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stibchenférmigen Micellen stabilisiert sein kénnte™®! und zu-
gleich eine effiziente Packung der Molekiile ermdoglicht. Der
Packungskoeffizient einer primitiv kubischen Anordnung von
Kugelmicellen wiirde nur 0.52 betragen; eine wesentlich effi-
zientere Packung liele sich sowohl im innenzentrierten (0.68) als
auch im flichenzentrierten kubischen Gitter (0.74) realisieren.
Es kann daher angenommen werden, dafl sich kugelférmige
Micellen bevorzugt zu innenzentrierten oder flichenzentrierten
kubischen Gittern und nicht zu einem primitiven Gitter organi-
sieren wiirden.

Fiir kubische Mesophasen von Dendrimeren wurde kiirzlich
ein dhnliches Modell vorgeschlagen,!”! wobei jedoch eine an-
ndhernd kugelformige Gestalt der Micellen angenommen wur-
de.l'® Da beide Verbindungsklassen stark in ihrer chemischen
Struktur differieren, ist allerdings ein direkter Vergleich nicht
moglich. Es sind weitere Untersuchungen notwendig, um die
allgemeinen Organisationsprinzipien thermotrop kubischer
Mesophasen aufzukliren.
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Absoluter Drehsinn der Verdrillung um die
C12-C13-Bindung des Retinalchromophors von
Rinderrhodopsin — Excitonkopplungs-CD-
Spektren von 11,12-Dihydroretinalanaloga**

Qiang Tan, Jihong Lou, Babak Borhan,
Elena Karnaukhova, Nina Berova und
Koji Nakanishi*

Rhodopsin, der Photorezeptor, der Wirbeltieren das Sehen
bei Dammerlicht erméglicht, ist an den AuBlensegmenten der
Stdbchenzellen lokalisiert. Dieses Membranprotein besteht aus
sieben Transmembran-a-helices und dem 11-cis-Retinalchromo-
phor 1 (Abb. 1), der mit der e-Aminogruppe von Lys(K) 296 der
Helix G als protonierte Schiff-Base (PSB) verkniipft ist.l**?!
Glu 113 fungiert als Gegenion zur Stabilisierung der positiven
Ladung der PSB.I3! Die durch Licht ausgeléste 11-cis — trans-
Isomerisierung fithrt zu einer Konformationsdnderung, die eine
Reihe von Verdnderungen nach sich zieht. Diese werden als
Sehtransduktionsproze3 bezeichnet.'*) Die Struktur der proto-
nierten Schiff-Base von 11-cis-Retinal mit der langen konjugier-
ten Polyenseitenkette, den fiinf Methylgruppen, dem Cyclo-
hexenring und der 11-Doppelbindung sowie mit den nicht-
planaren 6-s-cis- und 12-s-trans-Anordnungen eignet sich her-
vorragend fiir die sehr feine Regulation des Absorptionsmaxi-
mums des Pigments."®! In Abhingigkeit von der PaBform (Fit)
des Pigments in der Rhodopsinbindungstasche kann dieser
Chromophor den gesamten UV-Bereich bis zu ca. 640 nm ab-
decken, d.h. den Bereich, der auf die Umgebung der Organis-
men am besten abgestimmt ist.*!

