Strukturuntersuchungen an chiralen Schiff-Basen des 11-cis-Retinals
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CD and UV spectra of four chiral 11-cis-retinal Schiff bases obtained by condensing the aldehyde
with asymmetric amines are used to gain structural information about the polyene conformation.
The spectra are temperature-dependent indicating the same 12-s-cis/trans equilibrium as in 11-cis-
retinal. In addition, CD absorptions arise at lower temperatures whose only origin is the inherent
dissymmetric nature of the retinylidene chromophore. CNDO/S-calculations performed on the
basis of force-field optimized geometries give results which can partially be rationalized on the
basis of experimental data. Quantitative agreement is obtained in the case of chiral hydrogen-

bonded dimers.

11-cis-Retinal (1) ist der Chromophor des Seh-
pigments Rhodopsin, in dem es in Form einer proto-
nierten Schiff-Base kovalent mit einer Lysineinheit
des Membranproteins Opsin verkniipft ist. Der pho-
tochemisch ausgeldste Sehproze$ [1] fiihrt iiber die
Isomerisierung

der C(11)—C(12)-Doppelbindung und eine Reihe
von weiteren Umlagerungen schlieBlich zur Freiset-
zung von all-trans-Retinal unter gleichzeitigem Auf-
bau einer Potentialdifferenz tiber die Membran der
Photorezeptorzelle hinweg. Zwar wurde die Amino-
sduresequenz des Opsins inzwischen analysiert
[2, 3], aus der sich gewisse Vorstellungen iiber die
Faltung des Proteins und die Anordnung des Reti-
nalchromophors darin ableiten lassen [4]. Ohne eine
Kiristallstrukturanalyse ausreichender Auflésung ist
man allerdings weiterhin auf indirekte, vor allem
spektroskopische Methoden angewiesen, um die
Konformation der konjugierten Kette in der Umge-
bung des Proteins sowie deren Verdnderungen im
Verlauf des Sehprozesses zu entschliisseln.
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So laBt sich beispielsweise die ausgeprigte lang-
wellige Verschiebung des Absorptionsmaximums,
die mit dem Einbau des 11-cis-Retinals in das Opsin
einhergeht, nur zum Teil auf die Verdnderung der
Elektronenstruktur beim Ubergang vom freien
Aldehyd in die Schiff-Base und deren Protonierung
zurtickfiihren; zur Erkldrung der pigmentspezifi-
schen, sogenannten Opsinverschiebung [5, 6] miissen
weitere bisher im einzelnen noch ungekliarte Wech-
selwirkungen des Chromophors mit der ionischen
oder wenigstens stark polarisierenden Umgebung
des Proteins postuliert werden.

Die chirale Umgebung im Protein ist es letztlich
auch, die das Rhodopsin chiroptischen Methoden zu-
ganglich macht. Dabei 146t sich der sowohl bei natiir-
lichen Rhodopsinen [7] als auch bei synthetischen
Modellverbindungen [8] beobachtete Circular-
dichroismus (CD) auf zwei prinzipiell unterschiedli-
che Mechanismen zuriickfithren:

Die spiegelbildlichen Konformationen der Schiff-
Base, die durch entgegengesetzte Verdrillung um
verschiedene Bindungen, etwa C(6)—C(7) oder
C(12)—C(13), aus der planaren Konformation her-
vorgehen, sind nur unter achiralen Bedingungen
energiegleich und daher nicht unterscheidbar. Bei
ausreichender Wechselwirkung mit der chiralen
Oberflache des Proteins werden sie dagegen in un-
terschiedlichem MaBe populiert; der Chromophor
wirkt unter diesen Umstdnden wie ein inherent chi-
rales System [9].

Wechselwirken die Ubergangsmomente des Po-
lyenchromophors ausreichend mit chromophoren
Gruppen des Proteins (Amidbindungen, Aromaten),
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so erhalten die gekoppelten elektronischen Anre-
gungen als Folge der chiralen Geometrie des Systems
Rotationsstarke [10]. Die Verdrillungen des Chro-
mophors sind bei diesem Mechanismus nur von se-
kundirer Bedeutung; theoretisch konnte auch bei
planarer Anordnung des gesamten Doppelbindungs-
systems [11] ein CD-Spektrum resultieren.

(Der Vollstiandigkeit halber erwdahnen wir die CD-
Spektren, die in der Membran photosyntheseaktiver
Blaualgen gemessen wurden [12] und die moglicher-
weise durch die excitonartige Wechselwirkung der
all-trans-Retinalchromophore benachbarter, in der
Membran in quasi-kristalliner Form angeordneter
Bacteriorhodopsinmolekiile hervorgerufen werden
[13])

Um zwischen den beiden erstgenannten Alternati-
ven unterscheiden zu konnen, haben wir chirale
Schiff-Basen des all-trans-Retinals dargestellt und
spektroskopisch analysiert:

H
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Ist einer der Substituenten R' oder R’ selbst ein
Chromophor, lassen sich die CD-Spektren als Resul-
tat der Wechselwirkung der Ubergangsmomente des
Retinals mit dem Substituenten deuten [14] (Mecha-
nismus 2). Sind die Substituenten dagegen unter-
schiedliche Alkylgruppen, so konnen CD-Banden im
Absorptionsspektrum des Polyens nur noch durch
die inherente Chiralitdt des Retinylidenchromophors
hervorgerufen werden (Mechanismus 1). Wir haben
festgestellt, daf} ein solches chromophoral inaktives
chirales Zentrum fiir eine Unterscheidung der enan-
tiotopen Fliachen im all-trans-Retinal nicht ausreicht,
wohl aber im S-Cyclocitral [15], das man als radikal
verkiirztes Retinalanalog ansehen kann.

Es war zu erwarten, daf} in 11-cis-Retinal-Schiff-
Basen die Wechselwirkung des verknidulten Chromo-
phors mit dem chiralen Aminrest wesentlich starker
sein sollte als im gestreckten all-trans-Isomeren. Um

diese Vermutung zu lberpriifen, haben wir die Ver-
bindungen 2—5 (siehe Tab. I)

-
2
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synthetisiert und spektroskopisch sowie theoretisch
analysiert.

