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Spektroskopische Untersuchungen von 
Anhydroretinol, einem endogenen retro-Retinoid 
aus Saugetieren und Insekten** 
Fadila Derguini *, Koji Nakanishi, Jochen Buck, 
Ulrich Hammerling und Felix Griin 

Carotinoide werden vom ticrischen Organismus rnit der Ndh- 
rung aufgenommen und anschlieDend fur schr unterschiedliche 
Aufgaben umgewandelt. Der hiufigste primbe Metabolit. das 
Retinol (Vitamin A1) 1 a, ist bei Saugetieren ein Prohormon fur 
mindestens drei Effektoren (Steuermetabolite): 11-&-Retinal 2 
ist das Chromophor im Sehpigment Rhodopsin"', Retinoesaure 
1 b ist wahrend der Zelldifferenzierung sowie der Morphogenese 
uber ligandenabhangige Kernrezeptoren an der Kontrolle der 
Genexpression beteiligt['I und Retinol 1 a sowie seine Stoff- 
wechselprodukte, die nicht aus der Retinoesaure-Reihe stam- 
men, sind fur die Regulierung der Spermienbild~ng[~I und des 
I m m ~ n s y s t e m s ~ ~ ~  wiehtig. Als erstes retro-Retinoid rnit biologi- 
scher Bedeutung wurde 14-Hydroxy-4,14-retro-retinol(14-HRR) 
3 beschrieben. Es fungiert als intrazellularer Agonist bei Reti- 
nol-abhangigen Ereignissen in Imm~nzel len~~] .  Das erstmals 
aus Saugetierzellen isolierte 14-HRR wurde auch in Drosophilu 
und anderen Insektenzellen nachgewiesen. Daruber hinaus ent- 
deckten wir ein weiteres natiirlich vorkommendes retro-Retino- 
id, das Anhydroretinol (AR) 4. Diese Substanz ist ein reversibler 

3 l a  R = C H 7 0 H  
I 
CHO l b  R = COOH 

\ 3  ' 4  

Retinol- und 14-HRR-Antagonist und inhibiert sowohl die Pro- 
liferation von B-Lymphocyten als auch die Aktivierung von 
ruhenden T-Lymphocyten[61. 14-HRR und AR sind das erste 
bekannte Agonisten/Antagonisten-Paar von Lipid-Signalmole- 
kiilen. Anhydroretino14 wurde erstmals aus Fischleberolen iso- 
liert[']. Seine biologische Bedeutung war zunachst unklar, und 
bis vor einigen Jahren galt es als "inaktives Retinoid"[81. Dann 
wurde es in einigen Saugetierzellen nachgewiesen, z. B. in Leber- 
und L~ngenzellen[~"], in transformierten Mau~-Fibroblasten[~~] 
sowie in Insektenzellinien, wie in Drosophi/u-S2M3- und Spo- 
dopteua-frugiperda-SF21-Zellen, bei denen es das Hauptstoff- 
wechselprodukt von Retinol ist. Ein Subklon der letzteren Zell- 
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h i e ,  SF9, lieferte hingegen kein ARLfi1. Wenn Zellpraparaten 
[3H]Retinol zugesetzt und diese anschliel3end sofort extrahiert 
wurden, wurde AR nicht spontan gebildet, wie die HPLC-Ana- 
lyse ergab. Auch nach Lagerung der Zellen bei 4 'C, nach Fixie- 
rung mit Glutaraldehyd oder nach Behandlung rnit Natrium- 
azid war AR nicht ndchweisbar. Demnach wird AR nur durch 
einen aktiven Stoffwechsel gebildet. Da AR ein naturlicher 14- 
HRR-Antagonist ist, ist die Untersuchung von AR besonders 
interessant. Wir beschreiben hier die Tsolierung von AR aus 
Drosophila-Schneider-S2M3-Zellen und dessen Charakterisie- 
rung sowie die der synthetisierten AR-Isomere. 