Die UV/Vis- und Circulardichroismus(CD)-Spektren des
Rinderrhodopsins in Octylglucosid sind in Abbildung 1 darge-
stellt. Natiirliches Rhodopsin (4,,, = 500 nm) weist positive
Cotton-Effekte bei 480 (Ac¢ =+ 2.8, «-Bande) und 337 nm
(Ae = + 9.8, p-Bande) auf. Das CD-Spektrum eines Rhodop-
sins mit einem Retinalanalogon, in dem die Ebenen B und C
infolge Bildung eines Fiinfrings (Verkniipfung von C10 und der
13-Methylgruppe) coplanar sind, zeigt eine vernachldssigbare a-
Bande. Ahnlich ist es mit dem Pigment, das aus einem Retinal-
analogon gebildet wird, in dem die A- und die B-Ebene wegen
einer Briicke zwischen der 5-Methylgruppe und C8 coplanar
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Abb. 1. Das in natirlichem Rhodopsin als PSB angebundene Chromophor 11-cis-Retinal 1 sowie UV/Vis-
(————, &) und CD-Spektrum (--- — -, Ag) von Rinderrhodopsin in Octylglucosid.
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sind: Hier tritt eine schwache §-Bande auf. Dementsprechend
haben Ito und Mitarbeiter!®! die Ursache fiir die a- und §-Ban-
den auf die Verdriltung um die 12-s-trans- bzw. 6-s-cis-Bindung
zuriickgefiihrt. Zwar spiegeln die beiden positiven Cotton-
Effekte die Wechselwirkung zwischen dem verdrillten Chro-
mophor und seiner Umgebung wider, doch ist es derzeit nicht
moglich, Informationen iiber den Drehsinn der Verdrillung um
die C6-C7- und die C12-C13-Bindung, d.h. der Verdrehung
der Ebenen A, B und C gegeneinander (Abb. 1) zu erhalten.
Wir haben deshalb das konjugierte Polyensystem durch eine
Einfachbindung unterbrochen, so dal} die beiden Polyenein-
heiten an der Einfachbindung bei Anregung koppeln kdnnen.
Das ,,Vorzeichen der Banden des sich daraus ergebenden
Bandenpaars (,,Couplet*) mit Nulldurchgang spiegelt dabei
die Verdrillung auf eine nichtempirische Art wider. Hier be-
schreiben wir Befunde zum absoluten Drehsinn der Verdrillung
zwischen den Ebenen B und C.

Frithere Photoaffinitdtsmarkierungen ergaben, dal3 das C3-
und das C4-Atom des Iononrings sich in un-
mittelbarer Ndhe zur Transmembranhelix F
von Rhodopsin befinden (Abb. 2).17-8 Doch
in welche Richtung ist der Retinalchromo-
phor, d. h. sind die Ebenen A und B sowie B
und C gegeneinander gedreht? Die Trans-
membranhelixachse des Rhodopsins steht
senkrecht auf der Ebene der C7—-C12-Polyen-
seitenkette (Ebene B; Abb. 2). Durch Be-
stimmung der absoluten Richtung der Dre-
hung um die C12-C13-Bindung kann ermit-
telt werden, ob die Ebene C beziiglich der
Ebene B nach oben oder nach unten gekippt
ist. Wir bestimmten die Helicitit der Anord-
nung der Ebenen B und C, indem wir 11,12-
Dihydroretinale in Opsin einbauten und die
entsprechenden CD-Spektren aufnahmen.
Unseres Wissens nach wurde hiermit erstmals
die Excitonkopplungs-CD-Methode  zur
Konformationsanalyse bei proteingebunde-
nen Substraten eingesetzt.

Excitonkopplungs-Circulardichroismus
tritt auf, wenn zwischen zwei oder mehreren
Chromophoren keine oder nur eine ver-
nachldssigbare Molekiilorbitaliiberlappung

