines
organischen Phosphates
mit hohem Gruppen-

hypothetische

Konformationshypothese:
Konformationsdnderung
eines beteiligten
Katalysators

phosphorylierung nicht der Fall. Hier ist die ATP-Synthese
an Elektronentransportprozesse gekoppelt, die von Licht oder
dem negativen Redoxpotential organischer Verbindungen ge-
trieben werden. Wie nun diese Redoxencrgie in die {reie Energie
der Hydrolyse des ATP-Molekiils umgewandelt wird, ist Ge-
genstand von drei Hypothesen (Abb. 2).

7

Redoxenergie

Licht
(Chlorophyllsysteme)

1 Energieform \
chemiosmotische Hypothese:

elektrochemischer
Gradient

lbertragungspotential \

Abb. 2. Hypothesen zur Elektronentransportketten-Phosphorylierung.

scher Energiekonservierung. An seinc Lichtwandlerfunktion
ist weder die Erhohung eines Phosphorylierungspotentials
noch ein Elektronentransport gekniipft. Nach allem, was wir
bisher wissen, wird hier die absorbierte Lichtenergie nicht
erst in Redoxenergie umgewandelt, sondern direkt in die Ener-
gie eines elektrochemischen Gradienten, der dann die ATP-
Synthese treibt. Bevor im Detail auf das Bacteriorhodopsin
als lichtgetriebene Protonenpumpe cingegangen wird, soll der
grundsitzliche Unterschied zwischen Substratketten-Phos-
phorylierung und Elektronentransportketten-Phosphorylie-
rung noch etwas naher besprochen werden.

2. Wege der ATP-Bildung

Als Beispiel einer Substratketten-Phosphorylierung sei die
Bildung von Phosphoenolpyruvat ( 2 ) aus 2-Phosphoglycerin-
sidure ( 1 )durch Dehydratisierung und die anschlieBende ATP-
Bildung unter Freisetzung von Pyruvat (4) angefiihrt (Abb.
1). Das hohe Phosphorylierungspotential des Phosphoenolpy-
ruvates beruht auf der groBen Umwandlungstendenz der ent-
stehenden Enolform (3 ) des Pyruvates in die Ketoform (4).
Die freie Energie der Hydrolyse von ATP betrdgt 7 kcal/mol,
die des Phosphoenolpyruvates jedoch 12 kcal/mol.

~ H;0 .
oo@%) (;ooo(l? EOOO
néo-p-o0 —2. %‘—O—P—Oe Vs —OH
HOH,C i CH, OH abp [aF] [CHy
(1) (2} 1 (3)
gooO
¢=0 (4)
CH,

Abb. 1. Bildung von ATP aus Phosphoenolpyruvat (2) und ADP als Beispiel
einer Substratketten-Phosphorylierung.

Wihrend wir es bei der Substratketten-Phosphorylierung
mit durchschaubaren und dem Chemiker geldufigen Reaktio-
nen zu tun haben, ist dies bei der oxidativen oder der Photo-
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Die ,.chemische Hypothese" besagt, daB organische Phos-
phate ihr Phosphorylierungspotential zugleich mit ihrem Re-
doxzustand verdndern und deswegen imstande sind, ADP zu
phosphorylieren.

Nach der Konformationshypothese sind bei einigen der
an Elcktronentransportketten beteiligten Proteinen, z B. Cy-
tochromen, Konformationsinderungen an den Redoxzustand
gekoppelt. Wic bei der chemischen Hypothese soll hier eine
Protein-Phosphat-Verbindung im oxidierten Zustand ein
hoheres Phosphorylierungspotential besitzen als im reduzier-
ten und deshalb ADP phosphorylieren kdnnen.

Die dritte Hypothese, die heute mehr und mehr Anerken-
nung findet, ist die chemiosmotische Hypothese von Mit-
chell'®\. Er nimmt an, daB die bei der Oxidation des organi-
schen Substrates freiwerdende Energie in einen elektrochemi-
schen Gradienten zwischen Zellinnerem und ZellauBerem um-
gewandelt wird, d.h. im Gegensatz zu den beiden anderen
Hypothesen existiert hier kein chemisch faBbares Intermediat
zwischen der Oxidation des Substrates und der Bildung von
ATP aus ADP und anorganischem Phosphat. Diese Reaktion
findet an einem Enzymkomplex statt, der unter Abbau des
elektrochemischen Gradienten die Bildung der Phosphorsidu-
reanhydrid-Bindung katalysiert.

Abbildung 3 zeigt die Voraussetzungen fiir EnergieumWand-
lung und -konservierung nach der chemiosmotischen Hypo-
these. Alle Elektronentransportketten-Phosphorylierungen
laufen nur an Membranen ab: bei Bakterien an der Zellmem-
bran, bei hGheren Zellen an der inneren mitochondrialen Mem-
bran. Am einfachsten wird eine Membran als Lipid-Protein-
Mischphase definiert, die zwei wasserhaltige Reaktionsrdaume
voneinander trennt und semipermeabel ist. In dieser Phase
sind die Katalysatoren (A, B) der Elektronentransportkette
asymmetrisch verteilt, d. h. sie liegen mehr dem inneren oder
mehr dem duBeren Reaktionsraum zu. Wesentlich ist ferner
das Vorhandenscin diffundibler ,,Protonentransporteure* wie
Chinone und Hydrochinone in der Membran. Abbildung 3
zeigt den Ausschnitt ciner Elektronentransportkette, in der
- von links nach rechts — Elektronen einen Katalysator A
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Abb. 3. Beispiel einer Elektronentransportketten- Phosphorylierung (nach Mirchells chemiosmotischer Hypothese) (Einzelheiten siche Text).
Als notwendige Voraussetzungen gelten : 1. Vorhandensein einer trennenden Membran, 2. Asymmetrische Verteilung der Katalysatoren (A, B)
in der Membran, 3. Vorhandensein diffundibler Protonentransporteure (hier: Ubichinon = Coenzym Q). Die gestrichelten Pfeile zwischen den
beiden (gleichen) Chinon- und Hydrochinonmolekiilen solien die Diffusion dieser Molekiile andeuten.

