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We have not succeded in answering all of the problems,
and the answers we have found only serve to raise a whole
set of new questions. In some ways, we feel we are as
confused as ever, but we believe we are confused on a

higher level and about more important things.
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Kapitel 1
Einleitung

It’s kind of nice to be able to see what’s going on.

Linus van Pelt

Die Fahigkeit, seine Umwelt optisch wahrzunehmen, wird dem Menschen vor al-
lem durch ein Molekiil ermdglicht, das Rhodopsin. Rhodopsin, oder Sehpurpur,
wie er in dlteren Artikeln noch genannt wird, findet sich in hohen Konzentrationen
in den Stabchenzellen der Retina, die im Auge der Wirbeltiere das skotopische
Sehen (Nachtsehen) ermdglichen. Bereits vor mehr als 100 Jahren wurde das Rho-
dopsin zum ersten Mal untersucht und die Ergebnisse der Studie publiziert.!! Seit
damals ist Rhodopsin Gegenstand unzihliger Verdffentlichungen und gehért mit
zu den am meisten untersuchten Biomolekiilen. Der Chromophor im Rhodopsin
ist das 11-cis-Retinal; dieser steht im Mittelpunkt der folgenden Arbeiten.

Das Zusammenspiel zwischen Licht und Materie, welches iiber strukturelle
Veranderungen des Chromophors und chemische Vorginge letztlich zur Wahrneh-
mung von Licht fiihrt, wirft seit den ersten Untersuchungen viele Fragen auf. Wel-
che Struktur das Rhodopsin, und insbesonders der Chromophor, besitzt, konnte
durch mehrere Rontgenstrukturanalysen und andere spektroskopische Untersu-
chungen bereits ermittelt werden. Auch sind heute die allgemeinen chemischen
Vorgénge bekannt, welche letztlich den Lichtreiz im Gehirn auslosen.

Dies ist allerding erst der Anfang, der Sehprozefs stellt uns vor eine Vielzahl
weiterer Fragen, die zum grofsten Teil noch unbeantwortet sind. Im Rahmen dieser
Arbeit wurden vor allem die photophysikalischen Eigenschaften des Chromophors

untersucht, die noch folgende Fragen aufwerfen:

1



2 KAPITEL 1. EINLEITUNG

Welchen Einfluk haben bestimmte polare oder polarisierbare Gruppen auf

die Absorption des Chromophors?

Welche Bedeutung haben die Methylgruppen des Chromophors auf dessen
Isomerisierung und somit den Photozyklus?

Welches Absorptionsverhalten haben Derivate des Chromophors?

Welche strukturellen Verdnderungen treten wihrend des Photozyklus auf

und welchen Einfluf haben diese auf die Absorption des Chromophors?

Auf diese Fragen und noch viele andere eine Antwort oder zumindest einen
Losungsansatz zu finden, féllt in der heutigen Zeit mit Sicherheit leichter als noch
vor 10 oder 20 Jahren. Die experimentellen Moglichkeiten sind um ein Vielfaches
besser geworden, die Mefsmethoden sind heute sehr prizise und ermoglichen es
somit, chemische Prozesse, wie im Falle des Rhodopsins die Absorption eines
Photons, spektroskopisch relativ genau zu untersuchen. Mit der Entwicklung der
Computer ist zudem ein weiteres Feld der Forschung hinzugekommen: die theore-
tische Berechnung von Molekiilen und die Simulation chemischer Vorgénge. Man
kann heute mittels des Computers den Einflufl einzelner Aminoséuren auf das Ab-
sorptionsverhalten des Rhodopsins simulieren. Experimentell kann dies zum Teil
nur sehr schwer und mit grokem Aufwand an Zeit, Material und Kosten gesche-
hen. Da die Computer immer leistungsfihiger werden, kénnen die berechneten
Systeme und Modelle immer grofer gewédhlt werden und geben somit ein immer
realitdtsnidheres Bild des Rhodopsins wieder.

Die theoretischen Methoden haben sich in gleicher Weise zusammen mit den
Computern weiterentwickelt. Mit Hilfe von Kombinationen quanten- und mole-
kiildynamischer Simulationen (QM/MM) kann man mittlerweile ganze Ausschnit-
te aus Proteinen in akzeptabler Zeit berechnen und somit Strukturmodelle des
Proteins erstellen. Die Berechnung von angeregten Zusténden stellt heutzuta-
ge auch kein uniiberwindliches Hindernis mehr dar. Bei der Verwendung eines
Mulriconfigurational-Self-Consistent-Field-Verfahrens (MCSCF) wie Complete-
Active-Space-Self-Consistent-Field-Verfahren (CASSCF) und der darauf aufbau-
enden Multiconfigurational-Second-Order-Pertubation-Theory (CASPT2-Verfah-
ren), mit denen sdmtliche Modelle in dieser Arbeit berechnet wurden, erhélt man
verldssliche Werte, die es erlauben, die angeregten Zustinde von relativ grofen

Molekiilen zuverlissig zu beschreiben. Diese Moglichkeiten bilden die Grundlage,
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die komplexen Vorginge im Rhodopsin weiter zu untersuchen und Losungsansétze

auf die noch offenen Fragen zu finden.

1.1 Rhodopsin und Retinal

Die Netzhaut (Retina) des menschlichen Auges ist dufierst komplex aufgebaut und
setzt sich aus ca. 3 Millionen Zapfen- und ca. 100 Millionen Stabchenzellen zusam-
men. Die Wahrnehmung von Farben erfolgt dabei in den Zapfenzellen, wihrend
die Stdbchenzellen fiir das Nachtsehen und somit die Hell-Dunkel Wahrnehmung
verantwortlich sind. Das Protein, welches die eigentliche Aufgabe der Lichtwahr-
nehmung in den Stidbchenzellen inne hat und somit bei geringer Lichtintensitat
die Lichtwahrnehmung erméglicht, ist das Rhodopsin.? 3 4.5,6.7. 8] Wird kein
Rhodopsin mehr gebildet, tritt die sogenannte Nachtblindheit auf; der Mensch ist
nicht mehr in der Lage, im Dunkeln Konturen zu erkennen und sich zu orientieren.

Das Protein Rhodopsin befindet sich im Cytoplasma der Stdbchenzellen und
setzt sich aus zwei Bestandteilen zusammen, dem Chromophor 11-cis-Retinal und
dem Apoprotein Opsin. 11-cis-Retinal ist ein Derivat des Vitamin A und wird
enzymatisch aus diesem gebildet. Das Apoprotein Opsin selbst setzt sich aus
348 Aminosduren zusammen, die eine Kette von sieben transmembranen Helices
formen. In die Mitte dieser sieben Helices ist der Chromophor wie in eine Tasche
eingebettet und zwar gebunden als protonierte Schiff-Base an das Lys296 des

Opsins.

Abbildung 1: Der Retinalchromophor (orange) mit den ihn umgebenden Aminosiuren in einem

Abstand von bis zu 450 pm[g]
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Die 11-cis-Konfiguration, die das Retinal im Protein einnimmt, ist energetisch
wesentlich ungiinstiger als die all-trans-Form. In Lésung wiirde der Chromophor
nicht lange in der 11-cis-Form vorliegen, sondern spontan in die all-trans-Form
isomerisieren. Im Opsin ist diese Konfiguration hingegen sehr stabil. Berechnun-
gen zufolge erfolgt unter physiologischen Bedingungen nur einmal in 400 Jahren
eine thermische Umwandlung aus der 11-cis- in die all-trans-Form.!1V

Trifft allerdings ein Photon auf die Netzhaut, so isomerisiert der Chromophor
innerhalb von 200 Femtosekunden!!] von der 11-cis- (Grundzustand /dark state)
in die all-trans-Konfiguration (Abb. 2). Diese Reaktion ist eine der schnellsten
bekannten Bioreaktionen, und sie ist aullerdem noch duferst effizient. Die Quan-
tenausbeute der Reaktion betriagt 0,67, was bedeutet, daf von 100 einfallenden
Photonen 67 eine Isomerisierung des Chromophors von der 11-cis- in die all-trans-
Form auslosen. Die Quantenausbeute ist damit wesentlich hoher als beispielsweise
im Methanol, wo sie lediglich bei 0,25 liegt.[lz] Die Effizienz der Reaktion ist so-
mit um fast 60% geringer als im Protein. Aufgrund der hohen Quantenausbeute
und der fast volligen Abwesenheit von thermischen Umwandlungen ist es dem
Menschen mdaglich, sich selbst bei duflerst widrigen Lichtverhiltnissen in seiner

Umgebung zurecht zu finden.

Abbildung 2: Isomerisierung des 11-cis-Retinals in die all-trans-Form

Die Absorption eines Photons durch das 11-cis-Retinal bei 500 nm ist der Aus-
l6ser des Photozyklus (Abb. 3), an dessen Ende die Aktivierung der Sehkaskade
steht. Das erste stabile, nachweisbare Zwischenprodukt ist das Bathorhodopsin,
welches mit einem Absorptionsmaximum (\,4;) von 543 nm im Vergleich zum
Grundzustand (dark state) rot verschoben absorbiert. Der Bathozustand weist
einen stark verdrillten all-trans-Chromophor auf, ein grofer Teil der Energie des
Photons wird dabei durch Verdrillung der Doppelbindungen und Ladungstren-
nung gespeichert (Kapitel 4.3). Durch die verdnderte Chromophorgeometrie paft
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das all-trans-Retinal nicht mehr optimal in die Proteintasche und als Folge davon
kommt es zu Verdnderungen der gesamten Rhodopsingeometrie. Es folgen weitere
kurzlebige Spezies (Blue Shifted Intermediate (BSI)), Lumirhodopsin, Metarho-
dopsin I), in denen der Chromophor immer weiter relaxiert. Beim Ubergang von
Metarhodopsin I zu Metarhodopsin II kommt es zu dem entscheidenden Schritt
des Photozyklus, der Deprotonierung der Schiff-Base, was mit einer augenfilligen
Veranderung des Absorptionsmaximums einhergeht. Dieses verschiebt sich von
480 nm im Metarhodopsin I zu 380 nm im Metarhodopsin II, einer Wellenlénge,

die fiir den deprotonierten Chromophor charakteristisch ist.!3!

Rhodopsin
500 nm

T

opsin

meta Il
450 nm

meta ll
380 nm

s
metal 497 nm
R T o 480 nm
|
Lys0

Abbildung 3: Der Photozyklus des Rhodopsins[2]

Das gebildete Metarhodopsin II aktiviert nun die Ubertragung des Lichtreizes
in das Gehirn (Abb. 4). Dabei bindet Metarhodopsin II an das Protein Trans-
ducin, welches im Dunkeln in der inaktiven GDP-Form vorliegt. Kommt es zur
Bildung eines Komplexes mit Metarhodopsin II, so wird GDP durch GTP ausge-
tauscht und Transducin damit in seine aktive Form iiberfiihrt. Als Folge davon
zerfillt der Transducin-Rhodopsin Komplex, und das Metarhodopsin II kann er-
neut einen Komplex mit einem Transducinmolekiil bilden. Insgesamt kann ein

einziges Rhodopsinmolekiil wahrend der Lebensdauer seines Meta II Zustandes
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bis zu 500 Transducinmolekiile aktivieren, was eine erste Signalverstirkung be-
deutet. Der Transducin-GTP-Komplex aktiviert nun seinerseits die Phosphodi-
esterase (PDE), welche cyclisches GMP (cGMP) zu 5’-GMP hydrolysiert. In den
Stébchenzellen befinden sich Ionenkanile, durch die Nat-Tonen aus dem AufRe-
ren der Zelle ins Zellinnere geleitet werden. Offen gehalten werden diese Kanile
durch ¢cGMP. Wird dieses durch PDE abgebaut, so schliefen sich die Kanile,
und im Inneren der Zelle baut sich ein negatives Potential auf. Durch diese Hy-
perpolarisation wird ein Signal an die Nerven gesendet, welches schlieflich im
Gehirn als Lichtreiz wahrgenommen wird. Insgesamt kénnen durch ein Photon
weit {iber hundert Kanéle geschlossen werden, was einem Potential von etwa 1

mV entspricht.

Transducin - GDP Meta I1

NS

PDE — Transducin - GDP Meta II — Transducin - GDP

A -— GTP
geschlossene —» GDP
Kanile
T Hydrolyse Meta IT — Transducin - GTP

Meta II 47
5'-GMP

Transducin - GTP

Aktivierung der /
Hydrolyse PDE

PDE — Transducin - GTP

cGMP

Abbildung 4: Die Aktivierung des Transducins

Der Meta IT Zustand des Rhodopsins steht in einem Gleichgewicht mit Meta III,
in dem die Retinal-Opsin-Bindung hydrolysiert und das all-trans-Retinal aus dem
Zellinneren der Sehzelle transportiert wird. Es erfolgt die enzymatische Riickiso-
merisierung des all-trans- in 11-cis-Retinal, das in die Zelle zuriicktransportiert
wird und dort mit dem in der Zelle verbliebenen Opsin photochemisch aktives

Rhodopsin regeneriert.
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Die wihrend des gesamten Photozykluses beobachteten Verschiebungen des
Absorptionsmaximums des Chromophors (Abb. 3) haben unterschiedliche Ursa-
chen: Neben den strukturellen Anderungen des Chromophors (Isomerisierung,
Torsion etc.) sind es vor allem die verdnderten Wechselwirkungen des Chromo-
phors mit der Umgebung (Wasserstoffbriicken, van-der-Waals-Wechselwirkung
etc.). Durch diese Anderungen kommt es zu verinderten elektronischen Gege-
benheiten im Molekiil, die sich in der Energiedifferenz zwischen dem HOMO und
dem LUMO, und somit in der Lage der Absorptionsmaxima widerspiegeln. Wel-
che Wechselwirkungen nun genau fiir eine bestimmte Verschiebung des Absorp-
tionsmaximums verantwortlich sind, ist noch nicht vollstandig geklart. Will man
allerdings den Sehprozess in seiner Gesamtheit verstehen, so ist es notwendig,

diese Wechselwirkungen moglichst vollstindig zu beschreiben und zu verstehen.
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Kapitel 2

Theorie

2.1 Grundlagen

2.1.1 Die Schrodingergleichung unter Beriticksichtigung der
Born-Oppenheimer-Naherung
Das primére Ziel der Quantenchemie ist die Losung der zeitunabhéngigen, nicht-

relativistischen Schrodingergleichung

HY = BV (2.1)

wobei H den Hamiltonoperator, E die Energie und die Variable ¥ die Wellen-
funktion des Systems bezeichnet.

Ausgehend von einem System mit N Kernen (A, B, ...) und n Elektronen (i, j,

...), lafst sich der Hamiltonoperator in atomaren Einheiten wie folgt schreiben:

N n

I A W IL D D IR IB

i=1 i=1 A=1 riA i=1 j>1 Tij AlB>ARB

ZaZp

=
|

|
™
N =

Die Variablen r;; und R4p bezeichnen dabei den Abstand zwischen den Elek-
tronen bzw. Kernen, r;4 den Abstand zwischen Elektronen und Kernen, Z, die

Ladung und M, die Masse der Kerne.
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Die beiden ersten Terme in Gleichung 2.2 beschreiben die kinetische Energie der
Elektronen bzw. der Kerne. Die Coulombwechselwirkung zwischen Elektronen
und Kernen wird durch den dritten Term beriicksichtigt, wihrend der vierte
und fiinfte Term die Elektron-Elektron- bzw. die Kern-Kern-Wechselwirkung be-
schreibt.

Die Niherung von Born und Oppenheimer14 19 geht davon aus, dak sich die
Kerne aufgrund ihrer wesentlich groferen Masse im Vergleich zu den Elektronen
deutlich langsamer bewegen und der Fehler bei der Annahme ortsfester Kerne
deshalb gering ist. Nach Born-Oppenheimer bewegen sich daher die Elektronen
in einem Feld ortsfester Kerne. Die kinetische Energie der Kerne kann daher bei
der Losung der Schrodingergleichung vernachléssigt werden, und die Kern-Kern-
Wechselwirkung geht als Parameter R in den Hamiltonoperator ein.

Der Hamiltonoperator aus Gleichung 2.2 14t sich in dieser Ndherung redu-
zieren. Gleichung 2.3 stellt den elektronischen Hamiltonoperator dar, der die Be-
wegung von n Elektronen in einem Feld von N atomaren Punktladungen der
Kernladung Z beschreibt.

Hy=-3 3V -3 3 4430y - (2.3

i=1 A=1 "iA i=1 j>1 Tij

In der zu 16senden Schrodingergleichung

Hel\I]el = Eel\pel (24)

beschreibt die elektronische Wellenfunktion (V,;) die Bewegung der Elektronen
im Feld ortsfester Kerne und ist somit, bei vorgegebener Kernkonfiguration, nur
noch eine Funktion von r;; unterschiedliche Kernkoordinaten R fiihren somit zu
unterschiedlichen Wellenfunktionen V., und Energien F.;.

Die Gesamtenergie (E) erhilt man aus der Summe der elektronischen Energie
und der Kern-Kern-Wechselwirkung (GI. 2.5):

BB+ Y A%
A=1B>A Rap
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2.1.2 Die Hartree-Fock-Methode

Mit Hilfe der Born-Oppenheimer-Niherung kommt man zu einer Darstellung der
Schrodingergleichung, die nur von den Koordinaten der Elektronen abhingig ist
und dadurch die Beschreibung eines Molekiils vereinfacht. Die darauf aufbau-
ende Hartree-Fock-Methodel!* 19! ist eine der wichtigsten quantenmechanischen
Theorien zur Losung der elektronischen Wellenfunktion W iiberhaupt.
Ausgangspunkt des Hartree-Fock-Verfahrens ist die Wellenfunktion ¥, die eine
Néherung der exakten Wellenfunktion und Losung der Schrédingergleichung ist.

HY = BV (2.6)

Ersetzt man den Hamiltonoperator durch eine Summe von Ein-Elektronen-Hamil-
tonoperatoren h;, so wird aus der Mehrelektronenwellenfunktion ¥ ein Produkt
von Ein-Elektronen-Wellenfunktionen, von Orbitalen also. Die Schrédingerglei-
chung laft sich dann fiir ein System mit n Elektronen in n Ein-Elektronen-
Gleichungen zerlegen, wobei die Energie E, die Energie eines Elektrons in Orbital
a bezeichnet.

n

H= Z h; (2.7)

hea(L) = £, (1) (2.8

Nach Hartree-Fock wird die Wellenfunktion W als Slaterdeterminante aus n Spi-
norbitalen dargestellt (2.9). Ein Spinorbital ¢ bezeichnet dabei das Produkt einer
Orbitalfunktion mit einer Spinfunktion. Es gibt demnach sowohl die rdumliche

Verteilung als auch den Spinzustand des darin enthaltenen Elektrons wieder:

1

U(r, R) = i

det | Ya(1)s(2).-40.(n) | (2.9)

Die Spinorbitale, welche die beste Ndherung der tatsdchlichen Wellenfunktionen
darstellen, lassen sich mit Hilfe des Variationsverfahrens nach Rayleigh ermitteln;

sie lassen dabei die Energie ¢ minimal werden.

0@ R (@, Ry
0o, Ryb(a, R)do

(2.10)
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Arbeitet man mit normierten Wellenfunktionen, so ist [¢*(x, R)y(z, R)dx = 1,
und der Nenner in Gleichung 2.10 entfillt. Die variationelle Freiheit bei diesem
Verfahren ist die Wahl der Spinorbitale. Minimiert man die Energie ¢ in Abhéin-
gigkeit von den Spinorbitalen, so erhilt man daraus die Hartree-Fock-Gleichungen
(2.11) fiir jedes Spinorbital 1,. &, bezeichnet dabei die Energie des Spinorbi-
tals und f; den Fockoperator. Dieser setzt sich aus dem Ein-Elektronen-Operator
h; und den Zwei-Elektronen-Operatoren zusammen, ndmlich den Coulomb- (J)
und den Austauschoperatoren (K) (Gl. 2.12). Der Vorteil ist, daf man das kom-
plexe Mehrteilchenproblem aus Gleichung 2.6 durch einfacher zu losende Ein-
Elektronen-Gleichungen ersetzt, bei denen die Elektron-Elektron-Wechselwirkung

nur gemittelt eingeht.

flwa(l) = ead)a(l) (211)

fr=h1 4 (Ju(1) = Ku(1)) (2.12)

Der Coulomboperator J beschreibt die Wechselwirkung der Elektronen unterein-
ander und zwar als gemitteltes elektrisches Potential, welches auf das Elektron
im Orbital 1, durch die iibrigen n-1 Elektronen in den anderen Orbitalen ausge-
iibt wird. Mathematisch 1at sich der Coulomboperator durch folgende Gleichung

darstellen:

W= (fue (g )uem)un @)

Der Austauschoperator K beschreibt hingegen die Korrelation der Elektronen
mit gleichem Spin, die sich als Folgerung aus dem Pauli-Prinzip nicht am selben

Ort aufhalten konnen:

W= ([0 (o) w@in)um

Die Losung der Hartree-Fock-Gleichungen erfolgt iterativ. Zunichst werden mit

einem Satz von angenommenen Orbitalen die Operatoren J und K aufgebaut
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und die Hartree-Fock-Gleichungen gelost. Aus den daraus resultierenden Orbita-
len werden verbesserte Wechselwirkungsintegrale berechnet und die Gleichungen
werden erneut gelost. Diese Prozedur wird so oft wiederholt, bis die Differenzen
der berechneten Energien und der Elektronendichte in zwei aufeinander folgenden
Zyklen unter einen vorgegebenen Grenzwert fallen. Die so ermittelte Elektronen-
verteilung wird als das selbstkonsistente Feld (SCF) bezeichnet. Urspriinglich
wurde dieses Verfahren von Hartree fiir Atome eingefiihrt, wobei es durch nume-
rische Losung der Orbitale durchgefiihrt wurde. Fiir Molekiile ist dieses Verfahren
allerdings zu aufwendig und nicht praktikabel.

Um das Hartree-Fock-Verfahren auch auf grofere Systeme, also Molekiile, an-
wenden zu konnen, wurde von Roothaan und Hall ein Ansatz entwickelt, der
auf dem Linear-Combination of Atomic-Orbitals Ansatz (LCAO) der zu 16senden
Molekiilorbitale (MOs) beruht. Begonnen wird auch hier mit dem Variations-
verfahren von Rayleigh (2.10), wobei man im Allgemeinen davon ausgeht, daft
Elektronen mit gepaartem Spin dasselbe Orbital besetzten (restricted Hartree-
Fock-Verfahren). Es kann der gleiche Ansatz gewdhlt werden wie in Gleichung
2.11, wobei die Wellenfunktion hier spinlos ist und sich der Fockoperator leicht

verdndert ergibt:
fi=hi+> (2J,(1) — Ku(1)) (2.15)

Nach dem Ansatz von Roothaan und Hall werden die Wellenfunktionen 1) als

Linearkombinationen iiber alle M Basisfunktionen ¢ entwickelt:
M
P = Z%‘cﬁj (2.16)
j=1

Die verwendeten Basisfunktionen bleiben wahrend der ganzen Rechnung unver-
andert, variiert werden lediglich die Expansionskoeffizienten c. Setzt man diesen

Ansatz in Gleichung 2.11 ein, so ergibt sich:

M M
i) eioi(1) =ea Y cijoi(1) (2.17)
j=1 Jj=1

*

Erweitert man diese Gleichung mit der komplex konjugierten Funktion ¢7;, so

folgt nach Integration iiber dry:
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M M M M
cha/wf(l)f1¢j(1)drl =g Z%a/ﬁ(”%(”dﬁ =Y Fijcja=¢)_ Sij¢a
j=1 Jj=1 J=1

J=1

(2.18)

wobei die Uberlappungsmatrix S;; = [7(1)1;(1)dr; im Fall eines orthonorma-
len Basissatzes die Einheitsmatrix und F;; = [4;(1)fi11;(1)dr; die Fockmatrix
darstellt.

Diese Gleichung laft sich in die Matrixgleichung (Gl. 2.19) iiberfiihren, wobei C
eine M x M dimensionale Matrix mit den Elementen c;; und ¢ analog dazu eine

M x M dimensionale Matrix mit den Elementen ¢, bezeichnet.

FC = SCe (2.19)

Diese Gleichung lafst sich auch fiir grofse Systeme durch Diagonalisierung von F
in Orthogonalterme iiberfiihren, mit den Orbitalen als Eigenvektoren und den
Energien als Diagonalelemente. Als Methode wird auch hier das Self-Consistent-
Field-Verfahren angewendet. Mit der Transformation in die Matrixschreibweise
lassen sich die Hartree-Fock-Gleichungen schnell und effektiv 16sen und ermégli-
chen so die Berechnung grofer Molekiile.

Bei der Hartree-Fock-Methode unterscheidet man generell zwischen zwei Va-
rianten, dem restricted Hartree-Fock- (RHF) und dem unrestricted Hartree-Fock-
Verfahren (UHF).

Beim RHF-Verfahren, das weiter oben schon beim Roothaan-Hall-Ansatz er-
klart wurde, geht man davon aus, dak der Raumanteil von jeweils zwei Elektronen
mit a- und F-Spin identisch ist, und alle Orbitale soweit wie moglich doppelt be-
setzt werden.

Das UHF-Verfahren geht im Gegensatz dazu von der Annahme aus, daf der
Orbitalteil eines a-Spinorbitals verschieden ist von dem eines Elektrons mit (-
Spin. Dies ist in verschiedenen Fillen in der Tat eine realitdtsnihere Beschrei-
bung. Man stelle sich als Beispiel das Lithium-Atom mit 3 Elektronen vor: zwei
Elektronen, eines mit a- und eines mit §-Spin, besetzen das 1s-Orbital und das
dritte Elektron das 2s-Orbital, beispielsweise mit a-Spin. Da zwischen den beiden

Elektronen mit gleichem Spin eine Austauschwechselwirkung besteht, werden fiir
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die beiden Elektronen des 1s-Orbitals unterschiedliche Aufenthaltswahrschein-
lichkeiten resultieren, und sie konnen eigentlich nicht mit der gleichen rdumlichen
Funktion beschrieben werden.

Fiir Radikale, die ein lediglich einfach besetztes Orbital haben, wird das unre-
stricted Hartree-Fock-Verfahren verwendet, da hier das am Beispiel des Li-Atoms
beschriebene Verhalten auftritt. Vor allem die in Gegenwart von Radikalen auf-
tretende Spinpolarisation kann mit dem UHF-Verfahren ausgezeichnet dargestellt
werden. Auch bei Modellen, bei denen es zu einer Bindungsdissoziation kommt,
stellt UHF die Methode der Wahl dar. Der Nachteil dieses Verfahrens ist aller-
dings, dak die Wellenfunktion keine Eigenfunktion des Spinoperators S? mehr ist.
Als Lésung erhélt man oftmals sehr komplexe Darstellungen der Molekiilorbitale.
Die Vorteile des Hartree-Fock-Verfahrens gehen somit verloren, und die Genau-
igkeit der Ergebnisse einer UHF- gegeniiber einer RHF-Rechnung wiegen diese
Nachteile nicht auf.

Deshalb findet das RHF-Verfahren generelle Anwendung, solange sdmtliche
Orbitale doppelt besetzt sind (closed-shell-Systeme) oder die Anzahl der a- und

(-Elektronen zumindest gleich ist, also bei angeregten Zustinden.

2.2 Beriicksichtigung der Korrelation

2.2.1 Configuration Interaction

Eine wesentliche Einschrinkung der Hartree-Fock-Methode ist, dak sie selbst fiir
kleine Molekiile keine exakte Eigenfunktion und Eigenenergie des molekularen
Hamiltonoperators liefert - eine Folge der Orbitalndherung der elektronischen
Wellenfunktion. Die Wechselwirkung eines Elektrons mit den anderen Elektro-
nen des Molekiils wird lediglich als gemittelte Wechselwirkung beschrieben. Die
Korrelation der Elektronen, also die Abhéngigkeit der Bewegung jedes einzelnen
Elektrons von der momentanen Position aller anderen, bleibt dabei unberiicksich-
tigt.

Eine Weiterfiihrung der Hartree-Fock-Methode unter Beriicksichtigung der
Korrelation der Elektronen und der daraus resultierenden Korrelationsenergie
E.,. ist die Configuration-Interaction-Methode (CI).[l‘H Die Korrelationsenergie
E.,, ist dabei als Differenz zwischen der exakten, nichtrelativistischen Energie Fj

und der Hartree-Fock-Energie Ep definiert:
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Ecor = EO - EHF (220)

Die Wellenfunktion wird wiederum als Slaterdeterminante des Grundzustandes
dargestellt (2.9).

Regt man ein Elektron aus einem besetzten Spinorbital a in ein unbesetztes
Spinorbital p an, so kann die angeregte Wellenfunktion (¥2) ebenfalls als Slater-
determinante dargestellt werden.

U =| 1¢a.. Py Uy, | (2.21)

Die Wellenfunktionen der doppelt, dreifach usw. angeregten Zusténde lassen sich
auf dhnliche Weise in Form von Slaterdeterminanten darstellen. Ist eine Slaterde-
terminante oder eine Linearkombination mehrerer Slaterdeterminanten eine Ei-
genfunktion von H, so nennt man sie eine Configuration-State-Function (CSF).
Eine Eigenfunktion des Hamiltonoperators ist immer auch eine Eigenfunktion des
Spinoperators, der mit H kommutiert. Die CSFs konnen nun als verbesserte Nahe-
rung zur Beschreibung der exakten Wellenfunktion herangezogen werden. Dabei
wird die Wellenfunktion des Grundzustandes (bzw. der angeregten Zusténde) als

Linearkombination aller im Prinzip denkbaren CSFs dargestellt.

[Wo) = coltbo) + D chlvby + > ilng) +

a<b,p<q

qr | ,/,Pqr qrs|,/,pqrs
Za<b<c,p<q<r abc| abc> + Za<b<c<d,p<q<r<s Czbcd abcd> + "‘(2'22)

Mit Hilfe der Nebenbedingungen a<b etc. ist dafiir gesorgt, dafs jede Determinan-
te genau einmal beriicksichtigt wird. Bei den Koeffizienten ¢ handelt es sich um
die Entwicklungskoeffizienten, welche im Verlauf der Rechnung variiert werden.
Die Gleichung 2.22 146t sich vereinfacht schreiben als:

|\I/0> = C()|’¢0> + CS|S> + Cd|D> + Ct|T> + ... (223)
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mit |S) an Stelle von [¢?) und entsprechenden Termen fiir die héher angeregten
Zustéande.

Die Losung der Gleichung erfolgt nach dem bereits aus der Hartree-Fock-
Methode bekannten Variationsverfahren von Rayleigh (2.10), wobei sich auch
hier die Gleichung (2.24) in ein Matrixsystem (2.26) entwickeln 1aft:

He=ESc (2.24)

mit dem Vektor

Co

c=|“ (2.25)

Ct

fiir die Entwicklungskoeffizienten.
Da die Slaterdeterminanten eine orthogonale Basis bilden, ist S in Gleichung
2.24 die Einheitsmatrix. Nach dem Variationsansatz von Rayleigh ergibt sich die

Matrixgleichung

(ol Hlt) (ol HIS) (dolH|D) (ol H|T)
(S|H|w) (SIH|S) (S|H|D) (S|H|T)
(D|H|wo) (D|H|S) (DIH|D) (D|H|T)
(T|H|go) (TIH|S) (T|H|D) (TIH|T) ..|=0  (2.26)

die sich vereinfachen 1dft, wenn man folgende Beziehungen beriicksichtigt:

e Nach der Regel von Brillouin gibt es keine Wechselwirkung zwischen dem
Grundzustand und dem ersten angeregten Zustand; alle Matrixelemente
(1| H|S) sind demnach null.

e Es gibt keine Wechselwirkung zwischen Slaterdeterminanten die sich um

mehr als zwei Spinorbitale unterscheiden. Also koppelt der Grundzustand
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nicht mit dreifach (T) und vierfach (Q) angeregten Konfigurationen. Ebenso
gibt es keine Wechselwirkung zwischen einfach (S) und vierfach angeregten

Konfigurationen.