intradiscale Seite \ _terminus

C -Terminus f

cytoplasmatische Seite

Abb. 2. Schematische Darstellung von Rhodopsin, die den Ort und die Verdrillung
des Chromophors zeigt. Der durch Photoaffinititsmarkierungen quervernetzte
Rest L266 der Helix F ist angegeben. Die Triencinheit C7 bis C12 befindet sich in
der Ebene B, die paraliel zur Lipiddoppelschichtmembran ist. Die PSB-Einheit ist
so um die C12-C13-Bindung gedreht, daB sie zur intradiscalen Seite der Membran
weist.
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besteht und die chiral angeordneten Chromophore durch den
Raum miteinander wechselwirken. So fiihrt die Verdrillung der
Polyenseitenkette um die C12-C13-Einfachbindung in rhodop-
singebundenem Retinal nicht zu einem Excitonkopplungs-CD-
Bandenpaar, da sich die Konjugation iiber das gesamte Molekiil
erstreckt. Die Sittigung der 11-Doppelbindung teilt den Chro-
mophor in zwei voneinander unabhdngige konjugierte Systeme:
in die Trien- und die PSB-Einheit. Wenn infolge einer Wechsel-
wirkung durch den Raum zwischen diesen beiden Chromophor-
gruppen des Pigments ein Bandenpaar auftritt, sollte das
,, Yorzeichen* des CD-Bandenpaars die absolute Verdrillung des
11,12-Dihydroretinals in der Pigmentbindungsstetle widerspie-
geln (Abb. 3). Ahnelt die Konformation von 11,12-Dihydroreti-
nal der von 11-cis-Retinal in Rhodopsin, dann miiBte die Exci-
tonkopplung zwischen der Trien- und der PSB-Einheit ein
,positives* oder ,,negatives‘ CD-Bandenpaar liefern, je nach-
dem, ob die Ebenen B und C mit positivem oder negativem Sinn
gegeneinander gedreht sind (Abb. 3).[9-10
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Abb. 3. Absoluter Drehsinn der Verdrillung zwischen den Ebenen B und C sowie die zugehdrigen vorausge-
sagten Excitonkopplungs-CD-Bandenpaare. Eine Excitonkopplungs-CD-Kurve ist als positiv (negativ)
definiert, wenn das Vorzeichen der Cotton-Effekts bei groBerer Wellenlinge positiv (negativ) ist.

Die Trien- und die Enaleinheit von 11,12-Dihydroretinal (2H-
Ret) 211 absorbieren bei 255 (Schulter) bzw. 236 nm. Die
Trienabsorptionsbande der entsprechenden Schiff-Base (2H-
PSB) 3 bei 255nm ist durch die rotverschobene PSB-Ab-
sorptionsbande bei 270 nm iiberlagert (Abb. 4). Das UV-Spek-
trum von 11,12-Dihydrorhodopsin (2H-Rh) 4 in Octylglucosid
zeigt ein breites, bei ca. 279 nm zentriertes Absorptionsmaxi-
mum,*?! das zugehérige CD-Spektrum einen negativen und
einen positiven Cotton-Effekt bei 295 (Ae= —1.2) bzw.
275 nm (Ae = + 2.5), wobei die Differenz 4 zwischen den bei-
den Extremwerten — 3.7 betragt. Das CD-Spektrum von natiir-
lichem Rhodopsin weist dagegen zwei positive Cotton-Effekte
auf (Abb. 1). Folglich kann man das CD-Spektrum von 4
mit negativem und positivem Cotton-Effekt auf die erwartete
Excitonkopplung zwischen der Trien- und der PSB-Einheit
zuriickfiithren, die bei ca. 275 bzw. 295 nm absorbieren (siche
CD-Spektrum). Die nicht unerwartete Rotverschiebung der
PSB-Bande von 3 bei 270 nm nach ca. 295 nm bei 4 wird durch
die elektrostatischen Ladungen innerhalb der Bindungsstelle
verursacht.!'3! Das Extremum bei 275nm entspricht dem
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Abb. 4. Die UV-Spektren von 11,12-Dihydroretinal 2 und von der durch Umset-
zung mit n-Butylamin erhaltenen protonierten Schiff-Base 3 in Methanol sowie UV-
(A) und CD-Spektrum (B) von Dihydrorhodopsin 4 in Octylglucosid. Das Chromo-
phor wurde durch Inkubation von 3.5 Mol-Aquivalenten des Retinalanalogons mit
einer Suspension von Rinderopsin in 67 mM Phosphatpuffer (pH =7.0) in 5 h bei
25°C gebunden. Alle Spektren wurden in 23 mum Octylglucosidlésung bei pH 7.0 mit
Opsin als Blindwert aufgenommen.

positiven Cotton-Effekt des negativen Bandenpaars; der Bei-
trag von Opsin diirfte vernachldssigbar sein, das CD-Spektrum
in Abbildung 4 ist ein Differenzspektrum zwischen dem des Pig-
ments und dem von Opsin. Die Trien-Bande des Pigments 4 ist
somit gegeniiber der von 3 in Methanol (255 nm) ca. 20 nm
rotverschoben. Die Verdrillung um die 6-s-cis-Bindung in 4 ist
im Vergleich zu der bei 3 in Losung kleiner, d. h., im Protein ist
der Winkel zwischen den Ebenen A und B vermutlich infolge
sterischer Hinderungen innerhalb der Bindungsstelle kleiner.
Aus dem negativen Bandenpaar bei 4 folgt, dal die Ebenen B
und C wie in Abbildung 4 gezeigt (negativ) gegeneinander ge-
dreht sind.