Die Insekten-S2M3-Zellen wurden in Schneiders Medium 
kultiviert. Die HPLC-Analysen der Lipidfraktion (Abb. 1 a) er- 
gaben, daD diese Zellen aus Retinol Retinoide bilden konnen, 
und zwar insektenspezifische und solche, die sowohl in Saugetie- 
ren als auch in Insekten vorkommen. Durch Vergleich der UV- 
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Abb. 1. HPL-Chromatogrammc a) dcr Retinoid-Metabolite B U S  einem 4g- 
Schncider-S2M3-2dlpellct (X = Retinylester: Gradientenelution: u = Anleil [YO] 
MeOH in MeOH/H,O, h = Anteil [?&I MeOH in MeOH;CHCl,; Detektion bei 324 
und 369 nm) und b) der synthetisierten Anhydroretinolisomere (isokratische Elu- 
tion. H,O:CH,OH (34i86): Detektion bei 369 nm). 

Absorptionsspektren und der HPLC-Retentionszeiten sowie 
durch Coelutionsuntersuchungen rnit Vergleichssubstanzen wur- 
de der Peak nach 25 min 14-HRR (,I,,, = 324,348,365 nm) und 
der nach 18 min einer Mischung aus 3- und 4-Hydroxyretinol 
(314-OH-Rol; I,,, = 325 nm) zugeordnet"". Die Fraktionen, 
die zwischen 48 und 52 min eluiert wurden (P5 a-c), haben UV/ 
VIS-Spektren mit Schwingungsfeinstrukturen und Absorp- 
tiommaxima bei 270, 348,368 und 390 nm fur ein retro-Retino- 
idgerust rnit sechs Doppelbindungen" 'I. Wie Versuche zur 
Photoisomerisierung ergaben, gehoren diese Banden zu Isome- 
ren des gleichen Chromophors. 

Das Hauptisomer P5c wurde aus S2M3-GrolJkulturen durch 
Umkehrphasen-HPLC isoliert. Bei einem 180 g-Zellpellet wur- 
den 60 Absorptionseinheiten bestimmt ( I  = 369 nm), was 
128 ,ug reinem P5c entspricht. Das hochaufgeloste Elektronen- 
Ionisations-Massenspektrum (EI-MS) gab mjz: 268.21 86 (be- 
rechnet fur C,,H,, : nzjz 268.2191). Daran war der Verlust eines 
Wassermolekuls aus der Ausgangsverbindung Retinol 1 a ( m / z  
286 [M 'I) zu erkennen. Deshalb und wegen seines charakteristi- 
schen UV/VIS-Spektrums wurde P5c als Anhydroretino14 iden- 
tifiziert". lZ1. Die Analysc des 'H-NMR-Spektrums dieser 
Substanz (Tabelle l), das rnit dem von synthetisiertem all-trans- 
Anhydroretinol[13] iibereinstimmt, bestatigte diese Zuordnung. 
Die Konfiguration von P5c konnte dadurch allerdings nicht 
bewiesen werden. Um die Anhydroretinolstrukturen abzu- 
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sichern und die KOnfigUYdtiOnen zu bestimmen, wurden die 
'H-NMR- und UV-Spektren der vier Hauptisomere gemessen, 
die durch saurekatalysierte Wasserabspaltung aus Retinol her- 
gestellt worden waren. 