Experimentelles

11-cis-Retinal wurde von Hoffmann-La Roche,
Nutley, N. J., zur Verfiigung gestellt. Die HPLC-
Analyse der Verbindung zeigte einen Gehalt von
97,5%; die Verunreinigungen bestanden aus all-
trans-Retinal (1,5%) und 13-cis-Retinal. Noch mehr
als die all-trans-Isomeren zeichnen sich das 11-cis-
Retinal und die entsprechenden Schiff-Basen durch
leichte Isomerisierung aus; alle Arbeiten wurden da-
her im Dunkeln unter Inertgas durchgefiihrt, wobei
Handhabung der Proben tiber 273 K mdoglichst ver-
mieden wurde. Die verwendeten chiralen Amine
(siehe Tab. I) wurden gekauft ((R)-2-Aminobutan
von Norse, (R)-2-Amino-1-butanol sowie (S)-2- Ami-
no-1-propanol von Fluka) bzw. durch Trennung des
entsprechenden Razemats ((S)-2-Aminopentan) er-
halten.

Zur Darstellung der Schiff-Basen wurde das Re-
tinal in Hexan gelost und iiber Molsieb (3 A) mit
dem zehnfachen UberschuB8 an Amin versetzt. Die
Losung reagiert unter Argon in wenigen Stunden
vollstdandig ab. Fiir die spektroskopischen Untersu-
chungen benétigte Proben wurden unmittelbar vor
der Messung mittels HPLC fraktioniert (Si-60-Saule,
Ether/Methanol als Eluent, 2 ml/min FluB, 80 bar).
Nach dem Abziehen des Eluenten im Wasserstrahl-
bzw. Feinvakuum wird das Amin in Rigisolve (2,2-
Dimethylbutan/n-Pentan 8:3) oder in einem der an-
deren Losungsmittel aufgenommen und seine Kon-
zentration UV-spektroskopisch bestimmt.

UV-Spektren wurden mit einem Perkin-Elmer-
Lambda-5-Spektrophotometer, CD-Spektren mit

Tab. I. Untersuchte chirale Schiff-Basen des 11-
cis-Retinals.

Verbindung R' R’ Eingesetztes Amin
2 CH,CH; CH; (R)-2-Aminobutan
3 CH; n-C;H, (S)-2-Aminopentan
4 CH; CH,0OH (S)-2-Amino-1-propanol
5 CH,OH CH,CH; (R)-2-Amino-1-butanol
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einem Jobin-Yvon-Dichrograph Mark IV aufgenom-
men. Beide Gerite sind mit Einrichtungen zur ther-
mostatisierten Tieftemperaturspektroskopie ausge-
stattet. Die Kontraktion des Losungsmittels bei tie-
fen Temperaturen ist bei allen Spektren beriicksich-
tigt.

Ergebnisse
Spektroskopische Untersuchungen

Die UV-Spektren mit ihrer intensiven (Ige = 4,5)
Absorption bei 350 nm und einem weniger intensiven
Maximum bei 250 nm entsprechen dem, was man von
einem Chromophor mit 6 konjugierten Doppelbin-
dungen, davon einer an zentraler Position cis-konfigu-
riert, erwartet [16]. Die Spektren sind, wie auch beim
Aldehyd selbst [17], in hohem MaRe 16sungsmittel-
und temperaturabhédngig. Zur Veranschaulichung
sind in Abb. 1 die Spektren von 2 bzw. 3 in Methanol/
Ethanol, Rigisolve und Propionitril gezeigt sowie de-
ren Verdnderungen bis zu den niedrigsten in dem
jeweiligen Losungsmittel erreichbaren Temperatu-
ren. Das Intensitdtsverhdltnis é.peak/EHauptbande DE-
tragt bei Zimmertemperatur 0,55 in Methanol/Etha-
nol, 0,45 in Rigisolve und 0,38 in Propionitril. In
allen drei Losungsmitteln nimmt dieses Verhéltnis
mit sinkender Temperatur ab, und zwar in Rigisolve
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starker (0,3 bei 113 K) als in Methanol/Ethanol
(0,4). Zusitzlich entwickelt sich in diesem Losungs-
mittel bei tiefer Temperatur eine Schulter bei
400 nm. Die anderen Verbindungen verhalten sich
vollig analog, mit quantitativ ibereinstimmenden In-
tensitiatsverhéltnissen.

Eine Ausnahme bilden die Spektren der hydroxyl-
haltigen Schiff-Basen 4 und 5§ in dem unpolaren Lo6-
sungsmittel Rigisolve (Abb. 2). Bei diesen beiden
Verbindungen wichst der cis-Peak mit sinkender
Temperatur im Verhéltnis zur Hauptbande, bis er
einen Maximalwert bei etwa 190 K erreicht. Erst bei
noch weiterem Abkiihlen nimmt auch bei diesen
Verbindungen die Intensitdt im cis-Bereich ab und
verlagert sich in die Hauptbande. Die CD-Spektren
(vide infra) liefern Hinweise darauf, daB diese Ano-
malien durch Assoziationsgleichgewichte hervorge-
rufen werden. Zusitzlich wurden deshalb die UV-
Spektren bei unterschiedlicher Konzentration (1073
bis 107> mol/l) aufgenommen. Bei allen Losungen
geht die cis-Intensitdt durch ein Maximum bei 190 K,
das in der diinnsten Lésung am stdrksten ausgepragt
ist; die Unterschiede bei Zimmertemperatur bzw.
113 K sind dagegen nicht signifikant.

