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1. Einleitung

1 Einleitung

Channelrhodopsine sind lichtgesteuerte lonenkanéle, die in einzelligen Organismen
wie Chlamydomonas reinhardtii oder Haematococcus pluvialis als sensorische Pho-
torezeptoren die Phototaxis kontrollieren [1], [2]. Channelrhodopsine werden auf-
grund ihrer Struktur zu den Retinal-Proteinen gezahlt. Sie bestehen aus sieben
transmembranen Helizes, die einen lonenkanal bilden [3], [4]. Der lonenkanal kann
lichtgesteuert getffnet werden, dies fuhrt zu einer schnellen Polarisation der Zell-
membran und Signaltransduktion [3]. Die zuerst entdeckten Channelrhodopsine
ChR1 und ChR2 aus Chlamydomonas reinhardtii sind die bekanntesten Vertreter.
Sie unterscheiden sich in der Aminosauresequenz und Reaktionsgeschwindigkeit
[3]-[5]. Beide Proteine sind selektiv fur Li*, Na* und Ca?* lonen [6]. Das lichtabsorbie-
rende Vitamin-A-Derivat Retinal befindet sich in der hydrophoben Region der sieben
Helizes. Retinal ist dabei Gber eine protonierte Schiff-Base-Bindung mit einem kon-
servierten? Lysin verbunden [7]. Die Protonierung bewirkt eine Rotverschiebung der
Absorption [8]. Die Absorptionswellenlange hangt entscheidend vom Abstand der
umgebenden Gegenionen ab [7], [9], [10]. Der Komplex aus Schiff-Base und Ge-
genionen bildet zusammen mit einigen polaren Resten an der Polyen-Seitenkette
des Retinals die aktive Region [7]. Die Lichtabsorption des Retinals fihrt zu einer
all-trans—>13-cis Isomerisierung des Molekils (Abbildung 1-1), welche eine Konfor-
mationsanderung des Proteins und letztendlich Offnung des lonenkanals zur Folge
hat [8], [11].

all-trans Retinal

Abbildung 1-1: Isomerisierung des all-trans-Retinals zu 13-cis Retinal.
Im geodffneten Zustand kann ein lonentransport erfolgen. Bei der Schliel3ung des lo-
nen-Kanals und der Riickkehr in den Dunkelzustand werden diese strukturellen An-

derungen wieder riickgangig gemacht (Abbildung 1-2) [8].

aim Laufe der Evolution erhalten geblieben



1. Einleitung

Abbildung 1-2: Lichtaktivierung des ChR2 aus Referenz [12].

Der intra- und extrazellulare pH-Wert hat dabei einen erheblichen Einfluss auf die
Konformationsanderung wahrend der Reaktion, sowie die Regeneration nach der
Depolarisation [3]. Bei der Untersuchung der Offnung und Regeneration der Proteine
fand man heraus, dass zwei Reste (C128, D156) eine zentrale Rolle bei diesem Me-
chanismus einnehmen. Diese sind Uber ein komplexes Wasserstoffbriicken-
Netzwerk verbunden. Eine Mutation der betroffenen Stellen flihrte zu einer erhebli-
chen Verlangerung der Lebenszeit des geotffneten Zustands [13].

Mit Hilfe moderner gentechnischer Verfahren kénnen Channelrhodopsine in erregba-
ren Zellen wie Neuronen exprimiert werden. Von grof3em Vorteil ist ebenfalls die Tat-
sache, dass die Vorstufe des Retinals, Vitamin A, natirlicherweise in den meisten
Wirbeltierzellen vorkommt. Channelrhodopsine, die in diesen Zellen exprimiert wur-
den, konnten durch gezielte Belichtung depolarisiert werden. Dadurch entstehen
praktische Anwendungen in den Biowissenschaften und vor allem den Neurowissen-
schaften. Durch kurze Lichtpulse lasst sich die Aktivitat von Channelrhodopsin-
exprimierenden Zellen ein- und ausschalten. Mit dieser Technik lie3en sich bereits
genaue Karten von Zellpopulationen in Saugerhirnen anfertigen. Durch Expression
von ChR2 in Bipolarzellen der Netzhaut blinder Mause konnte die Sehfunktion im
Auge teilweise regeneriert werden. Dieser neu entstandene Wissenschaftsbereich
wird als Optogenetik bezeichnet und markiert erst den Anfang vieler moglicher An-
wendungen [14]-[16].

Die bisher einzige bekannte Kristallstruktur fir Channelrhodopsine ist die des C1C2
Chimeraproteins aus Chlamydomonas reinhardtii. C1C2 ist ein Fusionsprotein aus
Channelrhodopsinl (ChR1) und Channelrhodopsin2 (ChR2). Es besteht zum gréf3ten

2



1. Einleitung

Teil aus ChR1, in dem zwei Transmembranhelizes durch die von ChR2 ersetzt wur-
den. Das Protein hat sich als funktionsfahig erwiesen und wird deshalb als Modell fur
die Untersuchung der Eigenschaften von Channelrhodopsinen (ChRs) verwendet.
Die C1C2 Struktur ist ein Dimer, das aus zwei Untereinheiten besteht. Die Aminosau-
rensequenz der Channelrhodopsine ist der von Bakteriorhodopsin (bR) und anderen
mikrobiellen Opsinen, wie z.B Xanthorhodopsin und Sensorischem Rhodopsin I
(SRII) sehr ahnlich. Am besten lasst sie sich mit bR vergleichen [7], [17]. Der grof3te
strukturelle Unterschied zwischen C1C2 und bR ist die Position der transmembranen
Helizes TM1 und TM2 (Abbildung 1-3).

TM5

TM1
C1C2

Abbildung 1-3: Uberlagerung der Transmembranregion von C1C2 (griin) und bR (orange). Pfei-
le deuten Kippen der Helizes TM1 und TM2 aus Referenz [7].

Diese sind in C1C2 gekippt, wodurch sich die Kavitat zwischen TM1, 2 und 7 vergro-
Bert und somit einen Wassereinstrom erlaubt. Die Position der protonierten Schiff-
Base ist dagegen konserviert. Analog zu bR befinden sich in der Nahe der Polyen-
kette und des B-lononrings funf aromatische Aminosaurenreste (Trpl63, Phe217,
Trp262, Phe265 und Phe269), die zu der Hydrophobizitat der Retinal-Bindetasche
beitragen (Abbildung 1-4). Demgegenuber formen Cys167, Thrl198 und Ser295 eine

weniger hydrophobe Tasche und sollen zur Absorptionsverschiebung beitragen [7].
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Abbildung 1-4: Vergleich der Retinal-Bindungstasche von C1C2 (links) und bR (rechts) aus
Referenz [7].

Im bR agiert das Wasser als Protonenakzeptor bei der Deprotonierung der Schiff-
base wahrend des Photozyklus und tbertragt das Proton auf das Gegenion Asp 85
(Abbildung 1-5, rechts) [18].

: [
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Abbildung 1-5: Umgebung der Retinal-Schiff-Base in C1C2 (links) und bR (rechts) [7].

Im C1C2 kann das Wassermolekll aufgrund eines zu grof3en Abstandes bezlglich
der protonierten Schiff-Base nicht als Protonenakzeptor fungieren (Abbildung 1-5,
links). Folglich kdnnen anstatt des Wassermolekiils Glul162 oder Asp292 bei der
Deprotonierung eine Rolle spielen. Mutationsstudien zeigten, dass eher Asp292 als
Protonenakeptor fungiert. Dabei wird postuliert, dass Glul62 auch in protonierter
Form vorliegen kann. Die maximale Absorption des C1C2 (4,,.x = 470 nm) ist ge-

genuber der von bR (1,,,, = 568 nm) blauverschoben. Grundsatzlich gilt fir Retinal-
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1. Einleitung

proteine, dass das Maximum der Absorption in etwa der vertikalen Anregungsenergie
zwischen So-Si1 Zustanden entspricht. Diese wird durch Planaritat des konjugierten
Systems und die Umgebung der Schiff-Base beeinflusst [10]. Kato et al. vermuten,
dass die Blauverschiebung auf das ca. 1 A naher an der Schiff-Base gelegene
Asp292 zurtckzufihren ist, welches dem Asp85 Gegenion von bR entspricht. Zu-
satzlich sollen dabei die negativ geladenen Aminosaurenreste entlang des lonenka-

nals eine Rolle spielen. Begriindet wird dies mit der Stabilisierung des Grundzu-
stands im Vergleich zu S1 [7].