Tabelle 1. Speklroskopische Daten fur die Anhydroretinolisonlere 4-7. 

all-trans-AR4: 'H-NMR(CDC13):6=1.3(s,6H: I-Me,). 1.51 ( t .J=1.5Hz,2H; 
2-H,), 1.92,1.93, 1.96 (3 x s, jeweils 3H; 5.. 9.. 13-Me). 2.13 (m. 2H; 3-H,), 5.04(d, 
J=10.4Hz, lH;  tS-H-E).5,22(d. J=17Hz ,  lH ; l5 -H-Z) .5 ,79 ( t , J=3Hz ,  1H; 
4-H). 6.20 (d, J = l l  Hz. 1H; 12-H). 6.39 (d, 1=12.5Hz, IH;  7-H), 6.46 (dd, 
1=17,10.4H~,1H;14-H),6.45(d.J=15Hz,1H;l0-H).6.60(dd,1=15,11H~, 
IH;  11-H), 6.78 (d, J=12.5 Hz. IH; 8-H); UV-VIS (MeOH): A,,, (8) = 270, 348, 
369 (125000). 390nm: CI-MS: m:z: 269 [ (M + H)']. 
(82)-AR 5 :  'H-NMR (CD,OD): 6 =1.28 (s, 6H; I-Me,,, 1.50 (t. 1 =  6 Hz. 2H; 
2-H,,, 1.90. 1.92, 2.0 (3 x s, jeweils 3H; 5-. 9-, 13-Me), 2.12 (m, 2H; 3-H,), 5.04 (d, 
J = I 1  Hz, 1H; 15-H-E), 5.24 (d, 1 =17 Hz, 1H; 15-H-Z), 5.77 (t, J = 4 HL, IH;  
4-H). 6.24 (d, J = 1 1  HL: 12-H), 6.47, (dd, J=17 ,  11Hz, IH; 14-H), 6.54 (d, 
J = 12.4 HL, 1H; 7-H). 6.64 (d, J = 12.4 Hz, 1H; 8-H). 6.68 (dd. J = 15 , l l  Hz. IH;  
It-H). 6.90 (d. J = I S  Hz, 1H: 10-H); UV:VIS (MeOH): i.,,, (8 )  = 273, 348, 365 
(SOOOO), 385 nm: CI-MS: mlz: 269 [ ( M  + H)+]. 
(12Z)-AK 6:  'H-NMR (CD,OD): 6 =1.30 (s, 6H; I-Me,), 1.52 (1, J = 6 Hz, 2H; 
2-H,). 1.89, 1.91, 1.93 ( 3  x s, jeweils 3H; 5-,  9-, 13-Me), 2.13 (m, 2H; 3-H,), 5.15 (d, 
J =I1  HL, 1H; 15-H-E), 5.26 (d, 1-17 HI, IH; 15-H-L), 5.78 (t, J = 4 HL, IH;  
4-H). 6.12 (d, 1 -11  HL, IH;  12-H), 6.36 (d. 1 = 1 5 H ~ ,  1H; 10-H), 6.40 (d, 
J E I ~ H L ,  1H; 7-H), 6.78 id, J z l 2 H ~ .  1H: 8-H), 6.80 (dd, 1-15, 11 Hz, 1H; 
11-HI. 7.07 (dd, J=17,  11 Hz. IH; 14-H); UVjVIS (MeOH): A,,, (6 )  = 270, 348, 
364 (50000), 383 nm; CI-MS: mjz: 269 [(M + H)']. 
(6Z)-AR 7: 'H-NMR (CD,OD): 6 -1.14 (s, 6H; I-Me,), 1.52 (t, 1 = 6 Hz, 2H; 
2-H2), 1.92, 1.95 ( 2  x s, jeweils 3H; 9-, 13-Me). 2.08 (s, 3H; 5-Me), 2.21 (m, 2H; 
3-H,), 5.03 (d, J-11 Hz, 1H; 15-H-E). 5.23 (d, J = 1 7  Hz, IH; 15-H-Z). 5.67(m, 
I H I  4-H), 6.19 (d, J=11  Hz, 1H; 12-H), 6.39 (d, J = 1 2  Hz, 1H; 7-H), 6.46 (d, 
J~15H~,1H~IO-H),6.47(dd,J~17,11H~,1H;14-H),6.64(dd,J=15,lIH~, 
IH; 1 I-H), 6.69 (d. 1 =I2 Hz. 1H; 8-Ii); UV/VlS (MeOIi): L,, ( E )  = 270,347,364 
(75000), 385 nm; CI-MS: m/z:  269 [ ( M  + H)']. 