Der 11,12-Dihydroretinalchromophor, der viele Freiheitsgra-
de aufweist, ist sehr flexibel, was zu den klei-
nen Amplituden im Excitonkopplungs-CD-
Spektrum fithrt. Um die Giltigkeit der
SchluBfolgerung aus den Untersuchungen
mit dem Dihydropigment 4 zu priifen, wur-
den die gleichen Experimente mit 13-trans-
und 13-c¢is-11,12-Dihydrocycloheptatrienyli-
denretinal (13-trans-2H-Ret7 und 13-cis-
2H-Ret7) 5 und 6 durchgefiihrt. Die Synthe-
se von 5 und 6 ist in Schema 1 gezeigt. Nach
HPLC-Trennung wurden 5 und 6 durch ihre
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Schema 1. Synthese der Retinalanaloga 5 und 6. a) N-Bromsuccinimid (NBS), Ben-
zoylperoxid, CCl,; b) Kaliumacetat, 3-Methyltrioctylammoniumchlorid (Ali-
quat 336), H,0; ¢) H,, Pd/C, Essigsdure, CH,Cl,; d) 1-Cyanethylphosphonsiure-
diethylester, NaH, THF; e) Kaliumcarbonat, Methanol, H,O; f) tert-Butyl-
dimethylsilylchlorid (TBDMSCI), Imidazol, DMF; g) Diisobutylaluminiumhydrid
(DIBAL-H), CH,Cl,, sdulenchromatographische Trennung der im Verhiltnis 1:1
vorliegenden Isomere; h) f-Cyclocitryltriphenylphosphoniumbromid, Kalium-tert-
butoxid, THF; i) Bu,N*F~, THF; j) Tetra-N-propylammoniumperruthenat
(TPAP), N-Methylmorpholin-N-oxid (NMO), fein pulverisiertes 4-A-Molekular-
sieb, CH,Cl,; k) Cyanmethylphosphonsiurediethylester, NaH, THF; 1) DIBAL-H,
CH,Cl,; m) HPLC-Trennung der im Verhdltnis 1:1 vorliegenden Isomere[15].

Rhodopsin sehr,l'>  weshalb es

nahelag, dal die rdumliche Struk- AR

tur von 12 innerhalb der Bindungs- =
stelle sowie die zugehorige Protein-
Substrat-Wechselwirkung  denen
von 11-cis-Retinal 1 in natiirlichem
Rhodopsin sehr dhnlich sind. Nach
diesen Befunden hielten wir 13-trans-2H-Ret7 5 als 11-s-cis-fi-
xiertes Analogon von 11,12-Dihydroretinal fiir besser geeignet
(Abb. 5).

Die Enalgruppe in 5 in Methanol absorbiert bei ca. 244 nm.
Die nichtplanare Trieneinheit absorbiert bei ca. 266 nm, wie
durch das Absorptionsmaximum des Synthesezwischenproduk-
tes 11 bei 266 nm nahegelegt wird, das das gleiche Triensystem
aufweist, und macht sich im Spektrum durch eine Schulter bei
ca. 270 nm bemerkbar (Abb. 5; die UV- und CD-Spektren von
6 sind denen von 5 sehr dhnlich). Bei der mit #-Butylamin erhal-
tenen PSB 13 ist das Absorptionsmaximum der Enalgruppe

CHO

12

272 17 000
¢ ) ~270nm H

NMR- und Massenspektren charakteri- £
siert.['*! Zuvor erhaltene Daten mit dem Cy- 5000
cloheptatrienylidenretinal Ret7 12 fiihrten

zur Uberlegung, ein durch einen Sieben- o
ring konformativ fixiertes Dihydroanalogon 210

von 4 zu untersuchen. Die UV- und CD-
Spektren des aus 12 und Opsin erhaltenen
Pigments dhneln denen von natiirlichem

2192
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Abb. 5. UV-Spektren (Methanol) von 13-trans-2H-Ret7 5, von der PSB 13. Die UV-Spektren von 13-cis-
2H-Ret7 6 und der entsprechenden PSB sind denen der jeweiligen frans-Isomere sehr dhnlich.
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nach ca. 272 nm verschoben (Abb. 5) und durch die Trien-
Absorptionsbande iiberlagert.