auf der ,Innenseite” der Membran zu A~ reduzieren. Dieser
wird von einem Chinon reoxidiert, das dazu zwei Protonen
aus dem Cytoplasma der Zelle aufnimmt und in sein korre-
spondierendes Hydrochinon iibergeht. Das Hydrochinon dif-
fundiert frei in der Membran und kann so an der ,,AuBenseite”
der Membran von B, einem zweiten Katalysator der Atmungs-
kette, zum Chinon reoxidiert werden. Hierbei werden zwei
Protonen an das Auflenmedium abgegeben; das Chinon kehrt
in den Kreislauf zuriick. Die Elektronen werden iiber weitere
Zwischenkatalysatoren dem Endelektronenacceptor zugelei-
tet. Als solcher fungiert hiiufig SauerstofT; manche Organismen
benutzen jedoch auch Nitrat, Sulfat oder sogar organische Sub-
stanzen fiir diesen Zweck. Abbildung 3 illustriert also den Teil-
schritt eines Zweielektronentransfers, an den der Transport
von zwei Protonen aus der Zelle durch die Membran nach au-
BBen strikt gekoppelt ist.

Welches Resultat hat nun dieser Protonentransport? Ware
die Membran fiir Ionen undurchlissig, hitte dies zur Folge,
daBdie Anderung des Redoxpotentials wihrend der Oxidation
eines Substrates vollstindig in ein Membranpotential um-
gewandelt wiirde. Dieses Membranpotential ist das elektrosta-
tische Feld, das durch die transportierten Protonen aufgebaut
wird. Solche Potentialunterschiede zwischen Zellinnerem und
ZellduBerem konnen etwa 300 Millivolt erreichen. Beriicksich-
tigt man, daB nur die etwa 30 A dicke Lipidphase der Membran
die Ladungen voneinander isoliert, so miiBten die Feldstidrken
in der GroBenordnung von 100000 Volt/cm liegen, d. h. sehr
groB sein.

Betrachtet man nun einen zweiten, realen Fall, in dem die
Zellmembran fir Protonen kaum, fiir andere Kationen, z. B.
Kalium-Ionen, aber besser permeabel ist. Diese Permeabilitit
beruht auf passiver Diffusion und kann durch lonentranspor-
teure wie cyclische Antibiotika oder natiirliche Carrier erh6ht
werden (erleichterte Diffusion). Die treibende Kraft fiir den
Einstrom von Kalium-Ionen (oder anderen Kationen) ist im-
mer das von der elektronentransportgetriebenen Protonen-
pumpe erzeugte elektrostatische Feld. Je nach den Permeabili-
tatsverhiltnissen in der trennenden Membran wird sich das
chemische Potential der ausgepumpten Protonen

Apy. = FAY — 2.3RTA(pH)

mit verschiedenem Gewicht auf zwei GroBen verteilen: Das
Membranpotential (elektrostatische Feld) und den Konzentra-
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tionsgradienten. Nach der chemiosmotischen Hypothese wird
also die elektromotorische Kraft in eine ,,protomotorische™
Kraft

Ap = Ay — ZA(pH)[mV]; Z =59

umgewandelt, die die freie Energie fiir die ATP-Synthese
im Inneren der Zelle liefert. Hierzu werden die zuvor ausge-
pumpten Protonen durch ein Enzymsystem, die reversibel pro-
tonentranslocierende ATPase, in die Zelle unter ATP-Synthese
zuriickgeschleust (Abb. 3). Der GesamtprozeB der Energiekon-
servierung umfaBt somit zwei Teilschritte:

1. Protonen werden in einer von Redoxprozessen getricbe-
nen Pumpaktion aus der Bakterienzelle ausgeschleust und
bauen einen elektrochemischen Gradienten auf.

2. Die Energieder riickstrémenden Protonen wird zur enzy-
matischen Synthese des Adenosintriphosphates benutzt.

Tabelle 1. Einige ATPasen, deren gemeinsame katalytische Eigenschaft die
Kopplung des elektrochemischen Potentials eines lons an das AT P-Hydrolyse,
Synthese-Gleichgewicht ist.

Name Vorkommen Funktion

Ca?*-ATPase

Na*/K *-ATPase

H*-ATPase

Sarkoplasmatisches
Reticulum (Muskel)
Zellmembran,

z.B. Nervenzellen

Mitochondrien,

Regulation des Ca-
Spiegels im Muskel
Aufrechterhaltung
des hohen intrazellu-
liren K-Spiegels
ATP-Synthese

Bakterien

Die reversibel protonentranslocierende ATPase ist nicht
das einzige Enzymsystem, das einen elektrochemischen Gra-
dienten mit Synthese und Hydrolyse von ATP zu koppeln
vermag!22]. Sowohl bei der ,,Calciumpumpe* des sarkoplasma-
tischen Reticulums im Muskel als auch bei der ,,Natrium-Ka-
lium-Pumpe* in Plasmamembranen konnte eine ATP-Synthe-
se auf Kosten eines Ionengradienten nachgewiesen werden.
Physiologisch gesehen ist es jedoch die Aufgabe der Calcium-
und der Natrium-Kalium-Pumpe, einen Ionengradienten
durch ATP-Hydrolyse zu erzeugen, der Protonenpumpe dage-
gen, einen solchen lonengradienten zur ATP-Synthese zu nut-
zen (Tabelle 1). Der enzymatische Vorgang dieser Energie-
kopplung ist eines der zentralen ungeldsten Probleme der
Biochemie. Auch die Wirkungsweise der vom Elektronentrans-
port getricbenen Protonenpumpe ist noch nicht bekannt.
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Kehren wir nun zum Bacteriorhodopsinsystem zuriick ! Bac-
teriorhodopsin kann wie die Elektronentransportkette der
Photosynthese als eine lichtgetriebene Protonenpumpe be-
zeichnet werden, die — eingebettet in die Zellmembran — eben-
falls einen elektrochemischen Gradienten aufbaut, der zur
ATP-Synthese in der Zelle benutzt wird!*. Neu an diesem
System ist auch nicht die primdre Energiequelle - es ist das
Licht wie in griinen Pflanzen oder photosynthetisierenden
Bakterien. Neu dagegen ist die Wirkungsart dieser Pumpe,
denn sie ist nicht an Elektronenfliisse gebunden. Ein Zyklus
von Konformationsinderungen des Bacteriorhodopsins, der
der Lichtabsorption folgt, iibt die Pumpwirkung beziiglich
der Protonen aus.