Die CD-Spektren der Schiff-Basen 2 bzw. 3 zeigt
Abb. 3. Anders als in Propionitril, in dem nur cine
langwellige Bande um 330 nm auszumachen ist, wer-

528 nm 300 490 28 nm

Abb. 1. Temperaturabhdngige UV-Spektren von 11-cis-Retinal-Schiff-Basen. Hier und in den folgenden Figuren zeigen
Pfeile die Amplitudenveridnderung in Richtung auf niedrigere Temperaturen an. Links: 3 in Propionitril, 4,5- 10" mol/l
bei 293, 253, 233, 213 und 193 K. Mitte: 3 in Rigisolve 3.4-107° mol/l bei 293, 233, 193, 153 und 113 K. Rechts: 2 in
Methanol/Ethanol 1:4, 4,7-10"° mol/l bei 293, 233, 193, 153 und 113 K.
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Abb. 2. Temperaturabhingige UV-Spektren
von 5 in Methanol/Ethanol, 3,1-107" mol/l
bei (links) 273, 253, 233, 213 K und (rechts)

S88 nm

den in den beiden anderen Losungsmitteln drei Ban-
den mit alternierenden Vorzeichen und Maxima
bzw. Minima (350, 250 und 220 nm) registriert, die
mit den UV-Banden zusammenfallen. Dabei liefern

488 588 nm

Abb. 3. Temperaturabhingige CD-Spektren von 11-cis-
Retinal-Schiff-Basen. Oben: 3 in Propionitril, 3,5-10°°
mol/l bei 253, 213 und 193 K. Mitte: 2 in Rigisolve 3,0-10°
mol/l bei 283, 173, 133 und 103 K. Unten: 2 in Methanol/
Ethanol, 3.3-10° mol/l bei 283, 213 und 133 K.

193, 173, 153, 133 und 113 K.

2 (in Rigisolve) und 3 (in Methanol) [18] spiegelbild-
lich strukturierte Spektren, was die unterschiedliche
absolute Konfiguration der beiden Verbindungen
bestitigt. Eine CH,OH-Gruppe am Asymmetriezen-
trum allerdings kehrt diese Korrelation um. So hat
die 350-nm-Bande von 4 mit S-Konfiguration negati-
ves Vorzeichen, genau wie 2, das R-konfiguriert ist,
und das Spektrum von 5 (R) entspricht in der Vorzei-
chenabfolge dem von 3 (S). Ganz entsprechende
Verhiltnisse haben wir bei den f-Cyclocitral-Schiff-
Basen gefunden [15]. Die relative Intensitdt der 250-
nm-Bande (verglichen mit der langstwelligen CD-
Bande) zeigt dieselbe Losungsmittelabhédngigkeit
wie die Extinktion im UV: in Methanol ist sie am
groBten, in Rigisolve kleiner und in Propionitril nicht
eindeutig auszumachen.

In allen Losungsmitteln sind die Spektren tempera-
turabhéngig, wenn auch in unterschiedlichem Mafle:
in Rigisolve nehmen die Amplituden beim Abkiihlen
auf 103 K um etwa das 5-fache zu, in Methanol/Etha-
nol ist der entsprechende Faktor etwa 2; allerdings
wird ab etwa 150 K keine Zunahme mehr registriert.

Von ganz anderer Natur zeigen sich die CD-Spek-
tren der beiden Schiff-Basen 4 und 5, die schon im
UV aufgefallen waren (Abb. 4). Die Spektren sind,
im Gegensatz zu den bisher diskutierten, deutlich
konzentrationsabhangig. Sie werden beherrscht von
einer Doppelbande, einem sog. CD-Couplet, das
sich bei tiefer Temperatur im Bereich der langwelli-
gen Absorptionsbande entwickelt und im Maximum
dieser Bande seinen Nulldurchgang hat. Die Ent-
wicklung dieses Couplets setzt um so frither ein, je
konzentrierter die Losung ist, und erreicht bei genii-
gend tiefer Temperatur einen Grenzwert, der kon-
zentrationsunabhingig ist [19]. Ein weniger intensi-
ves Couplet entwickelt sich mit entgegengesetzter
Vorzeichenabfolge im Bereich des cis-Peaks und er-
reicht seine gro3te Amplitude um 200 K. Bei weite-



V. BuB ez al. - Strukturuntersuchungen an chiralen Schiff-Basen des 11-cis-Retinals 337

588 nm
Fig. 4. Temperaturabhin-
gige CD-Spektren von § bei
588 nm zwei verschiedenen Kon-

rem Abkiihlen wird diese Doppelbande durch eine
einfache negative CD-Bande abgeldst. Wir machen
fiir diese Spektren Assoziationsgleichgewichte ver-
antwortlich, wie wir sie auch schon fiir entsprechen-
de Hydroxy-Schiff-Basen des all-trans-Retinals
postuliert haben [20].

Kraftfeldrechnungen

Die Abhingigkeit der UV- und CD-Spektren der
Schiff-Basen von den dufleren Bedingungen (Tempe-
ratur, Losungsmittel) ist Ausdruck der konformati-
ven Flexibilitdit des Retinylidenchromophors. An
zwei Stellen ist im 11-cis-Retinal die konjugierte
Kohlenstoffkette als Folge sterischer Wechselwir-
kungen erheblich verdrillt, und zwar an der
C(6)—C(7)-Bindung, die den S-Iononring mit der
Polyenkette verkniipft, und an der C(12)—C(13)-
Bindung, wo der Wasserstoff an (C10) durch Absto-
Bung der Methylgruppe an C(13) die Einstellung
einer planaren s-trans- und durch AbstofSung des
Wasserstoffs an C(15) die einer planaren s-cis-Kon-

formation verhindert:
A - e
7\5‘3% N J”j/k
o 0~

zentrationen, 4,3-10"* mol/
1 (oben) und 3.,1-10° mol/l
(unten) bei 283, 253, 233,
213 und 193 K (links) und
173, 153, 133 und 113 K
(rechts).