Beriicksichtigt man diese Bedingungen, so lift sich die Matrix aus Gleichung 2.26

vereinfacht darstellen:

(Yol H 1) 0 (ol H|D) 0

0 (S|H|S) (S|H|D) (S|H|T)
(D[Hl¢o) (DIH|S) (DIH|D) (D|H|T)
0 (T|H|S) (T\H|D) (T|H|T) ..|=0 (2.27)

Die Cl-Energien des Systems ergeben sich als Eigenwerte der Matrix des Hamil-
tonoperators. Diese Werte bilden eine obere Schranke fiir den exakten Energie-
wert. Durch Konstruktion der Eigenvektoren lassen sich die Werte fiir die Expan-
sionskoeffizienten ¢ ermitteln.

Die CI-Methode basiert zwar auf einer recht einfachen Theorie, die Anforde-
rungen an die Speicherkapazitit und den Zeitaufwand fiir die Rechnungen sind
allerdings enorm, vor allem, da die Entwicklung im Allgemeinen schlecht konver-
giert. Fiir ein reales Molekiil ist es zur Zeit nicht moéglich, eine Rechnung durch-
zufiithren, in der alle moglichen CSFs gebildet werden und damit nach Gleichung
2.23 die exakte Energie des Systems ermittelt wird. Die Zahl der verwendeten
CSFs muf vielmehr immer eingeschrinkt werden. Eine Méglichkeit, die Anzahl
der CSFs zu verringern, ist die Anwendung von Symmetriekriterien. In die Rech-
nung einbezogen werden nur solche CSFs, die die gleiche Symmetrie besitzen wie
der zu berechnende Zustand. CSFs mit anderen Symmetrien tragen nicht zur Be-
schreibung bei und kénnen deshalb vernachlassigt werden. Eine volle CI (full CI),
also die Verwendung aller CSFs der jeweiligen Symmetrie eines endlichen Basis-
satzes fiir die Beschreibung eines Zustands ist das Beste, was zur Zeit rechnerisch
moglich ist. Allerdings ist selbst diese leicht vereinfachte Beschreibung fiir grofere
Systeme noch zu aufwendig.

Fiir ein System mit n Elektronen, welches durch M Basisfunktionen beschrie-

2M
ben wird, wichst die Anzahl der zu beriicksichtigenden Determinanten mit ( )
n
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mit n sehr stark an. Das Verfahren bedarf somit weiterer Vereinfachungen, um
die Anzahl der Determinanten zu verringern. Aus diesem Grund beschriankt man
sich hiufig auf wesentliche Konfigurationen und limitiert somit die Anzahl der
CSFs. Meist beriicksichtigt man nur einfach und doppelt angeregte Konfigura-
tionen; hoher angeregte Konfigurationen werden vollig aufer acht gelassen, d. h.
Gl 2.23 wird nach dem Term fiir die doppelt angeregten Konfigurationen abge-
brochen. Dieses sogenannte Single-Double-CI-Verfahren (SDCI) ist eines der am
haufigsten verwendeten CI-Verfahren iiberhaupt.

Ein Nachteil aller begrenzten CI-Methoden ist die fehlende Grofenkonsistenz.
Von Grofkenkonsistenz spricht man, wenn fiir ein System AB, bei dem sich die
Komponenten A und B unendlich weit voneinander entfernt befinden, die gleiche
Energie ermittelt wird wie bei separaten Rechnungen von A und B, also E(AB) =
E(A) + E(B). Fiir die Hartree-Fock-Methode oder eine vollstandige CI-Rechnung
wire diese Bedingung erfiillt; hingegen erhélt man bei einer beschrinkten, insbe-
sondere bei allen SDCI-Rechnungen, nicht die selben Energiewerte. Der Unter-
schied zwischen den Energiewerten fiir AB und A+B nimmt dabei zu, je grofer
das gewihlte Modellsystem ist.

Eine andere Fehlerquelle ist der Basis-Set-Superposition-Error (BSSE), der
sich auf die Bindungsenergien des Systems auswirkt. Die Ursache fiir den BSSE
liegt in der Wahl eines Basissatzes, der das System nicht ausreichend beschreibt.
Das bedeutet, daf die Energie von Komponente A durch den Basissatz der Kom-
ponente B abgesenkt wird. Diese Wechselwirkung ist unabhingig davon, ob die
beiden Komponenten A und B im System stark miteinander wechselwirken oder
nicht. Durch den BSSE kommt es zu geringeren Energien des Systems, die sich

in hoheren Bindungsenergien widerspiegeln.

2.2.2 Das Multiconfigurational-Self-Consistent-Field-

Verfahren

Fiir viele zu berechnende Systeme ist das CI-Verfahren ausreichend. Das eben
angesprochene Problem der Grofenkonsistenz bei limitierten SDCI-Rechnungen
zeigt aber schon, dafs dieses Verfahren noch verbessert werden kann. Eine Weiter-
entwicklung der CI-Methode ist das Multiconfigurational-Self-Consistent-Field-
Verfahren (MCSCF), das eine Kombination von Hartree-Fock mit der CI-Methode
darstellt. Wie bei der CI-Methode werden hier die Entwicklungskoeffizienten c der
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Determinanten variiert. Gleichzeitig werden aber auch die Molekiilorbitale wie in
einer Hartree-Fock-Rechnung variiert. Aus dieser doppelten Variation resultieren
zwar lingere Rechenzeiten, doch lohnt sich dieser Aufwand, da die Energiewer-
te, wie man leicht einsehen kann, besser sind als die Ergebnisse einer normalen
CI-Rechnung. Die Theorie der MCSCF-Methode wird im folgenden anhand des
Beispieles des CASSCF-Verfahrens erldutert.

2.2.3 Das Complete-Active-Space-Verfahren

Das Complete-Active-Space-Self-Consistent-Field-Verfahren (CASSCF) 16, 17, 18]
ist die MCSCF-Methode, mit der simtliche in dieser Arbeit beschriebenen Rech-
nungen durchgefiihrt wurden.

Das CASSCF-Verfahren umgeht die Schwierigkeit, daf ein grofer Basissatz zu
einer grofen Zahl von angeregten Konfigurationen und damit zu einem nicht mehr
l6sbaren CI-Problem fiihrt, durch die Aufteilung der Orbitale in drei Kategorien,

namlich die inaktiven, aktiven und virtuellen Orbitale.

virtuelle Orbitale
immer unbesetzt

aktiver Raum
umfaft alle aktiven
Elektronen und Orbitale

inaktive Orbitale
stets doppelt besetzt

Abbildung 5: Die Aufteilung der Orbitale in der CASSCF-Theorie. Der aktive Raum umfafst
im gezeigten Beispiel 4 Elektronen und 4 Orbitale
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Die virtuellen Orbitale liegen energetisch so hoch, daf sie in allen relevanten CSFs
unbesetzt sind. Es gibt demnach keine fiir den angeregten Zustand relevanten
CSFs, in denen diese Orbitale besetzt sind. Sie kdnnen deshalb bei der Berechnung

vernachlassigt werden.

Die aktiven Orbitale bilden den aktiven Raum, in dem die eigentlich Rechnung
durchgefiihrt wird. Der aktive Raum umfaft alle relevanten Orbitale und Elek-
tronen, welche fiir eine sinnvolle Beschreibung der Zustéinde bendtigt werden.
Aus den aktiven Orbitalen und Elektronen werden alle moglichen CSFs gebil-
det. Mit der Auswahl des aktiven Raums wird demnach auch die Wellenfunktion
festgelegt, deshalb sollten die Orbitale des aktiven Raums besonders sorgfiltig
ausgesucht werden. Ansonsten konnen auch hier die gleichen Probleme wie bei
einer CI-Rechnung auftreten. Natiirlich kann der aktive Raum nicht beliebig groft
gewahlt werden; er ist in der Regel wegen der limitierten Rechenkapazitit auf
12 Elektronen und Orbitale begrenzt, wodurch sich die Zahl der Konfigurationen
stark reduziert.

Bei den inaktiven Orbitalen handelt es sich um energetisch sehr tief liegende
Orbitale, die stets doppelt besetzt sind. Wie bei den virtuellen Orbitalen gibt es
keine fiir den angeregten Zustand relevanten CSFs, in denen diese Orbitale nicht
doppelt besetzt sind. Deswegen werden auch sie in den Rechnungen nicht weiter
beriicksichtigt.

Die Grofe (Neag) der CI-Matrix ist trotz des limitierten aktiven Raums im-

mer noch sehr grof. Sie ergibt sich nach der Formel von Weiyl[16 zu

25+1 ( n,+1 ne + 1
N, = 2.28
A no+1(g—s)(g+8+1) (2.28)

wobei n die Zahl der Elektronen, ng die Anzahl der aktiven Orbitale und S den
Gesamtspin des Systems darstellt.

Da es sich beim CASSCF-Verfahren um ein MCSCF-Verfahren handelt, wer-
den bei der Optimierung sowohl die CI-Koeffizienten als auch die Molekiilorbitale
variiert. Die CAS-Wellenfunktion |0) (2.29) wird dabei als Linearkombination
aller moglichen CSFs |u) dargestellt, die aus den Orbitalen des aktiven Raums

gebildet werden konnen. Ziel ist es, die Molekiilorbitale zu finden, die das Mo-

dellsystem am besten beschreiben, das heifst, die Energie minimal werden lassen.
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0= V1) (229

Der Hamiltonoperator 14t sich dabei in der Schreibweise der zweiten Quantisie-
rung als Summe von Anregungsoperatoren darstellen.
A~ 1 A A ~
H = Z hpgEpg + B) Z (pq|rs)(EpgErs — 0qr Eps) (2.30)
p,q

p7q7r78

mit den Ein-Elektronen-Integralen h,, fiir die kinetische Energie der Elektronen
und den Zwei-Elektronen-Integralen (pq|rs) fiir die Wechselwirkung der Elektro-
nen.

Der Besetzungszustand der Orbitale kann mit Hilfe der Determinante
|m1, ma, mg, my;, ...may,) gekennzeichnet werden. Wendet man den Loschoperator

a darauf an, so erhélt man das folgende Ergebnis:

ailma, ma, mz, mi, ...map) = mi(—1)P[my, ma, ms, 0, ...may)
Die Wirkung von a besteht also darin, ein Elektron aus einem besetzten Orbital
zu entfernen. Den gegenteiligen Effekt bewirkt der Erzeugungsoperator af, der

nach

allmy, ma, mg, mi, ..man) = (1 — my)(—1)P [my, ma, m, 1, ...ma,)
ein Elektron im Orbital i erzeugt.

Der Anregungsoperator £,, (Gl. 2.31) vereint diese beiden Operatoren. Da-
bei wird ein Elektron aus einem (niedriger liegenden) Orbital geldscht und ein
Elektron in einem (hoher liegenden) Orbital erzeugt, was der Anregung eines

Elektrons entspricht.
Epy ="l g0 (2.31)

Wie bei jeder Optimierung wird auch im CASSCF-Verfahren der Zustand

angestrebt, fiir den die ermittelte Energie des Systems stationir gegeniiber allen
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Variablen ist. Nach dem bekannten Variationsansatz ergibt sich die Energie auch

hier zu

(0[H10)

B0 = oty

(2.32)

wobei (0| die Wellenfunktion des Systems darstellt. Geht man von einer nor-
mierten Wellenfunktion aus, so wird der Nenner in Gl. 2.32 eins. Gleichung 2.32
reduziert sich somit auf den Zéhler, welcher ausgeschrieben lautet:

thqDOO + > (pqlrs) P (2.33)

p,q,r,s

Es treten auch hier die schon aus Gleichung 2.30 bekannten Ein- und Zwei-
Elektronen-Integrale auf. Bei den Termen D)? und Py, . handelt es sich um die
reduzierten Dichtematrizen 1. bzw. 2. Ordnung, die aus der Matrix des Entwick-

lungskoeffizienten C berechnet werden.

DY) = (0| Epy|0) = ZC’ W A (2.34)
1 ] 3 7 14
ngggg = §<M|EPQETS - 5QT’EPS|V> = Z CL(LO)CV qurs (235)
/8%

ArY und As - sind dabei die Ein- und Zwei-Elektronen-Kopplungskoeffizienten.

Jegliche Information iiber die CI-Koeffizienten ist in den Dichtematrizen ent-
halten, wahrend die Ein- und Zwei-Elektronen-Integrale iiber die Molekiilorbitale
definiert sind.

Wihrend der CASSCF-Optimierung werden sowohl die Cl-Koeffizienten als
auch die LCAO-Koeffizienten der Molekiilorbitale solange variiert, bis die Ener-
gie stationdr ist. Wiahrend der Variation der CI-Koeffizienten geht man davon
aus, dak die Gesamtwellenfunktion normalisiert bleibt. Um die Variation der CI-
Koeffizienten zu beschreiben, muf die orthonormale Komponente |K) der Wel-

lenfunktion bekannt sein:

K) =3 CPw (2.36)
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Mit jedem Zustand |K') korrespondiert ein variationeller Parameter, welcher den
Beitrag des Zustandes bei der Variation des urspriinglichen Zustandes |0) be-
schreibt. Die Variation wird als Rotation des urspriinglichen Zustandes in den

~

orthogonalen Raum beschrieben und erfolgt mit dem Operator exp(.S).

§= 3 Sol|K){0] — |0)(K]) (2.37)

K#0

Die Variation der Orbitale wird hingegen als Rotation in einen orthonormalen
Vektorraum angesehen. Der Satz der urspriinglichen Molekiilorbitale (1) wird

durch eine unitdre Transformation in einen neuen Satz umgewandelt.

/

T (2.38)

Eine solche Transformation der Orbitale zieht auch eine Verdnderung des Ldsch-

und Erzeugungsoperators nach sich, fiir die gilt:
a' = exp Tazexp” (2.39)
a’ = eacp;leTexpTA (2.40)

Der dabei verwendete nichthermitische Operator T ist definiert als:

T =3 T;ala (2.41)
1,

Die unitiire Matrix aus Gleichung 2.38 14t sich somit darstellen als U = exp~7,

wobei sich die Matrix T mit Hilfe des Anregungsoperators schreiben laft:

T= Z qu(qu - Eqp) (2.42)

p>q

Somit sind zwei Operatoren (Q und T) definiert, die gemeinsam sowohl die Va-
riation der Orbitale als auch die der Koeffizienten beschreiben. Die variierte Wel-

lenfunktion |0) 14Kt sich somit als Kombination beider Operatoren darstellen:

0') = exp(T)exp(S)|0) (2.43)
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Mit Hilfe der obigen Gleichungen l&ft sich der Ausdruck fiir die transformierte
Energie (E') ermitteln.

E' = (0|exp(—S)exp(=T)Hexp(T)exp(S)|0) (2.44)

Auch bei den CASSCF-Rechnungen erfolgt die Losung der Gleichungen nach
dem Variationsverfahren, wobei hier das Newton-Rhaphson-Verfahren angewen-
det wird. Dabei wird die Energie E als Funktion mehrerer Parameter p; darge-
stellt, die in dem Spaltenvektor p zusammengefalit sind, und es wird eine Taylor-
reihenentwicklung um py durchgefiihrt:

5_E
op;

B =0+ 3 (

5pi5pj

1 )
0 1, 0

Eine Darstellung dieser Gleichung als Matrix ist méglich und auch iiblich.

1
E(p) = E0)+¢'p+ 5p'Hp + ... (2.46)
9" He e s | (2.47)
gl (H(CO)T)T H©o) || T

Die beiden Operatoren S und T sind bereits aus Gleichung 2.37 und 2.42 bekannt.
Bei der ersten Matrix (g) handelt es sich um die Gradientenmatrix, also die erste
Ableitung der Energie nach den Parametern p;. Sie ist in einen Orbital- (o) und
einen Koeffiziententeil (c) aufgeteilt. Die zweite Matrix (H) ist die Hesse-Matrix,
die die zweiten Ableitungen der Energie nach den Parametern p; enthilt. Die
Hesse-Matrix wird in drei Teile aufgeteilt: den Orbital-Orbital Teil (00), den Kon-
figurationsteil (cc) und den Orbital-Konfigurations Teil (co). Die Matrixgleichung
wird iterativ gelost, die Losung wird als neuer Ausgangspunkt fiir Gleichung 2.47
gewahlt und das Gleichungssystem erneut gelost. Als Startpunkt wiahlt man dabei
oft die Orbitale einer vorangegangenen Hartree-Fock-Rechnung. Um eine schnelle
Konvergenz zu erreichen, wird ein Faktor, der sogenannte level shift, vorgegeben,
welcher dafiir sorgt, dak die Rotationen der Orbitale, vor allem in der Nihe der

Nullstellen, nicht allzu grofs werden.
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2.3 Storungstheorie

Die mit dem CASSCF-Verfahren ermittelten Energiewerte sind zwar von hoher
Qualitit, doch kann die Genauigkeit noch vergrofert werden. Zu diesem Zweck

el19. 20,21, 22] " welche im Gegensatz zur CI-

bedient man sich der Stérungstheori
Methode grofenkonsistent, dafiir aber nicht variationell ist. Der Ausgangspunkt
ist hierbei eine bereits ermittelte CASSCF-Wellenfunktion, mit der anschliefend
eine Storungsrechnung durchgefiihrt wird. Es erfolgt also eine Kombination zwei-
er Methoden, welche eine Erweiterung der Wellenfunktion um Elemente der dy-
namischen Korrelation beinhaltet und somit die Korrelationsenergie verbessert.
Vor allem bei der Berechnung spektroskopischer Daten hat sich diese Methode

bewéhrt.

Bei der Storungstheorie wird zu einem Hamiltonoperator Hy mit bekannten

Eigenfunktionen und Eigenwerten eine Storung addiert.

H=Hy+\H, + X NHy+ ...+ \"H, (2.48)

Der resultierende Hamiltonoperator H ist somit die Summe des bekannten Ope-
rators Hy und den gestorten Operatoren H; bis H,. H; bezeichnet hierbei die
Storung erster, Hy die Storung zweiter Ordnung usw. A ist der sogenannte Storpa-
rameter, der angibt, in welchem Maf die Stérung in den resultierenden Operator
eingeht. Fiir die Energie E und die Wellenfunktion ¥ des Systems gelten analoge
Beziehungen:

E=FEy+ AE + ) NEy+ ...+ \"E, (2.49)

U= Uy + AUy + A20y + ...+ \"T,, (2.50)

Wie bei allen quantenmechanischen Verfahren basiert auch die Stérungstheorie
auf der Losung der Schrodingergleichung (2.1). Setzt man die obigen Gleichungen
2.48 - 2.50 in die Schrodingergleichung ein und sortiert nach den verschiedenen
Potenzen des Storparameters, so lassen sich die Gleichungen in einen Satz von

Gleichungen aufspalten.
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H(]\Ijo = EQ\IIO
(Ho — Eo)Wy = (E, — Hy)V,

(Hy — Eo)Vy = (Ey — Hy)Vo + (Ey — Hy) Uy (2.51)

Wie man sieht, ist die Losung der Stérungsgleichung nullter Ordnung die Ei-
genfunktion ¥y des ungestorten Systems. Wird der Stéransatz nach der Stérung

zweiter Ordnung abgebrochen, so sind folgende Gleichungen zu l6sen.

By = (Vo Hy[Wy)
(H1 — Eo)\lll = —(H1 — El)\l’o (2.52)
By = (V1| Hy[Wo)

Wie man diesen Gleichungen entnehmen kann, braucht man fiir eine Korrektur
zweiter Ordnung der Energie also lediglich die Wellenfunktion erster Ordnung
unter der Annahme, daf die gestorten Wellenfunktionen orthogonal zu ¥, sind.

Bei einer iiblichen storungstheoretischen Rechnung geht man davon aus, daf
die Wellenfunktion ¥, eine Eigenfunktion des Hartree-Fock-Operators ist. Somit
14Kt sich der ungestorte Hamiltonoperator Hy mit der Eigenfunktion W darstellen
als:

Die Variable P stellt dabei den Projektionsoperator Py = |Wy) (V| auf die Re-
ferenzfunktion, und P, den entsprechenden Projektionsoperator auf den restli-
chen Raum der Konfigurationen dar, beide wirken auf den Fockoperator F ein.
Geht man allerdings von einer multikonfigurationalen Referenzfunktion aus, also
dem Ergebnis einer CASSCF-Rechnung, so muft der Ansatz erweitert werden.
Die daraus entstehende Methode wird als Multiconfigurational-Second-Order-
Pertubation-Verfahren (CAPT2) bezeichnet

Zunichst wird der vollstindige Orbitalraum in vier Unterrdume unterteilt.

1. V, : Eindimensionaler Raum, der von der Referenzfunktion |0) aufgespannt

wird.

2. Vi : Raum, der von der orthogonalen Komponente |K) aufgespannt wird.
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3. Vsp : Dieser Raum wird von allen einfach und doppelt angeregten Funktio-
nen gebildet, die aus Vj gebildet werden kénnen und nicht in den Raumen
1 und 2 enthalten sind.

4. Vrq.. : Wird aufgespannt von allen Wellenfunktionen der Ordnung grofer

zwei, die nicht schon in einem der anderen Ridume enthalten sind.

Analog zu den {iblichen Stérungsrechnungen laft sich nun ein dhnlicher Ansatz

erstellen:

Hy= R FPRy+ PxkFPx + PspFPsp + Prg. F'Prg... (2.54)

wobei der Projektionsoperator wie in Gleichung 2.53 wirkt und sich auf die oben
beschriebenen Orbitalrdume bezieht. Der Fockoperator 14t sich mit Hilfe des aus
der CASSCF-Methode bekannten Anregungsoperators darstellen:

F= Z ququ (2-55)
pq

mit

foa =+ 3 Dol (pal) = orlas) (2.56)
In der Gleichung finden sich die aus dem CASSCF-Verfahren bekannte Dichte-
matrix D,; und die Zwei-Elektronen-Integrale wieder. Allgemein 148t sich f,, als
eine 3x3-Matrix darstellen, die die drei aus der CASSCF-Methode bekannten Or-
bitalrdume enthélt (inaktiver, aktiver und virtueller Raum). Wendet man das
Theorem von Brillouin an, so ist f,, = 0,!4 falls es sich bei den Orbitalen um
ein inaktives und ein virtuelles Orbital handelt.
Ziel der Storungstheorie zweiter Ordnung ist die Berechnung der Energie zwei-
ter Ordnung, die sich durch folgende Gleichung darstellen l&fst:

\I’O|H1|\I]> (257)

Er=) ~ % 5
Angendhert 146t sich fiir die Wellenfunktion schreiben:

[¥) = [ + |¥1) (2.58)
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Normiert man diese Wellenfunktion, so ergibt sich (¢'¢)') = 1 + (¢121). Die

normierte Wellenfunktion aus Gleichung 2.50 14#t sich somit schreiben als:

V) = Vwltho) + V1 —wll) (2.59)

Dabei bezeichnet |1) die normierte Wellenfunktion erster Ordnung. Der Faktor w
beschreibt das Gewicht der CASSCF-Referenzfunktion und ist definiert als w =
(1+ S)~!. Das Gewicht der Referenzfunktion ist von der Anzahl der Elektronen
abhéngig und néhert sich fiir eine unendliche Anzahl von Elektronen dem Wert
null. Angenéhert kann w als Funktion der Anzahl der Elektronen (N) beschrieben
werden.

N
2

w=(1+a) (2.60)

Die Konstante « ist vom Basissatz abhéngig und variiert zwischen 0,01 und 0,02
Hartree. Fiir ein System mit 10 Elektronen ist das Gewicht beispielsweise 0,93
fiir « = 0,015. Ergibt eine Rechnung ein w, welches deutlich von diesem Wert
abweicht, so ist dies ein Anzeichen dafiir, daf das Problem eines intruder states
aufgetreten ist, bei dem es sich um Zustinde aus dem Vsp Raum handelt. Die-
se wechselwirken meist nicht sehr stark mit der CASSCF-Referenzfunktion und
haben deshalb lediglich einen geringen Einfluf auf die Korrelationsenergie. Thr Ei-
genwert bezogen auf Hj ist allerdings nahe dem Eigenwert fiir V. Bei einer MP2-
Rechnung wiirde dies keinerlei Problem darstellen, bei einer CASPT2-Rechnung
hingegen schon.

Der Grund hierfiir ist, dafs die Diagonalelemente der Fockmatrix fiir inaktive
Orbitale an die Ionisierungsenergie und fiir virtuelle Orbitale an die Elektronen-
affinitat gekoppelt sind. Fiir die aktiven Orbitale erhilt man entsprechend Werte,
die zwischen der Ionisierungsenergie und der Elektronenaffinitit liegen. Nimmt
man an, daf ein aktives Orbital nur schwach besetzt ist, so kann diesem eine
Energie zugeordnet werden, die nah an der eines virtuellen Orbitals liegt. Fiir ein
stark besetztes aktives Orbital folgt daraus eine Energie, die der eines inaktiven
Orbitals recht nah kommt. Als Folge davon divergiert die Energie nach Gleichung
2.57, da der Nenner fast null wird.
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Eine Losung dieses Problem wire, das entsprechende Orbital mit in den akti-
ven Raum einzubeziehen. Da der aktive Raum aber aus Griinden der Rechnerka-
pazitit meist nicht mehr als 12 Elektronen und Orbitale umfassen kann, ist dies
in den meisten Fallen keine Losung. Eine andere Moglichkeit besteht darin, einen

23, 24]

level shift einzufiihren . Hierbei wird zu dem Hamiltonoperator ein kleiner

Wert (¢) addiert, welcher meist in der Gréfenordnung von 0,05 bis 0,3 Hartree
liegt:

(Hy— By + )0, = (B, — H))T, (2.61)

Die Energie F, zweiter Ordnung fiir den Hamiltonoperator, zu dem die Stérung

addiert wurde, 148t sich somit schreiben als:

3

Ey=Ey+e> |C,P(1+ ) (2.62)
17

€#—E0

Geht man davon aus, daf €, — Ey > ¢ ist und vernachlassigt man die Terme, in
die € quadratisch eingeht, so kann man die Energie (E,) ohne level shift schreiben

als:

/ 1

Eym~ Ey—e(——1) (2.63)
w

Durch die Vernachlissigung von Termen hoherer Ordnung, gelingt es, die intruder

states aus der Rechnung zu entfernen. Testrechnungen haben gezeigt, daf sich die

Einfiihrung eines Levelshifts kaum auf die ermittelten spektroskopischen Daten

auswirkt.[24 23, 25]

2.4 Basissatze

Zu Beginn einer jeden Rechnung ist es wichtig, dal man sich iiber den zu ver-
wendenden Basissatz Gedanken macht. Dieser darf nicht zu grof sein, da die
Rechnung sonst einen hohen Zeitbedarf hat und viel Speicherplatz benotigt wird.
Hingegen darf er aber auch nicht zu klein gewéhlt werden, da sonst die Genauig-

keit der Ergebnisse leidet.
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Generell unterscheidet man bei den Basisfunktionen zwischen Slater- und
Gaussian-Type-Orbitals (STO und GTO). In STOs ist 1 proportional zu e=*".
Eine solche Funktion beschreibt sehr gut die Elektronendichte nah am Kern und
weit entfernt davon. Im Gegensatz dazu gehen die GTOs quadratisch mit r, d. h.
¥ o e~¢”. Diese Funktionen liefern keine gute Beschreibung der Elektronendichte
am Atomkern, wo ihr Gradient null ist, und in groferer Entfernung vom Kern,
wo sie zu schnell abflachen.

Der Nachteil der STO-Basisfunktionen ist, daf sie auf einem Atomzentrum
lokalisiert sind. Fiir Molekiile bedeutet dies, daf die Anzahl der zu berechnenden
Zwei-Elektronen-Integrale sehr grof werden kann. Dies l&ft sich in den meisten
Fillen nicht mit den begrenzten Rechnerkapazititen vereinbaren.

GTOs haben den Vorteil, dal das Produkt zweier GTOs wiederum ein neues
GTO ist. Geht man also von zwei GTOs auf verschiedenen Atomkernen aus,
so erhélt man als Produkt ein GTO, welches in der Mitte zwischen den beiden
GTOs lokalisiert ist. Aus diesem Grund miissen nun nicht mehr Zwei-Elektronen-
Integrale iiber drei oder vier Zentren gebildet werden, sondern man kann sich auf
Integrale iiber zwei Zentren beschrinken.

Die mangelhafte Qualitit von GTOs gegeniiber STOs wird durch die Bil-
dung von sogenannten kontrahierten GTOs wettgemacht, wobei die kontrahierten
GTOs eine Linearkombination der GTOs darstellen. Der Vorteil dabei ist, dak die
Anzahl der Basisfunktionen damit deutlich reduziert werden kann. Es ist moglich,
die inneren Orbitale eine Atoms, welche nicht mit in die Rechnungen einbezogen
werden, mit Hilfe einer einzelnen kontrahierten Gaussfunktion zu beschreiben.

Bei den hier durchgefiihrten CASSCF- und CASPT2-Rechnungen wurden so-
genannte atomic natural orbital-Basissitze (ANO) verwendet,26 die aus atoma-
ren CI-Rechnungen optimiert wurden. Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten
ANO-Basissitze beruhen auf dem Kontraktionsschema von Dunning,?” dabei
werden zusitzliche primitive Gaussfunktionen eingefiihrt, um die Polarisierbar-
keit der Atome/Molekiile besser zu beschreiben. Die damit erhaltenen Daten sind
nahezu identisch mit denen, die man aus Rechnungen mit primitiven Basissét-

zen erhilt.[28 29]

Der Vorteil ist hier allerdings, dal man sehr grofe Basissétze

verwenden kann, allerdings nur wenige ANOs fiir seine Rechnungen benoétigt.
Bei der Hartree-Fock-Methode erhélt man eine Wellenfunktion, in der die be-

setzten Orbitale Auskunft iiber die elektronische Struktur des Molekiils geben.

Der Nachteil des Hartree-Fock-Verfahrens besteht darin, daf die Elektronenwech-
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selwirkung nur gemittelt beriicksichtigt werden. Das Konzept der Molekiilorbi-
tale ist allerdings nicht auf das Hartree-Fock-Verfahren limitiert. Die bei dem
CASSCF- und CASPT2-Verfahren verwendeten natiirlichen Orbitale beschreiben
eine weitaus komplexere Wellenfunktion, die somit mehr Informationen iiber die
elektronischen Gegebenheiten im Molekiil liefert und zusétzlich die Korrelations-
energie mit beriicksichtigt. Der Unterschied zu den Hartree-Fock-Orbitalen liegt
hier vor allem in der Besetzungszahl 7. Ist diese bei Hartree-Fock entweder 0, 1
oder 2, was einem unbesetzten, einfach oder doppelt besetzten Orbital entspricht,
so konnen natiirliche Orbitale auch Besetzungszahlen dazwischen annehmen, also
0<n<2



Kapitel 3

Thematik und Durchfiihrung

Der Sehprozef stellt wohl einen der faszinierendsten Vorgidnge im menschlichen
Korper dar. Er zeichnet sich aus durch eine Vielzahl von chemischen Reaktionen,
die perfekt ineinandergreifen und duferst prizise ablaufen. Gegenstand dieser
Arbeit ist die Untersuchung einer Kernkomponente des Sehprozesses, des 11-cis-
Retinal Chromophors, der durch Photoanregung in das all-trans-Isomer iiberfiihrt
wird. Wie schon in Kapitel 1 beschrieben, vermittelt dieser Chromophor die ge-
samte optische Wahrnehmung des Menschen und vieler Sdugetiere. Die Komple-
xitdt des Sehprozesses wirft auch heute noch eine Vielzahl von Fragen auf.

Eine exakte theoretische Berechnung des Retinals, unter Einbeziehung der ge-
samten Proteinumgebung ist zur Zeit wegen der begrenzten Rechnerkapazitéiten
nicht méglich. Mit Hilfe molekiildynamischer Simulation ist man allerdings in der
Lage, den Chromophor und grofe Teile der Umgebung zu beschreiben. Diese Er-
gebnisse sind aber zumeist nicht sehr genau und liefern wegen der Ndherungen im
quantenmechanischen Bereich keine verlaflichen Daten fiir die spektroskopischen
Eigenschaften des Chromophors.