3. Vorkommen, Isolierung und Struktur der Purpur-
membran

Halobakterien, in denen Bacteriorhodopsin gefunden wird,
sind sehr bemerkenswerte Organismen. Diese Bakterien leben
nur in Kochsalzlésungen hochster Konzentration und iiberle-
ben sogar in kristallinem Salz. Entdeckt wurden sie um die
Jahrhundertwende auf getrocknetem Salzfisch in Skandinavi-
en,der aufgrund seiner rotlichen Firbung als verdorben galt[4]

Abb. 4. Elektronenmikroskopische Aufnahme von Purpurmembranstiicken
( Halobacterium halobium ). a) Purpurmembranstiicke in ganzen Zellen. Die
Oberfldche der Flecken erscheint glatt oder rauh, je nachdem, ob die Innen-
oder die AuBenseite einer Zelle dargestellt wird. Zugleich zeigt sich die starke
strukturelle Asymmetrie der Membranflecken (nach [7]). b) Isolierte Purpur-
membranblitter, die auf frisch gespaltenen Glimmer gespriiht und dann mit
Platin/Kohle bedampft wurden (Aufnahme M. Clavier).

In Meerwasserbecken zur Salzgewinnung oder austrocknen-
den Meerarmen erreichen Halobakterien hohe Zelldichten,
die ausgedehnte Rotfarbungen, bedingt durch die Carotinoid-
pigmente, verursachen. Ungewd&hnliche Eigenschaften sind fiir
diese Bakterien die Regel. So besitzen sie eine Zellwand, die
nur aus Proteinaggregaten aufgebaut ist und der Zellmembran
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von aufen aufsitzt. Die stibchenférmigen Zellen haben einen

Durchmesser von etwa 0.5 um und eine Linge von 5-10 um.
Betrachtet man die Zelloberflache, nachdem man die Wand
mit Hilfe der Gefrierdtztechnik entfernt hat, so sieht die Zell-
membran nicht homogen aus, sondern hat Flecken mit einem
Durchmesser von etwa 0.5 um (Abb. 4a). Ein giinstiger Um-
stand macht es moglich, diese Flecken priparativ zu isolieren
und im Reagensglas zu untersuchen: Werden Halobakterien
reinem Wasser ausgesetzt, so lysieren die Zellen, und die Zell-
membranfragmente lassen sich mit einfachen Zentrifugations-
methoden voneinander trennen(*- ¢,

Die schwerste Fraktion, die Purpurmembranfraktion, ist
violett. Sie besteht aus Membranblittern mit einem Durchmes-
ser von etwa 0.5 um. Physikalische Untersuchungen von Blau-
rock und Stoeckenius haben gezeigt, daB es sich hierbei um
die vorher erwidhnten Flecken handelt, die in die Zellmembran
als differenzierte Regionen eingestreut sind!”. Diese Purpur-
membran ist aus 75 % Protein und 25%, Lipid zusammenge-
setzt. Der Proteinanteil besteht aus einer einzigen Spezies,
dem Bacteriorhodopsin, dessen Molekulargewicht etwa 26000
Dalton betrégt. Die Verschiedenheit der inneren und duBeren
Membranoberfliche wird dadurch augenfillig, daB die Risse
nur in der Hilfte der Membranblitter auftreten (Abb. 4b).

Bacterio-
rhodopsin

(/' Spattung
1Y bei Gefrierbrechen

/ AR 0
L

Lipide

Abb. 5. Schematische Darstellung der Purpurmembranstruktur nach Blaurock,
Stoeckenius und Henderson [1-9].

Abbildung 5 faBt schematisch zusammen, was heute iiber
den Aufbau der Purpurmembran bekannt ist. Bacteriorhodop-
sin ist in Gruppen von je drei Molekiilen an den Punkten
eines zweidimensionalen hexagonalen Gitters angeordnet. Die
Purpurmembran ist nur etwa halb so dick wie andere Mem-
branen; dies betont, wie schon die periodische Anordnung
des Proteins, daB es sich bei der Purpurmembran keinesfalls
um eine normale biologische Membran handelt. Wie in Abbil-
dung 5 angedeutet, iiberspannen die Proteinmolekiile den ge-
samten Querschnitt der Membran oder zumindest einen gro-
Ben Teil davon; jedes Bacteriorhodopsinmolekiil ist ausge-
pridgt unsymmetrisch, und alle diese Molekiile sind in der
gleichen Richtung orientiert. Neueste Untersuchungen von
Blaurock und Henderson haben ergeben, daB ein erheblicher
Teil des Proteins in Helixform vorliegt und daB diese Helices
senkrecht zur Membranebene angeordnet sind!®- %), Die Un-
gleichverteilung des Proteins auf die beiden Oberflichen der
Membran - etwa zwei Drittel entfallen auf die eine und ein
Drittel auf die andere Seite — 148t sich mit der Gefrierbrechme-
thode und anschlieBender elektronenoptischer Betrachtung
der Abdriicke demonstrieren. Die hexagonale Struktur der

19



Purpurmembran kann auch sichtbar gemacht werden, wenn
Membranblitter, z. B. an Glimmer adsorbiert, getrocknet und
mit Platinkohle beschattet werden. Durch Schrumpfen reiBt
die Membran in Richtung der hexagonalen Achsen; dies ist
an Rissen zu erkennen, die einander parallel sind oder Winkel
von 60 oder 120° miteinander bilden (vgl. Abb. 4b).