Mehrere Methoden zur Dehydratisierung von Vitamin A zu 
Anhydroretinolisomeren sind beschrieben (10-30 % Ausbeu- 
te)17' ''8 l4l .  Abbildung 1 b zeigt das HPL-Chromatogramm der 
synthetisierten AR-Isomere 4-7. Der vierte und griiDte Peak bei 
41.2 min stammt von P5c ( = all-trans-Anhydroretinol4). Der 
10proz. Kern-Overhauser-Effekt (NOE) zwischen 1-Me, und 
8-H im lH-NMR-Spektrum wies ebenso auf die (6E)-Konfigu- 
ration hin, wie die chemischen Versehiebungen fur 4-H (6 = 5.79) 
und 1 -Me, (6 = 1.3), die gegeniiber denen von (62)-retro-Reti- 
noiden (6 = 5.63 bzw. l.ll)['33 15] tieffeldverschoben sind. 

Der erste Peak (P5a) nach 27.2 min stammt von dem (8z)-Is0- 
mer 5 (Tabelle 1). Die (82)-, (10E)- und (1 2E)-Konfigurationen 
wurden aus den NOES von - 7,14 und 1 1 % abgeleitet, die nach 
einer Einstrahlung bei der Resonanzfrequenz des 12-H bei den 
Signalen fur 7-H, 10-H bzw. 14-H gemessen wurden. Die (10E)- 
Konfiguration wurde durch die Kopplungskonstante J(10.11) 
= 15 Hz gestiitzt. 

Die Verbindung, die nach 33 min eluiert wurde, wies ein fur 
das (122)-Isomer 6 charakteristisches 'H-NMR-Spektrum auf 
(Tabelle 1). Auf die (6E)-Konfiguration wurde aus den chemi- 
schen Verschiebungen von I-Me, (6 = 1.30) und 4-H (6 = 5.78) 
geschlossen. Die CS-C9-Doppelbindung ist E-konfiguriert, wie 
das im Vergleich zum Signal des (8Z)-Isomers (6 = 6.90) hoch- 
feldverschobene Signal von 10-H bei 6 = 6.36 beweist. Die 
(10E)-Konfiguration wurde aus der Kopplungskonstanten 
J(10,ll) = I 5  Hz und die (12Z)-Konfiguration aus den chemi- 
schen Verschiebungen von 12-H (6 = 6.12) und 14-H (6 =7.07) 
abgeleitet, die zu den Vergleichswerten des all-[runs-Isomers 
(6 = 6.2 bzw. 6.46) hochfeld- bzw. tieffeldverschoben sind. 

Die nach 34.4 min eluierte Substanz weist die fur (6Z)-retm- 
Retinoide bes~hriebenen['~. 15] Hochfeldverschiebungen des 1- 

Me,- und des 4-H-Signals sowie der Tieffeldverschiebung des 
5-Me-Signals auf und wurde daher als (6Z)-Isomer 7 identifiziert. 
Die Fraktion P5b (vgl. Abb. 1 a) enthielt also sowohl(122)- als 
auch (6Z)-Anhydroretinol (6 bzw. 7). (10Z)-AR und andere 
mogliche Z,Z-Isomere wurden nicht in ausreichenden Mengen 
gebildet, um isoliert und charakterisiert werden zu konnen. 