Ab initio-Verfahren, wie die in dieser Arbeit verwendeten CASSCF /CASPT2-
Verfahren, geben nach den Erfahrungen, die in der Arbeitsgruppe gemacht wur-
den, genaue Daten fiir die angeregten Zustinde von Polyenen, zu denen auch
das Retinal gehért. Im Moment gibt es keine bessere Methode um die angereg-
ten Zustédnde von m-ungesittigten Molekiilen zu berechnen. Allerdings ist dieses
Verfahren technisch sehr aufwendig und stellt hohe Anforderungen an die Rech-
nerkapazititen. Aus diesem Grund ist es momentan nur mdglich, relativ kleine
Modellsysteme zu berechnen.

Um dennoch moglichst exakte Daten zu erhalten, wurde ein vereinfachender

33



34 KAPITEL 3. THEMATIK UND DURCHFUHRUNG

Ansatz gewihlt. Die in dieser Arbeit verwendeten Modellsysteme basieren alle
auf QM /MM-Simulationen, bei denen der Chromophor in einer komplexen Pro-
teinumgebung optimiert wurde. Dabei wurde der QM-Teil auf den Chromophor
und einige wenige Aminosduren beschriankt. Anschliefend wurden fiir ein geeig-
netes kleineres Modellsystem des Chromophors die angeregten Zustédnde mit Hilfe
der CASSCF/CASPT2-Methode berechnet. Dieses Verfahren stellt somit einen
Kompromif dar zwischen dem Bestreben, ein mdoglichst realitdtsnahes Modell
des Chromophors im Rhodopsin zu untersuchen, und dem Anspruch, quantenme-
chanische Berechnungen auf hochstem Niveau durchzufithren. Da die QM /MM-
Simulationen des Proteins auf experimentellen Strukturen basieren, wie z. B. auf
den Réntgenstrukturen des Rhodopsins von Palczewski und Okada, 9 39 31 kann
man davon ausgehen, daf die hier verwendeten Strukturen ein grofes Maf an
Ubereinstimmung mit der Realitit darstellen.

Die folgende Abbildung zeigt die protonierte Schiff-Base 11-cis-Retinal mit der

iiblichen Nummerierung der Atome, wie sie auch im folgenden verwendet wird.

Abbildung 5: Nummerierung der Atome im Chromophor 11-cis-Retinal

Es wurden im Rahmen dieser Arbeit Modellsysteme entwickelt und untersucht,
die helfen sollen, den Einfluss bestimmter Faktoren auf die Absorption zu be-
stimmen. Von der Proteinumgebung, vor allem vom Gegenion, ist bekannt, daf
es einen wesentlichen Einfluf auf die Lage des Absorptionsmaximums hat. Mit
den ausfiihrlichen Untersuchungen in Kapitel 4.1 in Bezug auf das komplexe Ge-
genion wird demnach ein erster wichtiger Faktor untersucht, der einen starken
Einfluf auf den Ablauf des Photozyklus haben sollte.

Es ist aufserdem bekannt, daf unterschiedliche Substituenten das Absorpti-

onsmaximum des Retinals verschieben konnen. In Kapitel 4.2 werden Derivate
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des Retinals berechnet, die sich durch den Mehr- oder Minderbesitz von Methyl-
gruppen an der Polyenkette vom nativen Retinal unterscheiden. Auf diese Weise
soll der strukturelle und elektronische Einflufl dieser Gruppen untersucht sowie
die Wechselwirkungen mit dem Gegenion ermittelt werden. Aus den gewonne-
nen Daten lassen sich Riickschliisse auf die Gegebenheiten im Protein ziehen,
die es ermdglichen, die Wechselwirkungen innerhalb der Proteintasche besser zu

verstehen.

Des weiteren wurde das erste stabile Photoprodukt des Rhodopsins, Batho-
rhodopsin, untersucht (Kapitel 4.3). Dieses speichert die Energie des Photons und
gibt sie im Verlauf des Photozyklus ab, es stellt somit eine Schliisselkomponente
der Sehkaskade dar. Kenntnis iiber dessen Struktur und die Art der Energie-
speicherung sind fiir das Verstindnis der Vorgéinge essentiell. Berechnet wurden

sowohl das native Bathorhodopsin als auch dessen Derivate.

Aus der Literatur ist bekannt, daf sich die unterschiedliche Bindungsalter-
nanz entlang der Kohlenstoffkette in einer Verschiebung des Absorptionsma-
ximums bemerkbar macht. Wie stark dieser Einfluf bei Rechnungen mit dem
CASSCF/CASPT2-Verfahren ist, wurde bis heute noch nicht untersucht. Diese
Studie ist wichtig, da in der Literatur immer wieder Daten publiziert werden, bei
denen die Absorptionsmaxima von Modellsystemen zwar mit der gleichen Me-
thode berechnet wurden (z. B. CASSCF/CASPT?2), die Ergebnisse aber teilweise
recht unterschiedlich sind, da die Strukturen verschieden erzeugt wurden und so-
mit eine unterschiedliche Bindungsalternanz aufweisen. Aus den in Kapitel 4.4
vorgestellten Ergebnissen kdnnen Riickschliisse darauf gezogen werden, inwieweit
sich mit CASSCF /CASPT2 erhaltene Daten von Strukturen vergleichen lassen,

die mit unterschiedlichen Methoden voroptimiert wurden.

Eine theoretische Betrachtung des Einflusses der Anzahl der berechneten Zu-
stinde (Anhang) komplettiert die Beschreibung des Rhodopsins. Die Anzahl der
Zustande, die berechnet werden, ist fiir die ermittelten Daten genauso von Bedeu-
tung wie die Wahl des aktiven Fensters oder des Basissatzes. Da die Berechnung
jedes einzelnen Zustandes Zeit in Anspruch nimmt, méchte man sowenig Zustén-
de wie moglich berechnen. Gleichzeitig sollte man aber darauf achten, daf mit
der gewidhlten Anzahl die angeregten Zustinde des Molekiils sinnvoll dargestellt

werden konnen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden somit einige der Faktoren untersucht, die als

Hauptursache des Opsinshifts gelten. Die erhaltenen Daten kénnen dabei helfen,
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die Grofke des Einflusses der einzelnen Faktoren abzuschitzen. Die Ergebnisse
liefern somit einen kleinen Beitrag dazu, die Vorginge wihrend des Sehprozesses
genauer zu verstehen.

Alle in dieser Arbeit angegebenen Daten wurden mit dem CASSCF/CASPT2-
Verfahren ermittelt, welches im Programmpaket MOLCASB2 implementiert ist.
Der Basissatz wurde fiir alle Modellsysteme gleich gewihlt. Fiir die Wasserstoft-
atome wurde das 2s- und fiir die schweren Atome (Kohlenstoff, Stickstoff und
Sauerstoff) das 4s3pld-Kontraktionsschema verwendet. Der level shift bei den
CASPT2-Rechnungen betrug immer 0,3 au. Das aktive Fenster umfafite, soweit
nicht anders angegeben, stets 10 m-Orbitale und Elektronen. Dies garantiert eine
moglichst umfassende Beschreibung der aktiven Zustinde der gewihlten Modell-
systeme. Die Anzahl der berechneten Zustéinde lag bei sechs, was sich aufgrund
der im Anhang beschriebenen theroretischen Untersuchungen als beste Anzahl
erwies (siehe Anhang).



Kapitel 4

Ergebnisse

4.1 Der Einfluff der Proteinumgebung

4.1.1 Absorption des Chromophors in unterschiedlichen Pro-

teinumgebungen (Opsinshift)

Sowohl die Zapfen- als auch die Stdbchenzellen in der Retina des menschli-
chen Auges enthalten den gleichen Chromophor: das in Form einer protonierten
Schiff-Base vorliegende 11-cis-Retinal. Dennoch unterscheiden sich die Absorp-
tionsmaxima des Chromophors in diesen Sehproteinen deutlich voneinander. In
dem in den Stdbchenzellen vorliegenden Rhodopsin, welches fiir die Hell-Dunkel-
Wahrnehmung verantwortlich ist, liegt das \,,,, des 11-cis-Retinals bei 500 nm. In
den Zapfenzellen hingegen, die das Farbsehen ermoglichen, absorbiert der Chro-
mophor 11-cis-Retinal bei drei unterschiedlichen Wellenléingen (Abb. 6): in den
blauen Rezeptoren liegt das Absorptionsmaximum bei 420 nm, in den griinen bei

530 nm und in den roten Rezeptoren bei 560 nm.33!

Ein und derselbe Chromophor absorbiert also, in vier unterschiedliche Pro-
teine eingebaut, in einem Wellenldngenbereich von 420 - 560 nm. Im Vergleich
dazu absorbiert die freie protonierte Schiff-Base 11-cis-Retinal in methanolischer
Losung bei 440 nm.!'2 Die Verschiebung von 440 nm in Methanol zu einem der
Werte im Protein bezeichnet man als Opsinshift. Fiir das Rhodopsin bedeutet
dies, dafs ein Opsinshift von 60 nm zu langeren Wellenldngen auftritt. Wodurch

wird diese Verschiebung verursacht?

37
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Abbildung 6: Die Absorptionsmaxima des 11-cis-Retinals in den Zapfenzellen

In den Stiabchen- und Zapfenzellen liegt zwar der gleiche Chromophor vor, doch
unterscheiden sich die Proteine sowohl in der Sequenz der Aminosiuren (Pri-
mérstruktur), als auch in deren rdumlicher Anordnung (Sekundér- und Tertidr-
struktur). Die logische Schluffolgerung daraus ist, da der Opsinshift durch die
unterschiedliche Proteinumgebung des Chromophors verursacht werden muf. Der
Chromophor paft sich der jeweiligen Proteintasche an, weshalb es beispielsweie zu
Anderungen der Konformation kommt, also zu Anderungen von Bindungslingen,
Bindungswinkeln sowie Diederwinkeln. Diese strukturellen Anderungen kénnen
einen mehr oder weniger groflen Beitrag zur Verschiebung der Absorptionsmaxi-
ma liefern.

Die Hauptursachen der Opsinverschiebung diirften allerdings in den unter-
schiedlichen Wechselwirkungen des Chromophors mit der Umgebung innerhalb
der Proteintasche zu suchen sein. Dabei handelt es sich um elektrostatische Wech-
selwirkungen mit den umgebenden Aminosiuren, die zu einer Verschiebung des
Absorptionsmaximums fiihren. Die Natur dieser Wechselwirkungen wurde zu-
néchst anhand von theoretischen Berechnungen ermittelt. Mehrere Untersuchun-
gen[34’ 35, 36] ergaben, daf die protonierte und deswegen positiv geladene Schiff-
Base im Rhodopsin mit einer oder mehreren negativen Ladungen in Wechsel-
wirkung treten muf. Eine andere Erklarung konnte es fiir das Auftreten eines
derartig grofen bathochromen Shifts von 60 nm nicht geben. Die Lage der ne-
gativen Ladung, also des Gegenions, wurde ebenfalls anhand von Berechnungen
mit C1~ simuliert.3”) Dabei wurde die Position des Gegenions mit etwa 300 pm
vom C12-Atom festgelegt. Andere Untersuchungen!36: 38.39. 401 pestitigen dies
und lokalisierten das Gegenion ebenfalls in die Nihe des C12-Atoms.

Durch die Darstellung verschiedener Mutanten des Rhodopsins, in denen ein-
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zelne oder mehrere Aminosiuren ausgetauscht wurden, und die Untersuchung
des Photozyklus dieser Mutanten konnte letztlich Glutamat 113 (Glull3) als
Gegenion der protonierten Schiff-Base identifiziert werden.[41: 42. 43. 44] Dje Kri-
stallstruktur des Rhodopsins, die im Jahr 2000 zunéchst von Palzcewski und spé-
ter von anderen bestimmt wurde, !9 30: 31, 4] hestiitigte schlieflich diesen Befund:
Glul13 befindet sich in einem Abstand von 390 pm vom Stickstoffatom entfernt.
Die Konfiguration des Chromophors ist dabei 6-s-cis, mit einem Torsionswinkel
von etwa -30° (46, 47, 48] 19_g_trans.[47: 49, 50]

Auf der Grundlage von QM /MM-Simulationen fanden Sugihara et al.,[51, 52, 53]
dak das Glull3 zusammen mit einem Wassermolekiil (wat2b) und Threonin 94
(Thr94) ein komplexes Gegenion bildet. Dies wurde bereits vorher aufgrund von
experimentellen Befunden und anderen theroetischen Untersuchungen vermutet.
[54, 55, 56, 57]

Durch ein Netzwerk von Wasserstoftbriickenbindungen zwischen dem Chromo-
phor, dem Gegenion Glul13, Thr94 und einem Wassermolekiil (wat2b) wird die
Basizitit des Carboxylations soweit herabgesetzt, daf die Schiff-Base protoniert

bleibt.[8: 59]

Abbildung 7: Der Retinalchromophor bildet mit dem Gegenion Glul13, Thr94 und einem
Wassermolekiil (wat2b) ein Netzwerk aus Wasserstoffbriickenbindungen, welches die protonier-

te Schiff-Base stabilisiert.®1]

In weiteren Simulationen entfernte Sugihara einzelne oder mehrere Gruppen des
Netzwerkes, um zu ermitteln, ob die verbleibenden Gruppen in der Lage sind, die

protonierte Schiff-Base weiterhin zu stabilisieren. Wird wat2b entfernt, so dndert
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sich die Stabilitidt der protonierten Schiff-Base kaum. Entfernt man hingegen das
Threonin, so fangt der an den Stickstoff gebundene Wasserstoff an zu oszillieren
und néhert sich dem Carboxylation, das heifst der Chromophor wird deprotoniert.
Ohne wat2b und Thr94 kommt es zu einer sofortigen Deprotonierung der Schiff-
Base. Die Basizitdt des Gegenions wird durch die fehlende Wasserstoftbriicke so
verstéirkt, dafl das Proton sofort von dem Chromophor zur stérkeren Base Glu113
wechselt.

Die Funktion des Glul13 als Gegenion des Schiff-Base ist noch nicht vollstan-
dig geklart. Gleiches gilt fiir die Rolle des Netzwerkes aus Wasserstoffbriicken, das
sich ausbildet und somit die Schiff-Base stabilisiert. Eine wichtige Frage ist, ob
und in welchem Ausmaf die verminderte Stabilitdt der protonierten Schiff-Base
die Absorption des Chromophors beeinfluit. Aus diesem Grund wurde der Ein-
flufs des komplexen Gegenions auf die Absorption und Struktur der protonierten
Schiff-Base untersucht.

4.1.2 Modellsysteme des Retinals mit unterschiedlichem

komplexem Gegenion

Die berechneten Modelle basieren alle auf einer QM /MM-Simulation der gesam-
ten Proteintasche, wobei der QM-Teil den Chromophor in Gegenwart von ver-
schiedenen Kombinationen des komplexen Gegenions umfaft. Verwendet wurde
hier das Vienna-Ab-Inito-Simulation-Package (VASP), mit einer auf Dichtefunk-
tionaltheorie (DFT) basierten Molekiildynamik. Als Ausgangspunkt der Struktur
wurde die 2,8-Angstrém Kristallstruktur gewihlt.3%

Eine vollsténdige Beschreibung der angeregten Zustidnde des Systems (gesam-
ter Chromophor plus komplexes Gegenion) mit CASSF/CASPT?2 ist rechnerisch
relativ aufwendig. Aus diesem Grund wurde ein vereinfachter Modellchromophor
gewahlt, in dem der [g-lononring abgeschnitten und die Valenz mit Wasserstoff
gesittigt wurde. Aus Vergleichsrechnungen ist bekannt, dafs der Ring die Absorp-
tion um einen konstanten Betrag (56 nm) zu lingeren Wellenlingen verschiebt. 6
Er kann also bei den Rechnungen vernéchlissigt werden, da er auf alle Systeme
einen vergleichbaren Einfluff hat. Die Stickstoff-Lys296 Bindung wurde ebenfalls
gebrochen, und die freien Valenzen wurden durch Wasserstoffatome gesattigt.

Der Modellchromophor besteht nun aus einer Kette mit fiinf Doppelbindun-

gen. Glull3 wurde durch ein Formiatanion ersetzt, das mit seiner freien Car-
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boxylatgruppe mit dem Chromophor in Wechselwirkung tritt. Der Abstand des
Gegenions zum Stickstoff des Chromophors betrug dabei etwa 350 pm, mit ei-
nem Kohlenstoff-Sauerstoffabstand um die 125 bzw. 130 pm. Der Sauerstoff-
Kohlenstoff-Sauerstoff Winkel lag dabei stets um die 125 Grad.

Das bestehende Netzwerk aus Wasserstoffbriicken, das hier fiir die Protonie-
rung des Chromophors sorgt, wurde ebenfalls beriicksichtigt und zwar in der Form
von Thr94 und wat2b. Thr94 wurde dabei vereinfachend durch ein Wassermolekiil
ersetzt und somit das Netzwerk der Wasserstoffbriicken erhalten.

Unter diesen Annahmen wurde ein realitdtsnahes Modell des Retinalchromo-
phors in der Bindungstasche des Rhodopsins entwickelt (Abb. 8). Eine Schwiche
des gewidhlten Modells besteht darin, daf die Chromophore anndhernd planar
sind und deswegen nicht die realen Verhiltnisse im Rhodopsin widerspiegeln.
Die planare Geometrie resultiert aus den MD-Simulationen, die zur Generierung
der Modelle notwendig waren. Da der Retinalchromophor lediglich in Gegenwart
der fiir diese Studie relevanten Aminoséuren und somit aufserhalb seiner natiirli-
chen Umgebung optimiert wurde, fehlt der Einflufl der Bindungstasche, der zur
Verdrillung des Chromophors fiihrt. Da jedoch alle Chromophore dieser Studie
planar sind, wirkt sich der Effekt der nicht vorhandenen Torsion auf die spek-
troskopischen Daten aller Chromophore in gleicher Weise aus. Ein Vergleich der
ermittelten Daten untereinander kann deshalb ohne Probleme erfolgen, lediglich

bei der Betrachtung der absoluten Werte ist Vorsicht geboten.

)

Abbildung 8: Modellchromophor des Systems pSb1 (protonierte Schiff-Base)

Insgesamt wurden sechs verschiedene Modellsysteme erzeugt, welche unterschied-
liche Kombinationen des Chromophors mit Glul13, wat2b und Thr94 représentie-

ren. Die Modelle sind in Tabelle 1 beschrieben. Um Vergleichswerte zu erhalten,
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wurden alle Strukturen auch ohne Gegenion berechnet. Die Anzahl der berechne-
ten Zustinde betrug jeweils sechs. Die Strukturen wurden jedoch auch mit vier
und fiinf Zustdnden berechnet. Die Daten hierzu sind im Anhang zusammen mit
einer Diskussion, welchen Einfluf die Anderung der Zustandszahl nach sich zieht,

zu finden.

Tabelle 1: Abkiirzungen der Modellsysteme mit unterschiedlichem komplexen Gegenionen

Modell Zusammensetzung

pSb freie protonierte Schiff-Base

pSbl pSb mit Formiatanion, wat2b und HoO
pSb2 pSb mit Formiatanion und H2O

pSb3 pSb mit Formiatanion und wat2b

Shi nicht protonierte Sb mit protoniertem Formiat

Sb freie nicht protonierte Schiff-Base

4.1.3 Strukturelle Merkmale der Modelle

Das negativ geladene Gegenion beeinflufst die Elektronenstruktur des Chromo-
phors und somit auch dessen Struktur.6! Der grofite Effekt besteht in der An-
derung der Bindungslidngen (Abb. 9).
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Abbildung 9: Die Bindungslangen des Chromophors in Gegenwart der unterschiedlichen kom-

plexen Gegenionen
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Die deprotonierte Schiff-Base (Sb) weist eine deutliche Bindungsalternanz auf,
mit Doppelbindungen von etwa 137 pm und Einfachbindungsldngen von etwa 144
pm. Wird das protonierte, also neutrale, Gegenion hinzu gesetzt, so kommt es zu
einer geringen Verlangerung der Doppelbindungen und einer ebenfalls schwachen
Verkiirzung der Einfachbindungen. Der Einfluf des Gegenions in seiner neutralen
Form auf die Struktur des ungeladenen Chromophors ist demnach sehr gering.
Bei der freien protonierten Schiff-Base (pSb) fillt hingen auf, daf die Bin-
dungsalternanz stark abgeschwicht ist. Die formalen Einfach- und Doppelbin-
dungen haben angenidhert die gleiche Linge. Der Grund dafiir ist die positive
Ladung, die der Chromophor durch die Protonierung erhélt.
Die positive Ladung wird formal dem Stickstoffatom zugeordnet, kann allerdings
iiber den gesamten Chromophor delokalisiert werden, wie durch die Resonanz-
strukturen in Abb. 10 angedeutet wird.

g, 0
@
_/\@ —/ N\
_ L H=>_/_>_\—NH2H
7\ - / N
E ® \ NH, @—/>_/_>_\\—NH2

Abbildung 10: Resonanzstrukturen des Modellchromophoren

Dadurch resultiert eine Verkiirzung der Einfach- und eine Verldngerung der Dop-
pelbindungen, wodurch letztlich die Unterscheidung zwischen diesen beiden Bin-
dungsformen verhindert und eine Lokalisierung der Doppelbindungen unméglich

wird.62] Die Tatsache das die Alternanz vor allem am Stickstoff sehr gering ist,
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steht im Einklang mit kiirzlich publizierten NMR Daten.3: 64 In den Struktu-
ren pSbl bis pSb3 ist die Schiff-Base protoniert. Man kann also zunéchst davon
ausgehen, dak die positive Ladung auch hier {iber den gesamten Chromophor de-
lokalisiert wird und die Bindungsalternanz stark reduziert ist. Wie Abbildung 9
zeigt, sind die Bindungsléngen dieser Strukturen allerdings in der Realitét sehr
unterschiedlich, weisen also eine deutliche Alternanz auf. Die positive Ladung
scheint demnach nicht iiber den gesamten Chromophor verteilt zu sein, sondern
ist vielmehr graduell am Stickstoffatom lokalisiert, was zu einer deutlichen Aus-
priagung von Einfach- und Doppelbindungen fiihrt. Die ersten drei der in Abbil-
dung 10 dargestellten Resonanzstrukturen erhalten mehr Gewicht, was anhand
der Ladungsverteilung (Abb. 11) in den berechneten Strukturen bestétigt wird.
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Abbildung 11: Die Partialladungen der schweren Atome des Chromophors in den verschiedenen

Modellsystemen

Die Strukturen pSb1 bis pSb3 weisen eine deutlich grofere positive Partialladung
am Stickstoffatom und am Kohlenstoffatom 14 auf, als dies in der freien proto-
nierten Schiff-Base der Fall ist. Hingegen ist die positive Ladung in der freien
protonierten Schiff-Base eher auf den Kohlenstoffatomen 11, 9 und 7 lokalisiert,
also weiter entfernt vom Stickstoffatom. Die Ursache fiir die Ladungsverteilung

in den Strukturen mit Gegenion und die daraus resultierenden Bindungsldngen
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ist im negativ geladenen Gegenion zu sehen, das durch elektrostatische Wechsel-
wirkung die positive Ladung am Stickstoffatom fixiert. Durch das Netzwerk aus
Wasserstoffbriickenbindungen wird die protonierte Schiff-Base mit ihrer Elektro-

nenverteilung zuséitzlich stabilisiert.

4.1.4 Spektroskopische Daten der Modelle

Fiir die beiden Modelle pSb und Sb mit unterschiedlichem komplexem Gegenion
wurden der Grundzustand und die ersten fiinf angeregten Zustinde berechnet. In
Tabelle 2 sind die Energien der verschiedenen Grundzustinde und die spektra-
len Parameter der ersten beiden angeregten Zustinde ebenso angegeben wie die

wichtigsten Konfigurationen, aus denen sich die Zustinde zusammensetzen.

Tabelle 2: CASSCF- und CASPT2- korrigierte Zustandsenergien®, Oszillatorstirken (f)
und die dominierenden Konfigurationen®, Dipolmomente der protonierten und deprotonierten
Modellchromophore mit unterschiedlichem komplexem Gegenion

CASSCF CASPT2
Energie f  Zustand  Energie f  Konfiguration Gewicht I
au au Deb
pSb  -480,2333 So -481,7584 (4a)?(5a)? 80 11,35
2,96 (418) 1,67 Sy 2,39 (519) 1,34 (5a)(6a)! 67 5,80
3,48 (357) 0,04 S 3,01 (412) 0,04 (5a)!(7a)! 14 11,00
(4a)! (6a)! 25
(5a)°(6a)? 26
pSbl  -820,7781 So -823,2769 (4a)%(5a)? 68 9,27
5,10 (243) 1,49 S1 3,18 (390) 0,93 (5a)'(6a)’ 54 18,52
3,77 (329) 0,01 Sa 3,32 (374) 0,01 (5a)!(7a)! 14 9,23
(4a)! (6a)! 18
(5a)°(6a)? 32
pSb2  -744,7270 So -747,0087 (4a)?(5a)? 68 9,81
5,21 (238) 1,63 Si 3,12 (398) 0,98 (5a)!(6a)! 66 19,10
380 (327) 001 S, 334(371) 001 (5a) (7a)! 14 9,83
(4a)t(6a)! 18
(5a)°(6a)? 32
pSb3  -744,7303 So -747,0130 (4a)?(5a)? 75 7,00
5,20 (239) 1,61 S 3,11 (399) 0,96 (5a)!(6a)t 65 14,33
3,70 (335) 0,01 S3 3,25 (382) 0,01 (5a)!(7a)! 15 6,81
(4a)*(6a)* 17
(5a)°(6a)? 32
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Sbl  -668,7016 So  -670,7567 (4a)(5a)? 75 4,04
585 (212) 1,73  Si 3,44 (361) 1,02 (5a)!(6a)" 73 7,08
3,01 (317) 0,00 S, 348 (356) 0,00 (5a)!(7a)! 15 4,03

(4a)! (6a)! 19

(5a)°(6a)? 31
Sb -479,8753 So  -481,3708 (4a)2(5a)? 71 2,10
6,14 (202) 1,52 S, 3,90 (318) 097 (5a)'(6a)! 63 3,65
4,04 (307) 0,00 S 3,62 (342) 0,00 (5a)'(7a)" 15 2,17

(4a)! (6a)! 18

(5a)°(6a)? 29

@ Differenz zwischen Grundzustand und angeregtem Zustand in eV, in Klammern Wert in nm

® Das Gewicht der Konfigurationen in %

Der Grundzustand (Sy-Zustand) wird in allen Strukturen von der (4a)?(5a)?
Konfiguration dominiert. Das heift, die energieniedrigsten Orbitale sind stets dop-
pelt besetzt (closed shell). Fiir den ersten angeregten Zustand, den S;-Zustand
(S, fiir Sb), hat die Konfiguration (5a)!(6a)! das grofte Gewicht, in der ein Elek-
tron aus dem HOMO (5a) in das LUMO (6a) angeregt wird. Das Gewicht dieser
Konfiguration liegt hier zwischen 54 und 73%.

Der zweite angeregte Zustand Sy (S; bei Sb) wird bei den Modellchromopho-
ren durch drei verschiedene Konfigurationen beschrieben. Es handelt sich hierbei
um die HOMO — LUMO+1 (14 - 15%), die HOMO-1 — LUMO (17 - 25%)
Einfachanregungen, und die HOMO — LUMO Zweifachanregung (26 - 32%).

In den nicht protonierten Schiff-Basen Sbl und Sb besitzt der Stickstoff ein
freies nicht bindendes Elektronenpaar (n-Elektronen), dessen Elektronen ebenfalls
angeregt werden konnen. Als Folge davon treten n-7*-Uberginge auf, die in den
experimentellen Spektren meist {iberhaupt nicht oder nur sehr schwach zu erken-
nen sind, da sie zumeist unter der intensiven = —7*-Bande verborgen sind.[6 Um
eine genauere Beschreibung der Modelle der nicht protonierten Schiff-Basen zu
erreichen, wurden fiir diese Modellsysteme noch Rechnungen unter Hinzunahme
des freien Elektronenpaars durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurden die Modelle
mit acht Zustédnden berechnet, wobei das aktive Fenster auf 12 Elektronen und 11
Orbitale erweitert wurde, was einer Beriicksichtigung des freien Elektronenpaares

am Stickstoff entspricht. Die resultierenden Daten sind in Tabelle 3 dargestellt.
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Tabelle 3: CASSCF- und CASPT2- korrigierte Zustandsenergien®, Oszillatorstérken (f), die
dominierenden Konfigurationen® und die Dipolmomente der deprotonierten Modellchromophore

unter Beriicksichtigung des freien Elektronenpaares

CASSCF CASPT?2
Energie f state Energie f Konfiguration = Gewicht  p
au au Deb
Sbln  -668,7013 So -670,7567 (n)?(4a)?(5a)? 75 4,04
5,27 (235) 0,00 n—7* 4,47 (277) 0,00 (n)'(5a)*(6a) 73 3,89
5,87 (211) 1,67 S 3,47 (357) 0,99 (n)?(5a)'(6a)’ 70 7,82
3,90 (318) 0,00 Ss 3,48 (356) 0,00 (n)%(5a)'(7a)t 15 4,03
(n)?(4a)*(6a)* 18
(n)?(5a)°(6a)? 31
Sbn  -820,7781 So -481,3806 (n)?(4a)*(5a)? 68 2,13
4,51 (275) 0,01 n—7* 3,94 (315) 0,00 (n)!'(5a)?(6a)! 74 2,55
6,16 (201) 1,49 S 3,80 (326) 1,02 (n)?(5a)'(6a)t 70 3,94
4,04 (307) 0,01 S1 3,62 (342) 0,01 (n)?(5a)!(7a)t 15 2,22
(n)?(4a)!(6a)* 19
(n)?(5a)°(6a)? 31

@ Differenz zwischen Grundzustand und angeregtem Zustand in eV, in Klammern Wert in nm

b Das Gewicht der Konfigurationen in %

Vergleicht man die Daten fiir die deprotonierten Schiff-Basen mit und ohne n—7*-
Ubergang, so stellt man fest, daf die Unterschiede sehr gering sind. Der HOMO
— LUMO Ubergang wird bei Beriicksichtigung des freien Elektronenpaares um
einige nm verschoben, was aber eher an der Anzahl der Zusténde liegen konnte,
die berechnet wurden. Die Energien fiir simtliche Zusténde verschieben sich nim-
lich leicht, wenn mehr Zusténde berechnet werden (siehe auch Anhang). Bei der
Berechnung des m — m*-Uberganges scheint es keine Rolle zu spielen, ob das freie
Elektronenpaar mit in die Rechnung einbezogen wird oder nicht. Dennoch stellen
die in Tabelle 3 dargestellten Daten eine genauere Beschreibung der deprotonier-
ten Systeme dar. Im folgenden wird deshalb nur auf die Daten der deprotonierten
Schiff-Basen mit n — 7*-Ubergang eingegangen.

In Abbildung 12 sind die Energien des S;- und S)-Zustandes relativ zum
Grundzustand S, in Abhingigkeit vom Gegenion aufgetragen. Der Einfluf des
Gegenions ist deutlich zu erkennen:66: 67 68] die Absorptionsmaxima der pro-
tonierten Schiff-Basen werden um mehr als 100 nm zu kiirzeren Wellenldngen

verschoben, wenn das Gegenion mit in die Rechnung einbezogen wird.
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Abbildung 12: Die Absorptionen der Modellsysteme

Das komplexe Gegenion (pSb1: Glul13, Thr94 und wat2b) sorgt dabei fiir einen
Shift von 120 nm. Werden wat2b oder Thr94 aus dem System entfernt (pSh2,
pSb3), so verschiebt sich das Absorptionsmaximum um 8-9 nm zu lingeren Wel-
lenléngen, da die protonierte Schiff-Base etwas destabilisiert wird. Somit kommt
es zu einer verdnderten Ladungsverteilung im Chromophor, die sich in der leich-

ten Verschiebung von A\, duRert. 35 69, 70]

Bei der deprotonierten Schiff-Base
kommt es zu einer Verschiebung von etwa 20 nm zu lingeren Wellenldngen, wenn
das protonierte Gegenion hinzugesetzt wird. Im Gegensatz zur protonierten Schiff-
Base interagieren hier lediglich zwei Molekiile und nicht zwei Ionen, was zur Folge
hat, daft die Wechselwirkung geringer ist.