Beide Verdrillungen sind an Hand von Réntgen-
strukturdaten belegt. Die unterschiedlichen Positio-
nen dieser beiden Torsionsstellen innerhalb der kon-
jugierten Kette — die eine fast am Ende, die andere
fast zentral — machen verstandlich, warum deren
EinfluB3 auf die Elektronenspektren so verschieden
ist: wiahrend die Bedeutung des s-cis/s-trans-Gleich-
gewichts der C(6)—C(7)-Bindung fiir diese Spektren,
wenn uberhaupt, dann kontrovers diskutiert wird
[21, 22], spiegelt die ausgepragte Temperaturabhén-
gigkeit der UV-Spektren von 11-cis-Retinal direkt
das dynamische Gleichgewicht zwischen den beiden
beziiglich der C(12)—C(13)-Bindung verdrillten
Konformationen wider. Nach Birge, Sullivan und
Kohler [17] ist das 12-s-cis-Konformere stabiler als
das 12-s-trans-Konformere, allerdings wird letzteres
durch elektrostatische Wechselwirkungen mit dem
Losungsmittel in hoherem Mafle stabilisiert als das
erstere. Die Folge ist eine nicht der Boltzmann-Ver-
teilung folgende Temperaturabhédngigkeit und die
zunehmende Stabilisierung des trans-Konformeren
in polaren Losungsmitteln, wie wir es auch im Falle
der 11-cis-Retinal-Schiff-Basen beobachten.

Um quantitative Aussagen fiir die von uns vermes-
senen Verbindungen machen zu kénnen, haben wir
sowohl fiir das 11-cis-Retinal als auch fiir die davon
abgeleiteten  Schiff-Basen  Kraftfeldrechnungen
durchgefiihrt [23], wobei wir besondere Sorgfalt auf
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die Optimierung dieser beiden Diederwinkel legten.
Das absolute Minimum auf der Energiehyperfliache
eines Molekiils aus fast 60 Atomen zu finden, stellt
auch heute noch [24] eine Herausforderung dar. Wir
haben deshalb, wo immer moglich, auf bereits opti-
mierte Molekiilfragmente zuriickgegriffen, aus de-
nen dann das Gesamtmolekiil zusammengesetzt und
neu optimiert wurde.

Die sterischen Verhiltnisse um die C(6)—C(7)-
Bindung haben wir in dem weniger komplexen all-
trans-Retinal untersucht [25], fir das auch mehrere
Kristallstrukturanalysen vorliegen [26]. Abhingig
von der Einstellung des Cyclohexen-Halbsessels las-
sen sich zwei s-cis-Konformationen mit einem Die-
derwinkel von 55° von zwei um etwa 2 kcal/mol un-
glinstigeren s-trans-Konformationen (Diederwinkel
145°) unterscheiden. Die beiden Konformationen
sind nur durch ein sehr flaches Maximum getrennt;
sehr viel aufwendiger (4,5 bzw. 2,5 kcal/mol) ist es
dagegen, die beiden s-cis- bzw. s-trans-Konformatio-
nen ineinander zu iberfithren, und zwar deshalb,
weil dabei eine planare Einstellung der beiden Dop-
pelbindungen durchlaufen werden muf3. Alle diese
Konformationen sind chiral, allerdings unter achira-
len Bedingungen nicht zu beobachten.

Im Kiristall liegt das all-trans-Retinal in dieser be-
vorzugten s-cis-Konformation vor [26], und H-NMR-
Untersuchungen machen das Vorliegen dieser Kon-
formation auch in Losung wahrscheinlich [27]. Die
gute Ubereinstimmung des Verdrillungswinkels
(55,8 berechnet gegeniiber 58,3 gefunden) mag aller-
dings eher zufillig sein: fiir das 11-cis-Retinal be-
rechnen wir mit unserem Kraftfeld einen dem all-
trans-Retinal sehr d&hnlichen Verdrillungswinkel
(52°), wiahrend im Feststoff ein Wert von nur 41,4°
gefunden wurde [28].

Mit der weiteren Verdrillungsstelle entlang der
C(12)—C(13)-Bindung lassen sich nun im 11-cis-Re-
tinal gemischt-helikale von solchen Konformationen
unterscheiden, in denen die Verdrillungen beziiglich
dieser beiden Bindungen gleich sind (PP bzw. das
spiegelbildliche MM). In Tab. II sind die Energien
und Diederwinkel der optimierten Strukturen zu-
sammengestellt. Die Geometrien zeigen eine gute
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen anderer
Rechnungen [29]. Der berechnete Energieunter-
schied zwischen der stabilsten 12-s-cis- und 12-s-
trans-Konformation fallt mit 0,3 kcal/mol allerdings
deutlich geringer aus als der aus Experimenten abge-
leitete Wert (0,6 kcal/mol [18]).

Die Kondensation des 11-cis-Retinals mit chiralen
Aminen sollte die Moglichkeit der chiralen Diskrimi-
nierung zwischen sonst enantiomeren Konformatio-
nen er6ffnen. Tab. II zeigt, in welchem Ausmal} von
den Rechnungen her eine solche Unterscheidung zu
erwarten ist. Am stabilsten kommt dabei das 12-s-
cis-Konformere mit doppelt P-helikaler Verdrillung
heraus. Einzelheiten der 3-dimensionalen Struktur
zeigt das Stereobild (Abb. 5): der Wasserstoff am
chiralen C-Atom nimmt eine angendhert ekliptische
Stellung zur Azomethinbindung ein; die Helizitédt an
der C(12)—C(13)-Bindung (die durch die Chiralitat
des Aminrestes am starksten beeinflu3t werden diirf-
te) stellt die CH,OH-Gruppe der konjugierten Kette
gegeniiber, wihrend die CH;-Gruppe sozusagen im
freien Raum steht. Diese Konformation ist um
0,3 kcal/mol stabiler als die spiegelbildlich verdrillte,
und um 0,5 kcal/mol stabiler als die beste s-trans-
Form, Energiewerte, die allein schon zeigen, daB
man bei der Untersuchung dieser Verbindung mit
einer Vielzahl von nebeneinander in Losung vorlie-
genden Strukturen rechnen muf.