1.1 Spektroskopische Untersuchungen an Channelrhodopsinen

Der Photozyklus der Channelrhodopsine kann am Beispiel des ChR2 diskutiert wer-
den (Abbildung 1-6).

ChR2,,

400/520

h P,
ChR2, /

480

Abbildung 1-6: Photozyklus von ChR2 und Zusammenhang zwischen kinetischen Intermedia-
ten Po-P4, spektralen Intermediaten P*8 P40 p520 ynd funktionellen Zustanden des lonenkanals.
ChRp und ChR_ charakterisieren jeweils den lichtadaptierten und dunklen Grundzustand.
ChR2¢ entspricht dem angeregten Zustand vor Kanal6ffnung (ChR,) aus Referenz [8].

Im Dunkelzustand ChRp ist der lonenkanal geschlossen. Anregung mit Licht fuhrt
innerhalb von ca. 400 fs zur all-trans—>13-cis Isomerisierung des Retinals. Fir die
cis-trans Isomerisierung in Rhodopsin bzw. seinem Analogon Isorhodopsin konnte
gezeigt werden, dass diese uber eine sogenannte konische Durchdringung (engl.
Conical Intersection, CI) erfolgt [19]-[21]. Der Grundzustand Po absorbiert bei ca.

480 nm. Nach ungefahr 50 ns wird neben umfangreichen Konformationsanderungen
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im Proteinriickgrat ein erster rotverschobener Ubergangszustand beobachtet. Diese
Zustandsanderung wurde in Zusammenhang mit der Bildung des lonenkanals ge-
bracht, allerdings ist der Kanal noch nicht durchlassig fur lonen. Die Bildung eines
blauverschobenen Intermediats nach weiteren 4 us deutet auf eine Deprotonierung
der Schiff-Base hin. In Folge 6ffnet sich der lonenkanal und zwei neue reprotonierte
kinetische Intermediate bei 520 nm entstehen (P2 und P3). Die Kanal6ffnung wurde
durch elektrophysiologische Messungen bestatigt [3]. In den darauffolgenden 10-
30 ms schliel3t sich der Kanal wieder und bildet den Zustand P4. Innerhalb von 5 s
regenerieren das Retinal und der lonenkanal und kehren in den Anfangszustand zu-
rick, von dem aus der Zyklus von neuem beginnen kann. Die Lebenszeit des geoff-
neten Kanals hangt direkt von der Lebensdauer des 520 nm-Intermediats ab
(P1-P3) [8].

Eine eindeutige Zuordnung der Retinal-Konformationen zu den Intermediaten kann
nicht mit Sicherheit erfolgen. Es wird nicht ausgeschlossen, dass ein Teil der Inter-
mediate aus der 13-cis Konformation resultieren [6], [22]. Das Vorhandensein ande-
rer Intermediate wie 9-cis Retinal im Spektrum wird auch in Betracht gezogen [13].
Die alleinige Verwendung von Spektraldaten kann die auftretenden Phanomene nicht
zuverlassig erklaren. Quantenmechanische Berechnungen, die die erwahnten Struk-
turen modellieren, kbnnten dabei einen signifikanten Beitrag leisten.

Erste kombinierte quantenmechanische und molekilmechanische (QM/MM) Studien
wurden basierend auf Homologiemodellen von bR von Welke et al. durchgefihrt.
Dabei wurden die maximale Absorptionswellenlange und die Struktur des Wasser-
stoffbriickennetzwerks mittels SORCI/SCC-DFTBP Methoden mit expliziter Polarisati-
on untersucht. Das berechnete Wasserstoffbriickennetzwerk war mit dem von bR
vergleichbar. Durch die systematische Mutation von Aminoséauren innerhalb der Bin-
dungstasche von bR nach ChR1 wurde versucht, den Mechanismus der Opsin-
Verschiebung aufzuklaren und spezifische Mutationen zu finden, die eine signifikante
Anderung der Absorptionswellenlange verursachen. Ein signifikanter Einfluss lieR
sich fur Gegenionen feststellen [9]. Anhand der C1C2 Kristallstruktur haben Kamiya
et al. [23] mit QM/MM Berechnungen mit auf Dichtefunktionaltheorie (DFT)-basierten
B3LYP/CHARMM¢® -Methoden durchgefihrt. Nach Substitution und Geometrieopti-

bengl. Spectroscopy-Oriented Configuration Interaction/ Self-Consistent Charge-Density Functional
Theory Based Tight Binding method
¢ Becke, drei-Parameter, Lee-Yang-Parr Dichtefunktional, CHARMM-Kraftfelder

6



1. Einleitung

mierungen wies ihre C1C2 Struktur starke Abweichungen zur Kristallstruktur von
Kato et al. auf (Abbildung 1-7) [7].

Abbildung 1-7: Struktureller Vergleich der Reste in der Nahe des Chromophors nach einer MD-
Simulation aus Referenz [23]

Dabei waren die Positionen einiger Aminoséuren in der Nahe des Chromophors und
besonders die Position des Schiff-Base-Terminus und der geladenen Reste veran-
dert. Diese Geometriednderungen konnen die Absorptionswellenléange und die Zu-
ordnung der Zustande erheblich beeinflussen. Die beschriebenen MRMP2 9 -
berechneten Absorptionswellenlangen stimmen zwar gut mit den experimentell ermit-
telten Uberein, jedoch wurden Werte flr andere angeregte Zustande, ihre Zusam-
mensetzung und die Oszillatorenstarken bisher nicht veréffentlicht und erlauben des-

halb keine Charakterisierung der angeregten Zustande.

1.2 Motivation und Zielsetzung

Die von Kamiya et al. optimierte Geometrie scheint gegeniber der Kristallstruktur
stark veréndert zu sein. Deshalb sollen QM/MM Geometrieoptimierungen unter An-
wendung verschiedener Methoden fur den QM-Teil (HF¢, DFT/B3LYPf, CASSCFY)
durchgefiihrt werden. Von Kato et al. wird die Protonierung des Gegenions Gluta-
matl62 (Glul62) vorgeschlagen (s. Kapitel 1). Anhand einer Modellstruktur mit pro-
toniertem Glul162 soll diese Vermutung naher untersucht werden. Des Weiteren wur-
de in der Studie von Kamiya et al. die Anregungsenergie berechnet, ohne den betref-

fenden Zustand néher zu charakterisieren. Die Qualitat der Berechnungen kann je-

d Multireferenz Moller-Plesset Stérungstheorie zweiter Ordnung

¢ Hartree-Fock-Methode

f Dichtefunktionaltheorie mit Becke, drei-Parameter, Lee-Yang-Parr Dichtefunktional
9 engl. Complete Active Space Self Consistent Field-Methode

7
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doch ohne die Kenntnis Uber die Zusammensetzung der Zustédnde nicht mit Sicher-
heit beurteilt werden. Im Rahmen dieser Arbeit werden Grundzustands- und Anre-
gungsenergien mehrerer Zustande mittels verschiedener Methoden
(CASSCF/CASPT2", DFT/MRCI) berechnet und deren Konfigurationen charakteri-
siert. Zusatzlich sollte der Einfluss einzelner Aminoséuren auf die Absorption unter-
sucht werden. Ein weiteres Ziel ist es, die Geometrie des 13-cis-Retinals zu modellie-
ren und dessen elektronische Struktur zu untersuchen. Molekuldynamik (MD) Simu-
lationen im Vakuum und in Lésung werden durchgefihrt, um die Flexibilitat des Sys-

tems zu beurteilen und um Strukturen fir weitere QM/MM-Studien zu erhalten.

h engl. Complete Active Space second order Perturbation Theory
I Multireferenz Konfigurationswechselwirkung (engl. Multi Reference Cnfiguration Interaction)

8
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2 Theoretischer Teil

2.1 Photochemie

Unter dem Begriff Photochemie werden chemische Reaktionen oder physikalische
Prozesse zusammengefasst, die aus der Wechselwirkung von Materie mit sichtba-
rem oder ultraviolettem Licht resultieren. Photochemische Reaktionen sind fir viele
Lebewesen von entscheidender Bedeutung. Diese sind z.B. in Form von cis-trans
(und trans-cis) Isomerisierung in lebenswichtigen Prozessen wie dem Sehprozess
oder Phototaxis involviert [24]. Des Weiteren kénnen Erkenntnisse aus der Photo-
chemie zur Verbesserung der Lebensqualitéat beitragen, indem sie z.B. in der Medizin
(photodynamische Therapie, Optogenetik) [5], [25] oder bei der Suche nach alterna-
tiven Energiequellen eingesetzt werden [26]. Diese Tatsachen machen die Photo-
chemie zu einem interdisziplinaren Forschungsfeld [27].