Insgesamt verschiebt das Gegenion den Wellenldngenbereich, in dem der Chro-
mophor absorbiert, in den Bereich von 400 bis 340 nm. Der n — 7*-Ubergang wird
ebenfalls vom Gegenion beeinflufit, und zwar kommt es zu einer kurzwelligen Ver-
schiebung von etwa 40 nm.

Der Energieunterschied zwischen dem S;- und S;-Zustand nimmt in Gegen-
wart des Gegenions ab. Im Fall der Sb1l Struktur kommt es zu einer Entartung
der beiden Zustdnde S5 und S5, welche als S; bzw. Sy aufgetragen wurden. In
der freien deprotonierten Schiff-Base (Sb) liegt der verbotene Zustand, der die
zweifache HOMO — LUMO Anregung beinhaltet (57, 342 nm) energetisch unter
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dem erlaubten HOMO — LUMO Ubergang (S5, 326 nm). Der Grund dafiir liegt
in der Invertierung der beiden Zustinde in der CASSCF-Rechnung (Tabelle 3).
Hier kommt es zu einer starken Destabilisierung des HOMO — LUMO Ubergan-
ges im Vergleich zu dem néichsthéher liegenden Zustand (HOMO — LUMO+1;
HOMO-1 — LUMO; doppelte HOMO — LUMO Anregung). Diese Invertierung
wird bei der CASPT2-Rechnung nur teilweise aufgehoben. Bei der Auftragung der
Zustidnde wurde der So- als Si-Zustand bzw. der Si- als Ss-Zustand bezeichnet,
damit ein Vergleich mit den Zustdnden der protonierten Basen gegeben ist.

Eine solche Inversion der Zustidnde laft sich auch im Polyen 1,3,5,7-Octa-
tetraene beobachten.!) Bei diesem Polyen mit vier Doppelbindungen liegt der
verbotene 1Ag—Zustand 15 nm unter dem erlaubten ' B,-Zustand. Die Strukturen
Sb dhneln somit also mehr einem Polyen als einer Schiff-Base.

Wie bereits zuvor beschrieben, sorgt die Einfiihrung eines Gegenions fiir eine
Verdanderung der Struktur, was sich besonders in der Bindungslingenalternanz
ausdriickt. Die Frage, die sich nun stellt, ist die, ob die Verschiebung des Absorp-
tionsmaximums durch die elektrostatische Wechselwirkung zwischen Gegenion
und Chromophor oder durch die Anderung der Bindungslingen verursacht wird.
Aus diesem Grund wurden die unverinderten Strukuren pSbl bis pSb3 und Sbl
ebenfalls ohne Gegenion berechnet. In Tabelle 4 sind die Daten dieser Referenz-

strukturen dargestellt.

Tabelle 4: CASSCF- und CASPT2- korrigierte Zustandsenergien®, Oszillatorstarken (f), Di-
polmomente und die dominierenden Konfigurationen? der Modellchromophore ohne komplexes

Gegenion
CASSCF CASPT2
Energie f state Energie f  Konfiguration Gewicht I
au au Deb
pSbl  -480,2318 So -481,7555 (4a)?(5a)? 81 13,28
ref 3,15 (393) 1,38 S; 245 (506) 1,08 (5a)(6a)l 65 6,04
384 (323) 0,22 S»  3,28(378) 0,19 (5a)}(6a)t 18 10,68
(4a)! (6a)! 25
(5a)?(6a)? 16
pSb2  -480,2272 So  -481,7513 (4a)%(5a)? 81 13,44
ref 3,16 (393) 1,35 51 2,45 (506) 1,05 (5a)'(6a)! 65 6,09
3,85 (322) 0,24 Sa 3,29 (377) 0,21 (5a)!(6a)! 18 10,59
(4a)!(6a)! 24
(5a)"(6a)

2 15
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pSb3  -480,2286 So -481,7537 (4a)?(5a)? 80 13,21
ref 3,00 (401) 1,35 S 2,42 (513) 1,05 (5a)!(6a)! 64 5,72

3,77 (329) 0,24 So 3,22 (385) 0,21 (5a)!(6a)? 19 10,23
(4a)*(6a)* 24
(5a)"(6a)? 15
Sbln -479,8705 So -481,3778 (n)%(4a)?(5a)? 75 2,17
ref 4,32 (287) 0,00 n-—7* 3,77(329) 0,00 (n)!'(5a)?(6a) 74 2,51
6,07 (204) 1,79 Sy 3,61 (344) 1,06 (n)*(5a)'(6a) 73 4,53
3,91 (317) 0,00 S 3,52 (352) 0,00 (n)%(5a)!(7a)! 15 2,28
(n)?(4a)!(6a)t 19
(n)%(5a)°(6a)? 31

¢ Differenz zwischen Grundzustand und angeregtem Zustand in eV, in Klammern Wert in nm

b Das Gewicht der Konfigurationen in %

Die Bedeutung der obigen Daten wird durch Abb. 13 illustriert.

4’0 T T T

AE [eV]

T T T
326
S‘l
342
344 S,
352 _
357 356
382
385
399 |
513
pSb pSh1 pSb2 pSh3 Sb1 sh

Abbildung 13: Die Absorptionen der Modellsysteme mit und ohne Gegenion. Die schwarzen

Balken zeigen die Absorption der Modelle mit, die weifien die der Modelle ohne Gegenion.

Dort sind die HOMO — LUMO Uberginge und die So-Zustinde der Strukturen

mit Gegenion und der Referenzstrukturen gemeinsam aufgetragen. Die weiflen

Balken stehen fiir die Verschiebung des Absorptionsmaximums durch Anderung
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der Struktur, die schwarzen fiir die elektrostatische Wechselwirkung des Chromo-
phors mit dem Gegenion.

Die freie protonierte Schiff-Base zeigt keine Bindungsalternanz (Abb. 9) und
absorbiert bei 519 nm. Als Vergleich dazu sind die Referenzstrukturen pSb1l bis
pSb3 zu sehen, die im Gegensatz zu der pSb Struktur eine deutliche Bindungsalte-
ranz aufweisen. Die Verschiebung des Absorptionsmaximums durch diese struktu-
rellen Verdnderungen betrigt allerdings nur zwischen 6 und 13 nm (weifle Balken).
Der Einfluf der Bindungsalternanz auf die Absorption scheint demnach nicht sehr
stark zu sein, wenn man den nackten Chromophor ohne Gegenion betrachtet.
Im Gegensatz dazu wirkt sich die Wechselwirkung zwischen Chromophor und
Gegenion (schwarze Balken) wesentlich deutlicher auf die Absorption aus. Der
Hauptbeitrag des absoluten hypsochromen Shifts von ca. 110 nm wird demnach
durch elektrostatische Wechselwirkung zwischen dem positiv geladenen Chromo-
phor und dem negativ geladenen Gegenion verursacht. Aus diesem Grund ist der
Einfluk dieser Wechselwirkung auf die Absorption bei den deprotonierten Modell-
systemen (Sb, Sb1l) wesentlich geringer, da es sich hier um ungeladene Molekiile
handelt. Diese Vermutung wird bestitigt, wenn man zuséatzlich die Dipolmomente
der Modelle betrachtet (Abb. 14 und Tabelle 2, 3 und 4).

Abbildung 14: Dipolmomente der Modelle; Moment des So-Zustandes (schwarze Pfeile), Mo-
ment des HOMO-LUMO Uberganges (rote Pfeile); Pfeile weisen vom Zentrum der positiven zum
Zentrum der negativen Ladung; oben: pSb (links), Sb1 (rechts); unten: pSb1 (links), Sb (rechts)

Die Dipolmomente des Grundzustandes sind durch einen schwarzen, die des ers-

ten angeregten Zustandes durch einen roten Pfeil gekennzeichnet. Entgegen der
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Konvention zeigt der Pfeil hier vom positiven zum negativen Ende. Deutlich zu
erkennen ist bei allen Modellen eine Verschiebung der negativen Ladung in Rich-
tung des Stickstoffatoms wiahrend der Anregung. Der Shift ist grofer, wenn die
Schiff-Base protoniert ist, wenn es also zu Wechselwirkung zwischen geladenen
Molekiilen kommt. Im Vergleich dazu ist die Ladungsverschiebung wesentlich ge-
ringer, wenn zwei ungeladene Molekiile miteinander wechselwirken.

Eine Betrachtung der Orbitale der Modelle unterstiitzt diese These weiter.
In Abbildung 15 sind das HOMO und das LUMO einiger Modellchromophore
dargestellt.

Modell HOMO LUMO

pSb

pSbl

Sbl
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Abbildung 15: HOMO (links) und LUMO (rechts) der Modellchromophore pSb, pSb1, Sb1 und
Sb

Zunichst ist bei allen untersuchten Strukturen eine deutliche Verschiebung der
Elektronendichte vom C-terminalen Ende zum Stickstoffatom zu bemerken. Bei
einem Vergleich des HOMOs und des LUMOs der Modellsysteme pSb und pSb1l
fallt auf, daf sich die Orbitale durch die Anwesenheit des Gegenions verdndern.
Die Elektronendichte scheint in dem Modell mit Gegenion nicht mehr soweit vom
Stickstoffatom delokalisiert zu sein, was im Einklang mit der Ladungsverteilung
in Abb. 11 steht. Generell kommt es zu einer Verschiebung der Elektronendich-
te in Richtung des Stickstoffs und des Gegenions. Dasselbe Phinomen zeigt sich
bei den Strukturen pSb2 und pSb3, deren Orbitale in Abb 15 nicht dargestellt
sind. Bei der deprotonierten Schiff-Base wirkt sich die Anwesenheit des proto-
nierten Gegenions nicht so stark auf die Orbitale aus. Es treten keine Ladungen,
sondern lediglich Molekiile in Wechselwirkung. Zwischen den Orbitalen der Mo-
dellchromophore Sb und pSb ist nur ein geringer Unterschied zu erkennen. Die
Elektronendichte scheint bei dem Modellchromophor Sb1 ein wenig stirker am
Stickstoffatom lokalisert zu sein. Generell gilt, dak bei den deprotonierten Schiff-
Basen die Elektronendichte im HOMO vor allem auf den formalen Doppelbin-
dungen fixiert zu sein scheint. Das HOMO &hnelt somit mehr den HOMOs der
protonierten Schiff-Base mit Gegenion.

Den obigen Daten kann man entnehmen, daff der Einfluff der Bindungsalter-
nanz auf einen Chromophor ohne Gegenion nur gering zu sein scheint. Es stellt
sich allerdings die Frage, ob der Einflufl der Alternanz in Gegenwart des Gegenions
grofer ist. Um eine Antwort darauf zu erhalten, wurde der protonierten Schiff-
Base pSb ein Gegenion in vergleichbarem Abstand wie in den Modellchromopho-

ren pSbl bis 3 hinzugesetzt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 5 zusammengefaft.
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Tabelle 5: CASSCF- und CASPT2- korrigierte Zustandsenergien®, Oszillatorstirken (f),
Dipolmomente und die dominierenden Konfigurationen® der Struktur pSb mit hinzugefiigtem
komplexem Gegenion

CASSCF CASPT2
Energie f  state  Energie f  Konfiguration Gewicht 1

au au Deb
pSb  -668,6673 Sy -670,7321 (4a)2(5a)? 73 10,65
geg 472 (263) 1,66 S, 2,75 (450) 097 (5a)(6a)! 64 19,97
3,30 (376) 0,00 Sy 2,98 (416) 0,00 (5a)'(7a)? 15 10,15

(4a)! (6a)! 19

(5a)°(6a)? 29

@ Differenz zwischen Grundzustand und angeregtem Zustand in eV, in Klammern Wert in nm

® Das Gewicht der Konfigurationen in %

Das Gegenion sorgt auch in diesem Fall fiir eine hypsochrome Verschiebung des
Absorptionsmaximums von 519 nm zu 450 nm. Der Shift ist mit 69 nm allerdings
nicht so stark wie bei den iibrigen protonierten Schiff-Basen (ca. 110 nm), die
eine grokere Bindungsalteranz vorweisen. Es scheint demnach, daf der Effekt der
Bindungsalternanz wesentlich grofer ist, wenn das Gegenion mit in die Rechnung
einbezogen wird. Deshalb erfolgt eine weitere Untersuchung dieses Effektes in
Kapitel 4.4. Dort wurden Chromophormodelle mit verschiedenen Methoden opti-
miert, die Strukturen mit unterschiedlich ausgeprigter Bindungsalternanz gene-
rieren.

Im Rahmen der pSb und Sb Modellchromophore wurde des weiteren unter-
sucht, ob die hypsochrome Verschiebung von der Entfernung des Gegenions zum
Chromophor abhéngig ist. Dazu wurde der Abstand des Gegenions in dem Mo-
dellsystem pSbl von 260 pm auf 310 pm vergréfert. Die Ergebnisse fiir diese
Anordnung sind in Tabelle 6 dargestellt.

Der vergroferte Abstand zwischen dem Chromophor und dem Gegenion und
die damit einhergehende Ladungstrennung fiihrt zu einer bathochromen Verschie-
bung der Absorption um 40 nm zu einem \,,,, von 431 nm fiir den HOMO —
LUMO Ubergang. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit Experimenten und Be-

rechnungen, die bereits durchgefiihrt wurden.3%- 67. 70, 72, 73]

Zusatzlich gibt es
Theorien, nach denen sich bei dem Ubergang des Rhodopsins vom Grundzustand

in den Bathozustand das Gegenion ebenfalls weiter vom Stickstoffatom entfernt
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und somit teilweise zu der Verschiebung des Absorptionsmaximums beitragt.[™¥

Die erhaltenen Ergebnisse zeigen also auf, dal mit den gewdhlten Modellsystemen

realitdtsnahe Werte berechnet werden konnen.

Tabelle 6: CASSCF- und CASPT2- korrigierte Zustandsenergien®, Oszillatorstirken (f),
Dipolmomente und die dominierenden Konfigurationen® des Modellchromophors pSb1 mit ver-
andertem Abstand zum komplexen Gegenion

CASSCF CASPT?2
Energie f state  Energie f Konfiguration Gewicht 1
au au Deb
pSbl  -820,7625 So -823,2603 (4a)?(5a)? 76 13,31
ab310 4,77 (260) 1,51 S; 2,88 (431) 091 (5a)!'(6a)! 63 23,34
3,75 (331) 0,01 Sy 3,28 (379) 0,01 (5a)*(7a) 15 13,36
(4a)t(6a)* 16
(5a)°(6a)? 33

¢ Differenz zwischen Grundzustand und angeregtem Zustand in eV, in Klammern Wert in nm

b Das Gewicht der Konfigurationen in %

Betrachtet man die Ergebnisse zusammenfassend, so ist der Einflul des kom-
plexen Gegenions auf die gewidhlten Modellchromophore als sehr stark zu be-
zeichnen. Durch die Gegenwart des negativ geladenen Gegenions kommt es zu
strukturellen Verdinderungen der protonierten Schiff-Base, die sich vor allem in
Anderungen der Bindungslingen widerspiegeln. Zeigen diese normalerweise keine
deutliche Bindungsalternanz infolge der Delokalisierung der positiven Ladung, so
kommt es durch die Wechselwirkung mit dem negativ geladenen Formiation zu
einer Lokalisierung der positiven Ladung. Die Systeme zeigen nun eine deutliche
Bindungsalternanz und &hneln strukturell den deprotonierten Schiff-Basen. Bei
den deprotonierten Schiff-Base kommt es zu keinen deutlichen Verdnderungen
der Chromophorgeometrie in Gegenwart des Gegenions. Die schon vorhandene
Bindungsalternanz wird hier beibehalten, es kommt lediglich zu geringen Verlin-
gerungen der Doppel- und Verkiirzungen der Einfachbindungen.

Die Folge der verianderten Chromophorgeometrie ist eine Anderung der Elek-
tronendichte, die sich in der Lage der Absorptionsmaxima widerspiegelt. In Ge-
genwart des Gegenions kommt es zu einer starken Verschiebung des Absorptions-

maximums (S;-Zustand) der protonierten Schiff-Basen zu kiirzeren Wellenlédngen.
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Diese Verschiebung hat zwei unterschiedliche Ursachen: Ein kleiner Betrag der
Verschiebung wird durch die Anderungen der Chromophorgeometrie verursacht.
Der weitaus grofere Betrag ist allerdings auf die elektronische Wechselwirkung
zwischen Gegenion und Chromophor zuriickzufiihren. Dabei kommt es zu einer
Verschiebung von negativer Ladung in Richtung des Stickstoffatoms, was an den
Anderungen des Dipolmomentes und der Orbitale festgemacht werden konnte.
Der Effekt des Gegenions auf den zweiten angeregten Zustand ist sehr gering.
Hier ist keine Anderung des Dipolmomentes zu beobachten.

Bei den deprotonierten Schiff-Basen sind leicht verdnderte Ergebnisse ermit-
telt worden. Das Absorptionsmaximum verschiebt sich lediglich um 20 nm zu
langeren Wellenlangen. Generell 14t sich feststellen, daf hier die Wechselwir-
kungen mit dem protonierten Gegenion nicht so stark sind, da hier Molekiile
und keine Ionen in Wechselwirkung treten. Dies wird durch die Tatsachen un-
terstrichen, daf sich die Dipolmomente der Sb-Modellsysteme im Gegensatz zu
denen der protonierten Schiff-Basen wesentlich weniger &ndern. Ebenso ist keine
deutliche Veréinderung der an der Anregung beteiligten Orbitale zu beobachten.

Als Ursache des Opsinshifts konnten demnach strukturelle und elektronische
Komponenten identifiziert werden, wobei die Bindungsalternanz bei Modellen mit
Gegenion noch weitere Fragen aufwirft. Deshalb wird dieser Punkt separat unter-
sucht (Kapitel 4.4). Insgesamt konnte allerdings die Anderung des Absorptions-
maximums des Modellchromophors mit unterschiedlichem komplexen Gegenion

zufriedenstellend erklart werden.
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4.2 Der Einfluff der Methylgruppen

4.2.1 Experimentell bekannte Derivate des 11-cis-Retinals

Der im Rhodopsin vorhandene Chromophor 11-cis-Retinal besitzt zwei Methyl-
gruppen an den Positionen 9 und 13 (Wildtyp). In welchem MafRe diese fiir den
Ablauf des Photozyklus von entscheidender Bedeutung sind, ist bisher nicht ein-
deutig geklart. Experimentell wurden bereits verschiedene Analoge des Retinals
dargestellt, bei denen eine Methylgruppe entfernt oder an anderer Stelle eine neue
eingefiihrt wurde. Einige dieser Derivate sind, wie das 11-cis-Retinal selbst, in der
Lage eine stabile Struktur mit Opsin zu bilden. Der Photozyklus dieser Proteine
unterscheidet sich aber teilweise deutlich von dem des nativen Rhodopsins, was
darauf hindeutet, daf die Methylgruppen fiir den Ablauf des Photozyklus von

wesentlicher Bedeutung sind.

Welchen Einflufs die jeweiligen Methylgruppen genau haben, konnte bisher
experimentell nur teilweise gekldrt werden, und eine umfassende theoretische Be-
schreibung der Retinalanalogen ist bislang noch nicht erfolgt. Da eine solche Auf-
schlufs iiber die genauen Wechselwirkungen der Methylgruppen mit der Prote-
inumgebung und den Einfluff der Methylsubstitution auf die Absorption geben
konnte, wurden im Rahmen dieser Arbeit fiinf verschiedene Derivate des 11-cis-
Retinals berechnet.

Die Kristallstrukturen der unterschiedlichen Opsinderivate sind bisher noch
nicht bekannt, allerdings wurden diese teilweise recht gut anhand von NMR-,
IR-, Raman-, UV- und CD-Spektren charakterisiert. Im folgenden werden die
untersuchten Retinalanalogen kurz vorgestellt und ihre wichtigsten experimentell

beobachteten Eigenschaften dargestellt.
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11-cis-13-Demethylretinal 7> 76. 77. 78, 79

11-cis-13-Demethylretinal bildet mit Opsin ein stabiles Protein, welches ein Ab-
sorptionsmaximum von 498 nm besitzt. Dieser Wert deutet darauf hin, daf der
Chromophor dhnlich wie das native 11-cis-Retinal in der Proteintasche gebunden
ist. Die Schlukfolgerung daraus ist, dak es zu keinen grofen strukturellen Ver-
anderungen durch das Fehlen der Methylgruppe an der Position 13 zu kommen

scheint.

Das CD-Spektrum zeigt Banden bei 490, 340 und 280 nm, wobei die Inten-
sitdt der a-Bande bei 490 nm aber im Vergleich zum Wildtyp geringer ist. In
den CD-Spektren des Rhodopsins wird die a-Bande der Kette des Chromophors

49, 80, 81

zugeordnet.| Die Intensitét dieser Bande ist somit in erster Linie ein In-

dikator fiir die Verdrillung innerhalb der Polyenkette.

Im Wildtyp kommt es, aufgrund des Einbaus in die Proteintasche, zu steri-
schen Wechselwirkungen der Methylgruppe am Kohlenstoff C13 mit dem Was-
serstoffatom an der Position 10,75 76: 7. 82] wodurch die C11=C12-Bindung
verdrillt wird. Diese Torsion ist wahrscheinlich fiir die schnelle Isomerisierung
(200 fs) des Wildtyps aus der 11-cis- in die all-trans-Form verantwortlich. 76 83]

Im 11-cis-13-Demethylretinal ist diese Wechselwirkung nicht vorhanden. Der
Chromophor ist anndhernd planar in der C11=C12-Region, was auch mit Hilfe
von Raman-Spektren gezeigt werden konnte.["> 84 Im Spektrum des Wildtyps
lassen sich sogenannte hydrogen-out-of-plane-Schwingungen (HOOP) feststellen.
Dabei handelt es sich um charakteristische Banden, die die Schwingung der Was-
serstoffatome an den Atomen C11 und C12 bezeichnen. Diese deuten auf eine
Verdrillung des Chromophors um die C11=C12-Bindung hin. Diese Schwingun-

gen sind im Spektrum des 11-cis-13-Demethylretinals nicht mehr zu erkennen.
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Abbildung 16: Wechselwirkungen zwischen der Methylgruppe am C;3 und dem Wasserstoffa-
tom am C1g (links), hydrogen-out-of-plane-Schwingung (HOOP) (rechts)

Die Quantenausbeute der Photoreaktion im 11-cis-13-Demethylrhodopsin ist
mit 0,47 deutlich geringer als im Wildtyp (0,67). Auch dauert die vollstdndige
Isomerisierung in den Bathozustand mit 400 fs doppelt so lange wie im Fall des
Wildtyps.[m] Dies unterstiitzt die Theorie, dat die Torsion um die C11=C12
Bindung ein entscheidender Faktor fiir eine schnelle und effiziente Isomerisierung
des Chromophors ist. Ist die Verdrillung nicht so stark ausgepragt, scheint sich

die Geschwindigkeit der Isomerisierug deutlich zu verlangsamen.

11-cis-10-Methylretinal8 86]

11-cis-10-Methylretinal wird im Vergleich zum 11-cis-Retinal nur langsam in das
Opsin eingebaut. Das Absorptionsmaximum des gebildeten Pigments liegt bei 506
nm, was auf eine leicht verdnderte Wechselwirkung oder eine andere Orientierung
des Chromophors in der Bindungstasche hindeutet. Das aus der Literatur®6 be-
kannte CD-Spektrum &hnelt dem des Rhodopsins. Durch die neu eingefiihrte
Methylgruppe scheint es zu sterischen Wechselwirkungen mit der Methylgrup-
pe am Kohlenstoffatom C13 zu kommen, die dadurch wahrscheinlich weiter aus
der Chromophorebene heraus gedreht wird, was mit Hilfe von NMR, Messungen
bestitigt werden konnte.8% Die Verdrillung um die C11—C12-Bindung nimmt

infolgedessen ebenfalls zu.
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Die Quantenausbeute ist mit 0,55 fast so hoch wie im Rhodopsin.!8% Die neu
eingefithrte Methylgruppe hat einen groferen Raumanspruch als der Wasserstoff
und wechselwirkt mit der Proteinumgebung, was moglicherweise die Isomerisie-
rung verlangsamt. Da die C11=C12-Bindung allerdings sehr stark verdrillt ist,
wirkt dies moglicherweise der Wechselwirkung der neu eingefiihrten Methylgrup-
pe entgegen und sorgt dafiir, dafl die Isomerisierung trotzdem noch mit relativ
hoher Ausbeute stattfindet.

Der Bathozustand des 11-cis-10-Methylrhodopsins ist extrem stabil; das glei-
che gilt fiir den Meta I Zustand. Daraus ergibt sich, daf der gesamte Photozyklus
dieses Derivates stark verlangsamt wird und die Aktivierung des Transducin we-

sentlich ldnger dauert als dies im Wildtyp der Fall ist.

11-cis-10-Methyl-13-Demethylretinal (7% 87)

11-cis-10-Methyl-13-Demethylretinal bildet mit Opsin ebenfalls ein Protein, des-
sen Bildung aber im Vergleich zum Wildtyp relativ lange dauert. Das entstandene
Protein ist auferdem thermisch instabil. Das Absorptionsmaximum ist mit 500
- 505 nm schwach bathochrom verschoben, was ebenfalls auf leicht verdnderte
Wechselwirkungen mit den umgebenden Aminosduren oder auf eine abweichende
Orientierung des Chromophors in der Proteintasche hindeutet.

Im 11-cis-13-Demethylretinal kommt es aufgrund der fehlenden Methylgrup-
pe zu einer Planarisierung der C11=C12-Bindung. Durch die Einfiihrung der
Methylgruppe am C10 sollte im 11-cis-10-Methyl-13-Demethylretinal die Verdril-
lung der C11=C12 Bindung wieder hergestellt sein und zwar durch Wechselwir-
kung mit dem Wasserstoff an C13. Im Ramanspektrum lassen sich wieder die zur
C11=C12-Bindung gehérenden HOOP-Schwingungen ausmachen, [ was die Ver-
drillung um die C11=C12-Bindung bestétigt. Durch den Raumanspruch der neu
eingefithrten Methylgruppe kommt es zu weiteren Wechselwirkungen des Chro-

mophors mit der Proteintasche. Eine Folge davon ist eine zusétzliche Verdrillung
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um die C7=C8-Bindung, was anhand einer weiteren HOOP-Schwingung verifi-
ziert werden konnte (7. Das CD-Spektrum des Derivates zeigt zwei Banden bei
490 und 340 nm, wobei die Intensitit der a-Bande grofer ist als im Wildtyp -
offensichtlich ein Ausdruck der stirkeren Verdrillung des Chromophors.

Die Quantenausbeute liegt mit einem Wert von 0,35 noch niedriger als im 11-
cis-13-Demethylrhodopsin.8” Zwar ist hier die Torsion um die C11=C12-Bindung
wieder vorhanden, doch behindert die Methylgruppe an der Position 10 wohl

aufgrund der Wechselwirkung mit der Proteintasche die Isomerisierung.

11-cis-9-Demethylretinal(®8: 89: 90. 91]

Die Bildung des Proteins aus 11-cis-9-Demethylretinal und Opsin erfolgt mit et-
wa derselben Geschwindigkeit wie mit 11-cis-Retinal. Das Absorptionsmaximum
des Proteins ist mit 465 nm allerdings stark hypsochrom verschoben. Man kann
davon ausgehen, dal der Chromophor wegen der fehlenden Methylgruppe eine
andere Orientierung im Protein hat, wodurch er ndher an das Gegenion gelan-
gen kann. Die Folge davon wire eine Verschiebung zu kiirzeren Wellenldngen
aufgrund der stirkeren elektrostatischen Wechselwirkung zwischen Chromophor

84, 91] 4der aber, daR sich eine Tasche bildet, in die sich Wassermo-

und Gegenion
lekiile einlagern konnen.®8 Auch simtliche Intermediate dieses Retinalderivats
absorbieren blau verschoben.

Aufgrund von FTIR- und Raman-Spektren geht man davon aus, daf der Chro-
mophor im Batho-Zustand nicht so stark verdrillt ist wie die analoge Struktur
im Wildtyp.®? Der Meta I Zustand des 11-cis-9-Demethylretinals ist sehr sta-
bil. Das Gleichgewicht, das sich zwischen Meta I und Meta II einstellt, liegt hier
eher auf der Seite von Meta I. Die zu Meta II analogen Strukturen des 11-cis-9-
Demethylretinals weisen ein Gleichgewicht zwischen der normalen deprotonierten

Meta II Form (A4, = 380 nm) und einer protonierten Meta II Form auf (A,



62 KAPITEL 4. ERGEBNISSE

= 480nm). Die Aktivierung des Transducins erfolgt als Konsequenz daraus kaum
oder nur sehr vermindert.!99 91]

CD Spektren dieses Derivats sind in der Literatur nicht beschrieben.

4.2.2 Die Modellsysteme der Retinalanalogen

Von allen vier vorgestellten Analogen wurden Modellchromophore erzeugt, ebenso
von dem nativen 11-cis-Retinal, welches im weiteren als Wildtyp bezeichnet wird.
Wie im vorherigen Kapitel wurde der Chromophor auf fiinf Doppelbindungen
reduziert. Dabei wurden die C6-C7-Bindung und die N-C,,,-Bindung durchtrennt
und die beiden Gruppen jeweils durch ein Wasserstoffatom ersetzt. Das Gegenion

wurde wieder durch ein Formiation ersetzt.

Abbildung 17: Modellchromophor der protonierten Schiff-Base 11-cis-Retinal mit Formiat als

Gegenion.

Alle Strukturen basieren wiederum auf von Sugihara durchgefiihrten QM /MM-
Simulationen. Verwendet wurde hierbei die SCC-DFTB-Methode zusammen mit
einem CHARMM-Kraftfeld. Der QM-Teil der Simulation umfasste den Chromo-
phor und die Aminosduren, die einen starken Einfluf auf Absorption und Struktur
des Chromophors haben: Lys296, Glul13 und Thr94. Zusétzlich wurde noch das
Wassermolekiil wat2b mit in den QM-Teil einbezogen, da dieses Bestandteil des
komplexen Gegenions ist. Von jedem Modellsystem wurden zwei Modellchromo-
phore erzeugt. Bei dem einen handelt es sich um die Durchschnittsstruktur (av).
Hierbei wurde aus der Simulation eine Struktur entnommen, welche den durch-
schnittlichen Bindungslangen und Winkeln entspricht, die wihrend der Simulati-
on beobachtet wurden. Von dem Modellsystem 11-cis-9-Demethylretinal konnte
allerdings keine Durchschnittsstruktur ermittelt werden, denn wéhrend der Simu-
lation wechselte das Proton so hiufig zwischen Chromophor und Gegenion hin

und her, daf es nicht sinnvoll war, eine Durchschnittsstruktur zu definieren.