Die Rhodopsinanaloga 14 und 15, in die 5 bzw. 6 eingebaut
ist, haben Absorptionsmaxima bei 283 (¢ = 28000) bzw.
284 nm (e = 29000; Abb. 6).1'6! Natiirliches Rhodopsin ent-

¥ T T T T

272 (+6.6)

1

273 (+5.2)

283 (28 000)

L 1 1 L 1 0
260 280 300 320 340
A/mm —

stand bei Zugabe von 11-cis-Retinal zu beiden Inkubationsmi-
schungen nicht, wie durch die Messung der Absorption bei
500 nm festgestellt wurde. Es war demgema8 kein freies Opsin
mehr vorhanden, und die an Opsin gebundenen Retinalanaloga
konnten nicht durch 11-cis-Retinal ersetzt werden.

13-trans-2H-Rh7 14 gibt ein negatives CD-Bandenpaar
mit Extrema bei 297 (Ae = — 6.5) und 273 nm (Ae = + 5.2;
A = —11.7). Das Spektrum des Rhodopsinanalogons 15 zeigt
ebenfalls ein negatives Bandenpaar mit einer etwas groferen
Amplitude (4 = —14.1) bei dhnlichen Wellenldngen von 298
(Ae = —7.5) und 272 nm (Ae = + 6.6; Abb. 6). Das CD-Ban-
denpaar mit Nulldurchgang kann man auch hier auf die Kopp-
lung zwischen der Trien- und der PSB-Einheit zuriickfithren.
Dies bestdtigt die Ergebnisse aus den Versuchen mit 4. Um
weitere Argumente fiir die Ursache des Bandenpaars zu finden,
wurden die Amplituden der CD-Bandenpaare der 13-trans- und
13-cis-Isomere 14 und 15 verglichen. Die Amplitude der Exci-
tonkopplungs-CD-Bandenpaare mit Nulldurchgang ist be-
kanntlich um so gréBer, je ndher der Winkel zwischen den Pro-
jektionen der beiden wechselwirkenden Chromophore an 70°
heranriickt.!® 19! Der mit dem Kraftfeldprogramm MM?2 be-
rechnete Winkel zwischen der Trien- und der PSB-Einheit be-
trigt ca. 60° fir das 13-cis- und ca. 20° fir das 13-srans-Iso-
mer.!!71 Dies ist im Einklang mit der groBeren Amplitude des
CD-Bandenpaars des 13-cis-Isomers 15 (— 14.1) im Vergleich zu
der beim 13-frans-Isomer 14 (—11.7) und bestitigt, daB das
CD-Bandenpaar eine Folge der Excitonkopplung zwischen den
beiden Chromophoren innerhalb der Bindungsstelle ist.

Die kleinere Amplitude des Pigments 4 (— 3.7) mit dem
11,12-Dihydroretinal 2, in dem die 11-s-cis-Konformation nicht