Energie Diederwinkel

kcal/mol* Cs—C¢—C,—Cy C,—C,—

Tab. II. Ergebnisse der Kraftfeldrechnungen an
11-cis-Retinal und dessen Schiff-Base 5.

CIE_CH

11-cis-Retinal

12-s-cis-PM* 0 51° — 42°
12-s-cis-PP 0,07 53° 43°
12-s-trans-PP 0,3 §52° 154°
Kristallstruktur® 41.4° 38.,7°
11-cis-Retinal SB 5

12-s-cis PP 0 56° 44°
12-s-cis-PM 0,1 57° — 43°
12-s-cis MM 0,31 —-56° — 46°
12-s-trans-PP 0,54 1 156°
12-s-trans-MM 0,74 —53° —157°

* Angegeben sind Energien relativ zum stabil-
sten Konformeren; ® R. D. Gilardi. I. L. Karle.
J. Karle, Acta Crystallogr. 32B, 2605 (1972); P
und M kennzeichnen den Helizititssinn an der
Cs—C5- bzw. Cj,—C;3-Bindung.
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Typisch fir f-Hydroxyamin-Schiff-Basen in nicht-
polaren Losungsmitteln ist deren Aggregation zu chi-
ralen Dimeren, die wir iiber die Bildung von Wasser-
stoffbriicken formulieren [14, 30]:

RZ

R'HC—N-------H—0
/

g
CH,

—NCHR' i
2 RZ=NCHR' CH,0H = H P

1
-N—CHR

N

R
R - Alkylgruppe

RZ : Chromophor

Nach den UV-Befunden an 4 und 5 ist an dieser
Aggregation auch das 12-s-cis/trans-Gleichgewicht
beteiligt; wir haben deshalb fiir die beiden stabilsten
Formen (12-s-cis-PP bzw. 12-s-trans-PP) diese Dime-
ren optimiert. Dabei wird offensichtlich die Aggre-
gation des s-cis-Konformeren giinstiger beurteilt,
denn die Energiedifferenz zum s-trans-Dimeren be-
tragt immerhin 1,8 kcal/mol (Monomere: 0,3 kcal/
mol). Die sehr unterschiedlichen Geometrien sind in
Abb. 6 gegeniibergestellt: das 12-s-cis-Dimere ist
eine sehr offene Struktur, in der die beiden Chromo-
phoreinentgegengesetzte Richtungenzeigen. Im 12-s-
trans-Dimeren dagegen liegen die beiden konjugier-
ten Systeme fast liber die ganze Linge in engem
Kontakt nebeneinander [31]. Dies 1Bt sehr unter-
schiedliche elektronische Eigenschaften fir diese
beiden Spezies erwarten.

MO-Rechnungen

Fir die Hauptabsorptionen der lingeren konju-
gierten Polyene bzw. Imine hat die Theorie ldngst

Abb. 5. Stereoplot von 5. Die S-Ionon-
einheit ist unten, die 11-cis-Bindung oben
rechts und das chirale Zentrum oben
links.

eine befriedigende Beschreibung gefunden [32]. Sie
geht im wesentlichen auf die Wechselwirkung der
vier Grenzorbitale zuriick und liefert fiir die ldngst-
wellige und die cis-Absorption Energien und Intensi-
titen, die auf einfach nachvollziehbare Weise von
der Konfiguration des zugrundeliegenden Polyens
abhangen. Fiir die chiroptischen Daten, die vor al-
lem Riickschliisse auf Ausmaf3 und Richtung von
Kettenverdrillungen gestatten, liegen solche Unter-
suchungen nur fiir kurze Polyene vor [33]. Auf der
Grundlage der MMP 2-optimierten Geometrien ha-
ben wir CNDO/S-Rechnungen [34] durchgefiihrt; fiir
5 sind die wichtigsten Ergebnisse in Tab. III zusam-
mengefallt. Die Bezeichnung der angeregten Zustan-
de nach der tatsichlich vorliegenden Symmetrie (C,)
ist wenig informativ; wir haben statt dessen, soweit
sich dies durchfiihren lieB, die Einteilung der MO’s
nach ihrer Herkunft aus der Punktgruppe C,, vorge-
nommen.

»B,“: Dieser niedrigste angeregte Zustand geht zu
etwa 95% aus der HOMO-LUMO-Anregung her-
vor, und seine Intensitit korreliert deutlich mit dem
gestreckten bzw. geknaulten Charakter des Chromo-
phors. Die Rotationsstirke ist positiv fiir P-helical
verdrillte, negativ fir M-verdrillte und fast Null fir
gemischt-verdrillte Chromophoren, wie man es fir
die langstwellige, elektrisch und magnetisch erlaubte
Anregung eines helikalen Systems erwartet.

,N“: Dieser Zustand hat kein Gegenstiick in Cj;,.
Er geht aus der Anregung eines hauptsidchlich am
Stickstoff konzentrierten Orbitals in die beiden nied-
rigsten unbesetzten z-Orbitale hervor. Anders als in
kurzkettigen Schiff-Basen [15] diirfte dieser Zustand
wegen seiner geringen Oszillatoren- und Rotations-
stirke neben dem intensiven B, -Zustand kaum zu
sehen sein.
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. . e . . . . . Tab. IIl. Berechnete spektrale
WB. LN* A, A WB* B oA B Daten der MMPZ.optimierten
I 343 298 276 267 242 233 219 213 geomeirien der  monomeren
12-cis-PP £ 087 001 037 014 034 036 0,16 020 :
R¢ 169 —10 —171 =92 —159 95 74 45
1 346 297 278 267 245 234 221 216
12-cis-PM f 0,74 001 036 0,19 0,58 027 0,08 0.20
R —-16 28 25 -5 45 -81 -22 -6
1 346 300 272 269 244 232 217 214
12-trans-PP f 1.69 0,01 021 012 0,08 0,03 0.04 0,13
R 147 4 —144 25 —43 41 9 2
1 344 298 272 269 242 232 217 210 _
12-trans-PM f 1,70 0,01 025 0,07 0.11 - 0,01 0,03 “ Wellenlénge in nm; " Oszillato-
R “9 10 36 9 —59 14 12 —11 renstarke; ¢ Rotationsstirke in
107* cgs.