4.2. DER EINFLUSS DER METHYLGRUPPEN 63

Bei den zweiten Modellen handelt es sich um die geometrieoptimierten Struk-
turen (co). Dabei wurde gegen Ende der MD-Simulation das System durch Ent-
nahme der kinetischen Energie heruntergekiihlt, so daf sich Minimumstrukturen
ergaben. Bei diesen Strukturen handelt es sich deshalb um eine vergleichsweise
realitdtsnahe Beschreibung der Analogen. Fiir die beiden Modellsysteme wurden
die folgenden Abkiirzungen verwendet:

Tabelle 7: Abkiirzungen fiir die Modellsysteme

Abkiirzung Retinalchromophor
wt 11-cis-Retinal (Wildtyp)
13dem 11-cis-13-Demethylretinal
10me 11-cis-10-Methylretinal
10mel3dem | 11-cis-10-Methyl-13-Demethylretinal
9dem 11-cis-9-Demethylretinal

4.2.3 Strukturen der Retinalderivate

Die berechneten Modelle wurden zunéchst auf Besonderheiten ihrer Struktur un-
tersucht. Analysiert wurden sowohl die Bindungsléngen als auch die Torsionswin-
kel der Retinalanalogen, sowohl in den optimierten Strukturen (co) als auch in
den Durchschnittsstrukturen (av).
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Abbildung 18: Die Bindungsléngen der Retinalanalogen
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In Abbildung 18 sind die Bindungsldngen der Strukturen gegen die Position in
der Kette aufgetragen. Auffillig ist, dafl sich die Bindungslingen des Kohlen-
stoffatoms, an das eine Methylgruppe gebunden ist, verkiirzen, falls diese Me-
thylgruppe entfernt wird.92% 9394 Im Gegenzug werden die Bindungen linger,
falls eine Methylgruppe neu eingefiihrt wird. Die Ursache fiir dieses Verhalten ist
die Hyperkonjugation des Kohlenstoffs in der Kette mit der Methylgruppe. Uber
die Bindung wird Elektronendichte von der Methylgruppe in die Kette transfe-
riert, und als Folge davon werden die Bindungen des Kohlenstoffatoms innerhalb
der Kette geschwiicht und somit linger.[%3 Maglich ist allerdings auch, daf der
Verlust an sterischer Abstofung, bei dem Ersatz einer Methylgruppe durch ein
Wasserstoffatom, zu einer Bindungsverkiirzung beitriagt. Generell lassen sich keine
groflen Unterschiede zwischen den Bindungslingen der Durchschnittsstrukturen
und denen der heruntergekiihlten Modellsysteme erkennen. Eine Ausnahme bil-
den die Strukturen des 11-cis-13-Demethylretinals, welche im Bereich des C8- bis
C11-Atoms eine unterschiedliche Bindungsalternanz aufweisen.
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Abbildung 19: Die Torsionswinkel der Retinalanalogen

Abbildung 19 zeigt die Torsionswinkel aller untersuchten Retinalanalogen. Deut-
liche Unterschiede lassen sich vor allem bei den C10-C11=C12-C13-Winkeln, al-
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so bei der Verdrillung um die zentrale Doppelbindung, erkennen. Die Torsion
um diese Doppelbindung hat ihre Ursache in der Wechselwirkung zwischen der
Methylgruppe am C13-Atom und dem Wasserstoff am C10.(75 76: 7 Durch die
Bindung des Retinals an das Opsin scheinen diese starker in Wechselwirkung zu
treten, als dies im freien Retinal der Fall ist. Der Raumbedarf der Methylgruppe
ist dabei so groft, daf der Chromophor verdrillt wird, damit der Abstand zum
Wasserstoffatom gewahrt bleibt. Einen kleinen Torsionswinkel hat demnach das

11-cis-13-Demethylretinal, da hier diese sterische Wechselwirkung eliminiert ist.

Wird allerdings, wie im 11-cis-10-Methyl-13-Demethylretinal, eine zusétzliche
Methylgruppe am C10-Atom eingefiihrt, hat das Derivat einen etwas gréferen
Torsionswinkel als der Wildtyp. Offensichtlich wird die Wechselwirkung wieder-
hergestellt, diesmal zwischen der Methylgruppe am C10- und dem Wasserstoff am
C13-Atom. Zusitzlich scheint es zu weiteren Wechselwirkungen der an der Po-
sition 10 neu eingefiihrten Methylgruppe mit der Proteinumgebung zu kommen,

die fiir eine stirkere Verdrillung sorgen.

Wird keine Methylgruppe entfernt, sondern, wie im 11-cis-10-Methylretinal,
eine weitere Methylgruppe zusitzlich am C10-Atom eingefiihrt, so erreicht der
Torsionswinkel einen maximalen Wert von -27°. Es kommt nun zu Wechselwir-
kungen zwischen den beiden Methylgruppen am C13- und C10-Atom, welche bei-
de einen hohen Raumanspruch haben. Die Folge ist eine noch starkere Verdrillung

des Modellchromophors als im Wildtyp.
Im Fall des 11-cis-9-Demethylretinal ist die Verdrillung um die C11=C12-

Bindung hingegen relativ schwach; dafiir ist die Einfachbindung zwischen dem
C12- und C13-Atom stark verdrillt. Durch das Fehlen der Methylgruppe an der
Position 9 hat der gesamte Chromophor, im Vergleich zu den iibrigen Analogen
und dem Wildtyp, eine scheinbar grofere strukturelle Freiheit. Der Chromophor
kann demnach um die C11=C12-Bindung leicht relaxieren, da eine Torsion um ei-
ne Doppelbindung energetisch sehr ungiinstig ist. Dennoch kann der Chromophor
der Wechselwirkung zwischen der Methylgruppe am C13- und dem Wasserstoff
am C10-Atom ausweichen, indem er um die C12-C13-Bindung verdrillt, wodurch
die Methylgruppe an C13 aus der Ebene herausgedreht wird und sich diese somit
vom Wasserstoffatom an C10 entfernt.

Auch hier lassen sich keine grofsen Unterschiede zwischen den optimierten
und den gemittelten Modellen feststellen. Die Differenzen sind zumeist minimal.

Ausnahme sind auch hier die 13dem Strukturen. Hier weist die 13dem.av Struktur
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im Bereich der Kohlenstoffe C8 bis C10 eine andere Verdrillung auf.
Da die beiden Modellsysteme (co und av) insgesamt gesehen strukturell na-
hezu identisch sind, wird im folgenden zumeist nur noch auf die optimierten (co)

Strukturen eingegangen, da diese das realitdtsnihere Bild darstellen.

i

Abbildung 20: Uberlagerung aller berechneten Modelle (co) (wt = rot, 13dem = blau, 10me =
gelb, 10mel13dem = magenta, 9dem = griin)

Abbildung 20 zeigt die Strukturen aller Modelle (co) im Vergleich. Es ist deutlich
zu erkennen, daf das 11-cis-9-Demethyl-Modell (griin) anders verdrillt ist als die
iibrigen Modellsysteme. Die oben aufgestellten Vermutungen hinsichtlich des C10-
H- und des C13-CHj3-Abstandes zeigen sich hier bestétigt, da die beiden Gruppen
einen grofsen Abstand voneinander einhalten. Mifit man den Torsionswinkel be-
ziiglich der C7=C8- und der C15=N-Bindung, so ergeben sich folgende Werte,
die bestitigen, daf die Gesamtverdrillung der Modellsysteme unterschiedlich ist.

Tabelle 8: Torsionswinkel um die C7=C8- und die C15=N-Bindung der Chromophore (co)

Modellsystem C7=C8...C15=N
11-cis-Retinal (wt) -169,7°
11-cis-13-Demethylretinal -170,7°
11-cis-10-Methylretinal 177,9°
11-cis-10-Methyl-13-Demethylretinal 170,7°
11-cis-9-Demethylretinal -155,3°

Ein anderer Versuch, die Abweichung der Verdrillung von der Wildtypstruktur
darzustellen, ist in Abbildung 21 gezeigt. Hier wurde das 11-cis-Retinal als Re-
ferenzstruktur gewéhlt und die Abweichung der anderen Strukturen (co) im Ver-

gleich dazu aufgetragen. Eine positive Abweichung bedeutet, dal das Derivat
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stiarker als der Wildtyp um die entsprechende Bindung verdrillt ist; eine negative

Abweichung zeigt dagegen eine schwichere Verdrillung an.
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Abbildung 21: Abweichung der Torsionswinkel der Derivate (co) vom Wildtyp (positiver Wert

= grofere Verdrillung, negativer Wert = geringere Torsion)

Anhand von Abbildung 21 ist deutlich zu erkennen, daf das 11-cis-9-Demethyl-
Derivat deutlich weniger um die Doppelbindungen verdrillt ist als der Wildtyp.
Dafiir ist die C12-C13-Bindung umso starker verdrillt. Das 11-cis-10-Methyl- und
das 11-cis-10-Methyl-13-Demethylretinal sind zwar in der Region vom C10- bis
zum Cl4-Atom stérker tordiert, doch kommt es zu einer starken Relaxation im
Bereich der Atome C7 bis C10. Dies wirkt der starken Torsion entgegen und hat
zur Folge, dafk die Chromophore von C7 bis N nahezu planar erscheinen.

Die Strukturen unterscheiden sich also im wesentlichen in ihren Torsionswin-
keln voneinander. Vom Bathorhodopsin (Kapitel 4.3) ist bekannt, dak eine Tor-
sion um eine Doppelbindung zu einer bathochromen Verschiebung des Absorpti-

60, 95

onsmaximums fiihrt. Diese Tatsache hilft, die im Folgenden dargestellten

spektroskopischen Daten der Retinalderivate besser zu verstehen.



68 KAPITEL 4. ERGEBNISSE

4.2.4 Spektroskopische Daten der Retinalderivate

Von allen Modellen wurden der Grundzustand und die ersten fiinf angeregten
Zustande sowohl die Rotationsstiarken berechnet. Die ermittelten Daten und die
wichtigsten Konfigurationen des Grundzustandes und der ersten beiden Zustidnde
sind in Tabelle 9 aufgelistet.

Tabelle 9: CASSCF- und CASPT2- korrigierte Zustandsenergien®, Oszillator (f)- und Rotationsstirken (R)
und die dominierenden Konfigurationen® der Modellchromophore der Retinalanalogen

CASSCF CASPT2
Energie f R state Energie f R Konfig. Gewicht
au au
wt.av -668,6032 So -670,6915 (4a)%(5a)? 74
4,88 (254) 1,49 0,379 S1 2,83(438) 0,87 0,656 (5a)!(6a)! 63
3,48 (356) 0,00 -0,002 S, 3,09 (401) 0,00 -0,003 (5a)'(7a)! 15
(4a)*(6a)?! 18
(5a)°(6a)? 29
wt.co -668,6683 So -670,7365 (4a)?(5a)? 74
4,99 (248) 1,56 0,379 S1 2,86 (434) 0,89 0,656  (5a)!(6a)! 66
3,49 (356) 0,00 -0,002 Sy 3,10 (400) 0,00 -0,002 (5a)'(7a)! 15
(4a)t (6a)t 18
(5a)%(6a)? 30
13dem.av -629,6225 So -631,5515 (4a)?(5a)? 73
5,14 (241) 1,54 0,217  So 2,97 (418) 0,89 0,373  (5a)'(6a)* 66
3,47 (358) 0,00 -0,001 Ss 3,10 (399) 0,00 -0,001 (5a)!(7a)! 15
(4a)t (6a)t 17
(5a)%(6a)? 30
13dem.co -629,6303 So -631,5552 (4a)2(5a)? 73
5,05 (246) 1,52 0,194 S3 2,97 (418) 0,89 0,328  (5a)!(6a)’ 64
3,45 (359) 0,00 -0,0001 Sy, 3,10 (399) 0,00 -0,002 (5a)'(7a)! 15
(4a)'(6a)? 18
(5a)°(6a)? 30
10me.av -707,6835 S0 -709,9024 (4a)?(5a)? 74
494 (251) 1,32 0,518 S 2,81 (441) 0,75 0,912  (5a)'(6a)! 63
3,49 (355) 0,00 0,000 S3 3,05 (407) 0,00 0,000 (5a)(7a)t 14
(4a)* (6a)t 18
(5a)°(6a)? 30
10me.co -707,6950 So -709,9120 (4a)?(5a)? 74
4,99 (249) 1,38 0,551 S1 2,77 (448) 0,77 0,993  (5a)'(6a)! 66
3,45 (359) 0,00 0,000 S 3,01 (412) 0,00 0,000 (5a)'(7a)! 14
(4a)'(6a)! 19
(5a)%(6a)? 30
10mel3dem.av  -668,6488 So -670,7252 (4a)?(5a)? 74
5,16 (240) 1,49 0,464 S3 2,94 (422) 0,85 0,819 (5a)(6a)t 66
3,51 (354) 0,00 0,001 Sy 3,10 (400) 0,00 0,001  (5a)'(7a)! 14
(4a)! (6a)t 18
)" (6a)

(5a)°(6a)? 30
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10mel3dem.co  -668,6594 So -670,7308 (4a)?(5a)? 74
5,00 (248) 1,45 0,473 S1 2,89 (430) 0,84 0,822  (5a)'(6a)! 65

3,40 (365) 0,00 0,001 S2 3,03 (410) 0,00 0,001  (5a)!(7a)! 15

(4a)'(6a)? 19

(5a)°(6a)? 30

9dem.co -629,6290 So -631,5549 (4a)?(5a)? 75
5,15 (241) 1,55 0,438 S1 3,02 (410) 0,91 0,745  (5a)'(6a)! 67

3,60 (345) 0,00 -0,002 S»  3,22(386) 0,00 -0,002 (5a)'(7a)! 15

(4a)*(6a)? 18

(5a)°(6a)? 30

@ Differenz zwischen Grundzustand und angeregtem Zustand in eV, in Klammern Wert in nm

b Das Gewicht der Konfigurationen in %

Der Sy Zustand wird bei allen Modellen von der Grundzustandskonfiguration
(4a)?(5a)? dominiert. Diese Konfiguration hat den gréften Anteil (73-75%) an
der Beschreibung des Zustandes. Der erste angeregte Zustand S; wird bei den
meisten Modellen durch die (5a)!(6a)! Konfiguration beschrieben. Dies entspricht
dem Ubergang eines Elektrons aus dem HOMO in das LUMO. Das Gewicht
dieser Konfiguration liegt hierbei zwischen 63 und 67%. Der zweite angeregte
Zustand setzt sich aus drei verschiedenen Konfigurationen zusammen, nadmlich
dem Ubergang aus dem HOMO in das LUMO+1, aus dem HOMO-1 in das LUMO
und der zweifachen Anregung der Elektronen aus dem HOMO in das LUMO,
welches als Folge dessen doppelt besetzt ist.

Betrachtet man die Werte fiir die Absorptionen, so unterscheiden sich die
Daten fiir die Durchschnittsstrukturen und die optimierten Chromophore kaum.
Bei den Rotationsstirken ergeben sich hingegen teilweise deutlich grofere Unter-
schiede. Diese betreffen vor allem die Struktur 11-cis-13-Demethylretinal, bei der
sich die Strukturen .av und .co in ihren Torsionswinkeln im dem Stickstoffatom
abgewandten Bereich deutlich unterscheiden.

Bei dem folgenden Vergleich der Daten mit den experimentellen Werten und
denen aus der Literatur wurden nur die Daten der optimierten Strukturen be-
riicksichtigt, da diese der Realitit niher kommen. Um einen besseren Uberblick
zu erhalten, sind die berechneten Absorptionen und Rotationsstirken gemeinsam
mit den experimetell ermittelten und den Literaturdaten in Tabelle 10 dargestellt.

Die als experimentell bezeichneten Daten wurden im Arbeitskreis ermittelt.?6)

Die Werte fiir die Absorption unterscheiden sich nicht von den Daten aus der
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Literatur, was fiir die Verldsslichkeit der Messungen spricht.

Fiir die Rotationsstédrken liefsen sich keine expliziten Daten in der Literatur
finden. Die hier angegebenen Werte sind graphisch aus Spektren entnommen. Da-
bei wurde der gefundene Wert fiir den Wildtyp mit dem berechneten Wert fiir
wt.co gleichgesetzt und die experimentellen Werte fiir die iibrigen Retinalderivate
darauf normiert. Es werden demnach nur die Verhiltnisse der Rotationsstérken
der einzelnen Strukturen verglichen und nicht die absoluten Werte. Ein Vergleich
der absoluten Werte wiirde keine Aussage zulassen, da hier lediglich ein Fragment
des tatsdchlichen Chromophors berechnet wurde. Fiir die experimentellen Daten
konnten zwar die genauen Rotationsstirken ermittelt werden, doch wurden diese

ebenso wie die Literaturdaten normiert.

Tabelle 10: Vergleich der berechneten Daten mit denen aus Experiment und Literatur

CASPT2 Literatur experimentell
Amag R Amaz R Amag R
nm au nm au nm au
wt.co 434 0,656 498 0,656 498 0,656
13dem.co 418 0,328 498 0,287 499 0,314
10me.co 448 0,993 506 0,656 - -
10mel3dem.co 430 0,822 | 500/505 1,394 - -
9dem.co 410 0,745 465 - 464 0,657

Die berechneten Absorptionen stimmen tendenziell recht gut mit den experi-
mentell ermittelten Daten und denen aus der Literatur iiberein (Abb. 22). Die
11-cis-9-Demethyl-Struktur weist sowohl im Experiment als auch in der Rech-
nung eine deutliche hypsochrome Verschiebung auf. Aufgrund der Experimente
geht man davon aus, daf die Ursache fiir diese Verschiebung die verminderte Ent-
fernung zwischen dem Chromophor und dem Gegenion ist; entweder eine Folge
des Wegfalls der Methylgruppe®!l oder weil sich Wasser in der gebildeten Tasche
anlagert.’8® Bei den gewihlten Modellsystemen hat das Gegenion im 11-cis-9-
Demethylretinal allerdings den gleichen Abstand zum Chromophor wie in den
anderen Retinalanalogen (260 pm), was diese Vermutung als alleinige Ursache fiir
das verdnderte Absorptionsmaximum des Modellchromophors fraglich erscheinen
laRt. Dennoch kann dieses Ergebnis einen verinderten Abstand zum Gegenion
als Ursache im realen Protein nicht ausschliefen, denn die experimentell gefunde-

ne Verschiebung betragt 33 nm, gegeniiber einem berechneten Wert von 24 nm.
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Demnach konnte ein Teil der hypsochromen Verschiebung von strukturellen Ge-
gebenheiten herriihren und ein anderer von der reduzierten Entfernung zwischen
Gegenion und Chromophor. Daraus wiirde folgen, daf die starke Verdrillung des
Chromophors um die C12-C13-Bindung und die Relaxation der Doppelbindungen
die Hauptursachen fiir den starken hypsochromen Shift sind.
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Abbildung 22: Vergleich zwischen den berechneten (rechts) und den in der Literatur gefun-
denen experimentellen Verschiebungen (links) des Absorptionsmaximums der fiinf berechneten

Modellchromophore (co)

Abbildung 22 zeigt, dall von allen Analogen das 11-cis-10-Methylretinal sowohl
experimentell als auch theoretisch am langwelligsten absorbiert. Die experimentell
gefundene Verschiebung von 8 nm wird von der Tendenz her durch die Rechnun-
gen bestitigt; allerdings ist der berechnete Wert mit 14 nm fast doppelt so groft
wie der experimentell ermittelte. Die Ursache der bathochromen Verschiebung
scheint die stirkere Verdrillung der Bindungen im Bereich C10 bis C13 zu sein;
vor allem die im Vergleich zum Rhodopsin stirkere Torsion um die C11=C12-
Bindung tragt wahrscheinlich in hohem Mafe dazu bei. Wie in Abbildung 21
dargestellt wurde, ist die Torsion um diese Bindung bei dem Modellchromopho-

ren des 11-cis-10-Methylretinal wesentlich starker als bei dem Chromophor des



72 KAPITEL 4. ERGEBNISSE

Wildtyps.

Fiir die 11-cis-10-Methyl-13-Demethylretinal-Struktur finden sich experimen-
telle Werte zwischen 500 und 505 nm. Das Absorptionsmaximum liegt demnach
nah an dem des Wildtyps. Der berechnete Wert liegt mit 430 nm auch nah an dem
des Wildtyps (434 nm) und ist leicht blau verschoben. Zwar weisen diese Wer-
te auf einen Trend hin, der dem Experiment entgegen gerichtet zu sein scheint,
doch sollte die berechnete Differenz von 1-5 nm nicht iiberbewertet werden. Der
berechnete Wert ist durchaus noch als mit dem Experiment iibereinstimmend zu
sehen. Bei der 11-cis-10-Methyl-13-Demethylretinal-Struktur sind die C10-C11-,
C11=C12- und C13=C14-Bindung etwas stirker tordiert als im Wildtyp, aber
weniger stark als im 11-cis-10-Methylretinal. Die Torsion um die Doppelbindung
reicht hier noch nicht aus, um das Absorptionsmaximum zu lingeren Wellenlén-
gen zu verschieben, da alle anderen Bindungen wesentlich weniger verdrillt sind
als im nativen 11-cis-Retinal. Die beiden Effekte wirken einander entgegen, und
als Resultat absorbiert der Modellchromophor des Derivates trotz unterschiedli-
cher Geometrie dhnlich wie der des Wildtyps.

Der berechnete Wert fiir das 11-cis-13-Demethylretinal ist mit einem hypso-
chromen Shift von 16 nm deutlich héher als der experimentelle Wert von 1-2
nm. Hier beobachtet man zum ersten Mal eine deutliche Diskrepanz zwischen
Experiment und berechneten Daten. Ein Shift von 16 nm ist zu grof, als daf er
als Ungenauigkeit (wie im Falle des 11-cis-10-Methyl-13-Demethylretinals) ausge-
legt werden kann. Um die Ursache dieser Verschiebung genauer zu untersuchen,
wurde der Chromophor des Wildtyps an der Position 13 demethyliert und die
Absorption dieses Modells (wt13dem) als Referenz berechnet.

Tabelle 11: CASSCF- und CASPT2- korrigierte Zustandsenergien®, Oszillator- (f) und Rotationsstirken
(R) und die dominierenden Konfigurationen® des demethylierten Wildtyp-Modellchromophors

CASSCF CASPT2

Energie f R state Energie f R Konfig. Gewicht
au au

wtl3dem.co  -629,6279 So -631,5525 (4a)?(5a)? 73
5,05 (245) 1,47 0,355 S, 3,01 (412) 0,87 0,594  (5a)!(6a)! 63
3,49 (355) 0,01 -0,002 Ss 3,10 (400) 0,00 -0,001 (5a)!(7a)! 15
(4a)*(6a)! 17
(5a)°(6a)? 31

¢ Differenz zwischen Grundzustand und angeregtem Zustand in eV, in Klammern Wert in nm

® Das Gewicht der Konfigurationen in %
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Wie aus Tabelle 11 ersichtlich ist, tritt das Absorptionsmaximum der Struktur
wtl3dem.co mit 412 nm noch stérker hypsochrom verschoben auf als das des 11-
cis-13-Demethylretinal-Derivates. Eine Demethylierung an der Position 13 sorgt
demnach fiir einen hypsochromen Shift in der gleichen Grofenordung wie beim 11-
cis-9-Demethylretinal, bei dem eine Demethylierung der Position 9 vorgenommen
wurde. Nach den Rechnungen ist es demnach nicht von Bedeutung, an welcher
Position die Methylgruppe entfernt wird. Wichtig scheint lediglich die Wechsel-
wirkung mit der Proteinumgebung und die damit einhergehenden strukturellen
Veréinderungen zu sein. In der 11-cis-13-Demethyl-Struktur wird die Demethylie-
rung offensichtlich durch solche kompensiert, was zu einer Verschiebung von nur
noch 16 nm im Vergleich zu 22 nm (wt13dem.co) fiihrt.

Eine der Ursachen dafiir kann die etwas verringerte Bindungsalternanz der 11-
cis-13-Demethyl-Struktur im Vergleich zum Wildtyp sein. Rechnungen an Model-
len mit unterschiedlicher Alternanz der Bindungslingen haben gezeigt, daf das
Absorptionsmaximum zu lingeren Wellenldngen verschoben wird, wenn die Al-
ternanz abnimmt (Kapitel 4.4). Ein anderer Grund konnte die etwas stirkere
Verdrillung der C9=C10- und C13=C14-Doppelbindungen sein, die dafiir sorgen,
dak der 11-cis-13-Demethylretinal-Chromophor im Vergleich zum wt13dem.co et-

was rot verschoben absorbiert.

Die Orbitale der Strukturen sind in Abbildung 23 dargestellt. Die Orbita-
le der Derivate unterscheiden sich nicht signifikant voneinander. Beim 11-cis-9-
Demethylretinal fillt allerdings auf, daf hier die Elektronendichte am C9-Atom
im Vergleich zu den anderen Strukturen geringer ist. Durch den Wegfall der Me-
thylgruppe kann keine zusétzliche Elektronendichte von der Methylgruppe in die

Kette des Chromophors geschoben werden.

Bei einer Demethylierung an Position 13 ist dieser Effekt nicht so stark aus-
geprigt. Der Grund dafiir ist das Gegenion, welches einen starken Einflufl auf die
Elektronendichte in diesem Teil des Molekiils ausiibt. Das Gegenion bewirkt, daf
die Elektronendichte weg vom C13-Atom und hin zum Stickstoff gezogen wird.
Der induktive Effekt der Methylgruppe am C13-Atom, der die Elektronendichte
am C13-Atom stabilisieren wiirde, scheint deswegen nicht von so grofer Bedeu-
tung zu sein. Fillt diese weg, so kommt es zu keiner nennenswerten Anderung
der Elektronendichte im Bereich C13 bis C15.
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Modell HOMO LUMO
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Abbildung 23: HOMO (links) und LUMO (rechts) der Modellsysteme
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Wird eine zusétzliche Methylgruppe an dem Kohlenstoffatom 10 eingefiihrt, so
wird die Elektronendichte im Bereich der C9- bis C11-Atome erhoht, was sich an
den Orbitalen ablesen ldft. Diese zeigen ein im Vergleich zu den anderen Struk-
turen leicht vergrofertes Orbital an den Atomen C9 bis C11; erneut Ausdruck
der Elektronendichte, die von der Methylgruppe in die Kette des Chromophors
geschoben wird.

In Abbildung 24 sind die berechneten Rotationsstirken der Modelle zusam-
men mit den experimentellen und den aus der Literatur entnommenen Werten

aufgetragen. Es fillt auf, dak alle Rotationsstirken positiv sind, was auf eine

positive Verdrillung der Kette hindeutet. 0
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Abbildung 24: Die berechneten, experimentellen und in der Literatur gefundenen Daten fiir

die Rotationsstidrken der Retinalanalogen

Die Rotationsstiarken der berechneten Modelle stimmen im Allgemeinen gut mit
den experimentellen Werten und denen aus der Literatur iiberein. 11-cis-13-
Demethylretinal weist eine geringere Rotationsstéirke als der Wildtyp auf. Durch
den Wegfall der Methylgruppe am C13-Atom kommt es zu keinen Wechselwir-

kungen mehr mit dem Wasserstoffatom an der Position 10. Als Folge davon ist
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der Chromophor nicht mehr so stark verdrillt wie im Wildtyp, und das Ergebnis

ist eine geringere Rotationsstarke.

Im Gegensatz dazu weist das 11-cis-10-Methyl-13-Demethylretinal sowohl ge-
mak der Literatur als auch bei den Berechnungen eine weitaus grofere Rota-
tionsstirke auf als der Wildtyp. Der Chromophor ist wesentlich starker verdrillt,
was auf die neu eingefiihrte Methylgruppe an Position 10 zuriickzufiihren ist. Zu
dieser Torsion tragen nicht nur die intermolekularen sterischen Wechselwirkungen
bei, sondern wahrscheinlich ist die Proteinumgebung in hohem Mafe mit an der
Torsion beteiligt. Die Methylgruppe tritt in Wechselwirkung mit der Tasche, was

zu einer grofleren Torsion im Vergleich zum Wildtyp fiihrt.

Eine Diskrepanz zwischen Experiment und Rechnung ergibt sich fiir das 11-
cis-10-Methylderivat. Hier finden sich experimentell dieselben Daten fiir die Ro-
tationsstirke wie fiir den Wildtyp; die berechneten Daten stehen im Widerspruch
dazu. In diesem Fall sollte man den theoretischen Daten stirker vertrauen als dem
Experiment, denn es erscheint eher unwahrscheinlich, daf eine so stark verdrillte
Struktur wie das 11-cis-10-Methylretinal eine dhnliche Rotationsstidrke hat wie
der Wildtyp. Vielmehr ist es wahrscheinlich, dafs der berechnete Wert zutrifft,
demzufolge hétte die Bande des 10-Methylretinal ungefdhr die 1,5 fache Inten-
sitit der Bande des Wildtyps hat. Leider konnte diese Verbindung in unserem
Arbeitskreis nicht vermessen werden, so daf keine weiteren Daten zum Vergleich

zur Verfiigung stehen.

Das 11-cis-9-Demethylretinal zeigt experimentell eine etwas hohere Rotati-
onsstirke als der Wildtyp. Die Abweichung ist allerdings nicht sehr grof, so daf
man auch hier von einer Bestidtigung der Daten durch das Experiment ausge-
hen kann. Im Vergleich zum Wildtyp sind die Doppelbindungen des 11-cis-9-
Demethylretinals wesentlich weniger verdrillt, da die fehlende Methylgruppe dem
Chromophor grofere strukturelle Freiheit in der Proteintasche erlaubt. Dafiir er-
folgt eine stérkere Torsion um die Einfachbindungen. Das Ergebnis ist eine Struk-
tur, welche zwar relativ unverdrillt in Bezug auf die Doppelbindungen ist, durch
die energetisch giinstigere Torsion um Einfachbindungen dennoch eine &hnliche

Verdrillung wie das 11-cis-Retinal aufweist.

Zusammenfassend 14t sich sagen, dak die simulierten Strukturen den tatsich-
lichen Verhéltnissen in den Retinalderivaten wahrscheinlich recht nahe kommen,
da die Ubereinstimmungen mit dem Experiment groRtenteils sehr gut sind. Es

ist somit gelungen, die Derivate zu simulieren und den Ursachen der Verschie-
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bung auf die Spur zu kommen. Die batho- und hypsochromen Verschiebungen
der jeweiligen Derivate konnen in erster Linie auf strukturelle Unterschiede in
den Modellsystemen zuriickgefiihrt werden. Die elektrostatische Wechselwirkung
als Resultat eines verdnderten Abstandes zwischen Chromophor und Gegenion
wurde bei den Untersuchungen ausgeklammert, da die Modellsysteme alle einen
vergleichbaren Abstand zwischen dem Retinal und dem Formiation aufweisen.
Ein kleiner Beitrag zur Verschiebung des Absorptionsmaximums wird durch die
unterschiedliche Bindungsalternanz geleistet (Kapitel 4.4). Ist diese schwicher,
wie im Fall der 11-cis-13-Demethylretinal-Strukturen, so verschiebt sich das A4,
zu kiirzeren Wellenldngen. Bei den meisten hier untersuchten Modellchromopho-
ren war die Bindungsldangenalternanz allerding recht dhnlich, weshalb als Haupt-
ursache fiir die Verschiebung ein anderes strukturelles Merkmal zu sehen ist.
Die wesentlichen Unterschiede der Modelle sind die Torsionswinkel, die demnach
auch die Hauptursache der verschobenen Absorptionsmaxima darstellen. Vor al-
lem die Torsion um die zentrale C11=C12-Bindung trigt in hohem Mafe zu einer
Verschiebung bei. Wird diese stirker verdrillt, so kommt es zu einem bathochro-
men Shift (11-cis-10-Methylretinal). Umgekehrt scheint es zu einer hypsochromen
Verschiebung zu kommen, falls die Torsion um diese Bindung im Vergleich zum
Wildtyp geschwicht wird (11-cis-9-Demethylretinal). Diese Beobachtung &t sich
generell auf die anderen Doppelbindungen iibertragen, wie man am Fall der 11-cis-
10-Methyl-13-Demetyhlretinal-Struktur erkennen kann. Jedoch scheint der Effekt
bei den iibrigen Doppelbindungen nicht ganz so stark ausgeprigt zu sein wie bei
der C11=C12-Bindung.
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4.3 Bathorhodopsin

4.3.1 Das erste stabile Photointermediat des Rhodopsins

Die Belichtung des Rhodopsins setzt eine komplexe Reaktionssequenz in Gang, die
bereits in Kapitel 1.2 ausfiihrlich beschrieben wurde. Durch die Absorption eines
Photons isomerisiert das 11-cis-Retinal in die all-trans Form und bildet innerhalb
von 200 fs zunéchst das Photorhodopsin. Dieses ist allerdings nicht stabil, sondern
geht innnerhalb von 5 psm in Bathorhodopsin iiber, das erste thermisch stabile
Photoprodukt des Rhodopsins.[®” Dieses ist bei Temperaturen von etwa -140°C
stabil und kann bei diesen Temperaturen auch isoliert werden. Bathorhodopsin
liegt stets im Gleichgewicht mit dem blau verschobenen Intermediat (BSI) vor,

wobei der Anteil des BSI mit der Erhéhung der Temperatur zunimmt.[98 99

Abbildung 25: Modell des nativen all-trans-Retinal

Die Charakterisierung des Bathozustandes gelang experimentell bereits mit Hil-
fe unterschiedlicher spektroskopischer Methoden (UV, IR, Raman, NMR, CD)
[95, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106] 1 yyletzt auch kristallographisch.107 Alle Me-
thoden liefern anndhernd iibereinstimmende Daten fiir den Chromophor und die
ihn umgebende Proteintasche.