Zusammenfassend 148t sich zunichst feststellen, daB3 Bacte-
riorhodopsin asymmetrisch in der Zelloberflache des Bakte-
riums in Form zweidimensional kristalliner Aggregate organi-
siert ist und daB diese gleichformige Orientierung in der Mem-
branstruktur eine entscheidende Voraussetzung fiir die Funk-
tion des Molekiils als Protonenpumpe ist.

4. Der Chromophor des Bacteriorhodopsins und sein
photochemischer Zyklus

Halobacterium halobium ist das bisher einzige Bakterium,
in dem Vitamin-A-Aldehyd (Retinal) nachgewiesen wurde.
Diese Substanz tritt sonst nur in Organismen auf, die iiber
Sehkraft verfiigen.

CHO

R RTIRIR TR

CHO

all- trans-Retinal 13-cis-Retinal

Retinal, das ein Absorptionsmaximum im nahen UV bei
380 nm besitzt, ist im Bacteriorhodopsin kovalent an das Pro-
tein Bacterio-Opsin gebunden. Durch Wechselwirkung mit
Aminosiureseitenketten des Proteins bildet Retinal mit diesen
einen Chromophor, der ein weit nach Rot verschobenes Ab-
sorptionsmaximum bei 560nm hat und der Membran die
purpurviolette Farbe verleiht (Abb. 6). Die chemische Struktur
dieses Chromophors ist unbekannt. Er wird Purpurkomplex
genannt und entsteht beim Zusammengeben von Retinal und
Bacterio-Opsin auch im Reagensglas. Die Spezifitit ist hierbei
stark ausgeprigt; nur 13-cis- und all-trans-Retinal ergeben
den Chromophor!°
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Abb. 6. Absorptionsspektrum der Purpurmembran.

Dies ist ein klarer Unterschied zu den Sehpigmenten, deren
Chromophor nur mit 9-cis- oder 11-cis-Retinal, dem physiolo-
gischen Retinalisomer, gebildet werden kann. Die Sehpigmente
als Lichtsensoren besitzen eine vollig andere Funktion als
der Lichtenergiewandler Bacteriorhodopsin; dafiir konnte die
Anwesenbheit der verschiedenen Retinalisomere verantwortlich
sein.
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Die primiren photochemischen Reaktionen in den Sehpig-
menten und im Bacteriorhodopsin dhneln sich. Das vom Chro-
mophor absorbierte Lichtquant verédndert nicht nur den Chro-
mophor selbst, sondern auch die ihn umgebende Proteinstruk-
tur. Diese Konformationsidnderung 15st bei den Sehpigmenten
den Sehvorgang aus, beim Bacteriorhodopsin fiihrt sie zu
einem Produkt, das innerhalb von Millisekunden wieder in
den urspriinglichen Chromophor iibergeht, d. h. Bacteriorhod-
opsin unterliegt einer thermoreversiblen photochemischen
Reaktion. Sehpigmente zeigen diese Thermoreversibilitit
nicht; dieser Unterschied ist sehr wahrscheinlich durch 11-cis-
Retinal als Bestandteil dieser Retinal-Protein-Komplexe be-
dingt. Licht induziert die Isomerisierung der thermodynamisch
instabilen (weil sterisch gehinderten) 11-cis-Verbindung in die
all-trans-Form, die jedoch den urspriinglichen Chromophor
nicht zuriickbilden kann. Erst die Bereitstellung von externem
11-cis-Retinal fiihrt zur Regeneration des Sehpigmentes Rhod-
opsin!! 3,

Licht
Purpurkomplex /

\.‘\kizen"p

I2Zwischenprodukte) |Bacteriorhodopsin| [Zwischenprodukte]

[A%e7] 412-nm- Komplex‘/<

Abb. 7. Der photochemische Zyklus des Bacteriorhodopsins.

f\

Abbildung 7 faBt die thermoreversible photochemische
Reaktion des Bacteriorhodopsins zu einem Zyklus zusammen
und hebt zwei Zustinde des Chromophors oder Chromopro-
teins besonders hervor: den Purpurkomplex (oder 560-nm-
Komplex) und den 412-nm-Komplex. Lichtabsorption durch
den Purpurkomplex (em=63000) filhrt mit einer Quantenaus-
beute (@) von etwa 0.8 iiber eine oder mehrere Zwischenstufen
zum 412-nm-Komplex, das langlebigste Zwischenprodukt der
zyklischen Reaktionsfolge. Von ihm fiihrt eine Reaktion zu-
riick zum Ausgangszustand.

< Iu.uz .
a
g ?
300 400 500 600 700
[ ]| Alnm]—s

Abb. 8. Absorptionsbanden des Bacteriorhodopsin-Chromophors in zwei
Zustinden (ausgefroren bei —196°C): 1 im Dunkeln der Purpurkomplex,
2 im Licht das langlebigste Zwischenprodukt {412-nm-Komplex) des photo-
chemischen Zyklus.