Abbildung 2 zeigt die UV/VIS-Absorptionsspektren der (82)-, 
(122)- und (6Z)-AR-Isomere im Vergleich mit dem von all-trans- 
AR 4. Die Absorptionsmaxima und Absorptionskoeffizienten 
sind in Tabelle 1 aufgefuhrt. Da sich die Verbindungen im Trok- 
kenen langsam zersetzen, wurden ihre Absorptionskoeffizienten 
aus dem Verhaltnis der integrierten W-Banden und dein Ver- 
haltnis der spezifischen Radioaktivitaten von ['HIRetinol und 
den aus ihm hergestellten [3H]AR-Isomeren berechnet. 
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Abb 2 UVWS-Absorptionsspektrcn (Photodiodenarray-Detektor) von (82)-5 
(d), (12Z)-6 (b), (62)-7 (c) und all-tran~-Aiihydroretinol 4 (punktiert) In H,O/ 
CH,OH (14186) 

all-trans-Anhydroretinol 4 weist im UV/VIS-Spektrum eine 
schwache Bande fur cis-Doppelbindungcn bei 3. = 262 nm, eine 
intensive Bande bei A = 369 nm (E = 125000) und eine gut auf- 
geloste Schwingungsfeinstruktur auf. Durch Isomerisierung ei- 
ner Doppelbindung wird das Absorptionsmaximum A,,, leicht 
zum Blauen verschoben, die Bande fur cis-Doppelbindungen 
intensiver und die Auflosung der Schwingungsfeinstruktur ver- 
schlechtert. Das (8Z)-Isomer 5 weist mit seiner zentralen cis- 
Bindung die stlrkste Bande fur ris-Doppelbindungen auf. 

Anhydroretinol, das ein gutes Modell fur absorptionsspek- 
troskopische Untersuchungen von Polyenen ist" ' 9  14], ist wegen 
seiner neuerdings enldeckten biologischen Funktion von Inter- 
esse. Sein 14-HRR-Antagonismus legt die Vermutung nahe, daB 
diese retro-Retinoide Liganden fur im Cytoplasma oder im Zell- 
kern befindliche Rezeptoren sind16]. AR wird in der Insektenzell- 
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h i e  SF21 von einem cytosolischen Enzym mit einem Molekul- 
argewicht von 41 kDa hergestellt['61. 

Zur Zeit werden Versuche zur Charakterisierung dieses En- 
zyms und zur Tsolierung von 14-HRR- sowie AR-Bindungspro- 
tei nen durchgefuh rt. 

Experirnentelles 
Die 'H-NMR-Spektren wurden mit einem Varian-VXR-400-Spektrometer in 
CDCI, oder CD,OD aufgenommen. Die chemischcn Verschicbungen 6 sind auf 
S(CHC1,) =7.24 oder 6(CH,OH) = 3.30 bezogen. Die hochaufgelosten EI-Massen- 
spektren wurden mit einem JEOL-DX-303-HF- (Matrix: Perfluorkcrosin, PFK) 
und die CI-Massenspektren mit einem NERMAG-R1 010-Spektrometer gemessen 
(Tragergas: Methan). 
Isolierung von Anhydrorelinol aus Insekten-ellkulturen: Schneider-S2M3-Zellen 
wurden in Schneiders Insektenmedium, dem 10 76 fotales Rinderserum (FBS) oder 
10% Pferdeserum (Gibco, Life Technologies Inc., Grand Island. NY. USA) zuge- 
setzt worden war, in der Phase exponentiellen Wachstums his zu einer Dichte von 
2 x 106-4 x lo6 Zellen pro mL kultivierl. Die Zellen wurden rnit 1 0 - 5 ~  Retinol 
versetzt und nach 12 h durch Zentrifugieren geernlet. Die Pellets wurden nach der 
Metbode von McClean[l7] aufgedrbeitet. Die in der AcetonitriljButanol-Phaseent- 
haltenen Retinoide wurden an einer priparativen C,,-Umkehrphasendule (Vydac 
218 TP. 22 mm x 30 cm; Vydac, Hesperia, CA, USA) getrennt (H,O/MeOH/ 
CHC1,-Gradient, vgl. Abb. 1 a, loo?& H,O + 100% MeOH +MeOH/CHCl, ( I /  
1); FlieDgeschwindigkeit: 8 mL min- Photodiodenarray-Detektor (Waters 991)). 
Synihesr der Anhydroretinoli~omere durch saure Dehydratisierung [7 a]: Zu einer 
Losung voii all-trans-Rctinol (20 mg. Sigma) in w8asserfreiem Ethanol (10 mL) 
wurde konz. HCI bis zu einer Konzentration von 0.3 M cingeleitet. Nach 15 min bei 
Raumtemperatur wurde durch Titration mit einer 1 0 ~  Natriumhydroxidlosung 
neutralisiert und anschlieBend mit Wasser auf das 1 Sfache verdiinnt. Die Losung 
wurde mit Hexan extrahiert und die organische Phase mit Wasser gewaschen und 
eingeengt. Der Riickstand wurde in Methanol gelost. Die Gruppe dcr Anhy- 
droretinolisomere wurde wie bei der Isolierung aus Zellkulturen durch priparative 
HP1.C isoliert und rnit einer analytischeii C,,-Umkehrphasensaule getrennt (Vydac 
201 TP, 5.4 mm x 30 cm: isokratische Elution, H,O:CH,OH (14/86), 
FlieRgeschwindigkeit: 1 mLmin-I). 
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Elektronendelokalisierung in Ethinyl- 
verbriickten zweikernigen Polypyridin- 
ruthenium(I1)-Komplexen ** 
Andrew C. Benniston, Vincent Grosshenny, Anthony 
Harriman * und Raymond Ziessel * 