Beim Ubergang vom Grund- in den Bathozustand sind die Anderungen in der
Proteinumgebung des Chromophors relativ gering. Die Proteinumgebung in der
Nihe des Stickstoffatoms der Schiff-Base #indert sich beim Ubergang vom Photo-
zum Bathorhodopsin beispielsweise iiberhaupt nicht.198 Erst beim Ubergang des
Batho- in den Lumizustand reagiert die Proteinumgebung auf die verinderte
Chromophorgeometriel109: 110 111, 112l y1,q eg kommt zu strukturellen Anderun-

gen.
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Im Gegensatz dazu ist die Struktur des Chromophors im Bathozustand, im
Vergleich zum Dunkelzustand des Proteins, deutlich verdndert, eine Folge der
verdnderten Konfiguration um die C11-C12-Bindung. Viele Anzeichen in den ex-
perimentellen Spektren deuten darauf hin, dat der Chromophor stark verdrillt ist.
Besonders auffillig erscheint, daf offensichtlich vor allem die Doppelbindungen
verdrillt sind, wihrend die Einfachbindungen nahezu planar sind.

Im Bathozustand sind ca 63 % der Energie eines Photons gespeichert, was
bei 500 nm einer Energie von etwa 35 kcal /mol110: 113, 114, 115, 116] entspricht.
Die Energie, die im System gespeichert ist, wird in den folgenden Schritten des
Photozyklus wieder abgegeben. Der Bathozustand ist demnach eine entscheidende
Zwischenstufe in der Sehkaskade.

Ein geringer Teil der Energie wird dabei in Form elektrostatischer Energie
gespeichert, und zwar durch Ladungstrennung zwischen der protonierten Schiff-
Base des Retinals und dem negativ geladenen Gegenion Glu113.193: U7 Durch
die Isomerisierung des Chromophors von der 11-cis in die all-trans Form kénnte
der Chromophor seine Entfernung zum Glull3 vergrofern, was die Speicherung
der Energie moglich machen wiirde.

Das CD-Spektrum des Bathorhodopsins zeigt im Gegensatz zum Dunkelzu-
stand eine negative a-Bande.118 Diese Tatsache liRt darauf schlieRen, daf sich
die Torsion innerhalb der Kette als Folge der Isomerisierung deutlich geéindert ha-
ben muk;8Y vielleicht hat sie sich sogar umgekehrt. Zeigt das 11-cis-Retinal eine
positive Bande, so sollte das all-trans-Retinal aufgrund seiner negativen Bande
eine andere Verdrillung als der Grundzustand haben. Vor allem die Torsion am
C12-Atom sollte demnach unterschiedlich sein, da dessen Bindungen als Verursa-
cher der a-Bande angesehen werden.80: 81, 119]

Der Hauptanteil der Energie des einfallenden Photons wird allerdings dadurch
gespeichert, daf die Doppelbindungen des Retinalchromophors extrem verdrillt
sind.[89: 106, 115, 120, 121, 122] 5o, Chromophor liegt somit in einer energetisch sehr
hoch liegenden Konformation vor.

Da sich die experimentelle Charakterisierung aufgrund der Reaktionsbedin-
gungen teilweise als sehr schwierig erweist, ist es umso wichtiger, den Bathozu-
stand theoretisch zu beschreiben. In dieser Arbeit wurden verschiedene Modelle
des Bathozustandes des Wildtyps und der bereits bekannten Retinalderivate be-
rechnet. Die Berechnung der Derivate ist besonders interessant, da man davon

ausgeht, dafl die Torsion des Bathozustandes durch die Wechselwirkungen der
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Methylgruppen am C9- und C13-Atom mit der Proteinumgebung hervorgerufen
wird.123) Durch die Berechnung der an der Position 9 und 13 demethylierten

Modellsysteme kann diese Theorie gepriift werden.

4.3.2 Derivate des Bathorhodopsin

Mit Hilfe von QM /MM-Simulationen wurden Bathorhodopsinstrukturen der Re-
tinalanalogen all-trans-13-Demethyl-, all-trans-10-Methyl-, all-trans-10-Methyl-
13-Demethyl- und all-trans-9-Demethylretinal erzeugt. Da dieses Vorgehen be-
reits bei dem Rhodopsin selbst zu recht guten Ergebnissen gefiihrt hatte, kann
man davon ausgehen, dafl auch die Bathostrukturen ein realitdtsnahes Bild zei-
gen. Der Bathozustand des nativen Systems ist in der Literatur ausfiihrlich be-
schrieben und charakterisiert. Von den Bathostrukturen der Derivate ist teilweise
lediglich deren Existenz bewiesen; Absorptionsmaxima und Rotationsstirken sind
weitgehend unbekannt. Im Arbeitskreis wurden die Bathozustdnde von all-trans-
13-Demethyl- und all-trans-9-Demethylrhodopsin untersucht, so daf zu diesen
Analogen somit Absorptionsmaxima und Rotationsstirken bekannt sind.

Von den Derivaten sind folgende Fakten aus der Literatur zugénglich:

e all-trans-13-Demethylretinal: Der Bathozustand wird im Vergleich zum na-
tiven System schneller gebildet, er ist allerdings nicht sehr stabil. Es bildet
sich ein Gleichgewicht zwischen Batho und BSI aus, an dem der Bathozu-
stand lediglich mit ca. 20 % beteiligt ist.[77 98, 124

e all-trans-10-Methylretinal: Im Gegensatz zum Wildtyp ist der Bathozu-
stand dieses Derivates auch bei hoheren Temperaturen, bis hin zu 210 K,
stabil.[®% 99 Die Verdrillung des Chromophors ist im Vergleich zum nati-
ven Rhodopsin stirker, was an der zusétzlichen Methylgruppe zu liegen
scheint. (86!

e all-trans-10-Methyl-13-Demethylretinal: Uber dieses Derivat existieren in
der Literatur keine expliziten Angaben. Bekannt ist lediglich, daf 11-cis-10-
Methyl-13-Demethylretinal einen dhnlichen Photozyklus aufweist wie das
native Rhodopsin.m” 73]

e all-trans-9-Demethylretinal: Von diesem Chromophor ist bekannt, daf er im

Dunkelzustand schon wesentlich relaxierter in der Proteintasche vorliegt,
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als dies beim 11-cis-Retinal der Fall ist. Fiir den Bathozustand des Systems
gilt das gleiche: Wiahrend im Wildtyp die Relaxation des Chromophors erst
beim Ubergang in den Lumizustand erfolgt, ist hier der Chromophor bereits

im Bathozustand wesentlich weniger verdrillt.!%)

4.3.3 Modellsysteme der Retinalanalogen des Bathorhodop-
sins

Alle berechneten Modelle wurden auf der Grundlage von QM /MM-Simulationen

107] hasieren.

erzeugt, die auf der Rontgenstruktur des Bathorhodopsin von Okadal
Als Modellsystem wurde auch hier wieder ein fiinf Doppelbindungen umfassendes
System gewihlt, wobei wie zuvor die N-Lys296-Bindung und die C6-C7-Bindung
durchtrennt und die Gruppen durch ein Wasserstoffatom substituiert wurden.
Das Gegenion Glul13 wurde erneut durch ein Formiation ersetzt. Mit einbezogen
in die Rechnung wurde hier allerdings auch das Wassermolekiil wat2b. Wie man
aus den Rechnungen aus Kapitel 4.1 erkennen kann, trigt die Anwesenheit des
Wassermolekiils nicht entscheidend zur Lage des Absorptionsmaximums bei, es
verschiebt dieses lediglich um 2-3 nm. Die ermittelten Daten konnen demnach
mit den Daten fiir die Derivate des Wildtyps aus Kapitel 4.2 verglichen werden,

bei denen das Wassermolekiil nicht mit in die Rechnung einbezogen wurde.

o

Abbildung 26: Modell des Systems all-trans-Retinal

Fiir das all-trans-9-Demethylretinal wurden zwei verschiedene Modelle erzeugt:
eins in dem die Umgebung analog zu den anderen Systemen simulierte wurde,
und ein Modell, bei dem an Stelle von einem (wat2b) alle Wassermolekiile in den
QM-Teil der QM /MM-Simulation mit einbezogen wurden. Dies geschah, da der
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Wasserstoff der protonierten Schiff-Base wie schon bei den Dunkelzustinden stark
oszillierte. Die mit allen Wassermolekiilen simulierte Struktur wird im folgenden
mit der Kennzeichnung .all bezeichnet. Die folgenden Abkiirzungen werden fiir

die berechneten Modellsysteme verwendet.

Tabelle 12: Abkiirzungen der Modellsysteme

Abkiirzung Retinalchromophor

wt(b) all-trans Retinal (Wildtyp)

13dem(b) all-trans-13-Demethylretinal

10me(b) all-trans-10-Methylretinal
10mel3dem(b) all-trans-10-Methyl-13-Demethylretinal
9dem(b) all-trans-9-Demethylretinal

9dem.all(b) all-trans-9-Demethylretinal

Die Molekiildynamik der hier untersuchten Modelle des Bathorhodopsins und sei-
ner Derivate wurden von Sugihara bei zwei unterschiedlichen Temperaturen, 90
und 130 K, verfolgt. Der Temperaturbereich, in dem das native System stabil
ist, ist bekannt. Vom 10-Methylbathorhodopsin weiff man, dafl es bei wesentlich
hoheren Temperaturen als der Wildtyp stabil ist.86) Von den iibrigen Deriva-
ten ist hingegen kein Temperaturbereich bekannt, in dem sich der Bathozustand
ausbildet und auch stabil ist. Wenn im folgenden jeweils zwei Strukturen bei un-
terschiedlichen Temperaturen untersucht werden, kann man davon ausgehen, daf

der Bathozustand mit héherer Zuverlassigkeit beschrieben wird.

4.3.4 Strukturelle Besonderheiten der Derivate des Batho-

rhodopsins

Alle gewédhlten Modellsysteme wurden zunéchst auf ihre strukturellen Besonder-
heiten hin untersucht. Die Bindungslédngen der Bathoanalogen sind in Abbildung
27 dargestellt. Daraus wird deutlich, daf sich die bei 90 und 130 K simulierten
Strukturen von den Bindungsléngen her kaum unterscheiden. Die Differenzen be-
wegen sich im Bereich von 0 bis 0,5 pm und sind deshalb zu vernachléssigen. Auch
hier zeigt sich wieder das von den Dunkelzusténden her bekannte Verhalten, daf
sich die Bindungsldngen innerhalb der Kette verkiirzen, wenn eine der Methyl-

gruppen entfernt wird. Dies kann auch hier erneut auf den elektronenschiebenden
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Effekt der Methylgruppen zuriickgefiihrt werden, die durch ihren induktiven Ef-
fekt die Elektronendichte in der Kette vergrofsert und somit fiir eine Verldngerung
der Bindungslingen innerhalb der Kette sorgt.®3 Eine andere Maglichkeit sind
die verdnderten strukturellen Wechselwirkungen zwischen dem Kohlenstoffatom
in der Kette und seinem Substituenten. Im Gegensatz zu der Methylgruppe hat
das Wasserstoffatom einen wesentlich geringeren Raumbedarf. Dies konnte sich
in einer Verkiirzung der Bindungslangen dufern, wenn die Methylgruppe durch
ein Wasserstoffatom ersetzt wird.

Im Vergleich zu den Dunkelzustidnden haben die Bathomodelle alle eine we-
sentlich geringere Bindungsalternanz. Vor allem die an der Position 13 demethy-
lierten Strukturen weisen in der Ndhe des Stickstoffatoms kaum Alternanz auf.
Insgesamt gesehen haben diese Modelle die geringste Alternanz aller Derivate.
Die grofite Bindungsalternanz der Modellchromophore weist hingegen die Struk-

tur all-trans-9-Demethylretinal auf.
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Abbildung 27: Vergleich der Bindungslangen der bei 90 und 130 K simulierten Strukturen

Die Torsionswinkel der bei 130 bzw. 90 K optimierten Strukturen sind ebenfalls
so gut wie identisch. Auch hier sind die Unterschiede &dufierst gering, wie man
Abbildung 28 entnehmen kann.
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Im Vergleich zu den Dunkelstrukturen fillt auf, daf simtliche Modelle we-
sentlich stirker um die Doppelbindungen verdrillt sind. Wie auch schon bei den
Grundzustandsmodellsystemen sind die Derivate des all-trans-9-Demethylretinal
um die C11=C12-Doppelbindungen etwas weniger stark tordiert als die ande-
ren Strukturen, dafiir aber umso um mehr die C11-C10-Einfachbindung. Auch
im Bathozustand kann hier der energetisch ungiinstigeren Verdrillung der Dop-
pelbindung ausgewichen werden, da es durch den Wegfall der Methylgruppe am
C9-Atom zu einer groferen strukturellen Freiheit kommt. Die Wechselwirkungen
zwischen der Methylgruppe am C13- und dem Wasserstoff am C10-Atom, welche
zu einer Verdrillung um die C11=C12-Bindung fiihren wiirde,["> 76 ™ kinnen
durch die Torsion der C11-C10-Einfachbindung vermieden werden.
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Abbildung 28: Vergleich der Torsionswinkel der bei 90 und 130 K simulierten Strukturen

Bei den beiden Strukturen all-trans-10-Methyl- und all-trans-10-Methyl-13-De-
methylretinal zeigt sich erneut die stirkere Verdrillung um die C11=C12-Bindung.
Die Ursache dafiir scheint die neu eingefiihrte Methylgruppe zu sein, welche durch
ihren groferen Raumanspruch in Wechselwirkung mit der Proteinumgebung tritt
und damit zu einer weiteren Verdrillung der C11=C12-Bindung fiihrt. Im Fall

der all-trans-10-Methyl-Struktur kommen zusétzlich noch die Wechselwirkungen
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zwischen den Methylgruppen am C10- und C13-Atom hinzu. Diese Struktur ist
zusitzlich noch stark um die C11-C10- und C12-C13-Einfachbindungen tordiert.

Ein Vergleich aller all-trans Strukturen zeigt allerdings, daf sich vor allem
Unterschiede zwischen den all-trans-9-Demethylretinal-Strukturen und den iibri-
gen ergeben. In Abbildung 29 sind alle Modellsysteme iibereinander gelegt. Es
ist, wie auch schon bei den Derivaten der Grundzustandes, zu erkennen, daf die
9-Demethylretinalstruktur eine andere Konformation einnimmt als die iibrigen
Analogen. Ursache dafiir scheint die bereits erwihnte schwichere Verdrillung im
Bereich der Kohlenstoffatome 10 bis 12 zu sein.

Abbildung 29: Die Strukturen im Vergleich (wt = rot, 13dem = blau, 10me = gelb, 10mel3dem

= magenta, 9dem = griin, 9dem.all = orange)

Dies wird durch die Daten der C7=C8 ... C15=N-Torsionswinkel, die in Tabelle
13 aufgelistet sind, noch bestéatigt.

Tabelle 13: C7=C8 ... C15=N-Torsionswinkel der Modelle

Analog C7=C8...C15=N (130K) C7=C8...C15=N (90K)
all-trans-Retinal 172,4 171,2
all-trans-13-Demthylretinal 164,6 162,2
all-trans 10-Methylretinal 170,5 170,3
all-trans 10-Methyl-13-Demethylretinal 162,7 163,1
all-trans 9-Demethylretinal 154,3 155,2
all-trans 9-Demethylretinal.all 152,9 152,7

Hier zeigen sich deutliche Unterschiede, was die Gesamttorsion des Chromophors
betrifft. Durch die unterschiedliche Verdrillung nehmen die all-trans-9-Demethyl-
strukturen eine anders verdrillte Form ein und scheinen so die Wechselwirkungen
innerhalb des Molekiils und mit der Proteintasche zu vermindern.

Ein weiterer Punkt, in dem sich einige der Strukturen voneinander unter-
scheiden, ist der Chromophor-Glul13 Abstand. Der Stickstoff-Sauerstoff Abstand
betrdgt hier zumeist, wie bei den Modellen vorher, zwischen 263 und 268 pm.
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Einige Strukturen weisen allerdings einen im Vergleich dazu verkiirzten N-O Ab-
stand auf. Bei der Struktur all-trans-9-Demethylretinal (90 K), ist dieser mit 258
pm lediglich leicht verkiirzt. Hingegen ist der Abstand bei den Strukturen all-
trans-10-Methyl- (90 K) und all-trans-9-Demetyhlretinal (130 K) mit jeweils 251
pm drastisch verkiirzt. Da der Abstand zwischen Chromophor und Gegenion die
Lage des Absorptionsmaximums stark beeinflufst, wie bereits in Kapitel 4.1 an-
gedeutet wurde, ist es notwendig, die oben beschriebenen Abweichungen bei der

Auswertung der spektroskopischen Daten zu beriicksichtigen.

4.3.5 Spektroskopische Daten der Derivate des Bathorho-

dopsins

Fiir alle aufgefiihrten Modelle wurden der Grundzustand und die ersten fiinf
angeregten Zustinde berechnet. In Tabelle 14 sind die spektroskopischen Daten

des Grundzustandes und der beiden ersten angeregten Zustinde aufgelistet.

Tabelle 14: CASSCF- und CASPT2- korrigierte Zustandsenergien®, Oszillator (f) - und Rotationsstirken
(R) und die dominierenden Konfigurationen® der bei unterschiedlichen Temperaturen optimierten Modellchro-
mophore der Analogen des Bathorhodopsins

CASSCF CASPT2
Energie f R state Energie f R Konfiguration — Gewicht
au au

wt(b) -744,6868 So -746,9782 (4a)?(5a)? 70
130K 4,70 (264) 1,53 -0,133  S1 2,59 (479) 0,84 -0,241 (5a)! (6a)! 60
3,05 (407) 0,00 -0,004 So 2,79 (445) 0,00 -0,005 (5a)*(7a)! 14
(4a)*(6a)! 20
(5a)°(6a)? 24
wt(b) -744,6866 So -746,9780 (4a)?(5a)? 70
90K 4,73 (262) 1,54 -0,121  S; 2,60 (477) 0,85 -0,216 (5a)*(6a)! 61
3,06 (405) 0,00 -0,004 S> 2,80 (443) 0,00 -0,004 (5a)(7a)! 14
(4a)! (6a)! 20
(5a)°(6a)? 24
13dem(b) -705,6437 So -707,7935 (4a)?(5a)? 70
130K 4,67 (265) 1,52 -0,111  S; 2,60 (478) 0,84 -0,200 (5a)*(6a)! 61
3,00 (413) 0,00 -0,003 Sy 2,75 (451) 0,00 -0,003 (5a)*(7a)! 15
(4a)t(6a)! 18
(5a)°(6a)? 25
13dem(b) -705,6450 So -707,7942 (4a)?(5a)? 70
90K 4,66 (266) 1,52 -0,099 S1 2,60 (477) 0,85 -0,179 (5a)! (6a)! 61
3,03 (410) 0,00 -0,003 Sa 2,77 (447) 0,00 -0,003 (5a)! (7a)! 15
(4a)*(6a)! 18
(5a)°(6a)? 25
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10me(b) -783,7180 So -786,1557 (4a)?(5a)? 68
130K 4,58 (271) 1,44 -0,125 S1 2,46 (503) 0,78 -0,231 (5a)! (6a)! 59
2,85 (435) 0,00 -0,003 S» 2,60 (477) 0,00 -0,003 (5a)' (7a)! 14

(4a)*(6a)! 21

(5a)°(6a)? 23

10me(b) -783,7247 So -786,1612 (4a)?(5a)? 70
90K 4,95 (251) 1,50 -0,127 S1 2,66 (466) 0,81 -0,234 (5a) (6a)! 62
2,99 (415) 0,00 -0,002 So 2,72 (455) 0,00 -0,002 (5a)!(7a)! 14

(4a)*(6a)! 20

(5a)°(6a)? 25

10mel3dem(b)  -744,6761 So -746,9714 (4a)?(5a)? 68
130K 4,55 (272) 1,43 -0,102 Sy 2,48 (501) 0,78 -0,190 (5a)*(6a)! 59
2,84 (437) 0,00 -0,002 S» 2,60 (477) 0,00 -0,002 (5a)' (7a)! 14

(4a)*(6a)! 19

(5a)°(6a)? 25

10mel3dem(b)  -744,6743 So -746,9698 (4a)?(5a)? 68
90K 4,55 (273) 1,40 -0,114 S; 2,48 (501) 0,78 -0,190 (5a) (6a)! 59
2,86 (434) 0,00 -0,002 Sy 2,61 (475) 0,00 -0,002 (5a) (7a)! 14

(4a)t(6a)! 19

(5a)°(6a)? 25

9dem(b) -705,6649 So -707,8099 (4a)?(5a)? 73
130K 5,30 (234) 1,68 0,247 S1 3,03 (410) 0,96 0,432 (5a) (6a)! 66
3,44 (360) 0,00 0,001 S 3,14 (395) 0,00 0,001 (5a)*(7a)! 15

(4a)*(6a)! 19

(5a)°(6a)? 26

9dem(b) -705,6535 So -707,8025 (4a)?(5a)? 73
90K 5,07 (244) 1,64 0,220 S1 2,91 (426) 0,94 0,386 (5a)! (6a)! 64
3,35 (370) 0,00 0,001 S, 3,07 (404) 0,00 0,001 (5a) (7a)! 16

(4a)*(6a)! 19

(5a)°(6a)? 25

9dem.all(b) -705,6460 So -707,7959 (4a)?(5a)? 71
130K 4,69 (264) 1,56 0,180 S 2,68 (462) 0,89 0,314 (5a)! (6a)! 60
3,11 (399) 0,00 0,001 S3 2,86 (433) 0,00 0,001 (5a)' (7a)! 15

(4a)! (6a)! 20

(5a)°(6a)? 23

9dem.all(b) -705,6460 So -707,7957 (4a)?(5a)? 71
90K 4,69 (264) 1,56 0,180 S 2,69 (462) 0,89 0,318 (5a)! (6a)! 60
3,11 (399) 0,00 0,001 S 2,87 (433) 0,00 0,001 (5a)*(7a)! 15

(4a)*(6a)! 20

(5a)°(6a)? 23

¢ Differenz zwischen Grundzustand und angeregtem Zustand in eV, in Klammern Wert in nm

b Das Gewicht der Konfigurationen in %

Der Sp-Zustand wird bei allen Modellen von der (4a)?(5a)?-Konfiguration be-
stimmt, mit einem Gewicht zwischen 68 und 73 %. Die Konfiguration (5a)!(6a)*

dominiert den S;-Zustand aller Modelle. Hierbei handelt es sich um den Uber-
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gang eines Elektrons aus dem HOMO in das LUMO. Mit einer Oszillatorstirke
um die 0,78 - 0,96 ist diese Anregung die wichtigste (59 - 66 %) und wird in der
folgenden Auswertung auch am ausfiihrlichsten diskutiert. Der zweite angeregte
Zustand (Ss) setzt sich ebenfalls bei allen Modellen gleich zusammen. Es handelt
sich hierbei um eine Kombination der Uberginge HOMO — LUMO+1, HOMO-1
— LUMO sowie dem zweifachen HOMO — LUMO Ubergang.

Bei den meisten Strukturen unterscheiden sich die Absorptionen fiir die bei
90 und 130 K ermittelten Daten nur um ein bis zwei Nanometer. Im Falle des
all-trans-10-Methylretinals ist dies allerdings nicht der Fall. Die bei 90 K er-
zeugte Struktur weist einen deutlichen hypsochromen Shift auf. Hauptursache
dafiir ist der im Vergleich zu den anderen Derivaten deutlich verringerte Abstand
zum Gegenion. Dadurch kommt es zu einer Verstiarkung der elektrostatischen
Wechselwirkung, was eine Verschiebung des Absorptionsmaximums zu kiirzeren
Wellenléingen nach sich zieht. 35 67 70. 72, 125] Dag gleiche gilt fiir die all-trans-9-
Demethylstrukturen (90 K und 130 K), die im Vergleich zu den entsprechenden
all-trans-9-Demethyl.all Derivaten bei wesentlich kiirzeren Wellenlingen absorbie-
ren, was auch hier auf den kiirzeren Abstand zwischen Gegenion und Chromophor

zuriickgefiihrt werden kann.

501

- Wildtyp (rot)
5009 _  43dem (blau)

] 10me (gelb)
— 10me13dem (magenta)
480 — 9dem(griin)
— 9dem.all (orange)

r—l 460 . .
&
= 448
Llé 440
434
430
420 - 418 i
410
400
130 K 90K
11-cis Retinal all-trans Retinal

Abbildung 30: Vergleich der Sy — S;- Ubergsinge des Rhodopsins (11-cis-Retinal) und des Ba-

thochromophors (all-trans-Retinal)
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Tabelle 15 und Abbildung 30 zeigen die berechneten Daten und die aus der Lite-
ratur und dem Experiment bekannten Werte. Die experimentellen Werte (exp.)

96] Die Rotationsstirken wurden, wie

stammen wiederum aus dem Arbeitskreis.
schon bei den Rhodopsinderivaten, auf den berechneten Wert des Wildtypmodells
normiert (exp. 90 K und exp. 130 K). Es erfolgt also erneut lediglich ein Vergleich

der Verhiltnisse der Rotationsstarken zueinander.

Tabelle 15: Vergleich der berechneten Daten mit denen aus dem Experiment und der Literatur

CASPT2 (130K) CASPT2 (90K) Literatur exp. (130K) exp. (90K)
Amax R Amax R Amaz Amax R R
nm au nm au nm nm au au
wt(b) 479 20,241 477 20,216 534 535 20,241 20,216
13dem(b) 478 -0,200 477 -0,179 - 523 -0,200 -0,179
10me(b) 503 -0,231 466 -0,231 - - -
10mel3dem(b) 501 -0,190 501 -0,190 - - -
9dem(b) 410 0,432 426 0,386 - 471 0,156 0,140
9dem.all(b) 162 0,314 162 0,318 - 471 0,156 0,140

Die Absorption des nativen Retinals wird von 434 nm im 11-cis- zu 479/477 nm
im all-trans-Retinal verschoben. Dies entspricht einem Shift von 45/43 nm. Bei
den Bathostrukturen wurde zwar wat2b mit in die Rechnungen mit einbezogen,
dieses fiihrt allerdings lediglich zu einer Verschiebung des Shifts von 1-2 nm. Im
Experiment betrégt der Shift 37 nm (498/535 nm). Der berechnete Wert stimmt
demnach tendenziell sehr gut mit dem Experiment iiberein.

Die experimentelle Verschiebung fiir all-trans-9-Demethylrhodopsin betrigt
63 nm zu kiirzeren Wellenldngen. Fiir die berechneten all-trans-9-Demethyl.all
Strukturen (90 und 130 K) ergibt sich ein Verschiebung von 15-17 nm. Diese ist
im Vergleich zum Experiment demnach viel zu gering. Die all-trans-9-Demethy]l
Strukturen liefern hingegen einen Shift von 51-69 nm, welcher eher das Expe-
riment zu reproduzieren scheint. Die Unterschiede zwischen den Modellen sind
im folgenden beschrieben: zum einen ist der Abstand vom Chromophor zum Ge-
genion in den 9dem-Strukturen mit um die 251 pm deutlich geringer als der der
9dem.all-Modelle, wo er bei 268 pm liegt. Dies fiihrt zu einer Verschiebung des
Absorptionsmaximums zu kiirzeren Wellenldngen. Des Weiteren ist die Bindungs-
alternanz der 9dem.all-Strukturen grofer. Wie in Kapitel 4.1 und 4.4 beschrie-
ben, hat dies in Gegenwart des Gegenions ebenfalls einen entscheidenen Einfluf

auf die Lage des Absorptionsmaximums.37- 67 Die hypsochrome Verschiebung ist
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demnach eine Kombination des festgestellten kiirzeren Chromophor-Glul13 Ab-

standes und der verinderten Bindungslingen im Vergleich zur Wildtyp-Struktur.

Bei den all-trans-10-Methyl-13-Demethyl-Derivaten zeigt sich eine bathochro-
me Verschiebung des Absorptionsmaximums von 20 nm im Vergleich zum Wild-
typ. Die Strukturen sind deutlich stirker um die C11=C12-Bindung verdrillt,
was einen bathochromen Shift zur Folge hat. Zum anderen weisen diese Struk-
turen eine relativ geringe Bindungsalternanz auf, was ebenfalls zu einer weiteren
Verschiebung von M., zu lingeren Wellenlingen fiihrt. Ahnliche Beobachtun-
gen gelten auch fiir die all-trans-10-Methylretinal-Strukturen. Deshalb liegt das
Absorptionsmaximum der bei 130 K ermittelten Struktur auch im selben Wel-
lenlangenbereich wie bei den 10-Metyhl-13-Demethylretinal-Analogen. Die 90 K
Struktur fallt aus dem oben genanntem Grund des kiirzeren Abstandes zwischen
Chromophor und Gegenion aus der Betrachtung heraus, da dieser dafiir sorgt,
dak A4 zu stark kurzwellig verschoben wird.

Findet sich experimentell ein hypsochromer Shift von 11 nm fiir die Ba-
thostruktur des 13-Demethylretinals, so absorbieren die simulierten Strukturen
bei der gleichen Wellenldnge wie der Wildtyp. Bei den Dunkelzustinden wurde
berechnet, daf eine Demethylierung zu einem starken hypsochromen Shift fiihrt.
Dieser wird bei der Bathostruktur des 13-Demethylretinals dadurch kompensiert,
dak diese Struktur kaum Bindungsalternanz aufweist. Die Absorptionsmaxima
verschieben sich dadurch wieder zu lingeren Wellenldngen und somit in den Be-

reich, in dem auch die Struktur des Wildtyps absorbiert.

Die Orbitale der 130 und 90 K Strukturen lassen sich optisch nicht voneinan-
der unterscheiden. Aus diesem Grund wurden nur die der bei 130 K optimierten
Strukturen dargestellt. Auch hier ist wie schon bei den 11-cis-Retinal-Strukturen
zu erkennen, daf die Elektronendichte um das C9-Atom abnimmt, wenn dort die
Methylgruppe durch ein Wasserstoffatom ausgetauscht wird. Erfolgt dies an der
C13-Position, so ist der Effekt wiederum nicht ganz so ausgeprigt, da das Gege-
nion fiir eine Lokalisierung der Elektronendichte in diesem Bereich des Molekiils
sorgt und somit der Effekt der Methylgruppe an der leicht erh6hten Elektronen-
dichte am C13-Atom nicht so stark in das Gewicht fillt. Eine Methylierung am
Kohlenstoffatom 10 zeigt hier auch einen wesentlich geringeren Einfluff auf die
Orbitale als bei den dark state Strukturen.
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Abbildung 31: HOMO (links) und LUMO (rechts) der Modellsysteme

Abbildung 32 zeigt die Rotationsstirken der berechneten Modelle zusammen

mit den experimentellen Werten des entsprechenden Pigments. Hierbei wurden

sowohl die 130 K als auch die 90 K Daten aufgetragen. Die Ergebnisse wurden,

wie bei den Modellsystemen des Grundzustandes zuvor, auf den berechneten Wert

fiir den Wildtyp normiert.

0,4

0,2 |

0,0

Rotationsstarke [au]

0,2

[ CASPT2 (130K)
[ Experiment {130K normiert)

I CASPT2 (30K)
[ Experiment (90K normiert)
] 13dem(b} 10me13dem(b)
wt(b) | I 10me(b} |
| |
[ [ ‘ \ [ ‘ \ [ [
9dem(b)

9dem.all(b}

Abbildung 32: Berechnete und experimentell bestimmte Rotationsstérken der Systeme: in rot

und blau die berechneten Daten der bei 90 und 130K erzeugten Strukturen, in griin und tiirkis

die auf diese Daten normierten experimentellen Werte (siehe auch Tabelle 14)

Deutlich zu erkennen ist, dafs sich das Vorzeichen der Rotationsstirken im Ver-

gleich zum Dunkelzustand umgekehrt hat, was mit den experimentellen Daten im
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Einklang steht.[118) Die einzige Ausnahme sind die all-trans-9-Demethylretinal-
Strukturen, hier bleibt das positive Vorzeichen der Rotationsstiarke erhalten. Ab-
bildung 29 liefert eine Erklarung fiir dieses abweichende Verhalten. Im Gegensatz
zu den iibrigen Derivaten sind die all-trans-9-Demethyl-Strukturen so tordiert,
dak sie einen Bogen beschreiben. Diese andersartige Torsion im Vergleich zu den
iibrigen Strukturen fiihrt dazu, daf sich das Vorzeichen der CD-Bande bei den
all-trans-9-Demethyl-Strukturen nicht umgekehrt hat.