A, “und ,A,7“: Ursprung dieser beiden Zustén-
de sind zwei Konfigurationen, bei denen jeweils ein
Orbital tibersprungen wird, wobei das Plus- bzw. Mi-
nuszeichen die Art der (Konfigurations-)Wechsel-
wirkung beschreibt [35]. Dabei hingt das Ausmaf
dieser Wechselwirkung stark von der Energie der
,reinen* Zustdnde (den Diagonalelementen der CI-
Matrix also) ab; nur bei identischen Energien, wie
sie in der PPP-Theorie als Folge der Vernachléssi-
gung von Nicht-Nachbar-Wechselwirkungen auftre-
ten, ist sie maximal. Nur dort, nicht aber im CNDO-
Formalismus, ist die +/—-Bezeichnung exakt giiltig.
Bei den Retinalen nun héngen diese Energien stark
von der Verdrillung der konjugierten Kette ab. Im
12-s-cis-Konformeren ist die prozentuale Zusam-
mensetzung des A,"-Zustands aus den beiden Konfi-
gurationen 80 zu 2 und die des A, -Zustands 2 zu 72;
mit anderen Worten, die Konfigurationswechselwir-
kung ist nur gering. GroBer ist sie dagegen im trans-
Konformeren, wo die entsprechenden Zahlen 60 zu
20 bzw. 20 zu 60 sind.

Als Folge dieser unvollstindigen CI haben beide
Zustande betrachtliche Oszillatorenstarken, von de-
nen aber nur die des A, *-Zustands konformationsab-
hdngig ist. Die Rotationsstirken erreichen Werte
wie die des B,-Zustands, und zwar mit entgegenge-
setzten Vorzeichen in den s-cis-Konformeren, wih-
rend in den s-trans-Konformeren B, und A, glei-
ches Vorzeichen besitzen.

Es folgen zwei B,-Zustdnde gleicher Herkunft mit
hohen Oszillatorenstdrken im cis- und vernachlassig-
baren Werten im trans-Bereich, sowie, energetisch
abgesetzt davon, ein A,- und ein B,-Zustand, die
ebenfalls nur bei den s-cis-Konformeren signifikante
Ostzillatoren- und Rotationsstarken aufweisen.

Honig ez al. [23] bezeichnen die drei Bereiche um
360, 280 und 250 nm in den Spektren von Retinal
und verwandten Molekiilen als a-, 5- und g-Banden.
Wihrend sie und andere [36] den B,- und (langwelli-
gen) A,-Zustand den ersten beiden Banden zuord-
nen, ist nach Becker [21] der cis-Peak, also die er-
laubte A,-Kombination, in der 250-nm-Bande zu su-
chen. Unsere Rechnungen zeigen, dal3 eine solche
eindeutige Unterscheidung, wegen der schwachen CI
zwischen den beteiligten Zustdnden, nicht moglich
ist: beide A,-Zustinde haben eine Verteilung der
Ubergangsdichte, wie sie dem cis-Peak entspricht,
wobei aber, wie schon ausgefiihrt, der Intensitédtsver-
lust in der s-trans-Konformation ausschlieBlich zu
Lasten der lingerwelligen Bande geht. Der nz*-
Ubergang, der in den Retinalen selbst bei 390 nm
vermutet wird [26, 37], erfahrt in den Schiff-Basen
eine wesentlich stirkere kurzwellige Verschiebung
als die sm*-Ubergidnge und erscheint jetzt bei
298 nm, in Ubereinstimmung mit unseren Beobach-
tungen am S-Cyclocitral [16] und am all-trans-Reti-
nal selbst [38].

Der Inhalt der Tab. III 148t sich folgendermaB3en
zusammenfassen: die einheitlich helikal verdrillten
12-s-cis-Konformeren zeigen drei Absorptionsberei-
che um 340, 260 und 220 nm mit erheblichen, alter-
nierenden Rotationsstiarken. Die entsprechenden s-
trans-Konformeren zeigen nur noch die beiden lang-
welligen dieser Absorptionen, wihrend die ge-
mischt-helikalen Konformeren Rotationsstirken
aufweisen, die um eine GroBenordnung niedriger
sind.

In Tab. IV sind die berechneten spektralen Daten
fur die beiden dimeren Aggregate zusammengefalt,
deren Existenz wir nach den UV- und CD-spektro-
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T— 12-s-trans-Dimer Tab. IV. Berechnete spektrale Daten der
Zustand® 1P f R Z_ustand 1 . R MMP 2-optimierten Geometrien der beiden di-
meren Schiff-Basen von 5.

1B 346 1,72 518 1B 381 0,08 400

1A 341 0,13 —708 1A 329 3,36 —267

2A 282 - 53 2A 322 0,04 =

2B 282 0,11 - 18 2B 309 0,02 39

3B 274 0,56 - 49 3B 282 0,35 - 56

3A 273 0,1 357 4B 273 - - 1

4B 267 0,18 101 3A 267 0,05 = 15

4A 267 0,05 51 4A 263 0,33 197

5B 243 0,54 —137 5B 258 0,03 — 44

SA 240 0,23 263 SA 257 0,02 18 . . .