Photoaktive Ubergangsmetall-Chelatkomplexe spielen eine 
wichtige Rolle als Chromophore in supramolekularen Syste- 
men. Dort sollen sie die Energie- undioder Elektronenubertra- 
gung uber groBe Distanzen erleichtern['l. Um die Ubertra- 
gungsrichtung festzulegen, miissen starre Systeme konstruiert 
werden, und um den Abstand zwischen den Komponenten ver- 
groDern zu konnen, sollte der angeregte Zustand langlebig 
sein['J. Die Lebensdauer der meisten lumineszierenden Chelat- 
komplexe nimmt rnit fallender Energie des angeregten Zustands 
abC3'. Bei meikernigen Komplexen, in denen die Metallzentren 
riumlich nur wenig voneinander getrennt sind, kann allerdings 
die Lebensdauer des angeregten Triplettzustands den Wert uber- 
schreiten, der auf der Basis seines Energieniveaus zu envarten 
ist, da die Elektronen iiber ein ausgedehntes x*-Elektronen- 
system delokalisiert werden konnen[4-61. Dieser Effekt kann 
bedeutende AusmaBe annehmen. Meyer et al.["] haben zum 
Beispiel bei einem zwei kernigen Ruthenium(r1)-Komplex eine 
Triplettlebensdauer gemessen, die 20mal hoher als die eines 
entsprechenden einkernigen Komplexes mit lhnlicher Triplett- 
energie ist. Wir haben jetzt be1 Losungen bestimmter Ethinyl- 
substituierter Bis(terpy)-Ruthenium@)-Komplexe (terpy = 
2,2': 6',2"-Terpyridyl) in Acetonitril bei 25 "C eine noch langere 
Triplettlebensdauer beobachtet. Unsere Strategie ermoglicht es, 
einen schlechten Sensibilisator (d. h. eine Verbindung, deren Tri- 
plettlebensdauer zu kurz ist, um iiber eine groI3ere Distanz Ener- 
gie- oder Elektroneniibertragungen zwischen nur schwach mit- 
einander wechselwirkenden Verbindungen zu erleichtern) in ei- 
nen effektiven Sensibilisator umzuwandeln. Diese Entdeckung 
hat weitreichende Konsequenzen, da terpy ein idealer Baustein 
zur Bildung von starren supramolekularen Leitungen 1st. 

Die Ethinyl-verbruckten Ruthenium(I1)-Komplexe (siehe 
Abb. 1) wurden unter milden Bedingungen durch Reaktion der 
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