Die berechneten Daten fiir die all-trans-13-Demethylretinal Banden stimmen
sehr gut mit denen aus dem Experiment iiberein. Die simulierten Strukturen
scheinen demnach die tatsidchlichen Verhiltnisse im Rhodopsin wiederzugeben.
Das all-trans-13-Demethylretinal hat eine Rotationsstéirke, die etwas geringer ist

als die des nativen Retinals.

Zwischen den Derivaten gibt es auch kaum Unterschiede, was sich dadurch
erklaren 1aft, dal die Torsionswinkel der Modelle relativ dhnlich sind. Es gibt
einige Abweichungen im Fall der 9-Demethylstruktur und der an Position 10 me-
thylierten Strukturen, doch beziehen sich diese lediglich jeweils auf eine Bindung.
Die Modelle sind zwar stirker um die Doppelbindungen verdrillt als ihre 11-cis-
Analogen, doch scheint die Torsion insgesamt gesehen nicht so stark zu sein, da
die Rotationsstarken generell geringer sind. Dies steht im Widerspruch zu den
Experimenten, bei denen eine hohere Intensitit der a-Bande im Bathozustand
gegeniiber dem Dunkelzustand gefunden wird. 118) Bei den Dunkelzustinden wa-
ren die Unterschiede zwischen den Modellen wesentlich starker ausgeprégt, was zu

wesentlich auffilligeren Unterschieden in der Hohe der Rotationsstirken fiihrte.

Zusammenfassend 145t sich feststellen, daf die Modelle der Bathozusténde die
tatsidchlichen Zustdnde im Protein wahrscheinlich nicht so genau wiedergeben,
wie dies bei den Dunkelzustinden gelungen ist. Der Grund dafiir sind auch die
fehlenden Vergleichswerte aus Experiment und Literatur. Einige Daten, wie die
Rotationsstirke des Wildtyps oder des all-trans-13-Demethylretinals, sind zwar
mit dem Experiment im Einklang, doch gibt es auch andere Fille. Die Rota-
tionsstirken des 9-Demethylderivates zeigen zum Beispiel ein Ergebnis, welches
nicht mit dem Experiment {ibereinstimmt, sondern vielmehr in die entgegenge-
setzte Richtung weist. Die Absorptionen der Modelle lassen sich erkldren, doch
gibt es auch dafiir kaum Vergleichswerte. Es konnen zwar im Falle des all-trans-9-
Demethylretinals die Tendenzen des experimentell gefundenen Shifts reproduziert

werden, doch ist die Ursache dafiir vielleicht eher in dem verkiirzten Abstand zwi-
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schen Gegenion und Chromophor zu sehen als in den strukturellen Gegebenheiten
des Modells, da das Modell ja doch stark abweichende Rotationsstarken zeigt.
Generell 1afst sich sagen, daf auch hier wieder die schon in Kapitel 4.1 und
4.2 aufgezeigten Griinde zu einer Verschiebung des Absorptionsmaximums fiih-
ren. Dies sind zum einen die Verdrillung um Doppel- und Einfachbindungen und
zum anderen die unterschiedliche Alternanz der Bindungslingen der Modellsys-
teme. Bei dieser Studie kam zum ersten Mal der verdnderte Abstand zwischen
Chromophor und Gegenion zum Tragen. War dieser bisher bei allen Modellen an-
ndhernd gleich, so traten hier signifikante Unterschiede auf, die sich in der Lage

der Absorptionsmaxima bemerkbar machten.



4.4. DER EINFLUSS DER BINDUNGSALTERNANZ 95

4.4 Der Einflulf der Bindungsalternanz

Die in den vorangegangenen Kapiteln erhaltenen Ergebnisse lassen vermuten,
daf der Einfluk der Bindungsalternanz auf die spektroskopischen Eigenschaften
der Systeme nicht vernachléssigbar ist. Bei Modellen ohne Gegenion scheint der
Effekt gering zu sein, wie man an den Rechnungen der Referenzstrukturen in
Kapitel 4.1 sehen konnte. Wird das Gegenion allerdings mit einbezogen (pSb und
pSbgeg), so wirkt sich die Bindungsalternanz wesentlich stérker auf die Lage des
Absorptionsmaximums aus.

Dieses Verhalten soll im Weiteren genauer untersucht werden. Grund dafiir
ist, dak fiir die Optimierung von Strukturen eine grofe Anzahl von quantenme-
chanischen Methoden zur Verfiigung stehen. Jede diese Methode liefert aber, bei
gleicher Struktureingabe, eine etwas andere optimierte Struktur. Die Unterschie-
de zwischen den Strukturen machen sich vor allem in den Bindungslingen und
somit in deren Alternanz bemerkbar.

Die Frage, welchen Einfluf die Bindungsalternanz auf die spektroskopischen
Eigenschaften des Chromophors hat, soll im Folgenden geklart werden. Ist dieser
groff, so mufs man beim Vergleich der spektroskopischen Werte von Strukturen
vorsichtig sein, die zwar mit der gleichen Methode (z.B. CASSCF/CASPT2) be-
rechnet wurden, die aber auf unterschiedlich geometrieoptimierten Strukturen
basieren. Das wiirde bedeuten, daf man lediglich die Tendenzen der erhaltenen

Werte, aber nicht immer die absolut ermittelten Daten miteinander vergleichen
darf.

4.4.1 Modellsysteme mit unterschiedlicher Bindungsalter-

nanz

Zur Untersuchung dieser Fragestellung wurden zwei unterschiedliche Modelle des
Retinalchromophors ausgewihlt, eines mit vier (sbh.n3) und eines mit fiinf (sbh.n4)
Doppelbindungen (Abb. 33). Die Modelle wurden zunéchst mit den Methoden
MP2, CASSCF und DFTB voroptimiert und anschlieftlend dem CASSCF /CASPT2
Verfahren unterworfen.

Von den unterschiedlichen Methoden ist bekannt, daf die mit CASSCF be-
rechneten Modelle stets eine etwas hohere Bindungsalternanz zeigen, 126 127] wo-
hingegen MP2/DFTB eine geringere Alternanz ergibt.[128, 129, 130, 131] pje da-
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mit optimierten Modellsysteme zeigen demnach unterschiedlich stark ausgepréigte
Bindungsldngenalternanz und eignen sich somit gut, um den Einfluf der Alter-
nanz auf die spektroskopischen Daten zu untersuchen.

Von Vorteil ist zusétzlich, dak es sich bei diesen drei Methoden um sehr gén-
gige Verfahren handelt, mit denen bereits eine Vielzahl von Strukturen optimiert
und diskutiert worden sind.

Nach der Optimierung wurden simtliche Strukturen planarisiert, um den Ein-
flufs unterschiedlicher Torsionswinkel auszuschalten. Das komplexe Gegenion, be-
stehend aus Glul113 und wat2b, wurde manuell hinzugesetzt, um die Proteinumge-
bung zu simulieren, wobei Glul13 erneut durch ein Formiation ersetzt wurde. Der
Abstand des Gegenions zum Chromophor ist somit bei allen Strukturen gleich,
was auch diesen Faktor als Ursache einer moglichen Absorptionsverschiebung aus-
schliefst. Diese Endstrukturen wurden nicht mehr optimiert, so daf die Geometrie
der Modellchromophore mit und ohne Gegenion die gleiche ist. Die spektrosko-
pischen Daten wurden anschliefend mit Hilfe des CASSCF /CASPT2-Verfahrens

bestimmt.
N o\

Abbildung 33: Modelle zur Bestimmung des Einflufies der Bindungsalternanz. Rechts die Struk-
tur sbh.n3, links die Struktur sbh.n4

Alle Modelle wurden sowohl mit als auch ohne Gegenion/wat2b berechnet. Das
aktive Fenster umfafite fiir die Strukturen sbh.n3 acht Elektronen und Orbi-
tale und fiir die sbh.n4-Strukturen zehn Elektronen und Orbitale, was den -
Elektronen und 7-Orbitalen des jeweiligen Chromophors entspricht.

Es wurden folgende Abkiirzungen fiir die Modellsysteme gewéhlt:
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Tabelle 17: Abkiirzungen der Modellsysteme

Methode 4 Doppelbdg. 5 Doppelbdg.

mit Gegenion ohne Gegenion mit Gegenion ohne Gegenion
CASSCF  sbh.n3.cas sbh.n3o.cas sbh.n4.cas sbh.ndo.cas
MP2 sbh.n3.mp2 sbh.n30.mp2 sbh.n4.mp2 sbh.n4o.mp2
DFTB sbh.n3.dftb sbh.n3o0.dftb sbh.n4.dftb sbh.ndo.dftb

4.4.2 Strukturen der Modellsysteme
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Abbildung 34: Bindungslangen der Modelle sbh.n3 (links) und sbh.n4 (rechts) im Vergleich

In Abbildung 34 sind die Bindungsldngen der Strukturen sbh.n3 und sbh.n4 auf-
getragen. Es féllt auf, daft sich die Strukturen in Bezug auf ihre Bindungsalternanz
deutlich unterscheiden. Bei den Strukturen sbh.n3 zeigt das mit CASSCF opti-
mierte Modell eine ausgeprigte Alternanz: Einfach- und Doppelbindungen sind
von deutlich unterschiedlicher Léinge. (Siehe auch Abbildung 35, in der die Dif-
ferenzen der Bindungslédngen aufgetragen sind). Fiir die Strukturen sbh.n4 zeigt
sich in etwa das gleiche Bild; auch hier hat die Optimierung mit CASSCF eine
deutliche Alternanz der Bindungsldngen zur Folge.

Im Gegensatz dazu weisen die mit MP2 und DFTB berechneten Strukturen
eine vergleichsweise ausgeglichene Verteilung der Bindungslédngen auf. In Abbil-
dung 35 sind die Differenzen der Bindungen innerhalb der Strukturen aufgetragen.
Hier ist nun zu erkennen, daf die mit DFTB optimierten Strukturen in der Nihe
des Stickstoffes eine hohere Alternanz aufweisen als die mit MP2 berechneten.

Dafiir nimmt mit zunehmender Entfernung vom Stickstoffatom die Bindungsal-
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ternanz bei den mit dem MP2-Verfahren optimierten Strukturen im Vergleich zu
den mit dem DFTB-Verfahren optimierten Strukturen zu. Betrachtet man die ge-
samte Struktur, so lafst sich fiir sbh.n3 sagen, daf die mit MP2 erhaltene Struktur
insgesamt gesehen eine deutlich grofere Alternanz aufweist. Hier ist die Differenz
der Bindungsldngen lediglich zwischen den ersten beiden Bindungen geringer als
bei der entsprechenden DFTB-Struktur.

Fiir die sbh.n4-Strukturen ist diese Aussage so nicht mehr giiltig. Hier zeigt
die sbh.n4.dftb-Struktur etwas o6fter eine grofere Alternanz als die sbh.n4.mp2-
Struktur. Je weiter man sich vom Stickstoffatom entfernt, desto geringer wird
aber auch hier die Alternanz der sbh.n4.dftb-Struktur. Betrachtet man auch diese
Strukturen als Ganzes, so ist die Bindungsalternanz der mit dem MP2-Verfahren

optimierten Struktur auch hier etwas grofer als die des mit DF'TB optimierten

Modellchromophoren.
T T T T T T T T T T T T T T
124 [ sbh.n3.cas 124 [ sbh.n4.cas
[ sbh.n3.mp2 [ sbh.nd.mp2
[ sbh.n3.dftb [ sbh.nd.dftb
10+

Differenz der Bindungslangen [pm]
Differenz der Bindungsléngen [pm]

T N

Abbildung 35: Differenz der Bindungsléngen der Modelle sbh.n3 (links) und sbh.n4 (rechts) im
Vergleich

Die Ladungsverteilungen in den Modellen (Abb. 36) wurden ebenfalls untersucht.
Es ist deutlich zu erkennen, daf die Verteilung der Ladung in den mit unterschied-
lichen Methoden optimierten Strukturen nahezu identisch ist. Lediglich bei den
Ladungen am Stickstoff und C13-Atom sind geringe Unterschiede zu erkennen.
Die mit CASSCF voroptimierte Struktur hat im Vergleich zu den beiden ande-
ren eine etwas grofere positive Ladung am Stickstoffatom und dafiir eine etwas
geringere auf dem C13-Atom.
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Abbildung 36: Ladungsverteilung in den Modellen n3o (oben links), ndo (oben rechts), n3 (un-

ten links) und n4 (unten rechts)

Auch hier zeigen sich die schon aus Kapitel 4.1 bekannten Unterschiede zwischen

den Modellen mit und ohne Gegenion. Die positive Ladung wird am Stickstoffa-

tom lokalisiert, wenn das negativ geladene Gegenion mit in das Modell einbezogen

wird. Zusammenfassend lift sich sagen, dafs sich die Modelle, wie beabsichtigt,

im Wesentlichen nur in ihren Bindungslingen und deren Alternanz unterschei-

den. Daraus folgt, daf alle im Folgenden ermittelten Unterschiede in der Lage

der Absorptionsmaxima mit hoher Wahrscheinlichkeit auf die unterschiedliche

Bindungsalternanz zuriickgefiihrt werden kénnen.
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4.4.3 Spektroskopische Daten der Modelle

In Tabelle 18 sind die spektroskopischen Daten des Grundzustandes und der

ersten beiden angeregten Zustdnde der Modellsysteme ohne Gegenion aufgefiihrt.

Tabelle 18: CASSCF- und CASPT2- korrigierte Zustandsenergien®, Oszillatorstéirken (f)
und die dominierenden Konfigurationen® der mit unterschiedlichen Methoden optimierten Mo-

dellchromophoren ohne Gegenion.

KAPITEL 4. ERGEBNISSE

CASSCF CASPT2
Energie f state  Energie f Konfiguration Gewicht
au au
sbh.n3o.cas  -403,3154 Sy -404,5896 86
3,62(342) 1,15 S;  3,00(418) 0,94 70
4,75(261) 0,26 Sy 4,13(300) 0,22 17
32
18
sbh.n30.mp2 -403,3146 So  -404,5944 86
4,41(355) 1,15 5 2,89(429) 1,11 72
563(281) 0,26 Sy  3,87(321) 0,12 13
32
22
sbh.n3o.dftb  -403,2958 So  -404,5833 85
4,15(364) 1,31 5 2,80(443) 1,08 71
5,48(299) 0,14 S,  3,66(339) 0,12 14
31
21
sbh.ndo.cas  -480,2494 So -481,7617 82
3,22(385) 1,25 S 2,54(487) 0,98 66
4,23(293) 0,30 Sy  3,58(346) 0,25 17
27
17
sbh.ndo.mp2 -480,2484 So  -481,7674 82
3,08(403) 1,53 S 2,48(501) 1,23 68
3,82(325) 0,13 S, 3,28(379) 0,12 13
26

21
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sbh.ndo.dftb -480,2312 Sy -481,7578 (1a)?(5a)? 81
3,04(408) 145 S  241(514) 1,15 (5a)!(6a)! 66

3,69(336) 0,15 Sy  3,16(392) 0,13 (5a)'(6a)! 15

(4a)t(6a)* 25

(5a)°(6a)? 19

@ Differenz zwischen Grundzustand und angeregtem Zustand in eV, in Klammern Wert in nm

b au; © Das Gewicht der Konfigurationen in %

Der Sp-Zustand kennzeichnet auch hier bei allen Modellen den Grundzustand
des Systems. Dabei handelt es sich um die Konfiguration (3a)?(4a)* (sbh.n3)
bzw. (4a)?(5a)? (sbh.n4), in der die engergieniedrigsten Orbitale stets doppelt
besetzt sind (closed shell). Diese liefert auch hier den groften Beitrag (81 - 86
%) zu der Beschreibung des Grundzustandes. Der erste angeregte Zustand wird
bei allen Modellen vom HOMO — LUMO Ubergang ((4a)*(5a)* bzw. (5a)'(6a)})
dominiert, der Anteil liegt hierbei zwischen 66 und 72 %. Drei Konfigurationen mit
unterschiedlichem Gewicht beschreiben den Sy Zustand. Zum einen der HOMO
— LUMO Ubergang mit einem geringen Anteil von 13 - 16 %. Das grékte Gewicht
mit 25 - 32% tragt der HOMO -1 — LUMO Zustand bei. Die HOMO — LUMO
Doppelanregung hat ein Gewicht von 18 - 22 %.

Die Daten der Strukturen ohne Gegenion sind in Abbildung 37 graphisch auf-
bereitet. Es ist deutlich zu erkennen, dak sich systematische Unterschiede in der
Absorption zeigen: mit abnehmender Bindungsalternanz verschiebt sich das Ab-
sorptionsmaximum zu lingeren Wellenldngen, wobei der Effekt nahezu unabhén-
gig von der Lénge des Modellchromophors ist. Die beiden Graphen der Modelle

sbh.n30 und sbh.n4o verlaufen annihernd parallel zueinander.

Die Daten sind nur abhingig von der Alternanz der Bindungen, da der Chro-
mophor in allen Modellen vollstindig planar ist und sich die Bindungswinkel
nicht wesentlich unterscheiden. Eine langwellige Verschiebung der Absorption
tritt demnach auf, wenn die Bindungsalternanz des Modellsystems gering ist, sich
die Bindungsléngen im Modell also nicht stark unterscheiden. Die positive Ladung
der protonierten Schiff-Base wird somit iiber den gesamten Chromophor verteilt.
Daraus folgt, dak eine Verteilung der Elektronendichte iiber weite Teile des Mole-
kiils eine langwellige Verschiebung der Absorption nach sich zieht. 33 37, 67, 69, 132]
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Abbildung 37: HOMO — LUMO Ubergéinge der protonierten Schiff-Basen ohne Gegenion. Der
obere Graph zeigt die Modelle sbh.n3o, der untere die Modelle sbh.n4o. Die Zahlen an den

Graphen bezeichnen die Absorption in nm.

Alle Modelle wurden ebenfalls in Gegenwart des komplexen Gegenions, wel-
ches in Form des Formiations als Substitut fiir Glu113 und wat2b vorlag, berech-
net. Die berechneten spektroskopischen Eigenschaften der Modelle sind in Tabelle
19 wiedergegeben.

Tabelle 19: CASSCF- und CASPT2- korrigierte Zustandsenergien®, Oszillatorstirken (f)
und die dominierenden Konfigurationen® der mit unterschiedlichen Methoden optimierten Mo-
dellchromophore mit Gegenion.

CASSCF CASPT2
Energie f  state Energie f  Konfiguration Gewicht
au au
sbh.n3.cas  -667,8088 So  -669,8389 3a)?(4a)? 82

(3a)*(4a)
5,53(224) 1,28 S;  3,64(341) 0,84 (4a)'(5a)! 68
4,67(265) 0,07 S, 4,02(308) 0,06 (4a)'(6a) 15
(3a)! (5a)' 15
(40)°(50)” 29
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sbh.n3.mp2  -667,8049 So  -669,8406 (30)(4a)? 81
524(237) 141 S, 3,30(376) 0,89 (4a) (5a)" 70

4,28(200) 001 S  3,85(322) 0,01 (4a)!(6a)' 16

(3a)*(5a)! 19

(4a)°(5a)? 34

sbh.n3.dftb  -667,7953 So  -669,8382 (3a)%(4a)? 79
527(235) 1,38 S, 3,20(388) 0,84 (da)'(5a)" 70

4,01(309) 0,01 S»  3,65(339) 0,01 (4a)'(6a)! 16

(3a)(5a)! 20

(4a)°(5a)? 34

sbhnd.cas  -744,7403 Sy -747,0002 (40)2(5a)? 78
5,22(238) 1,13 S;  3,41(363) 0,74 (5a)'(6a)! 56

422(294) 0,03 S,  3,60(344) 0,03 (5a) (7a)" 15

(4a)*(6a)* 15

(5a)"(6a)? 31

sbh.nd.mp2 -744,7348 So  -747,0109 (4a)?(5a)? 76
4,88(254) 1,52 Sy  2,93(423) 091 (5a)!(6a)! 64

3,72(334) 0,00 S; 3,29(377) 0,00 (5a) (7a)" 15

(4a)!(6a)! 18

(5a)°(6a)? 31

sbh.nd.dftb  -744,7275 Sy -747,0106 (4a)2(5a)? 75
4,98(248) 1,57 S;  2,98(417) 094 (5a)!(6a)" 63

3,59(345) 0,00 S,  3,18(389) 0,00 (5a)'(7a)! 15

(4a)*(6a)* 18

(5a)°(6a)? 31

@ Differenz zwischen Grundzustand und angeregtem Zustand in eV, in Klammern Wert in nm

b Das Gewicht der Konfigurationen in %

Der Grundzustand Sy wird, wie bei den Modellen ohne Gegenion, bei allen Sys-
temen durch die Konfiguration (3a)?(4a)? (sbh.n3) bzw. (4a)?(5a)* (sbh.n4) be-
schrieben, mit einem Gewicht zwischen 75 und 82 %. Dies entspricht erneut der
Doppelbesetzung aller energieniedrigsten Orbitale (closed shell). Der erste an-
geregte Zustand (S)), wird wiederum durch den HOMO — LUMO Ubergang
(4a)'(5a)! bzw. (5a)'(6a)! charakterisiert, dessen Anteil hierbei zwischen 56 und
68 % liegt. Fiir den zweiten angeregten Zustand (S3) sind drei Konfigurationen
bestimmend, die HOMO — LUMO Anregung (15 - 16 %), der HOMO-1 — LU-
MO Ubergang (15 - 19 %) sowie mit dem groRten Anteil die zweifache HOMO
— LUMO Anregung mit einem Gewicht von 29 - 34 %.
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Wie sich die Energien des ersten angeregten Zustandes in Abhéngigkeit von
den berechneten Strukturen der beiden Chromophormodelle verdndern, ist in
Abbildung 38 dargestellt.

-341

3,6 4

24 363 |

376
AE [eV]
388
3,2 .
3,0 - 417 .
423
T T T
cas mp2 dftb

Abbildung 38: HOMO — LUMO Ubergiinge der protonierten Schiff-Basen mit Gegenion. Der
obere Graph zeigt die Modelle sbh.n3, der untere die Modelle sbh.n4. Die Zahlen an den Punk-

ten bezeichnen die Absorption in nm.

Bei den Strukturen sbh.n3 zeigt sich dieselbe Abfolge der Absorptionsmaxima wie
bei den Strukturen ohne Gegenion. Die Struktur mit der am stérksten ausgeprég-
ten Alternanz (sbh.n3.cas) absorbiert im Vergleich zu den iibrigen Strukturen am

n.[33. 37, 67, 69, 125 pine Verringerung der Alternanz fiihrt somit zu

kurzwelligste
einem bathochromen Shift: sbh.n3.mp2 absorbiert 35 nm rot verschoben vergli-
chen mit der CASSCF optimierten Struktur und fiir das Modell sbh.n3.dftb ist
eine weitere Rotverschiebung um 11 nm zu beobachten. Ursache hierfiir ist die
bei der sbh.n3.dftb-Struktur im Vergleich zu der mit MP2 optimierten Struk-
tur deutlich geringere Bindungsalternanz, was den vom Stickstoff entfernten Teil
des Molekiils betrifft, angefangen bei den Bindungen C14=C13-C12. In der Na-
he des Stickstoffs ist die Alternanz zwar leicht vergrofert oder in etwa gleich
der in der sbh.n3.mp2 vorliegenden Struktur, doch 1aft sich generell sagen, daf
die Alternanz der sbh.n3.dftb-Struktur geringer ist, was zu einer bathochromen

Verschiebung des Absorptionsmaximums fiihrt.
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Bei den Strukturen sbh.n4 absorbiert die mit CASSCF optimierte Struktur
ebenfalls am kurzwelligsten (363 nm), da die Bindungsalternanz hier am ausge-
pragtesten ist. Im Weiteren findet sich hier allerdings nicht die bis dahin bekannte
Abfolge, nach der die MP2 optimierte Struktur kurzwelliger absorbiert als die
mit DFTB optimierte Struktur. Vielmehr absorbiert die sbh.n4.dftb-Struktur bei
kiirzeren Wellenléngen (417 nm) als die sbh.n4.mp2-Struktur (423 nm). Anhand
von Abbildung 35, 14t sich ein moglicher Grund dafiir ausmachen. Die DFTB
optimierte Struktur weist in weiten Teilen des Molekiils eine grofere Bindungsal-
ternanz auf als die entsprechende MP2-Struktur. Nur in der Nidhe des positiven
Stickstoffatoms, genauer gesagt ab der C13-C14-Bindung, kehren sich die Ver-
héltnisse um, und zwar bei den Modellchromophoren mit vier Doppelbindungen

deutlicher als bei denen mit drei Doppelbindungen.

Warum zeigen die Strukturen sbh.n3 und sbh.n4 mit Gegenion nicht densel-
ben Verlauf der Absorptionen wie die Modellsysteme ohne Gegenion? Die Ursache
dafiir ist die Ladungsverteilung (Abb. 36), welche durch die Gegenwart des Gege-
nions beeinflufit wird. Ist das Gegenion nicht vorhanden, wird die positive Ladung
iiber das gesamte Molekiil verteilt. Kommt es zu einer Anregung eines Elektrons
nimmt somit das ganze Molekiil daran teil, und der Effekt der geringeren Bin-
dungsalternanz am Stickstoff wird durch die gréfere Alternanz am anderen Ende
des Molekiils kompensiert. Hier findet sich bei allen Strukturen eine Verschiebung

des Aqe zu lingeren Wellenldngen mit einer Abnahme der Alternanz.

In Gegenwart des Gegenions wird ein Grofteil der positiven Ladung am Stick-
stoff lokalisiert. Dies wird durch die elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen
dem negativ geladenen Gegenion und der positiv geladenen Schiff-Base verur-
sacht. Durch die verdnderte Ladungsverteilung kommt es zu einer anderen Form
der Anregung als bei den Strukturen ohne Gegenion. Zwar handelt es sich auch
hier um eine HOMO — LUMO Anregung, doch haben sich die Orbitale aufgrund
der Wechselwirkungen veréndert (Abb. 39). Die Anregung findet scheinbar vor
allem in der Nihe des Stickstoffatoms und somit in der Nidhe des Gegenions statt.
Somit spielt die Bindungsalternanz in dem dem Stickstoffatom abgewandten Teil
des Molekiils kaum noch eine Rolle. Aus diesem Grund absorbiert sbh.n4.dftb
kurzwelliger als sbh.n4.mp2, da diese in diesem Molekiilteil die weitaus grofere
Alternanz aufweist. Bei den Strukturen sbh.n3 findet sich der gegenlaufige Trend,
da die Alternanz der MP2-Struktur in der Nihe des Stickstoffatoms grofer ist.
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Modell

sbh.n3o0.dftb

sbh.n3.dftb

sbh.n4o0.dftb

sbh.n4.dftb

Abbildung 39: HOMO (links) und LUMO (rechts) der mit DFTB optimierten Modellchromo-
phore

Als Fazit lafst sich festhalten, daf die Bindungsalternanz einen entscheidenden
Einfluf auf die Lage des Absorptionsmaximums hat. Nimmt diese ab, so ver-

schiebt sich das Absorptionsmaximum zu lingeren Wellenldngen. Die Elektro-
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nendichte wird iiber weite Teile des Molekiils verteilt, was zu einer langwelligen
Verschiebung des Absorptionsmaximums fiihrt.

Die Gegenwart einer Ladung, wie z.B. eines Gegenions, scheint ebenfalls einen
grofen Einfluf auf die Absorption zu haben. Dieses sorgt fiir eine Lokalisierung
der Ladung/Elektronendichte, welche nicht weiter iiber die restlichen Atome des
Modells verteilt werden kann. Als Folge davon ist lediglich die Ladungsverteilung
in dem Teil des Molekiils von Bedeutung, in dem die Ladung verstéarkt lokalisiert
ist; in diesem Fall im Bereich N - C13. Die Alternanz in diesem Teil bestimmt
die Lage des Absorptinsmaximums des Modelles: ist diese hoch, so absorbiert das
Modell kurzwelliger als wenn diese relativ gering ist.

Bei den in Kapitel 4.1 diskutierten Strukturen war der Einfluf der Bindungs-
alternanz auf die Absorption relativ unerheblich, da die Modelle alle mit der
gleichen Methode optimiert wurden und die Alternanzen der Bindungsléngen
nicht so stark differierten wie bei den hier untersuchten Modellsystemen. Gene-
rell muf man allerdings festhalten, daf die mit CASSCF/CASPT2 berechneten
Absorptionsmaxima von Modellchromophoren, die mit unterschiedlichen Metho-
den optimiert wurden, nicht direkt verglichen werden kénnen. Bei einem Vergleich
von Literaturdaten, die aus unterschiedlichen Publikationen stammen, ist dem-
nach Vorsicht geboten. Lediglich wenn die berechneten Strukturen komplett gleich
voroptimiert und die Berechnung der angeregten Zustéinde mit dem gleichen Ver-
fahren erfolgt ist, ist es zuléssig die absoluten Daten zu vergleichen. In anderen

Fillen sollten lediglich die Tendenzen der Rechnungen verglichen werden.
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Kapitel 5
Zusammenfassung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, mit Hilfe geeigneter Modellchromophore
die Ursachen des Opsinshifts genauer zu untersuchen. Durch die Beschriankung
auf vier bis maximal fiinf Doppelbindungen und die Reduzierung der als Ge-
genion fungierenden Aminosdure Glull3 auf eine funktionelle Gruppe war es
moglich, die Systeme mit dem sehr anspruchsvollen CASSCF /CASPT2-Verfahren
zu berechnen und dadurch sehr genaue Ergebnisse vor allem in Bezug auf die
angeregten Zustdnde zu erhalten. Die Gefahr, das Modell so sehr zu beschneiden,
dak es zu den realen Zustinden im Retinalmolekiil den Bezug verliert, liegt hier
nicht vor. Es scheint, da mit der Wahl der Modellverbindungen ein Kompromiss
gefunden wurde, der zu zufriedenstellenden Ergebnissen fiihrt.

Samtliche Modelle basieren auf Kristallstrukturen, die mit Hilfe von quan-
tenmechanischen Methoden bearbeitet wurden. Auf diese Weise war es moglich,
einheitliche und vergleichbare Strukturen zu untersuchen. Ein Vergleich der be-
rechneten Ergebnisse mit dem Experiment ist zuléssig und auch aussagekraftig,
da die theoretisch berechneten Strukturen den experimentell gefundenen Gege-
benheiten im Molekiil weitgehend entsprechen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden einige grundsétzliche Faktoren untersucht,
die den Opsinshift beeinflussen. Es zeigt sich, dafs dieser unter anderem auf zwei
grundsétzlich unterschiedliche Ursachen zuriickzufiihren ist, welche allerdings eng
miteinander verkniipft sind.

In Kapitel 4.1 wurden Modellsysteme mit unterschiedlichem komplexen Ge-
genionen untersucht. Hier konnte gezeigt werden, daf das Gegenion zu einer Ver-
anderung der Chromophorgeometrie beitrigt. Interagieren eine positiv geladene

Schiff-Base und ein negativ geladenes Gegenion, so wird die positive Ladung der
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Schiff-Base in der Néihe des Stickstoffatoms lokalisiert. Die Folge davon ist auch
eine Anderung der Bindungslingenalternanz, also der Chromophorstruktur. Die-
se beiden Faktoren tragen mit unterschiedlichem Gewicht zur Verschiebung des
Absorptionsmaximums bei. Es konnte gezeigt werden, daf ca. 90% der Verschie-
bung auf die elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen den beiden Molekiilen
zuriickzufiihren sind. Die restlichen 10% werden durch die strukturellen Ande-
rungen innerhalb des Chromophors, also vor allem durch die Bindungslangenal-
ternanz verursacht. Aus diesem Grund ist die Anderung in der Lage des A, bei
den nicht protonierten Schiff-Basen mit neutralem Gegenion im Vergleich zu den
pSb-Systemen geringer (20 nm im Vergleich zu mehr als 100 nm), da dort keine

Ladungen sondern neutrale Molekiile miteinander wechselwirken.