6A 234 - _ 6B 244 0.12 - 78 § Symr{]etrle_rassencgemfaﬁ Punktgruppg Csl
6B 234 0.03 — 9% 6A 239 0.07 41 Wellenldnge in nm; © Oszillatorenstirke; ¢ Ro-

tationsstdrke in 10~ cgs.

skopischen Befunden postulieren. Im 12-s-cis-Di-
mer, in dem die Monomeren weit voneinander ent-
fernt und die einzelnen Ubérgﬁnge deshalb nur we-
nig gestort sind, ist die Herkunft der Dimerabsorp-
tion aus den Monomerabsorptionen als symmetri-
sche (A) oder antisymmetrische Kombination (B)
noch deutlich erkennbar (Symmetriebezeichnungen
nach der vorliegenden Punktgruppe C,); typisch vor
allem der Vorzeichenwechsel der Rotationsstirken
innerhalb eines solchen Paares, der sich experimen-
tell im Auftreten eines CD-Couplets ausdriickt. Die
Wechselwirkung ist im 12-s-zrans-Dimer wesentlich
groBer (fiir den lingstwelligen Ubergang mehr als
4000 cm™! verglichen mit nur 350 cm™! fiir das cis-
Dimer), so daB hier eine Korrelation von Monomer-
und Dimerabsorptionen nur noch fiir die beiden
langstwelligen Ubergénge sinnvoll ist.

Diskussion
Monomere Schiff-Basen

Wir gehen davon aus, da3 wir in der Temperatur-
abhingigkeit der Elektronenspektren zwei zunichst
unabhingig voneinander ablaufende Prozesse beob-
achten, ndmlich im CD die mit sinkender Tempera-
tur zunehmende Diskriminierung zwischen verschie-
denen chiralen Konformationen und im UV gleich-
zeitig die zunehmende Verschiebung des 12-s-cis/
trans-Gleichgewichts in Richtung auf das trans-Kon-
formere.

Wir miissen ferner davon ausgehen, daf die mit
unserem Kraftfeld berechneten Geometrien besser
sind als die Energien; darauf deutet auf der einen
Seite die gute Ubereinstimmung mit experimentellen
Geometrien in den Fillen, in denen ein solcher Ver-

gleich moglich ist, und auf der anderen das Scheitern
der Methode bereits an der relativen Stabilitat der
beiden Konformeren.

SchlieBlich ist nach unseren Erfahrungen die Kor-
relation zwischen berechneten Rotationsstarken und
absoluten Konformationen im Falle inherent chiraler
Chromophore gut, wenn dabei langwellige, deutlich
von anderen Anregungen abgesetzte Uberginge be-
schrieben werden und wenn dabei signifikante elek-
trische und magnetische Ubergangsmomente auf-
treten.

Die aussagekriftigsten CD-Spektren werden in
den Losungsmitteln erhalten, in denen nach Ausweis
der UV-Daten der Anteil an 12-s-cis-Konformeren
besonders hoch ist, ndmlich in Methanol/Ethanol
und in Rigisolve. Da die Verbindungen aufler dem
konjugierten sw-System keine weiteren polarisierba-
ren oder chromophoren Gruppen enthalten und in-
termolekulare Wechselwirkungen ausgeschlossen
werden konnen, miissen die Spektren auf die Ver-
drillung des Polyenchromophors selbst zuriickge-
filhrt werden. Weitere Indizien fiir diese Deutung
sind die weitgehende Unabhingigkeit der CD-Spek-
tren von den Substituenten des chiralen Zentrums
sowie ihre aus drei Banden bestehende Struktur mit
Maxima bzw. Minima dort, wo laut UV bzw. Rech-
nungen die elektronisch angeregten Zustdnde liegen
sollten. Alternierende Vorzeichen dieser drei Ban-
den mit signifikanten Rotationsstirken werden nur
fir die Verbindungen berechnet, bei denen die bei-
den Diederwinkel gleichsinnig verdrillt sind, der Ge-
samtchromophor also eine deutlich helikale Geome-
trie aufweist. Dabei deutet die Vorzeichenabfolge in
den drei Banden darauf hin, daf die S-konfigurierten
Alkyl-Schiff-Basen (bzw. die R-konfigurierten -
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Hydroxy-Schiff-Basen) PP-Helizitit und die R-
(bzw. S-)konfigurierten MM bevorzugen. Den Rech-
nungen zufolge ist die Helizitdt, unabhédngig davon,
ob das Asymmetriezentrum eine Hydroxygruppe
enthélt oder nicht, PP fiir R und MM fiir S, was nur
fiir die Hydroxy-Schiff-Basen Ubereinstimmung mit
dem Experiment bedeutet. Den berechneten Rota-
tionsstirken dieser drei Banden (170, —422 und
214-107* cgs) stehen bei 103K gemessene [39] von
nur 1,4, —14 und 14-107% cgs gegeniiber. Fiir die
Diskrepanz sind hauptsdchlich zwei Griinde verant-
wortlich: die Tatsache, daB3 der Anteil an 12-s-cis-
Konformer, das wir fiir diese Spektren verantwort-
lich machen, mit abnehmender Temperatur ebenfalls
abnimmt, und ferner, dal nach den berechneten
Energieunterschieden (Tab. II) die chirale Diskri-
minierung duflerst gering ist. Die gemischt-helikale
Form ist nur um 0,1 kcal/mol weniger stabil, was
selbst bei 103K nur einem Gleichgewichtsanteil von
etwas lber 60% entspricht. Bedenkt man, daf3 die
quasi-enantiomere Form ebenfalls nur weitere
0,2 kcal/mol dariiber liegt, wird aus diesen Zahlen,
die in der GroBenordnung richtig sein diirften, deut-
lich, warum die in der Losung gemessenen Werte
hinter denen fiir eine reine chirale Form berechneten
so weit zuriickbleiben.

Die CD-Spektren liefern keine Hinweise darauf,
daB auch das 12-s-trans-Konformere chiral diskrimi-
niert wird. Den Rechnungen zufolge sind die Rota-
tionsstarken von verdrillten s-trans- und s-cis-Kon-
formeren in der 350-nm-Bande vergleichbar, dage-
gen sind sie im 260- und 220-nm-Bereich fiir das ge-
streckte Konformer wesentlich niedriger als fiir das
starker verkndulte. Eine Zunahme der Rotations-
starke im langwelligen Bereich auf Kosten der bei-
den kirzerwelligen mit abnehmender Temperatur
aber wurde von uns nie beobachtet. Zwar zeigt das
Propionitrilspektrum (Abb. 3) vergleichsweise star-
ke CD-Absorption bei 350 nm; leider 146t gerade
dieses Losungsmittel keine sehr tiefen Temperaturen
zu.