Beim Auftreffen von Licht geeigneter Frequenz auf ein Molekul im Grundzustand
kann es durch Absorption eines Lichtquants in einen elektronisch angeregten Zu-
stand Ubergehen. Die Desaktivierung des angeregten Zustandes erfolgt entweder
photophysikalisch durch Ruckkehr in den urspringlichen Grundzustand oder photo-
chemisch unter Entstehung neuer Verbindungen. Die photophysikalischen Prozesse
kénnen in intra- und intermolekulare Vorgange unterteilt werden. Die intramolekulare
photophysikalische Relaxation wird im Jablonski-Diagramm dargestellt (Abbildung
2-1). Durch Absorption gelangen Molekule aus dem Grundzustand, z.B. Singulettzu-
stand So, in hohere Singulettzustdnde Sn. Diese elektronische Anregung geht meis-
tens mit Anregung hdherer Schwingungsniveaus vn einher. Unter Dissipation der
Uberschissigen Schwingungsenergie erfolgt eine vibronische Relaxation (VR) in das
niedrigste Schwingungsniveau innerhalb eines elektronischen Zustandes. Von die-
sem Zustand kann weitere Relaxation strahlungslos tber interne Konversion (Internal
Conversion, IC) zwischen isoenergetischen Schwingungsniveaus oder unter Photo-
nenemission, genannt Fluoreszenz (normalerweise Si->So) erfolgen. Durch strah-
lungslose spinverbotene Ubergéange (Intersystem Crossing, ISC) werden Triplett-
Zustdnde Tn bevolkert. Die Desaktivierung der Triplett - Zustande findet entweder
strahlungslos tber ISC oder strahlend durch Phosphoreszenz statt, wobei das Sys-

tem aus dem T1 in den Singulettgrundzustand Si relaxiert [27].
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Abbildung 2-1: Jablonski-Diagramm. Schematische Darstellung der Potentialkurven des
Grundzustands (So), des ersten angeregten Singulettzustands (Si1) und des ersten angeregten
Triplettzustands (T1). A: Absorption, F: Fluoreszenz, P: Phosphoreszenz, VR: Schwingungsre-

laxation (Vibrational Relaxation), IC: Interne Umwandlung (Internal Conversion), ISC: Intersys-
tem Crossing aus Referenz [28].

Zu den intermolekularen physikalischen Desaktivierungsprozessen zahlen Ausl6-

schung (quenching), Bildung von Exzimeren/Exziplexen, Energie- und Elektronen-
transfer [29].

2.2 Quantenchemische Grundlagen

2.2.1 Die stationare Schrodingergleichung

Das Verhalten von Teilchen auf subatomarer Ebene, wie z.B. Elektronen und Ker-
nen, kann mit quantenmechanischen Verfahren erfasst werden. Die Anderung des
guantenmechanischen Zustands eines Systems kann durch eine Differentialglei-
chung, die sog. Schrodingergleichung, beschrieben werden. Sie hangt von den Ko-
ordinaten aller Teilchen des Systems und der Zeit ab. Fir die meisten Fragestellun-
gen der Quantenchemie reicht die zeitunabhangige Form:

10
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HyY = EyY (2-1)
Gleichung (2-1) stellt ein Eigenwertproblem dar. Dabei ist E der Eigenwert und ent-
spricht der Gesamtenergie des Systems, v ist die Eigenfunktion und H der Hamilton-
Operator. Mogliche Lésungen der Schrédingergleichung sind Wellenfunktionen bzw.
Zustandsfunktionen ¥ . Experimentelle Observable ist jedoch die Wahrscheinlich-
keitsdichte:

Iz =y, @2

wobei Y* die komplex Konjugierte zu vy ist. Die zeitunabhangige Schrodingerglei-
chung bezieht sich auf den stationédren Zustand. Stationar bedeutet in diesem Fall,
dass die Wahrscheinlichkeitsdichte |1|? konstant bleibt. Wahrend sich fiir ein Eine-
lektronensystem wie das H-Atom eine exakte Losung finden lasst, werden fir Mehr-

elektronensysteme und Molekule die Losungen angenahert [30], [31].

2.2.2 Die Born-Oppenheimer-Naherung

Die Schrdodingergleichung fur Mehrteilchenprobleme wird durch die sogenannte
Born-Oppenheimer-Naherung vereinfacht. Diese beruht darauf, dass Kerne viel
schwerer sind als Elektronen und sich deswegen viel langsamer bewegen. Néahe-
rungsweise lassen sich dadurch Elektronen- und Kernbewegungen separat betrach-
ten. Der elektronische Hamilton-Operator (H,;), der die Bewegung von N Elektronen

im Feld von M Atomkernen beschreibt, ergibt sich zu:
1 Zi w1
LN
i 2 . Tia &by
1 A=1 =

Dabei ist VZ der Laplace - Operator, ein Differentialoperator in Bezug auf das i - te
Elektron, Z, die Kernladungszahl, r;, der Abstand zwischen dem i - ten Elektron und
dem 4 - ten Kern, r;; der Abstand zwischen dem i-ten Elektron und dem j - ten Elekt-

ron. Die elektronische Schrédingergleichung (2-4)

HeWer = Eeie (2-4)

kann fir mehrere Kernanordnungen punktweise geldst werden. Die Kernkoordinaten

gehen in diese Gleichung parametrisch ein, d.h. dass y,,; sich fir jede Kernanord-

11
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nung andert. Unter der Berlcksichtigung der KernabstoRung ergeben sich beim L6-
sen der elektronischen Schrddinger-Gleichung Potentialenergieflachen (PEF), die die

Energie in Abhangigkeit der Kernbewegung beschreiben [30].

2.2.3 Potentialflachen
Ein Energieminimum auf der PEF entspricht einer Gleichgewichtsgeometrie des Mo-
lekils und ist somit ein stabiler Zustand des Systems. Dadurch wird die Suche nach
Minima auf den PEF zu einer wichtigen Aufgabe bei der Molekulmodellierung. Das
Optimierungsproblem kann allgemein als Minimierung der Energie in Abhangigkeit
von Kernkoordinaten formuliert werden. Die Energiefunktion kann dabei die Lésung
der Schrddingergleichung sein oder sie entstammt einem Kraftfeld [32], [33]. Verfah-
ren zur Geometrieoptimierung, die im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurden, be-
ruhen auf der Bestimmung des Gradienten nach der Methode des steilsten Abstiegs
(engl. Steepest Descent, SD) und der Methode der konjugierten Gradienten (engl.
Conjugate Gradient, CG) bzw. auf der Bestimmung des Gradienten und der Hesse-
Matrix im Newton-Raphson Verfahren. Die Newton-Raphson Methode stellt dabei die
Grundlage fur den Berny-Algorithmus dar, der im Rahmen der QM/MM-
Geometrieoptimierung in der vorgelegten Arbeit verwendet wurde. Im Berny-
Algorithmus wird die Hesse-Matrix am Anfang der Optimierung angenahert. Die Na-
herung erfolgt unter Verwendung einfacher Valenzkraftfelder. Daraufhin werden
Energien und die ersten Ableitungen, die wahrend der Optimierung erhalten werden,
fur die Aktualisierung der Hesse-Matrix verwendet [34].
Da Molekille bei Normalbedingungen keine starren Strukturen sind, ist die Untersu-
chung der dynamischen Prozesse wichtig. Dies wird durch Ausfiihren der Molekuldy-
namik-Simulationen ermdglicht. In der Molekildynamik werden Strukturen schrittwei-
se unter Verwendung der Newtonschen Bewegungsgesetze generiert. Als Ergebnis
erhalt man Trajektorien, die Informationen tber Anderung der Positionen und Ge-
schwindigkeiten im System anhangig von der Zeit enthalten. Trajektorien werden
durch L6sung von Differentialgleichungen der folgenden Form:

d’x; Fy

= (2-5)
dtz m;

12
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erhalten. Diese Gleichung beschreibt die Bewegung eines Teilchens mit der Masse

m; entlang der Koordinate x; unter Einfluss der Kraft F;, in diese Richtung. In der vor-

liegenden Arbeit werden MD-Simulationen zur Aquilibrierung eingesetzt [33].