Angew. Chem. 1997, 109, Nr. 19
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Abb. 6. UV- und CD-Spektren von 13-srans-2H-Rh7 14 und 13-¢is-2H-Rh7 15. Der Winkel zwischen den excitonge-
koppelten Chromophorgruppen ist beim 13-cis-Pigment groBer ist, was sich in der geringfligig gréBeren Amplitude im
CD-Spektrum widerspiegelt. Die Inkubation wurde mit dem jeweiligen Retinalanalogon (1.5 Mol-Aquiv.) und einer
Suspension von Rinderrhopsin in 67 mM Phosphatpuffer (pH =7.0) in 5h bei 25°C durchgefiihrt. Alle Spektren
wurden in 23 mM Octylglucosidldsung bei pH 7.0 mit Opsin als Blindwert aufgenommen.
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fixiert ist, ist warscheinlich eine Folge der Flexibilitdt der Di-
hydroretinalseitenkette. Diese Flexibilitdt fithrt zu Konforma-
tionen, in denen der Winkel zwischen den beiden wechselwir-
kenden Chromophoren kleiner und/oder der Abstand zwischen
den Chromophoren gréer ist. Die Tatsache, da3 das CD-Spek-
trum von 11,12-Dihydrorhodopsin 4
ein negatives Bandenpaar mit Null-
durchgang zeigt, ist in Einklang mit
den mit 13-trans-2H-Rh7 14 und 13-
cis-2H-Rh7 15 erhaltenen Ergeb-
nissen.

Die in Abbildung 3 gezeigte nega-
tive Helicitdt der Anordnungen der
Ebenen B und C ist damit experi-
mentell bewiesen. Ebenso deuten die
Ergebnisse darauf hin, dal der Dreh-
winkel zwischen den Ebenen A und
B von opsingebundenen Chromo-
phoren kleiner ist als von den glei-
chen Chromophoren in Losung. Der
Chiralitdtssinn der Anordnung der
Ebenen B und C stimmt mit den
theoretischen Voraussagen von Ka-
\ kitani und Mitarbeitern!!® iiberein,
die die Verdrillung um die C12-C13-
Bindung in Rhodopsin mit —130
bis —150° angegeben, wenn der Tor-
sionswinkel im Uhrzeigersinn ausge-
hend von der planaren cis-Konfor-
mation gemessen wird. (Han und
Smith sind durch theoretische Uber-
legungen zu den gleichen Ergebnis-
sen gekommen.[!®)) Es ist beachtens-
wert, daf3 man die Konformation des
Chromophors in der Bindungstasche
eines groBen Proteins anhand des Vorzeichens des Excitonkopp-
lungs-CD-Bandenpaars mit Nulldurchgang bestimmen kann.
Wie erwihnt, spiegelt sich die Verdrillung des Chromophors im
CD-Spektrum des natiirlichen Rhodopsins durch das Vorliegen
der - und der f-Bande wider. Die charakteristische Form und
das Vorzeichen dieser Banden werden durch die Wechselwirkun-
gen zwischen dem Chromophor und der Opsinbindungsstelle
bestimmt. Demzufolge kann man voraussetzen, daB in anderen
Sehpigmenten, die dhnliche positive a- und S-Banden aufweisen,
die Verdrillung des Chromophors in der Polyenkette der des
Chromophors von Rinderrhodopsin dhnelt.

Diese Ergebnisse demonstrieren aullerdem eindrucksvoll die
Vielseitigkeit der Excitonkopplungs-CD-Methode bei Konfor-
mationsstudien am Beispiel von Wechselwirkungen zwischen
Ligand und Rezeptor. Derzeit untersuchen wir den absoluten
Drehsinn der Verdrillung zwischen den Ebenen A und B und
den Mechanismus des Sehtransduktionsprozesses auf der Basis
der ermittelten Molekiilstrukturen.
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5,6,11,12,17,18-Hexadehydro-1,4,7,10,13,16-
hexaethinyltribenzo|a,e,iflcyclododecen:
Synthese und CpCo-katalysierte
Cycloisomerisierung zu den ersten
superdelokalisierten Oligophenylenen**

Christian Eickmeier, Heiko Junga, Adam J. Matzger,
Frank Scherhag, Moonsub Shim und

K.

Peter C. Vollhardt*

Die Titelverbindung (,,Hexaethinyltribenzocyclin®) la ist
von groBem Interesse als Untereinheit von Graphin 2,11 einem
partiell carbomeren,!?) graphitartigen Kohlenstoffallotrop,® als
ausgedehntes, zur Bindung von Ubergangsmetallen féhiges n-

1a,R=H
1b, R = Si(CH3),[C(CH;3),CH(CH3):]
Ie, R=Pr

1d, R = CHC¢Hy,

"

]
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