Dimere Schiff-Basen

Das auffillige CD-spektroskopische Verhalten,
das die B-Hydroxy-Schiff-Basen zeigen — Konzen-
trationsabhdngigkeit, um das Zehnfache héhere Ro-
tationsstarken sowie deutliche Coupletstruktur — be-
weist, daf3 diese Verbindungen dimerisieren, so wie
wir es an anderen analogen Verbindungen nachge-
wiesen haben [40]. Bei den vorliegenden Schiff-Ba-

sen kommt als Komplikation das vorgeschaltete
Konformerengleichgewicht der Monomeren hinzu,
das man nur im UV-, nicht aber im CD-Spektrum
beobachtet. Unsere Erklarung dafiir beruht auf der
Annahme, daB nur das aus dem 12-s-trans-Konfor-
meren gebildete Dimer im CD sichtbar ist, nicht aber
das damit im Gleichgewicht stehende Dimer des
12-s-cis-Konformeren. Denn zwar werden fiir die
beiden Zustinde, die aus der Wechselwirkung der
langwelligen B,-Anregungen resultieren, Rotations-
stairken vergleichbarer GroBenordnung berechnet
(Tab. IV); nur fithrt die sehr schwache Wechselwir-
kung im s-cis-Dimer dazu, daf} diese beiden Zustén-
de an fast derselben Stelle im Spektrum erscheinen,
sich also in hohem Mafe gegenseitig ausloschen.

Alle (mindestens vier) Spezies stehen dabei in
einem dynamischen Gleichgewicht: bei Zimmertem-
peratur (und nicht zu hohen Konzentrationen) die
beiden 12-s-cis- bzw. -trans-Konformeren, deren
Verhiltnis durch die Hydroxygruppe nicht maf3geb-
lich beeinflu3t wird. Bei sinkender Temperatur kom-
men dann die Dimeren dazu, und zwar zunéchst be-
vorzugt die des 12-s-cis-Konformeren. Dies ist in un-
serer Argumentation der schwichste Punkt, denn
das einzige Indiz fiir diese Dimerisierung ist die Zu-
nahme der Absorptionsintensitit im 250-nm-Bereich
des UV. Dabei lassen wir aus den schon erwihnten
Griinden die berechnete Energie dieses Dimeren,
die wesentlich niedriger liegt als die des s-trans-Di-
meren, aus der Betrachtung heraus, merken aber an,
daB die Rechnungen die Dimerisierung beider Kon-
formere giinstig beurteilen.

Bei etwa 200 K erreicht die cis-Intensitdt und da-
mit die Konzentration des s-cis-Dimers ihr Maxi-
mum, um bei weiterer Abkiihlung wieder abzuneh-
men. Jetzt macht sich die zunehmende Stabilisierung
des 12-s-trans-Konformers auf Kosten des 12-s-cis-
Konformers bemerkbar, wodurch dem s-cis-Mono-
mer-Dimer-Gleichgewicht eine Komponente, nim-
lich das Monomere, entzogen wird. Die Konzentra-
tionsunabhéngigkeit der maximalen CD-Amplitude
bei tiefer Temperatur zeigt, dal im untersuchten
Konzentrationsbereich (107>—107> molar) praktisch
nur noch das aus dem 12-s-trans-Konformer gebilde-
te Dimer vorliegt.

Die berechnete Vorzeichenabfolge des Couplets
ist durch die absolute Konfiguration des Aggregats,
insbesondere die Stellung der beiden Chromophore
zueinander, festgelegt. Diese Abfolge stimmt nicht
mit der experimentell ermittelten fiir die beiden
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Schiff-Basen 4 und 5 iiberein. Der Grund ist unseres
Erachtens in der besonderen Geometrie des Dime-
ren zu suchen, in dem die Ubergangsmomente der
beiden Monomeren fast parallel verlaufen (Abb. 7).
Bei einer solchen Anordnung geht die UV-Intensitét
fast vollstandig in einen der beiden Excitonzustéinde,
wie es auch das Ergebnis der Rechnungen zeigt. Da-
bei geniigt eine minimale Geometriednderung, um
die Anordnung der Ubergangsmomente in ihr Spie-
gelbild zu tberfithren. Offensichtlich ist das verwen-
dete Kraftfeld nicht in der Lage, zwischen zwei auch
energetisch so nahe liegenden Anordnungen zu un-
terscheiden.

Bestimmt wird die Geometrie der Aggregate vor
allem durch nichtbindende Wechselwirkungen, wie

Abb. 6. Energieniedrigste Konformationen
der Dimeren von 5, oben in der 12-s-cis-
Form, unten in der 12-s-trans-Form.

sie auch bei der Berechnung von flexiblen oder ag-
gregierenden Strukturen, etwa von Solvathiillen,
eine besondere Rolle spielen. Wir glauben, daf die
hier vorgestellten Verbindungen, die bei einer defi-
nierten Struktur hochempfindlich auf Anderungen
der Umgebung reagieren, fiir die Weiterentwicklung
von Kraftfeldern besonders geeignet sind.

Die beschriebenen Untersuchungen wurden gefor-
dert von der Deutschen Forschungsgemeinschaft und
vom Fonds der Chemischen Industrie sowie (teilwei-
se) vom Minister fiir Wissenschaft und Forschung
NRW. Fiir die groBziigige Uberlassung von 11-cis-
Retinal danken wir der Fa. Hoffmann-La Roche,
Nutley, N.J.

~— He — He
— Hn —=Hn
R< 0 R>0

Abb. 7. Energieniedriger (langwelliger) Kopp-
lungsmodus der Ubergangsmomente, der zu negati-
ver (links) bzw. bei geringer Anderung der Geome-
trie des Dimeren zu positiver Rotationsstiarke
(rechts) fihrt.
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