2.2.3.1 Konische Durchdringungen

Konische Durchdringungen (engl. Conical Intersection, CI) verbinden die Potential-
flachen zweier elektronischer Zustande gleicher Symmetrie. Sie erméglichen einen
strahlungsfreien und schnellen Ubergang eines Systems von einem Zustand in einen
anderen. Tritt ein Molekul in die Nahe einer konischen Durchdringung, wird es meist
entlang des Reaktionstrichters (s. Abbildung 2-2, links) beschleunigt und kann von
dort aus, je nach Eingangsrichtung zum entsprechenden Photoprodukt oder zurtick
zum Ausgangszustand relaxieren. Konische Durchdringungen sind keine stationaren
Punkte, sondern vielmehr Hyperflachen, bei denen die Energien der betreffenden
Zustéande in n-2 Dimensionen (dem sog. Durchdringungsraum) entartet sind. Die Ub-
rigen 2 Dimensionen bilden den Verzweigungsraum (eng. branching space), entlang
zweier unabhangiger Koordinaten, die die Entartung aufheben. Diese werden durch
den Gradientendifferenzvektor und den nichtadiabatischen Kopplungsvektor be-
schrieben und bestimmen die Gestalt des Reaktionstrichters (Abbildung 2-2, rechts).
Diese kann erheblichen Einfluss auf den Ausgang der Reaktion nehmen. Der Reakti-
onstrichter kann dabei spitz sein (engl. peaked CI) oder verschoben (engl. sloped
oder tilted CI) sein. Das Durchlaufen einer konischen Durchdringung beruht auf inne-
rer Umwandlung (s. Kapitel 2.1).

n-2 dimensional
intersection

2 dimensional ~ SPace Energy

Energy
branching space
X 2 X 1 X 1
X4 Peaked Sloped Intermediate
Conical Intersection Conical Intersection Conical Intersection

Abbildung 2-2: Konische Durchdringung im n-dimensionalen Raum (links). Topologien von
Reaktionstrichtern konischer Durchdringungen (rechts) aus Referenz [35].

Die Elektronen- und Kernbewegungen sind dabei gekoppelt, wodurch die
Born-Oppenheimer Naherung ungultig wird. Die Berechnung von Molekuleigenschaf-

ten in der Nahe konischer Durchdringungen erfordert eine Reihe von Korrekturen zur
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Born-Oppenheimer Néaherung. So mussen z.B. die Kopplungsterme zwischen den

beteiligten adiabatischen Zustandsflachen ermittelt werden [35], [36].

2.2.4 Losen der elektronischen Schrodingergleichung

Der elektronische Hamilton-Operator in Gleichung (2-3) hangt nur von raumlichen
Koordinaten ab. Um die Elektronen komplett zu beschreiben muss eine weitere Ei-
genschaft des Elektrons miteinbezogen werden-der Spin. Im Rahmen der nicht rela-
tivistischen Quantentheorie geschieht das durch Einfuhren der Spinfunktionen a(w)
und B(w), die jeweils entgegengesetzten Spins entsprechen (engl. spin up und spin
down). Die Wellenfunktion hangt somit von den raumlichen Koordinaten r und von
der Spinkoordinate w ab. Werden r und w als x zusammengefasst, so lasst sich die
Wellenfunktion als ¥(x4,x; ..., x,) darstellen. Da die Elektronen ununterscheidbar
sind, muss die Wellenfunktion antisymmetrisch beziglich der Vertauschung der

x-Koordinate jeder zwei Elektronen sein:

W (x1, Xg ey Xp) = =W (X1, X5 o, Xpy) (2-6)

Das bekannte Pauli-Prinzip ist eine direkte Konsequenz dieses so genannten Anti-
symmetrieprinzips [30].

Wellenfunktionen, die von Raum- und Spinkoordinaten abhangen, werden als
Spinorbitale bezeichnet. Aus jedem Raumorbital kbnnen zwei verschiedene Spinorbi-

tale jeweils fur den a und g Spin gebildet werden:

Y(r)a(w)
x(x) =1 oder (2-7)

(B (w)

Dabei sind sowohl Raum- als auch Spinorbitale orthonormal.

2.2.4.1 Die Hartree-Fock Methode

In Mehrteilchensystemen werden Elektronenbewegungen durch
ElektronenabstofRung beeinflusst. Fur eine vollstandige quantenmechanische Cha-
rakterisierung des Systems miussen diese Elektronenwechselwirkungen mitbertck-
sichtigt werden. Bei der Anwendung der Hartree-Fock (HF) Methode wird die Elekt-
ronenwechselwirkung durch ein Modell unabhangiger Teilchen angenéhert. In die-

sem Modell wechselwirkt jedes i -te Elektron mit dem gemittelten Potential aller an-
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deren Elektronen. Die auf diese Weise ermittelte HF-Energie ist eine obere Grenze
fur die exakte Energie. Diese Naherung ermdglicht es, die Mehrelektronen-
Schrddingergleichung mit Hilfe gekoppelter Einelektronen-Schrodingergleichungen
darzustellen und sie auf diese Weise =zu losen. Die Einelektronen-
Schrédingergleichungen liefern Einelektronen-Zustandsfunktionen, die als Spinorbi-
tale bezeichnet werden. Um das Antisymmetrie-Prinzip zu erfillen (s. 2.2.4), wird aus
den Spinorbitalen (y,) eine Slaterdeterminante gebildet. Die meisten Berechnungen
erfolgen fiir sog. geschlossenschalige Systeme, bei denen jedes Molekilorbital (MO)
jeweils ein a- und ein S-Elektron aufnimmt. Dies resultiert in Spinorbitalen mit paar-
weise gleichen Ortsanteilen. Die Slaterdeterminante fur n/2 Molekulorbitale mit n

Elektronen nimmt dabei folgende Gestalt an:

P1(r)a(l) Y1 (r)B() ... l/!g(rl)a(l)llig(n)ﬁ(l)

) P1(r)a(2) Y, (r2)B(2) ---lﬂg(rz)d(Z)l/J%(rz)ﬁ(Z)
' (2-8)

Yo(r) =

2

!

Py () () P () B (@) .. Pn(r)a(mpn () B (n)

In Formel (2-8) entsprechen die Reihen allen mdglichen Spin-Orbital Kombination far
jedes i-te Elektron. Der Faktor vor der Determinante ist fur die Normierung notwen-
dig. Vertauschen von zwei Elektronen entspricht dem Vertauschen zweier Reihen in
der Determinante und wurde ihr Vorzeichen &ndern. Dadurch wird die Antisymmetrie
erfullt und die Unbestimmtheit der Elektronenposition beriicksichtigt.