Unter geeigneten Belichtungsbedingungen bilden Purpur-
komplex und 412-nm-Komplex ein quasistationires Gemisch,
dessen spektrale Charakteristik in einem Rapidospektroskop
aufgezeichnet werden kann. In Abbildung 8 werden die Ab-
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sorptionsbanden der beiden Chromophorzustinde verglichen.
Wenn sich auch am photochemischen Zyklus des Bacterio-
rhodopsins (B) mehr als zwei Zustinde des Proteins beteiligen.
so geniigen doch zur Ableitung des Geschwindigkeitsgesetzes
dieses Reaktionszyklus die Geschwindigkeitskonstanten der
Bildungs- und der Zerfallsreaktion des langlebigsten Zwischen-
produktes (412-nm-K omplex):

k2-[B]

=TT T Vm;u = 2"
1+k,/(c 9 )) ka[B]

k] = EM'P

Die Bildungsgeschwindigkeit des 412-nm-Komplexes wird
nur von seiner Konzentration bestimmt, die ihrerseits von
der Lichtintensitit (J) und der Konzentration des Purpurkom-
plexes abhingt. Die Situation dhnelt einer klassischen Michae-
lis-Menten-Beziehung zwischen der Geschwindigkeit der enzy-
matischen Reaktion und der Substratkonzentration: Nur ist
im Falle des Bacteriorhodopsins (B) die Substratkonzentration
durch die Lichtintensitit ersetzt. Wird die Lichtintensitit ge-
steigert, so nimmt die Reaktionsgeschwindigkeit zu, bis sie
einen konstanten, von der Lichtintensitit unabhingigen (aber
temperaturabhidngigen) Wert k,-[B] erreicht hat. Dieser ist
der Wechselzahl eines Enzyms analog und l4Bt sich ex perimen-
tell als k, bestimmen. Demnach wird der Zyklus im Bacterio-
rhodopsin bei Raumtemperatur und Lichtsdttigung etwa
200mal pro Sekunde durchlaufen.

Zwei weitere Eigenschaften des photochemischen Zyklus
sind in diesem Zusammenhang erwdhnenswert. Unter natiir-
lichen Belichtungsbedingungen lduft der Zyklus lichtlimitiert
ab, d. h. er erreicht nicht seine Maximalgeschwindigkeit. Au-
Berdem gibt es aus dem 412-nm-K omplexzustand eine photo-
chemische Riickreaktion zum Purpurkomplex!'?]

Unter geeigneten experimentellen Bedingungen lassen sich
auch die unterschiedlichen Eigenschaften der Purpurkomplex-
form und der 412-nm-Komplexform des Bacteriorhodopsins
aufzeigen!!3] Es sind dies die folgenden:

1. Unterschiedliche Tryptophanfluoreszenz. Sie deutet auf
Konformationsunterschiede der beiden Formen hin.

2. Unterschiedliche Reaktivitit des Chromophors gegen-
iiber Hydroxylamin und Hydridoborat. Nur der 412-nm-Kom-
plex (oder auch eines der anderen Zwischenprodukte) reagiert
unter Abspaltung von Retinaloxim oder irreversibler Fixierung
eines Retinylrestes an das Protein. Auch dieses Verhalten kann
auf eine unterschiedliche rdumliche Anordnung des Proteins
in der Umgebung des Chromophors und/oder eine Verdnde-
rung der elektronischen Struktur des Chromophors zuriickge-
fithrt werden. In diesem Zusammenhang ist die Verschieden-
heit der Spektren beider Formen bemerkenswert (vgl. Abb.
8). Wihrend der Purpurkomplex das typische Spektrum einer
Retinalverbindung zeigt, besitzt der 412-nm-K omplex ein drei-
gipfeliges Spektrum, das typisch fiir retro-Retinale ist!' %, d. h.
Retinale, in denen die Doppelbindungen um eine Position
verschoben sind.

3. Unterschiedlicher Energieinhalt. Ein Teil der absorbier-
ten Lichtenergie wird im 412-nm-Komplex gespeichert, er-
kenntlich an seiner vollstéindigen Umwandlung in den Purpur-
komplex im Dunkeln.

4. Unterschiedliche pK-Werte. Entscheidend fiir die Funk-
tion des Bacteriorhodopsins als Ionenpumpe ist die Verschie-
bung von pK-Werten des Proteins beim Wechsel zwischen
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beiden Formen. Beim Ubergang in den 412-nm-K omplex wer-
den Protonen freigesetzt und entsprechend bei der Regenera-
tion des Purpurkomplexes wieder aufgenommen.

Der photochemische Zyklus des Bacteriorhodopsins ist also
von der aufeinanderfolgenden Abgabe und Wiederaufnahme
eines Protons begleitet. Die absorbierte Lichtenergie von etwa
50 kcal/mol wird auf das Bacteriorhodopsin und das Proton
verteilt. Ein Teil geht auf den 412-nm-Komplex iiber und
treibt den photochemischen Zyklus,der andere Teil ermoglicht
es dem Proton, den elektrochemischen Gradienten aufzubau-
en. Es ist weiter zu erwarten, da das Proton das Proteinmole-
kiil nicht dort verldBt, wo in der Folge ein anderes Proton
aufgenommen wird, d. h. daB jedes einzelne Bacteriorhodop-
sinmolekiil (u. U. auch ein definiertes Assoziat von Protein
und Lipid) eine molekulare Pumpe ist. Allerdings wird ein
Nettoeffekt der Protonenabgabe erst zu beobachten sein, wenn
die Bacteriorhodopsinmolekiile nicht statistisch angeordnet
vorliegen, sondern wie in der Zellmembran alle die gleiche
Orientierung besitzen.