Die in Kapitel 4.1 untersuchten Modelle zeigen vergleichsweise geringe struk-
turelle Unterschiede. Diese werden grofer, wenn Modelle mit unterschiedlichen
Methoden voroptimiert werden. Die Frage, inwieweit sich gréfere Anderungen
in der Struktur auf die Absorption auswirken, wurde deswegen in Kapitel 4.4
anhand von mit CASSCF-, MP2- und DFT-optimierten Strukturen ndher unter-
sucht. Hier unterscheiden sich die Bindungsldngen recht deutlich voneinander. Ist
die Bindungsalternanz um das Stickstoffatom hoch, so wird das Absorptionsma-
ximum zu kiirzeren Wellenléingen verschoben und umgekehrt. Die Unterschiede in
der Absorption sind teilweise recht hoch: bei den Chromophoren ohne Gegenion
wurden Unterschiede von bis zu 30 nm gefunden, je nachdem mit welcher Me-
thode die Modelle voroptimiert wurden. Wird das Gegenion mit in die Rechnung
einbezogen, so kann sich dieser Unterschied auf bis zu 50 nm vergréfern. Bei glei-
cher Struktureingabe erhélt man also Modelle, die sich bei gleicher Berechnung
der angeregten Zustidnde in der Lage ihres \,,,, um bis zu 50 nm unterscheiden.
Bei dem Vergleich von Daten muf also stets die Herkunft des Modells iiberpriift
werden, damit sichergestellt werden kann, daf auch vergleichbare Strukturen mit-

einander in Beziehung gesetzt werden.

Zusétzlich wurden in dieser Arbeit Untersuchungen an Retinalderivaten durch-
gefiihrt. Diese unterscheiden sich durch Methylierung bzw. Demethylierung von
der Wildtypstruktur, was sich in Anderungen der Chromophorgeometrie dufert.
Die berechneten Strukturen wurden ausgehend von der Kristallstruktur des Wild-
typs optimiert, da von diesen Retinalanalogen keinerlei Kristallstrukturen vorlie-
gen. Im Fall der Grundzustandsstrukturen ist die Darstellung der Modelle sehr

gut gelungen. Anhand der Daten konnten die experimentellen Befunde verifiziert
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und erweitert werden. Da sich die elektrostatischen Wechselwirkungen bei diesen
Strukturen nicht signifikant &ndern, konnte gezeigt werden, daf sich die Verschie-
bung der Absorption im Vergleich zum Wildtyp zum gréfsten Teil auf strukturelle
Unterschiede zuriickfiithren 1&£t. Hier ist zum einen wieder die Bindungsalternanz
der Strukturen zu erwidhnen, welche in diesem Fall allerdings nicht den Haupt-
anteil an der Verschiebung verursacht. Ein weiterer wichtiger Faktor ist hier vor
allem die Torsion der Modelle. Waren die Systeme in Kapitel 4.1 und 4.4 pla-
nar, so zeigten sich hier unterschiedliche Torsionswinkel, die vor allem durch die
Methylierung bzw. Demethylierung des Chromophors verursacht wurden. Vor al-
lem die Torsion um die zentrale C11-C12 Doppelbindung trigt wesentlich zur
Verschiebung des Absorptionsmaximums bei.

Bei den Bathozustinden der Modelle, also den photochemischen Folgestruk-
turen, wurde ebenfalls der gleiche Ansatz gewahlt, und es wurden optimierte Mo-
dellsysteme auf der Grundlage der Kristallstruktur erzeugt. Im Gegensatz zum
Grundzustand zeigen sich hier fiir einige Strukturen deutliche Abweichungen im
Vergleich zum Experiment. Es sind allerdings auch nur wenige experimentelle
Daten bekannt, so daf hier keine generelle Aussage iiber die Giite der Strukturen
getroffen werden kann. Bei den Bathostrukturen kommt es zu einer Kombina-
tion aus elektrostatischen Wechselwirkungen und strukturellen Anderungen, die
dafiir sorgt, dafs sich die Absorptionsmaxima der Strukturen verschieben. Un-
ter elektrostatischen Wechselwirkungen ist hier vor allem der Abstand zwischen
Chromophor und Gegenion zu sehen, der sich bei einigen Modellen signifikant
unterscheidet. Wird dieser verringert, so verschiebt sich das Absorptionsmaxi-
mum zu kiirzeren Wellenléngen, da die Wechselwirkung zwischen Chromophor
und Gegenion starker wird.

Zusammenfassend laft sich sagen, daf im Rahmen dieser Arbeit einige wich-
tige Ursachen des Opsinshifts untersucht wurden. Die Daten zeigen, daf der Op-
sinshift auf verschiedenen Faktoren zuriickgefiihrt werden kann, welche einen un-
terschiedlich hohen Anteil an der Grofe der letztlich resultierenden Verschiebung
haben. Fiir einige der noch offenen Fragen konnte ein Losungsansatz gefunden
werden, welcher in nachfolgenden Untersuchungen noch weiter verfolgt werden
sollte. Auf diese Weise sollte es gelingen, die Vorginge im Rhodopsin bis ins
Detail nachzuvollziehen und zu verstehen.
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Kapitel 6

Anhang

6.1 Einflulf der Anzahl der berechneten Zustande

Zu Beginn einer jeden Rechnung steht die Auswahl eines geeigneten Modellsys-
tems, welches sich mit der Methode der Wahl in angemessener Zeit berechnen l&£t.
Des weiteren miissen die Rahmenbedingungen der Rechnung ausgewéhlt werden.
Dies umfafst die Wahl des Basissatzes, der so ausgesucht werden muf, daf die
ermittelten Daten nicht zu ungenau werden, der Zeitaufwand hierbei wiederum
aber auch nicht zu hoch werden darf. Bei der CASSCF /CASPT2-Methode kommt
zusitzlich die Auswahl der aktiven Orbitale und Elektronen hinzu, mit deren Fest-
legung die Wellenfunktion des Systems bestimmt wird. Der letzte wichtige Fak-
tor, der entschieden werden muf, ist die Anzahl der zu berechneden angeregten
Zusténde. Bei der CASSCF /CASPT2-Methode werden die angeregten Zusténde
durch Kombination aus unterschiedlichen Elektronenkonfigurationen charakteri-
siert, welche mit einem bestimmten Gewichtsanteil in % die Zusammensetzung
des Zustandes bestimmen. Dies konnte bei einigen Ergebnissen in Kapitel 4 schon

beobachtet werden.

Die wohl wichtigste Anregung des Retinalchromophors ist der Ubergang ei-
nes Elektrons vom HOMO ins LUMO. Dieser ist der intensivste und deshalb im
experimentellen Spektrum am deutlichsten zu erkennende Ubergang. Bei der Be-
rechnung von Spektren muf deshalb besonderes Augenmerk auf eine moglichst
exakte Beschreibung dieses Ubergangs gelegt werden. In den bisher in Kapitel 4
aufgefiihrten Daten wurde stets je einer der berechneten Zustinde von der HOMO

— LUMO Anregung dominiert, der Anteil dieser Konfiguration lag dabei meist
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bei einem Wert um die 60% oder sogar hoher. Das Gewicht dieser Konfiguration
schwankt allerdings mit der Anzahl der berechneten Zustinde stark. Zusatzlich
kann es auch vorkommen, daf die HOMO — LUMO Konfiguration in mehr als
einem Zustand mit einem hohen Gewicht vertreten ist, was Auswirkungen auf
die berechneten Daten hat. Variiert man die Anzahl der berechneten Zustéinde,
so verandert sich das Gewicht der Konfigurationen in den berechneten Zusténden
und somit die Lage des Absorptionsmaximum und die Genauigkeit der Rechnung.
Ziel ist es aber, moglichst nur einen Zustand mit einem hohen prozentualen Anteil
der HOMO — LUMO Konfiguration zu erhalten.

In Kapitel 4.1 wurde der Einfluff des komplexen Gegenions auf die Absorp-
tion der Modellsysteme beschrieben. Die dort présentierten Daten gehdren zu
Rechnungen, bei denen stets sechs Zustinde berechnet wurden. Die untersuchten
Modelle wurden allerdings auch mit vier und fiinf Zustdnden berechnet. Die von
den Konfigurationen her genausten Werte wurden aber bei der Berechnung mit
sechs Zustdnden ermittelt, weshalb diese Daten auch zur Auswertung herange-
zogen wurden. Anhand der iibrigen Daten 14t sich allerdings aufzeigen, ob und
wie sich die Zusammensetzung der Zustinde und somit die Lage der Absorp-
tionsmaxima verdndert, wenn die Zahl der Zustidnde variiert wird. Im folgenden
sind die spektroskopischen Daten fiir alle Systeme tabellarisch dargestellt. Die
hier angegebenen Daten fiir die nicht protonierten Schiff-Basen beziehen sich alle
auf Rechnungen, bei denen der n- 7* Zustand nicht mit berechnet wurde. Das
aktive Fenster umfalite demnach fiir alle im Folgenden angebenen Daten 10 Elek-
tronen und 10 Orbitale. Der Basissatz blieb ebenfalls unveridndert bei 4s3pld
fiir die schweren Zentren (Stickstoff, Kohlenstoff und Sauerstoff) und 2s fiir die
Wasserstoffatome. Der level shift der CASPT2-Rechnungen lag jeweils bei 0,3 au.
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Tabelle 19: CASSCF- und CASPT2- korrigierte Zustandsenergien®, Oszillatorstarken (f) und die dominie-
renden Konfigurationen® der mit vier Zustinden berechneten Modellchromophore mit komplexem Gegenion

CASSCF CASPT2
Energie f state Energie f Konfiguration Gewicht
au au

pSb  -480,3250 So -481,7581 (4a)?(5a)? 79
3,06 (405) 1,65 S1  2,35(528) 1,26 (5a)!(6a)’ 66
3,48 (356) 0,03  S» 3,02 (410) 0,03 (5a)!(7a)t 14
(4a)t (6a)t 24
(5a)°(6a)? 26
pSbl  -820,7782 So -823,2769 (4a)?(5a)? 76
495 (251) 1,34 Sy 3,11 (399) 0,84 (5a)(6a)! 61
3,79 (327) 0,01 Sz 3,30 (376) 0,01  (5a)!(7a)! 15
(4a)*(6a)! 17
(5a)°(6a)? 33
pSb2  -744,7272 So -747,0087 (4a)?(5a)? 68
5,11 (243) 1,19 S 3,49 (356) 0,81  (5a)!(6a)’ 66
3,82 (325) 0,01 S;  3,32(373) 0,01 (5a)'(7a)! 15
(4a)*(6a)? 17
(5a)°(6a)? 33
5,02 (247) 0,46 Sz 3,81(325) 0,35 (5a)'(6a)! 28
(5a)%(6a)!(7a)t 14
pSb3  -744,7303 S0 -T47,0131 (4a)?(5a)? 76
5,09 (244) 1,36 Sa 3,33 (372) 0,89 (5a)!(6a)! 56
3,72 (334) 0,01 S;  3,23(384) 0,01 (5a)'(7a)! 15
(4a)'(6a)? 17
(5a)°(6a)? 33
4,92 (252) 0,30 S3  3,88(319) 0,24 (5a)'(6a)! 20
(5a)%(6a)'(7a)* 15
Sbl -668,7023 S0 -670,7564 (4a)?(5a)? 76
5,80 (214) 1,79 Sa 3,42 (363) 1,05 (5a)!(6a)’ 75
3,94 (315) 0,00 S3 3,47 (357) 0,00 (5a)(7a)! 15
(4a)'(6a)? 19
(5a)%(6a)? 32
Sb -479,8758 So -481,3707 (4a)?(5a)? 75
6,03 (206) 0,52 S1 3,00 (413) 0,26 (5a)'(6a)! 25
(2a)*(6a)! 14
4,05 (306) 0,00 S 3,62 (342) 0,00 (5a)(7a)! 16
(4a)t (6a)t 19
(5a)°(6a)? 30

@ Differenz zwischen Grundzustand und angeregtem Zustand in eV, in Klammern Wert in nm

b Das Gewicht der Konfigurationen in %
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Tabelle 20: CASSCF- und CASPT2- korrigierte Zustandsenergien®, Oszilla-
torstirken (f) und die dominierenden Konfigurationen® der mit vier Zustéinden

berechneten Modellchromophore ohne Gegenion

CASSCF CASPT2
Energie f state  Energie f  Konfiguration Gewicht
au au

pSblref -480,2341 Sy -481,7550 (4a)?(5a)? 80
3,28 (378) 1,34 S; 241 (515) 0,98 (5a)'(6a)’ 66
3,86 (321) 0,24 Sy 3,30 (376) 0,20 (5a)'(6a)’ 19
(4a)*(6a)* 24
pSb2ref -480,2296 So  -481,7508 (4a)?(5a)? 80
3,28 (378) 1,30 S; 2,41 (515) 0,95 (5a)'(6a)! 65
3,88 (320) 0,26 S, 3,30 (376) 0,22 (5a)'(6a) 20
(4a)' (6a)! 23
(5a)°(6a)? 13
pSb3ref -480,2310 So  -481,7533 (4a)?(5a)? 80
3,22 (385) 1,30 S; 2,37 (522) 0,96 (5a)'(6a)’ 65
3,80 (326) 0,26 S, 3,23 (384) 0,22 (5a)'(6a)* 20
(4a)!(6a)* 23
Sblref  -479,8716 Sy -481,3861 (4a)?(5a)? 76
5,96 (208) 0,27 (5a)!(6a)! 15
3,92 (316) 0,00 S; 3,52 (352) 0,00 (5a)!(7a)! 15
(4a)' (6a)! 19
(5a)°(6a)? 20

@ Differenz zwischen Grundzustand und angeregtem Zustand in €V, in Klammern Wert in nm

® Das Gewicht der Konfigurationen in %
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Tabelle 21: CASSCF- und CASPT2- korrigierte Zustandsenergien®, Oszillatorstarken (f) und die dominie-
renden Konfigurationen® der mit fiinf Zustinden berechneten Strukturen mit komplexem Gegenion

CASSCF CASPT2
Energie f state Energie f Konfiguration Gewicht
au au

pSb  -480,2346 So -481,7581 (4a)?(5a)? 79
3,09 (401) 1,63 S1 2,34 (530) 1,24 (5a)'(6a)’ 66
3,46 (358) 0,04 S» 3,03 (409) 0,04 (5a)(7a)t 14
(4a)t (6a)t 24
(5a)%(6a)? 24
pSbl  -820,7782 So -823,2769 (4a)?(5a)? 76
5,06 (245) 1,20 S4  3,42(363) 0,81 (5a)!(6a)! 50
3,78 (328) 0,01 Sy 3,31 (374) 0,01 (5a)(7a)! 15
(4a)*(6a)! 18
(5a)%(6a)? 32
499 (248) 045 Ss 3,79 (328) 0,34 (5a)'(6a)! 28
(5a)°(6a)!(7a)t 15
pSb2  -744,7271 So -747,0087 (4a)?(5a)? 76
5,16 (240) 1,60 S 3,17 (391) 0,98 (5a)!(6a)t 65
3,80 (326) 0,01 Sa 3,33 (372) 0,01  (5a)(7a)t 14
(4a)*(6a)! 18
(5a)%(6a)? 32
pSb3  -744,7304 S0 -T47,0131 (4a)?(5a)? 80
5,15 (241) 1,59 S1 3,15 (393) 0,97 (5a)!(6a)’ 64
3,70 (335) 0,01 Sy 3,24 (382) 0,01 (5a)'(7a)! 15
(4a)'(6a)? 18
(5a)°(6a)? 32
Sb1 -668,7019 So -670,7566 (4a)?(5a)? 76
583 (213) 1,80 Sz 3,40 (364) 1,05 (5a)'(6a)! 75
3,92 (317) 0,00 Sz 3,48 (356) 0,00 (5a)'(7a)! 15
(4a)t (6a)t 19
(5a)%(6a)? 31
Sb -479,8757 So -481,3806 (4a)?(5a)? 76
6,13 (202) 1,19 Sz 4,15(299) 0,81 (5a)'(6a)* 51
4,05 (306) 0,00 S;  3,62(342) 0,00 (5a)(7a)! 15
(4a)t (6a)t 19
(5a)%(6a)? 31
6,06 (205) 0,76 S5 4,36 (284) 0,55 (5a)'(6a)! 35

@ Differenz zwischen Grundzustand und angeregtem Zustand in eV, in Klammern Wert in nm

b Das Gewicht der Konfigurationen in %
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Tabelle 22: CASSCF- und CASPT2- korrigierte Zustandsenergien®, Oszilla-
torstirken (f) und die dominierenden Konfigurationen® der mit fiinf Zustéinden

berechneten Modellchromophoren ohne Gegenion

CASSCF CASPT2
Energie f state  Energie f  Konfiguration Gewicht
au au

pSblref -480,2339 Sp  -481,7550 (4a)?(5a)? 80
3,32 (373) 1,29 S; 2,40 (516) 0,94 (5a)'(6a)’ 65
3,85 (322) 0,28 Sy 3,29 (377) 0,24 (5a)'(6a)’ 21
(4a)' (6a)! 23
pSb2ref -480,2294 Sp  -481,7508 (4a)?(5a)? 80
3,33 (373) 1,25 S; 2,40 (516) 0,90 (5a)'(6a)! 65
3,87 (320) 0,31 S, 3,30 (376) 0,26 (5a)'(6a)! 22
pSb3ref  -480,2307 So  -481,7532 (4a)?(5a)? 80
3,26 (380) 1,25 S; 2,37 (523) 0,91 (5a)'(6a)! 65
3,79 (327) 0,31 Sy 3,23 (384) 0,27 (5a)'(6a)’ 22
(4a)' (6a)! 22
Sblref  -479,8715 Sp  -481,3778 (4a)?(5a)? 75
6,04 (205) 1,44 3,87 (321) 0,92 (5a)'(6a)* 60
5,99 (207) 0,48 S} 4,08 (304) 0,33 (5a)'(6a)! 23
(2a)'(6a)! 15

@ Differenz zwischen Grundzustand und angeregtem Zustand in eV, in Klammern Wert in nm

® Das Gewicht der Konfigurationen in %
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Tabelle 23: CASSCF- und CASPT2- korrigierte Zustandsenergien®, Oszillatorstarken (f)
und die dominierenden Konfigurationen® der mit sechs Zustéinden berechneten Modellchromo-
phore mit komplexem Gegenion

CASSCF CASPT2
Energie f  state  Energie f  Konfiguration Gewicht
au au

pSb  -480,2333 Sy -481,7584 (4a)2(5a)? 80
2,96 (418) 1,67 S, 239 (519) 1,34 (5a)'(6a)! 67
3,48 (357) 0,04 S, 3,01 (412) 0,04 (5a)'(7a)t 14
(4a)(6a)! 25
(5a)°(6a)? 26
pSbl  -820,7781 Sy -823,2769 (4a)?(5a)? 68
510 (243) 1,49 S, 3,18 (390) 093 (5a)'(6a)" 54
3,77 (329) 0,01 S, 3,32(374) 0,01 (5a)'(7a)! 14
(4a)t(6a)t 18
(5a)°(6a)? 32
pSb2  -744,7270 So  -747,0087 (4a)?(5a)? 68
5,21 (238) 1,63 S; 3,12 (398) 0,98 (5a)!(6a)! 66
3,80 (327) 0,01 S, 334 (371) 0,01 (5a)l(7a)t 14
(4a)(6a)! 18
(5a)?(6a)? 32
pSb3  -744,7303 So  -747,0130 (4a)?(5a)? 75
5,20 (239) 1,61 S, 3,11 (399) 0,96 (5a)!(6a) 65
3,70 (335) 0,01 S; 3,25(382) 0,01 (5a)'(7a)! 15
(4a)t(6a)t 17
(5a)°(6a)? 32
Sbl  -668,7016 Sy -670,7567 (4a)%(5a)2 75
585 (212) 1,73 S; 3,44 (361) 1,02 (5a)'(6a)t 73
3,91 (317) 0,00 S, 3,48 (356) 0,00 (5a)!(7a)t 15
(4a)t(6a)* 19
(5a)®(6a)? 31
Sb -479,8753 So  -481,3708 (4a)?(5a)? 71
6,14 (202) 1,52 S» 3,90 (318) 0,97 (5a)!(6a)! 63
4,04 (307) 0,00 S;  3,62(342) 0,00 (5a)!(7a)! 15
(4a)t(6a)! 18
(5a)°(6a)? 29

¢ Differenz zwischen Grundzustand und angeregtem Zustand in eV, in Klammern Wert in nm

b Das Gewicht der Konfigurationen in %
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Tabelle 24: CASSCF- und CASPT2- korrigierte Zustandsenergien®, Oszilla-
torstirken (f) und die dominierenden Konfigurationen® der mit sechs Zustéinden

berechneten Modellchromophore ohne Gegenion

CASSCF CASPT?2
Energie f state Energie f  Konfiguration Gewicht
au au
pSb1  -480,2318 Sy -481,7555 (4a)?(5a)? 81
ref  3,15(393) 1,38 S, 245 (506) 1,08 (5a)'(6a)" 65
3,84 (323) 0,22 S, 3,28 (378) 0,19 (5a)!(6a)! 18
(4a)' (6a)! 25
(5a)°(6a)* 16
pSb2  -480,2272 Sy -481,7513 (4a)?(5a)? 81
ref 3,16 (393) 1,35 S 2,45 (506) 1,05 (5a)'(6a)! 65
3,85 (322) 024 S, 3,20(377) 021 (5a)'(6a)! 18
(4a)'(6a)? 24
(5a)°(6a)? 15
pSb3  -480,2286 Sy -481,7537 (4a)?(5a)? 80
ref 3,00 (401) 1,35 S; 2,42 (513) 1,05 (5a)'(6a)! 64
3,77 (329) 0,24 S, 3,22(385) 021 (5a)'(6a)! 19
(4a)' (6a)! 24
(5a)°(6a)? 15
Sbl  -479,8711 Sy -481,3780 (4a)?(5a)? 75
ref  6,05(205) 1,73 S; 3,65 (340) 1,05 (5a)'(6a)" 71
3,91 (317) 0,00 S; 3,52 (352) 0,00 (5a)'(7a)! 15
(4a)*(6a)* 19
(5a)°(6a)? 31

¢ Differenz zwischen Grundzustand und angeregtem Zustand in eV, in Klammern Wert in nm

® Das Gewicht der Konfigurationen in %
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Die Resultate der Rechnungen mit unterschiedlichen Anzahlen von Zustdnden
werden deutlich, wenn man Abbildung 40 betrachtet. Hier sind die Energien der
Zustande, bei denen die HOMO — LUMO Anregung einen Anteil liefert, gegen
die Anzahl der berechneten Zustéinde aufgetragen. Die Zahlen an den Datenmar-
kierungen bezeichnet dabei den Anteil der HOMO — LUMO Konfiguration am
Gesamtzustand in Prozent.

45
-  pSb (schwarz) —35%
| = pSbi (rot)
pSb2 (griin) — 51%
40, — PSb3(blau) 4
Sb1 (hellblau) | 20% — 63%
| — Sb(magenta) 28% —28%
0,
S % _ 5% 5%
Q, — 56% 75% .
n 65% _ 4%
- — 61% ~65% — S5
3,0 - — 25% 65%
2,5 7
— 66% — 6% — 7%
vier fanf sechs

Anzahl der Zustiande

Abbildung 40: HOMO — LUMO Ubergiinge der Modelle, die Zahlen geben das Gewicht des

Zustands an

Bei den Rechnungen mit vier Zustinden besitzt der HOMO — LUMO Ubergang
bei mehr als einem Modell in zwei Zustédnden ein hohes Gewicht (pSb2, pSb3).
Es gibt also nicht nur einen Zustand, der von einem HOMO — LUMO Uber-
gang dominiert wird, sondern mehrere Zusténde, bei denen das Gewicht dieser
Konfiguration sehr grof ist. Dieses Phénomen tritt bei der Struktur pSb2 sehr
deutlich auf. Es gibt einen Zustand mit einem HOMO — LUMO Anteil von 66%
und einen zweiten, bei dem diese Konfiguration ein Gewicht von 28% besitzt.
Bei der freien deprotonierten Schiff-Base hat die (5a)!(6a)!-Konfiguration zwar
nur in einem Zustand (S;) einen hoéheren Anteil, doch liegt dieser mit lediglich
25% entschieden zu niedrig; idealerweise sollte das Gewicht des HOMO - LUMO
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Uberganges bei 55% und héher liegen. Die hier ermittelten Daten kénnen dem-
nach nicht zur Auswertung verwendet werden, da die (5a)'(6a)'-Konfiguration
entweder in mehr als einem Zustand zu viel Gewicht hat oder bei einer Struktur
ein viel zu geringes.

Als Folge davon wurde die Zahl der Zustédnde auf fiinf erh6ht und die Modelle
erneut berechnet. Dabei verdnderte sich auch die Zusammensetzung der Zustinde
fiir die Modelle. Bei den Modellsystemen pSb2 und pSb3 hat der HOMO —
LUMO Ubergang nun nur noch bei einem Zustand ein hohes Gewicht. Dafiir hat
sich die Zusammensetzung der Zustdnde bei pSbl extrem verschlechtert. Sowohl
Sy als Sy haben nun einen grofen prozentualen Anteil der HOMO — LUMO
Konfiguration. Bei der freien deprotoniert Schiff-Base hat sich der HOMO —
LUMO Anteil im Zustand S, zwar nun von 25 auf 51% erhoht, dafiir liegt jetzt
ein zweiter Zustand (S5) vor, bei dem das Gewicht der (5a)!(6a)'-Konfiguration
bei 35% liegt. Ein Ergebnis das immer noch sehr unbefriedigend ist und welches
ebenfalls nicht zu einer sinnvollen Auswertung herangezogen werden sollte.

Erst eine Erhéhung der berechneten Zustande auf sechs 16st die oben beschrie-
benen Probleme. Bei jedem Modell wird nun lediglich ein Zustand von der HOMO
— LUMO Anregung bestimmt, dessen Gewicht mit um die 54 - 67% bei recht
akzeptablen Werten liegt.

Zu den Energien der HOMO — LUMO Uberginge lift sich sagen, da® sich
diese vor allem mit dem Gewicht der Konfiguration verdndern. Die Struktur pSb
hat bei allen Rechnungen lediglich einen Zustand, in dem der HOMO — LUMO
Ubergang einen hohen Anteil hat. Der prozentuale Anteil dndert sich bei der
Berechnung von mehr Zustdnden kaum, und die Energie des Zustands &dndert
sich um lediglich 0,04 eV. Das gleiche gilt fiir die Struktur Sb1.

Bei den Strukturen pSb1l, pSb2 und pSb3 treten zwischenzeitlich zwei Zustén-
de mit einem hohen HOMO — LUMO Anteil auf. Hier ist zu erkennen, daf die
Zusténde energetisch hoher liegen, wenn der HOMO — LUMO Ubergang in mehr
als einem Zustand ein hohes Gewicht hat, da diese stark miteinander wechselwir-
ken. Der prozentuale Anteil der Konfiguration ist hoher, wenn diese nur in einem
Zustand vertreten ist.

Abbildung 41 ist analog zu Abbildung 40 fiir die Referenzstrukturen erstellt
worden. Auch hier sind die Energien der den HOMO — LUMO Ubergang beinhal-
tenden Zustdnde gegen die Anzahl der berechneten Zusténde aufgetragen. An den
Markierungen bezeichnet die Zahl wiederum das Gewicht der HOMO — LUMO
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Konfiguration in Prozent. Bei den Referenzstrukturen treten bei der Berechnung
mit vier Zustdnden ebenfalls zwei Zustéinde mit einem HOMO — LUMO Anteil
von 66% und 20% auf. Bei der Referenzstruktur der deprotonierten Schiff-Base
(Sblref) hat die HOMO — LUMO Konfiguration in keinem der vier Zustiande
ein Gewicht iiber 10%. Diese Daten sind demnach fiir eine Auswertung nicht

akzeptabel.
—  pSb1ref (schwarz)
40] - pSbref(rot —23% |
’ pSb3ref (griin) X
~  pSbiref (blau) — 60%
—T71%
3,5 —15%
19% 22% 18%
S’ —20% —21% —18%
q_) 2
L 30 ]
< i
25- 66% 65% oo .
— 65% —65% =
vier fiinf sechs

Anzahl der Zustande

Abbildung 41: HOMO — LUMO Ubergiinge der Referenzstrukturen; die Zahlen geben das

Gewicht des Zustands an

Erhoht man hier die Anzahl der Zustdnde auf fiinf, so nimmt das Gewicht der
(5a)!(6a)'-Konfiguration im zweiten Zustand erst einmal zu. Fiir die Struktur
Sblref erhélt man nun zwei Zustéinde mit einem relativ hohen prozentualen Anteil
der HOMO — LUMO Konfiguration (60 und 23%).

Berechnet man die Modelle mit sechs Zustinden, so sinkt der HOMO —
LUMO Anteil im zweiten Zustand allerdings mit unter 20% auf ein durchaus
akzeptables Gewicht ab. Das Gewicht der (5a)!(6a)'-Konfiguration im ersten Zu-
stand &ndert sich hier, aufser bei Sblref kaum und liegt nahezu konstant bei 65%;

unabhéngig davon, wieviele Zustinde berechnet werden.
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Zu den Energien der Zusténde 148t sich auch hier wieder die gleiche Schluffol-
gerung ziehen wie bei den vorherigen Modellen. Treten zwei Zustdnde mit einem
hohen Anteil an HOMO — LUMO Konfiguration vor, so liegen diese energetisch
relativ hoch. Erhoht sich die Anzahl der Zustinde und erhélt man lediglich einen
Zustand mit einem hohen Anteil an HOMO — LUMO Konfiguration, so besitzt
dieser eine wesentlich geringere Energie, da die elektronischen Wechselwirkungen
zwischen den Zustdnden mit unterschiedlichen Konfigurationen geringer sind.

Die genaue Beschreibung des HOMO — LUMO Zustands ist demnach von der
Anzahl der berechneten Zustinde abhingig. Werden zuwenig berechnet, so scheint
sich die HOMO — LUMO Konfiguration auf mehrere Zusténde zu verteilen. Als
Folge davon liegen diese aufgrund der Korrelation untereinander energetisch héher
als der reine HOMO — LUMO Zustand. Erhéht man die Anzahl der Zusténde, so
nehmen diese Wechselwirkungen ab, und die HOMO — LUMO Anregung tragt
lediglich im hohen Mafe zu einem Zustand bei.
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Verzeichnis der verwendeten Abkiirzungen und Begriffe

CASSCF
CASPT?2
MCSCF
HF

DFT
MP2
DFTB
QM/MM
CI

LCAO
HOMO
LUMO
CAS_n_n
Uuv

IR

NMR

CD

f

R

E

au

eV

nm

dark state
bathochrome Verschiebung
hypsochrome Verschiebung
Photo
Lumi
Batho
BSI

Meta

Glu

Thr

Lys

Complete Active Space Self Consistent Field
Multiconfigurational Second Order Pertubation Theory
Multiconfigurational Self Consistent Field
Hartree-Fock

Dichtefunktionaltheorie
Moller-Plesset-Storungstheorie

Density Functional Tight Binding

Quantum Mechanics/Molecular Mechanics
Configuration Interaction

Linear Combination of Atomic Orbitals

Highest Occupied Molecular Orbital

Lowest Occupied Molecular Orbital

aktiver Raum; beinhaltet n Orbitale und n Elektronen
Ultraviolett

Infrarot

Nuclear Magnetic Resonance

Circular Dichroism

Osrzillatorstérke

Rotationsstirke

Energie

atomic units

Elektronenvolt

Nanometer

Grundzustand / Dunkelzustand

Verschiebung zu langeren Wellenldngen (red shift)
Verschiebung zu kiirzeren Wellenldngen (blue shift)
Photorhodopsin

Lumirhodopsin

Bathorhodopsin

Blue Shifted Intermediate

Metarhodopsin

Glutamat

Threonin

Lysin
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