Die Slater-Determinante, die den niedrigsten Energiemittelwert (Eo) liefert, ist die Na-

herung fur die Grundzustandsfunktion:

Eq = (Yol H 1ho) (2-9)

Bei der HF-Methode wird der Grundzustand durch eine einzige Slater-Determinante
angenahert. Um den niedrigsten Energiemittelwert zu ermitteln, wird ein Satz von
Orbitalen bestimmt, fir den die Energie minimal ist. Die Energieminimierung erfolgt
mittels des Variationsansatzes. Dabei werden die HF-Gleichungen gel6st, die Be-

stimmungsgleichungen fir die gesuchten optimalen Orbitale sind:
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f); () = e (1) (2-10)

f (i) ist dabei der effektive Einelektronen-Operator, der als Fock-Operator bezeichnet

wird und wie folgt definiert ist:

N/2

O =h@) + ) 2@ — Ky (D) (2-11)
=1

h(i) erfasst dabei die kinetische Energie des i-ten Elektrons und die potentielle
Energie der Anziehung zwischen i-ten Elektron und den Kernen. J;(i) ist der
Coulomb-Operator. Dieser entspricht dem mittleren lokalen Potential, das am i -ten
Elektron durch das Elektron im Spinorbital y; hervorgerufen wird. Der
Austauschoperator K;(i) ist ein nicht lokaler Operator und besitzt keine klassische
Interpretation.

Fur kleine Systeme wie Atome kdnnen die HF-Gleichungen direkt numerisch gelost
werden. Fir die Bestimmung unbekannter molekularer Orbitale werden Ublicher-
weise bekannte Basisfunktionen verwendet. Dazu wird jedes MO in einem Satz
atomarer raumlicher Basisfunktionen {¢,(r)|u =1,23,..K} entwickelt (LCAO-

Ansatz, von engl. Linear Combination of Atomic Orbitals):

K
Y = Cui®y (2-12)

Durch Einsetzen von (2-12) in (2-10) und Integration werden die sog. Roothaan-Hall

Gleichungen erhalten:
N
Z(EN - Eisuv)cvi =0 u=12..,N (2-13)

v=1

Gleichung (2-13) kann in Matrixform geschrieben werden:
FC = SCe (2-14)

Die Fock-Matrix F ist dabei die Darstellung des Fock-Operators in Matrixform. C ist

eine quadratische Matrix mit Entwicklungskoeffizienten C,;. S ist die Uberlappungs-
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matrix, die die Uberlappung zwischen den Orbitalen beschreibt. ¢ ist eine Diagonal-
matrix, die Orbitalenergien ¢; enthélt.

Sowohl Fock-Matrix als auch MO's sind von MO-Koeffizienten abhangig. Folglich ist
die Gleichung (2-14) nicht linear und muss iterativ mit Hilfe der sog. Selbstkonsis-
tenz-Methode (engl. Self-Consistent Field, SCF) geltst werden. Dabei wird ein Satz
von initialen MO-Koeffizienten vorgegeben, eine Fock-Matrix aufgestellt und die HF-
Gleichungen geldst. Mit dem neuen Satz von MO-Koeffizienten wird der Vorgang
wiederholt bis Konvergenz erreicht ist, d.h. bis der Satz der C,;-Koeffizienten sich
nicht mehr andert. Das Ergebnis dieser Berechnung sind K optimierte Molekulorbita-
le, wobei K der Anzahl der Basisfunktionen entspricht. Davon sind n/2 Molekilorbita-
le besetzt und K-n/2 MO’s unbesetzt. Man bezeichnet diese auch als virtuelle Orbita-
le [30], [37].

2.2.4.2 Methode der Konfigurationswechselwirkung

Mit der Hartree-Fock (HF) Naherung kann die Gesamtenergie relativ gut berechnet
werden. Dies gilt jedoch nicht fur Energiedifferenzen wie z.B. Bindungsenergien oder
Anregungsenergien. Daflr muss die Elektronenkorrelationsenergie (Ecorr) mit einbe-
zogen werden (s. 2.2.4.1). Diese wird als Differenz zwischen der exakten nicht relati-
vistischen Grundzustandsenergie des Systems (€o) und der Hartree-Fock Energie
(Eo) definiert.

Ecorr = €0 — Ey (2-15)
Ein Verfahren zur Berucksichtigung der Korrelationsenergie ist die Methode der Kon-
figurationswechselwirkung (engl. Configuration Interaction, CI). Hierbei wird die exak-

te Wellenfunktion als Linearkombination von Slater-Determinanten dargestellt:

Yer = coPo + csPs + cpPp + .. (2-16)

Y, ist dabei die Grundzustandsdeterminante, die bei der Losung der HF-Gleichungen
erhalten wird. ¥5 , ¥, usw. sind angeregte Determinanten, die durch Substitution
einer (engl. single, S) oder mehrerer besetzter Orbitale (engl. double, D; triple ,T)
durch virtuelle Orbitale zustande kommen. Die Energien werden mittels linearer Vari-

ationsverfahren bestimmt, wobei cn die Variationskoeffizienten (Cl-Koeffizienten)
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sind. Die Eigenvektoren der Cl-Matrix beschreiben die Zusammensetzung der jewei-
ligen Zustande [30], [31].

2.2.4.3 CASSCF

Im sog. Multi-Konfigurations-SCF Ansatz (MCSCF) geht man einen Schritt weiter:
Zusatzlich zu den Cl-Koeffizienten werden auch die MO-Koeffizienten fur die jeweili-
gen Zustande optimiert. Da eine vollstandige Variation aller Molekilorbitale in jeder
Determinante fur die meisten praxisbezogenen Falle nicht mdglich ist, wird das
MCSCF-Verfahren auf situationsrelevante Molekulorbitale beschrankt. Ein Ansatz,
sich auf die wichtigen Orbitale zu beschrénken, der in dieser Arbeit verwendet wurde,
ist das von Roos et al. entwickelte CASSCF-Verfahren (engl. Complete Active Space
Self Consistent Field) [38]. Bei der CASSCF-Methode wird der Orbitalraum, der
durch den ausgewdahlten Basissatz aufgespannt wird, in einen aktiven, einen inakti-
ven und einen externen Raum unterteilt. Die inaktiven Orbitale bleiben wahrend der
Berechnung immer doppelt besetzt, d. h. aus diesen Orbitalen findet keine Anregung
statt. Im aktiven Raum (CAS-Fenster) wird eine full-Cl Berechnung durchgefiihrt,
wobei MO- und Cl-Koeffizienten optimiert werden. Die Besetzungszahlen der aktiven
Orbitale kénnen zwischen Null und Zwei variieren. Die externen (inaktiven virtuellen)
Orbitale bleiben zu jeder Zeit unbesetzt, in diese Orbitale findet folglich keine Anre-
gung statt. Die gesamte CAS-Wellenfunktion entspricht der Linearkombination der
Konfigurationen im inaktiven und aktiven Raum. Die externen Orbitale haben keinen
Einfluss auf die CAS-Wellenfunktion, werden aber fir die Orbitaloptimierung benétigt.
Die GroRRe der kompletten Cl-Entwicklung, die durch die Weyl-Formel bestimmt wird
[39], steigt faktoriell mit der Anzahl der aktiven Elektronen und Orbitale an.
Erfahrungsgemal ist die GroRe des aktiven Raums auf maximal 14 Orbitale be-
schrénkt. Deshalb ist es wichtig, eine sinnvolle Auswahl der aktiven Orbitale zu tref-
fen. Normalerweise werden Orbitale in den aktiven Raum eingeschlossen, die an
dem untersuchten Prozess beteiligt sind oder aufgrund gleicher Symmetrie miteinan-
der interagieren kbnnen, wie z.B. die n-Orbitale in konjugierten Polyenen. Dabei ent-
spricht zumeist jedem bindenden Orbital im aktiven Fenster ein antibindendes Or-
bital. In vielen Berechnungen ist dadurch die Anzahl der aktiven Elektronen und Orbi-
tale im CAS-Fenster identisch, jedoch sind auch verschiedene Kombinationen aktiver
Elektronen und Orbitale mdglich.