Ein artifizielles, sehr einfaches System simuliert die Verhilt-
nisse in der Zelle und erlaubt, Bacteriorhodopsin als Protonen-
pumpe zu untersuchen. Wie Racker und Stoeckenius als erste
gezeigt haben, gelingt es, die Purpurmembran mit Lipidfilmen
so zu verschmelzen, daB einerseits die Orientierung des Bacte-
riorhodopsins erhalten bleibt, andererseits sich ein Vesikel
(Proteoliposom) bildet, das ein von der Losung abgetrenntes
Volumen einschlieBt und damit als Modell einer Zelle betrach-
tet werden kann!!'#), Werder solche Proteoliposomen belichtet,
so wird das dulere Medium alkalisch, d.h. das Bacteriorhod-
opsin pumpt Protonen in diese Vesikel. Nach Abschalten
des Lichtes flielen die Protonen wieder aus den Vesikeln
heraus, so dall der pH-Wert der AuBenlosung auf seinen ur-
spriinglichen Wert zuriickkehrt (Abb. 9a). Da diese Proteinli-
pidvesikel zu klein sind, um eine pH-Messung im Inneren
zu erlauben, muB man zu einer indirekten Methode greifen,
umden pH-Gradienten nachzuweisen. Dies gelingt mit fluores-
zierenden Aminen!'%), deren unprotonierte Form die Lipid-
wand der Vesikel leicht durchdringen kann, wihrend dies
der protonierten Form nicht moglich ist. Amine, z. B. 9-Amino-
6-chlor-2-methoxyacridin (5), verteilen sich deshalb gemaB
dem pH-Gradienten zwischen innerer und duBerer Phase. An
Chloroplasten und Liposomen wurde gezeigt, daB die Fluores-
zenz des im Inneren angehiuften Farbstoffs vollstindig unter-
driickt wird, und da3 das AusmaB der Fluoreszenzunterdriik-
kung ein MaB fiir den entstandenen pH-Gradienten ist. Der
in Abbildung 9b gezeigte Befund bestiitigt die Erwartung,
daB Bacteriorhodopsin durch seine Pumpwirkung Protonen
nach innen schafft und sich das Acridin-Derivat anhiuft. Bei
Belichtung wird die Fluoreszenz des zugesetzten Farbstoffs
(5) geloscht, nach Abschalten des Lichtes tritt sie wieder
auf.

Ein pH-Gradient der in Abbildung 9a beobachteten GroBe
(ApH ~0.1)kann sich nur dann ausbilden, wenn beim Einpum-
pen der Protonen andere Kationen ausstromen oder auch
ein Anion mit dem Proton einstromt. Wie in Abschnitt 2
erwihnt, kann dieser Gegentransport durch die Permeabilitit
der Trennschicht bedingt sein. Der Gegentransport konnte
aber auch eine dem Pumpmolekiil selbst innewohnende Eigen-
schaft sein, d. h. Bacteriorhodopsin kénnte in seinem photoche-
mischen Zyklus fiir das abgegebene Proton z. B. ein Kalium-
Ton aufnehmen und umgekehrt. Bacteriorhodopsin wire dann
ein lichtgetriebener fonenaustauscher und als Pumpe neutral,
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Abb. 9. Demonstration eines lichterzeugten pH-Gradienten mit bacteriorhod-
opsinhaltigen Lipidvesikeln (Proteoliposomen). a) Reversible pH-Zunahme
des dufleren Mediums bei Belichtung (ApH =0.1). b) Reversible Fluoreszenz-
inderung des ‘Acridinfarbstoffs 9-Amino-6-chlor-2-methoxyacridin (5 im
Innern einer Lipidvesikel bei Belichtung. Bacteriorhodopsin: 5-10~7 mol/l:
(5):2:107% mol/.

d.h. die Potentialkomponente der von der Pumpe erzeugten
protomotorischen Kraft wire permanent Null. Wir kénnen
sicher sein, daB Bacteriorhodopsin aber keine solche elektro-
neutrale Pumpe, sondern eine elektrogene Pumpe ist, d.h. da}
der photochemische Zyklus nur von der zyklischen Abspaltung
und Aufnahme von Protonen und keinen anderen Kationen
begleitet wird. Zum einen sind der Aufbau des pH-Gradienten
und die Fluoreszenzunterdriickung durch die Pumpe von ei-
nem langsameren ProzeB, also z B. der Gegendiffusion eines
Kations, limitiert. Zum anderen ist es Skulachev et al. gelungen,
Bacteriorhodopsin in planare Lipidfilme einzubauen, die zwei
Kompartimente mit wiBrigen Elektrolytlosungen trennen,
und durch Belichten in diesem System Potentiale bis zu 300
Millivolt zu erzeugen und direkt zu messen!'®. Zusammenge-
faBt 14 Bt sich feststellen, daB Bacteriorhodopsin als elektrogene
Pumpe fiir Protonen mit einer Wechselzahl von etwa 200s !
arbeitet.

5. Energiecumwandlung in der intakten Zelle

Bacteriorhodopsin ist in der intakten Zelle umgekehrt wie
in den Proteoliposomen orientiert, d. h. von der Zelle werden
Protonen nach aulen gepumpt (Abb. 10). Aus der Wechselzahl,
der Bacteriorhodopsinkonzentration der Zelle (etwa die Hilfte
der Zelloberf{ldche ist mit der Purpurmembran bedeckt) und
dem Volumen einer solchen Zelle 148t sich errechnen, daB
bei Lichtséttigung innerhalb einer Millisekunde eine protomo-
torische Kraft von etwa 300 Millivolt erzeugt werden kann.
die fiir die ATP-Synthese ausreicht. Alle anderen Ionenfliisse,
soweit ex perimentell beobachtet, sind langsamer. Dazu gehort
auch die passive Riickdiffusion der Protonen ohne Arbeitslei-
stung. Die vom Bacteriorhodopsin getriebene ATP-Synthese
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kann also sofort einsetzen, mufl aber einigen Bedingungen
gehorchen: Inhibitoren der ATPase wie Dicyclohexylcarbodi-
imid (6 ) oder Entkoppler (Substanzen, die die Durchlédssigkeit
der Zelimembran fiir Protonen drastisch erhéhen) miissen
die Photophosphorylierung der Zellen unterdriicken. AuBer-
dem erwartet man eine Konkurrenz der lichtgetriebenen Pro-
tonenpumpe Bacteriorhodopsin und der elektronentransport-
getriebenen Protonenpumpe Atmungskette. Die beiden Proto-
nenpumpen konkurrieren in der Tat; der quantitative Ver-
gleich von absorbierten Quanten und nicht verbrauchtem
Sauerstoff zeigt, daB nicht nur der photochemische Zyklus
des Bacteriorhodopsins, sondern auch die Energieumwand-
lung inder Zelle unter physiologischen Bedingungen mit hoher
Quantenausbeute verlduft!! 7]

Cl
/CN
QN=C=N—<:> NH-N=C\ .
CN
(6) {(7)
A
Zellmembran
Purpurmembran Lent He Atmung
560~ H° H®
e NS Y
\ 0 AHQRuckdntusmn
Ricktransport He
31 {uber ATPasel (12Protonen/G,)

Abb. 10. Schematische Darstellung der protonentranslocierenden Vorginge
in der Halobakterienzelle. 412=412-nm-Komplex; 560 = Purpurkomplex.
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Abb. 11. EinfluB von Cyanid und dem Entkoppler m-Chlorphenylhydrazono-
malononitril ( 7) auf die Photophosphorylierung in Halobakterien (nach [19]).