Die CASSCF-Methode wird auch fir die Berechnung angeregter Zustande einge-
setzt. Wenn mehrere angeregte Zustande gleichzeitig berechnet werden sollen (z.B.
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fur die Untersuchung konischer Durchdringungen), ist es Ublich, zustandsgemittelte
Wellenfunktionen (engl. state-averaging) anzuwenden. Mit Hilfe des state-averaging
Verfahrens werden die Orbitale beziiglich der mittleren Energie Emiw. von N angereg-

ten Zustanden optimiert:

Enmite. = Z w;E; (2-17)

l

Dabei sind w; Wichtungen der zu berechnenden Zustdnde und E;-Energien der i-ten
Zustande. Das Ergebnis dieser Rechnung ist ein Satz von Orbitalen und N
Cl-Funktionen. Mit dieser Methode soll eine gleichzeitige und gleich gute Berech-
nung mehrerer angeregter Zustande gewahrleistet werden. Haufig missen hoher
angeregte Zustande mit in die Berechnung eingeschlossen werden.

CASSCF-Berechnungen berucksichtigen hauptsachlich die sog. statische Korrelati-
on. Sie liefern jedoch gute Orbitalbasen und Startkonfigurationen, um dynamische
Effekte storungstheoretisch z.B. mit Hilfe der CASPT2-Methode (engl. 2nd order

Complete Active Space Perturbation Theory) zu untersuchen [32], [39].

2.2.4.4 CASPT2
Einzelzustands-CASPT2 (engl. single state, SS)
Folgendes Kapitel bezieht sich auf den Artikel von Finley et al [40].

Die Stoérungstheorie basiert auf der Unterteilung des Hamiltonoperators in zwei Teile:
H=H,+V (2-18)
Dabei ist H, der Hamiltonoperator nullter Ordnung mit bekannter Lésung, V ist eine
Storung, die auf H, angewendet wird und im Vergleich dazu klein ausfallen soll. Der
Hilbertraum wird also in einen Referenzraum und einen sekundaren Raum aufgeteilt:

P+Q=1 (2-19)

Der Referenzraum ist normalerweise eindimensional und wird durch einen CASSCF

Referenzzustand |a) aufgespannt:

P=|a){a] (2-20)
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Dieser ist Eigenfunktion von Hj, :
Hyla) = Ef|a). (2-21)

Der Wellenoperator 2% generiert den bendétigten Zustand. Die Gleichung nullter Ord-

nung fur den Wellenoperator ist gegeben durch:
(E§ — Hp)2f|la) = QH|a) (2-22)
Mit der Energie zweiter Ordnung, die durch
2na = Efst + (a|HQ{|a) (2-23)
gegeben ist. Der Wellenoperator erster Ordnung wird durch den Hamiltonoperator

erster Ordnung H, und den Referenzzustand |a) vollstandig bestimmt. Dabei ent-

spricht Hy:

HE = la) (@lF¥la) (@l + )" 1K) (kIF“IK)K] + Q24 F*Q%q
k

+Qf, . FUQf, ..

(2-24)

Fe ist ein generalisierter Einteilchen-Fock-Operator und die Summe iiber k schlieft
alle Zustande ein, die orthogonal zum Referenzzustand sind. Q¢ ist ein Unterraum,
der durch |pgrs; a) Zustande aufgespannt wird, die durch Doppelanregung bezogen
auf den Referenzzustand generiert werden. Anregungen héherer Ordnung werden im
Term Qf, _eingeschlossen. Die |pqrs; a) Zustande sind nicht orthogonal und linear
abhangig. p, q,r,s sind Orbitalindizes. Kontrahierte Zustdnde, in denen p,q,r,s alle

aktiv sind, werden in Q¢ ; nicht bertucksichtigt. Unter Anwendung folgender Identitaten

QH|a) = Q¢ H|a) (2-25)
Q5qHg Qg =0 (2-26)
QSaHE QS y = QS F Q¢4 (2-27)
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kann Gleichung (2-22) wie folgt umgeschrieben werden:
(E§ — F*)Qf|a) = Q¢ H|a) (2-28)

Gleichung (2-44) kann unter Verwendung der Zustande aus dem QZ,; Raum iterativ
geldst werden. Diese Zustdnde werden durch Orthogonalisierung der |pgrs; a) Zu-
stande erhalten.

Bei Kopplung mehrerer Zustande (z.B. konische Durchdringung oder Rydberg Mi-
schung) liefert SS-CASPT2 keine korrekten Ergebnisse. Dieses Problem wird mit
Hilfe der Multizustands-CASPT2 Methode (engl. Multi State, MS) gelost.

MS-CASPT2

MS-CASPT2 verwendet einen multidimensionalen Referenzraum P, der durch einen
oder mehr zustandsgemittelte CASSCF Zustande aufgespannt wird. Diese interagie-
ren mittels eines effektiven Hamiltonoperators H¢//. Der Referenzraum P ist gegeben
durch:

d
P= ) la)al 229)
a=1

wobei d der Dimension des Referenzraums entspricht. Referenzzustande fur MS-
CASPT?2 sind Eigenfunktionen des H{ :

Hf|a) = Ef|la) (a=1,2,..,d) (2-30)

Der Rest des Hilbertraums wird durch den Sekundarraum Q aufgespannt. Modellzu-

stande 1/)3 sind Projektionen auf die gesuchten Zustande |1/)p) im Referenzraum P:

Pl,) = [¥p) p=12,..,d) (2-31)

Der Wellenoperator 2F, der die gesuchten Zustande generiert, wird nach Ordnungen

entwickelt:

NP =1+00+08+ - (2-32)
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NF besitzt n Stérungsfaktoren V besitzt. Der Hamiltonian nullter Ordnung ist dem in
SS-CASPT2 ahnlich. Unter Verwendung ahnlicher Identitaten wird analog zu Glei-
chung (2-28) folgender Term erhalten:

(E§ — F*)0fa) = Q% H|a) (a=1,2,..,d) (2-33)
Dabei ist der Multireferenz-Wellenoperator 27 eine Linearkombination der SS Wel-

lenoperatoren:
ofle) = Y ofla)al (2-30)
k

Der effektive Hamiltonoperator H¢// ist gegeben durch:
H®T = PHOPP (2-35)

Er interagiert nur mit dem Referenzraum P. In zweiter Ordnung wird Hé//folgender-

maflen definiert:

H{) = PHP + PHOLP (2-36)
Dabei werden die Diagonalelemente des H;’:{; durch die SS-CASPT2 Energien defi-
niert:

<“|Hze££|a> = EJ 4 (a=1,2,..,d) (2-37)

Die MS-CASPT2 Methode ist nicht zeitaufwendiger als die SS-CASPT2 Methode und
istim MOLCAS Programmpaket als Standard-Ansatz implementiert [40].

2.2.45 DFT
Der grundlegende Unterschied der Dichtefunktionaltheorie (DFT) zu den bisher be-
schriebenen Methoden ist die Behandlung von Mehrteilchensystemen anhand der

Elektronendichte anstatt elektronischer Wellenfunktionen. Die Wellenfunktion i fir
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ein N-Elektronensystem ist eine Funktion von 3N Koordinaten ¥ = ¥ (¥4, ..., Xy), WO-
bei ¥y drei raumliche Koordinaten 7 und die Spinkoordinate s des N-ten Elektrons
beinhaltet. Die Elektronendichte p(7) stellt die Wahrscheinlichkeit dar, irgendeines

von N Elektronen im Volumenelement d# zu finden. Sie ist gegeben durch:

() = Nf ...flllflzdsldp'c’z d#, (2-38)

p(7) hangt nur von drei raumlichen Koordinaten ab, unabhangig von der Elektronen-

anzahl. Durch Integration
f p(Md7 =N (2-39)

ergibt sich die Gesamtzahl der Elektronen pro Volumeneinheit. Gemaf den Theore-
men von Hohenberg und Kohn wird die Grundzustandsenergie durch die Elektronen-
dichte festgelegt und kann mittels Variationsansatzes erhalten werden. Die funktiona-
le Beziehung zwischen der Energie und Elektronendichte wird als Dichtefunktional
E(p) bezeichnet. Das Ziel der DFT-Methoden ist es dementsprechend, das Dichte-
funktional anzunéahern. Dieses kann in drei Energiefunktionale unterteilt werden: Die
kinetische Energie, T(p), die Anziehung zwischen den Kernen und Elektronen,
E,..(p) und die AbstofRung zwischen den Elektronen, E,..(p). Die Anziehung zwischen
den Kernen und Elektronen kann in Form eines externen Potentials v(#), das durch

die Elektronendichte p(#) bestimmt ist, ausgedriickt werden:

Enelp] = f v Pp(P)dF (2-40)

E..(p) schlieRt dabei den Coulombterm J[p] und den Austauschterm K[p] ein (ana-
log zu HF-Methode). Um die kinetische Energie korrekt zu beschreiben, wird die so-
genannte Kohn-Sham-Naherung angewendet. Das Konzept basiert auf der Einfih-
rung eines hypothetischen Systems mit nicht miteinander wechselwirkenden Pseu-
doelektronen (d.h. ohne Spin und Ladung). Die Losung der Schroédingergleichung fur
dieses System ist durch eine Slaterdeterminante bestehend aus n Elektronen in n
Kohn-Sham-Orbitalen ¢; beschrieben. Fur diese ist das Funktional fur die kinetische

Energie gegeben durch:
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T[] = 27 {i]- 17

¢,i>, (2-41)

wobei der Index S auf die Slaterdeterminante hindeuten soll. Die Elektronendichte

wird in Form von Einelektronen-Funktionen (Orbitalen) dargestellt:

p) = ) i @42

Die Orbitale kbnnen entweder numerisch bestimmt werden oder analog zur HF-
Methode in einem endlichen Satz von Basisfunktionen entwickelt und mit SCF-
Verfahren optimiert werden. Der Ausdruck fur die kinetische Energie in Gleichung
(2-41) basiert auf der Annahme unabhéangiger Teilchen und bericksichtigt keine
Elektronenkorrelation. Diese geht in das Austausch-Korrelations-Funktional E,.[p]

ein, wobei der allgemeine Ausdruck fur die Energie folgende Gestalt annimmt:

E[p] = f T,[0] + Enelp] +J1p] + Exclp] (2-43)

Das Hauptproblem der DFT-Methodik ist, eine passende Formel fur das Austausch-
Korrelations-Funktional zu finden, da dieses unbekannt und nicht direkt bestimmbar
ist. Es wird mittels unterschiedlicher Ansatze angenahert. Mit dem LDA-Ansatz (engl.
Local Density Approximation) erfolgt die Naherung durch Gleichsetzen der Elektro-
nendichte mit einem homogenen Elektronengas. Eine Verbesserung im Vergleich zur
LDA-Methode ist die GGA-Naherung (engl. generalized gradient approximation).
Diese geht von der Annahme eines nicht homogenen Elektronengases aus, wodurch
sich Inhomogenitaten in der Dichteverteilung besser beschreiben lassen. Dabei ge-
hen die Ableitungen der Dichte in die Austausch- und Korrelationsenergien ein,
wodurch die raumliche Anderung der Dichte erfasst wird. In dieser Arbeit wurden
Hybridfunktionale eingesetzt. Bei Hybridfunktionalen entspricht ein Teil der Austau-
schenergie der exakten HF-Austauschenergie, der Rest der Austausch- und Korrela-
tionsenergie kann durch andere Funktionale oder ab initio Methoden angenahert
und/oder empirisch angepasst werden. Vorteile der DFT sind die mit dem HF-Ansatz

vergleichbare Geschwindigkeit unter Bertcksichtigung der Elektronenkorrelation.
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Wenn die exakte Austausch-Korrelations-Energie bekannt ware, dann wirde die
DFT-Methode die exakte Gesamtenergie des elektronischen Systems liefern [31],
[32], [41].

2.2.4.6 DFT/MRCI

Wahrend fur viele Probleme im elektronischen Grundzustand CI-Verfahren ausge-
hend von einer Referenzdeterminante ausreichend ist, werden angeregte Zustande
mit einem Multireferenzansatz besser beschrieben. Im Rahmen des MRCI-
Verfahrens (engl. Multi-Reference Configuration Interaction) werden die wichtigsten
Konfigurationen zu der Referenzwellenfunktion hinzugefligt, aus der dann die Anre-
gungen erfolgen. Mit dem MRCI-Ansatz wird die statische Korrelation gut beschrie-
ben. Fur die Bericksichtigung der dynamischen Korrelation sind viele Konfiguratio-
nen notwendig, was mit einem grol3en Rechenaufwand einhergeht. Im Gegensatz
dazu wird mit der DFT-Methode die dynamische Korrelation schnell berechnet. Ein
DFT/MRCI-Ansatz wurde von S. Grimme und M. Waletzke entwickelt, bei dem die
statische Korrelation mit einer MRCI-Entwicklung beschrieben wird und Informatio-
nen aus der DFT-Rechnung (Orbitale und Energien) zur Berucksichtigung der dyna-
mischen Korrelation eingesetzt werden. Um die Doppelzahlung der dynamischen
Korrelation zu vermeiden, wird eine spezielle Dampfungsfunktion eingesetzt. Aul3er-
dem werden einige nicht molekullspezifische, aber funktionalspezifische Parameter
bendtigt, die an experimentelle Daten angepasst wurden. DFT/MRCI eignet sich zur
Untersuchung sowohl des Grundzustands als auch angeregter Zustande [41], [42].

2.3 Kraftfeldmethoden

Systeme, die flr quantenmechanische Berechnungen zu grof sind, kbnnen mit Kraft-
feldmethoden (Molekllmechanik) untersucht werden. Bei der Molekilmechanik wer-
den im Gegensatz zur Quantenmechanik keine Elektronenbewegungen bericksich-
tigt, die Energie des Systems héngt dabei nur von den Kernpositionen ab. Die Wech-
selwirkungen in einem molekilmechanischen System basieren auf Bindungsdeh-
nung, Winkelbeugungen, Torsionen und uneigentlichen Torsionen (engl. improper
torsions). Die Potentialenergie und ein Satz von Parametern definieren das Kraftfeld.
Generell umfassen alle Kraftfelder mindestens vier Terme. Diese werden hier an-
hand des in dieser Arbeit verwendeten AMBER-Kraftfeldes [43] dargestellt:
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Evm = z Ky (I; — li,o)z + 2 Ko (6; — 9i,o)2

Bindungen Winkel

+ z %(1 + cos(ng — 6)) (2-44)

Torsionen

N Z (Yz__léJr qlq,)
rij rij 47T£0rij

nicht bindend

Der erste Term der Gleichung (2-44) entspricht der Wechselwirkung zwischen ge-
bundenen Atompaaren und wird durch ein harmonisches Potential beschrieben. Die
Energie steigt mit der Anderung der Bindungslange [; gegeniiber der Referenzbin-
dungsléange [;,. Der zweite Term entspricht einer Summe Utber Abweichungen der
Valenzwinkel 6; von Referenzwinkeln 6;,. Der dritte Term gibt die Anderung der
Energie in Abhangigkeit eines Torsionswinkels ¢ wieder. Mit dem letzten Term wer-
den nicht-bindende Wechselwirkungen modelliert. In den meisten Kraftfeldern erfolgt
dies unter Verwendung von Coulomb-Potentialen fur elektrostatische Wechselwir-
kungen und Lennard-Jones Potentialen fur van der Waals Wechselwirkungen. Dabei
sind 4;; und B;; Lennard-Jones Parameter, g; und q; sind die atomaren Partialladun-
gen, g, ist die Dielektrizitatskonstante, r;; ist der Abstand zwischen den Atomen i und

j. Ky, V, sind Kraftkonstanten. Kraftkonstanten und Referenzwerte gehéren zu den
Parametern der Kraftfelder. Jedes Kraftfeld wird fur bestimmte Zwecke (Molekulklas-
se, spezielle Eigenschaften) parametrisiert. Im Rahmen dieser Arbeit wurde das
AMBERIff99SB-ILDN-Kraftfeld verwendet [44], welches spezielle Parameter fur Pro-
teine beinhaltet. Dieses basiert auf dem AMBER99SB-Kraftfeld, dem AMBER-
Kraftfeld mit verbesserten Parametern flr Diederwinkel des Proteinriickgrats [45].
Der Ausdruck fir die Energie des AMBERff99SB-ILDN-Kraftfeldes setzt sich wie folgt

zusammen:

M
Eym = Eagosp — Vagoesp(6) + ko + Z kn(1+ cos(neg —6)) (2-45)

n=1

Dabei wird von der Energie E 9955 des AMBER99SB-Kraftfeldes der urspringliche
Torsionsterm V,g955(8) durch den verbesserten Torsionsterm ky + YY" k,(1 +
cos(n¢ — §)) ersetzt. In diesem Term ist k, eine Konstante, k,, sind die Kraftkon-
stanten fur M Terme und § wurde gleich Null gesetzt [44]. Das AMBERff99SB-ILDN-
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Kraftfeld stellt eine weitere Optimierung des AMBER99SB-Kraftfelds dar, in dem Pa-
rameter fur Seitenketten-Torsionen verbessert werden. Diese beschranken sich auf
die Aminoséauren Isoleucin (1), Leucin (L), Aspartat (D) und Asparagin (N), die in AM-

BERff99SB als besonders problematisch erschienen.