Die Photophosphorylierung!!'8 1% in Halobakterien kann
unter anaeroben Bedingungen oder nach Vergiftung der At-
mung mit Cyanid nachgewiesen werden. Abbildung 11 zeigt,
wie zugesetztes Kaliumcyanid (Smmol/l) den intrazelluliren
ATP-Spiegel von 100 auf fast 0%, senkt, da die oxidative
Phosphorylierung gehemmt ist und die Substratketten-Phos-
phorylierung unter den gegebenen Bedingungen keine Rolle
spielt. Wird nun Licht eingeschaltet, so steigt das ATP-Niveau
auf praktisch den gleichen Wert wie unter maximaler Atmung.
Da die Halobakterien kein Chlorophyll besitzen, ist dies ein
neuer Typ der Phosphorylierung. Gibt man in einem weiteren
Versuch zu den atmenden Zellen eine entkoppelnde Substanz,
z. B. m-Chiorphenylhydrazono-malononitril (7), so wird bei
einer Konzentration von 10pumol/l die Atmung als elektro-
nentransportgetriecbene Pumpe ausgeschaltet, d.h. das A'i P-
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Abb. 13. Abkoppeln der lichtgetricbenen Protonenpumpe von der ATP-Synthese durch Dicyclohexylcarbodiimid (6 )
und zunechmendes Nachlassen der Effizienz der Protonenpumpe bei steigender Zugabe des Entkopplers m-Chlorphenyl-

hydrazono-malononitril (7) nach [19]).

Niveau sinkt, weil nun die Protonen nicht mehr an der translo-
cierenden AT Pase ATP synthetisieren, sondern die durchléssig
gewordene Zellmembran passiv, d.h. ohne Arbeitsleistung,
durchstrémen. Bacteriorhodopsin als eine offensichtlich effi-
zientere Pumpe kann dagegen die Protonen aus der Zelle
noch schneller auspumpen als sie passiv zuriickstromen, so
daB sich bei Belichtung das ATP-Niveau in fast voller Hohe
einstellt. Erh6éht man nun die Konzentration des Entkopplers
auf 30 umol/l und damit die Durchléssigkeit der Membran
noch weiter, so 148t sich das ATP-Niveau in der Zelle auch
durch Belichtung nicht mehr anheben.
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Abb. 12. Vergleich von oxidativer Phosphorylierung (a) und Photophosphory-
lierung {b) in Halobakterien. Dicyclohexylcarbodiimid (6) als Hemmstoff
der reversibel protonentranslocierenden ATPase nimmt in beiden Fillen der
Zelle die Fahigkeit zur ATP-Synthese (nach [19]).

Abbildung 12a zeigt die Hemmung des ATP-synthetisieren-
den Systems durch Dicyclohexylcarbodiimid (6). Zunichst
wird den Zellen reversibel Sauerstoff entzogen und danach
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die oxidative Phosphorylierung durch Zugabe von (6 irrever-
sibel gechemmt. In Abbildung 12b sieht man die Abnahme
des ATP-Spiegels nach Abschalten von Sauerstoff und den
Anstieg des ATP-Spiegels bei Belichtung. Zugabe von (6)
nach Abschalten des Lichtes und anschlieBende Belichtung
verindern das ATP-Niveau nicht mehr — die Pumpe ist von
der ATP-Synthese chemisch abgekoppelt.

Eine weitere Voraussage aus dem Schema in Abbildung
10 ist das Zusammenspiel der Protonenpumpe mit dem
Riicktransport derausgepumpten Protonen durch dasATPase-
System. Wie erwartet, nimmt die Anfangsgeschwindigkeit
der ATP-Synthese mit steigender Lichtintensitdt zu, da die
Pumpgeschwindigkeit des Bacteriorhodopsins mit zunchmen-
der Lichtintensitdt ansteigt. Dies kann solange weitergehen,
bis das ATP-synthetisierende System den ProzeB limitiert;
die Geschwindigkeit der ATP-Synthese bleibt jetzt konstant.

DaB Bacteriorhodopsin als lichtgetriebene Protonenpumpe
fungiert, 1dBt sich in der Zelle auch nach Inhibierung der
ATP-Synthese demonstrieren. Das komplizierte Zusammen-
spiel von Protonenpumpe und ATP beziiglich der pH-Werte
im AuBenmedium soll hier nicht nidher erortert werden. Kop-
pelt man aber die ATP-Synthese durch Dicyclohexylcarbodi-
imid (6) ab, kann die Wirkung der Protonenpumpe allein
untersucht werden (Abb. 13). Nun wird im Licht ein Gleichge-
wichtsniveau des pH-Wertes erreicht, dessen Lage von der
Auspumpgeschwindigkeit und der passiven Riickdiffusion der
Protonen abhingt. Die pH-Differenz Licht/Dunkel wird
durch Zugeben des m-Chlorphenylhydrazono-malononitrils
(7) solange erniedrigt. bis die Zellmembran vollstindig durch-
lassig fir Protonen geworden ist.

6. Ausblick

AbschlieBend soll betont werden, daf3 die Wirkung von
Bacteriorhodopsin als lichtgetriebene Protonenpumpe sowohl
in kiinstlichen Systemen als auch in der intakten Zelle nachge-
wiesen und verstanden werden kann. Was wir bis heute in
keiner Weise nachweisen und verstehen konnen, ist die Chemie
der Chromophorverdnderung, die den rdaumlich gerichteten
Ausstof eines Protons bewirkt. Ohne Zweifel ist es eine heraus-
fordernde Aufgabe, chemische Modellvorstellungen etwa auf
der Basis von Retinal-rerro-Retinal-Umwandlungen zu entwik-
keln, die einen solchen ProzeB erkliren konnten. Es wire
die bislang erste Erklirung eines aktiven Transportprozesses
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auf molekularer Ebenc. Noch viel schwieriger wird allerdings
7u verstehen sein, wic cin elektrochemischer Gradient iiber
die Zellmembran hinweg ein chemisches Gleichgewicht ver-
schiebt und welche enzymatischen Reaktionen sich dabei ab-
spielen. Dieses zentrale Problem der Bioenergetik wird ohne
Zweifel noch sehr viel mchr Zeit zu seiner Losung in Anspruch
nehmen.

Die in diesem Aufsatz erwihnten eigenen Ergebnisse wurden
in Minchen am Institut fiir Biochemie in Zusammenarbeit mit
M. Meenthen, L. Schuhmann und G. Krippahl, in Tubingen
am Friedrich-Miescher-1.aboratorium der Max-Planck-Gesell-
schaft in Zusammenarbeit mit U. Fischer, R. Hartmann und
H. Michel durchgefiihrt und in Wiirzburg am Institut fiir Bioche-
mie fortgesetzt. Allen Mitarbeitern gilt mein Dank fur ihre
Beitrage. P. Overath stellte freundlicherweise 9-Amino-6-
chlor-2-methoxyacridin zur Verfiigung. Die Arbeiten wurden
von Anbeginn durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft ge-
fordert.
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Zuschriften sind kurze vorldufige Berichte iiber
Forschungsergebnisse aus allen Gebieten der Che-
mie. Vom Inhalt der Arbeiten muB zu erwarten
sein, daB er aufgrund seiner Bedeutung, Neuartig-
keit oder weiten Anwendbarkeit bei sehr vielen
Chemikern allgemeine Beachtung finden wird.
Autoren von Zuschriften werden gebeten. bei Ein-
sendung ihrer Manuskripte der Redaktion mitzu-
teilen, welche Griinde in diesem Sinne fiir eine vor-
dringliche Veroffentlichung sprechen. Die gleichen
Griinde sollen im Manuskript deutlich zum Aus-
druck kommen. Manuskripte, von denen sich bei
eingehender Beratung in der Redaktion und mit
auswirtigen Gutachtern herausstellt. daB sic diesen
Voraussetzungen nicht entsprechen, werden den
Autoren mit der Bitte zuriickgesandt, sie in einer
Spezialzeitschrift erscheinen zu lassen, die sich
direkt an den Fachmann des behandelten Gebietes
wendet.

Ein schwefeldiimido-iiberbriicktes Cyclophosphazen!**!

Von Herbert W. Roesky und Enno JanBen!")

Die Chemic fluorhaltiger Cyclophosphazene ist in den letz-
ten Jahren ausgiebig untersucht worden!'!, doch blieben Deri-
vate mit anorganischen Ringbriicken unbekannt. Modellbe-
trachtungen an P,N,Fg crgaben, daB hier fiir eine solche
zentrale Briicke mindestens drei Kettenglieder erforderlich
sind. Ausgehend von P N F(NH ), (1) erhielten wir durch
Umsetzung mit SOCl, P,NFNSO), (2). In Gegenwart
von Pyridin spaltet (2) Schwefeldioxid ab. und es entsteht in

[*] Prof. Dr. H. W. Roesky und Dr. E. JanBen
Anorganisch-chemisches Institut | der Universitat
6 Frankfurt am Main 50, Nicderurseler Hang

[**] Diese Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemcinschaft und
vom Fonds der Chemischen Industrie unterstiitzt
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geringer Ausbeute 1,5,7,7.10,10-Hexafluor-3A*-thia-2,4,6,8.9.11-
hexaaza-11%,51%,74°,10A *-tetraphosphabicyclo[ 3.3.3Jundeca-
2.3,5.7.9(1).10-hexacn (3).

N, N :5:0
Y L
I 2P-N-PV FoP=N-PF
| ] + 25001, | 1] Py
N N —_— N N —>
i | -4 HO I I - 50
FP-N-PI, ¥P-N Pty
NH, NS O

(3) ist ein gelblicher, kristalliner Festkorper, der bei
25°C/0.5Torr sublimiert und bei 57 °C schmilzt. Die Zusam-
mensetzung ist durch vollstindige Elementaranalyse gesichert.
Der monomolekulare Aufbau im fliissigen und gasformigen
Zustand geht aus dem Molekulargewicht (gef. 350, kryosko-
pisch in C¢Hg) und dem Massenspektrum (M *: m/e=354
(48%)] hervor. Im '"°F-NMR-Spektrum treten zwei Multi-
pletts im Intensitdtsverhdltnis t:2 auf; ihre Schwerpunkte
liegen bei 8= 59.8 und 66.2 ppm. Das Spektrum ist tempera-
turunabhingig, so daB3 der Strukturvorschlag ( 3) plausibel er-
scheint.

Arbeitsvorschrift :

4.2 (0.01 mol) P4N,F 4(NSO),!?' werden unter Zugabe ka-
talytischer Mengen Pyridin (2 Tropfen) 2 Tage am Wasserbad
erhitzt. Sublimation des Reaktionsproduktes ergibt 0.28 g (8 %)
(3). Diese Verbindung entstcht auch in geringer Ausbcutc
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