2.4 QM/MM-Methoden

Quantenmechanische Methoden (QM) kdnnen fiir verschiedene Fragestellungen in
der Chemie angewendet werden. Mit QM-Verfahren lassen sich elektronische Eigen-
schaften von Molekilen zur Beschreibung chemischer bzw. photochemischer Reak-
tionen mittlerweile sehr prazise bestimmen. Deren Anwendbarkeit wird jedoch durch
die GroRRe eines Systems limitiert. Grol3e Systeme wie z.B. Proteine lassen sich sehr
gut mit den zuvor beschriebenen molekularmechanischen Methoden (MM) beschrei-
ben. Fur Makromolekule mit einer ,wichtigen® reaktionsfahigen Region (wie z.B. dem
Channelrhodopsin) eignet sich eine Kombination von Quantenmechanik fur den akti-
ven Teil (Chromophor) und Molekilmechanik fur die Umgebung (Protein). Es gibt
unterschiedliche Madglichkeiten, einen QM/MM-Ansatz zu implementieren: Durch
Hinzufigen von QM-Funktionalitat zu einem MM-Programm (z.B. Amber [44], [46],
[47]), durch Hinzufigen MM-Funktionalitdt zu einem QM-Programm (z.B. Gaussian
[48]) oder modular durch Zusammenfihrung der QM- und MM-Programme Uber ein
Interface (z.B. ChemShell [49], COBRAMM [50]).

In dieser Arbeit wurde eine modulare Implementierung namens COBRAMM verwen-
det. Im Folgenden wird der QM/MM-Ansatz im Rahmen der COBRAMM-
Implementierung erlautert. Das QM/MM-Verfahren lasst sich sowohl fir Geometrie-
optimierung als auch fiur Molektldynamik anwenden. In dieser Arbeit wurde der
QM/MM-Ansatz fur Geometrieoptimierungen verwendet. Im ersten Schritt des
QM/MM Ansatzes wird das System in QM- und MM-Region unterteilt (Abbildung 2-3,
links). Neben der gewohnlichen QM/MM-Unterteilung erfolgt in COBRAMM eine zu-
satzliche Unterteilung des Systems in drei Ebenen (engl. layer), die in Abbildung 2-3
rechts dargestellt ist. Die QM-Region entspricht dabei immer dem high layer. Die
MM-Region lasst sich in zwei Ebenen unterteilen. Zu einer Ebene gehdren Atome,
die wahrend der Simulation unbeweglich bleiben bzw. nicht optimiert werden. Diese

Ebene wird als low layer bezeichnet.
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Abbildung 2-3: Unterteilung des QM-Systems. Links: Unterteilung des Systems in QM- bzw.
MM-Region. Rechts: Die zusatzliche Unterteilung in COBRAMM in low, medium und high layer
[51].

Eine weitere Ebene, medium layer genannt, enthalt MM-Atome, die wahrend der Si-
mulation beweglich bleiben und gleichzeitig mit dem high layer (QM-Region) opti-
miert werden.

Die entstehende Grenze zwischen der QM- und MM-Region kann kovalente Bindun-
gen durchschneiden. In diesem Fall bleibt am QM-Grenzatom eine ungesattigte Va-
lenz zurlck. Bei der Berechnung der QM-Region wirde dies zu unphysikalischen
Ergebnissen fuhren. Um dieses Problem zu umgehen, existieren verschiedene Stra-
tegien wie z. B. das Linkatom-Schema, Grenzatom-Verfahren oder Methoden mit
fixierten lokalisierten Orbitalen [52]. In COBRAMM wird ein Linkatomschema ver-
wendet, wobei die ungesattigte Valenz in der QM-Region durch Einfiihrung eines

zusatzlichen Atoms in diesem Fall Wasserstoff abgesattigt wird (Abbildung 2-4).

Abbildung 2-4: Linkatomschema beim Durchschneiden der kovalenten Bindung an der Grenze
zwischen QM- und MM-Region. Als Q1-Qs werden die QM-Grenzatome bezeichnet. M;-Ms sind
MM-Atome. H (rot) ist das Linkatom [51].

Das QM-Grenzatom (Q1) ist dabei kovalent mit dem Linkatom (H) verbunden. Das
Einfihren von Atomen, die nicht zum urspringlichen System gehdéren, kann zu Prob-
lemen bei Geometrieoptimierungen und bei der Berechnung der QM/MM-
Gesamtenergie fuhren. Darum werden die Freiheitsgrade der Linkatome meist auf

Bewegungen entlang der Verbindungsachse eingeschrankt.
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Um Uberpolarisation an der QM/MM Grenze durch zu geringe Abstande von Link-
und MM-Grenzatomen zu vermeiden, wird die Ladung des M1 Atoms gleich Null ge-
setzt und auf die gebundenen M2 Atome (siehe Abbildung 2-4) verteilt. Diese neu
erhaltene Ladungsverteilung wird im Nachfolgenden als emb (engl. embedding char-
ges) bezeichnet, gegenuber der urspringlichen Ladungsverteilung pod (engl. point
charge original distribution, s. Abbildung 2-5).

model | model-H | emb |

Abbildung 2-5:Schema fir die elektrostatische Einbettung. Links ist das System ohne Linka-
tom dargestellt. Model entspricht der QM-Region ohne Linkatom und pod den urspriinglichen
Punktladungen vor der Einfihrung des Linkatoms. Rechts ist das System mit Linkatom darge-
stellt. Die pod Ladungen werden dementsprechend verandert. Emb entspricht den modifizier-
ten pod-Punktladungen [51].

Die QM/MM-Energie wird in COBRAMM durch ein subtraktives Schema erhalten. Die
Gesamtenergie ergibt sich zu:

tot _ pSystem model—H el.model—H/emb el.mod /pod model—H _

Die Indizes QM und MM bezeichnen dabei Terme, die entsprechend auf quantenme-

chanischem bzw. molekiilmechanischem Niveau erfasst werden. Ej "™ ist die mit

MM berechnete Energie des Gesamtsystems, Egn,y,del-*’ beschreibt die Energie der

QM-Region mit H-Link-Atomen. Eg"*%'~"#/¢™" ist die elektrostatische Wechselwir-

kung zwischen QM Wellenfunktion und Punktladungen der Umgebung, d. h. die Wel-
lenfunktion wird durch die MM-Ladungen polarisiert. Von diesen Termen werden die

MM Beitrage fur die elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen QM und MM Re-

Eghmedet/pod sonie die MM-Energie EgelH fiir die Atome der QM-Region ab-

gion
gezogen. Die Bezeichnung model im ersten Term entspricht den Atomen der QM-
Region ohne Link-Atome.

Bindende und van-der-Waals Wechselwirkungen zwischen QM- und MM-Region

werden allein auf MM-Level bericksichtigt [51], [52].
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3 Methodik

Fir alle nachfolgenden Rechnungen wurde eine auf 2,3 A genau aufgeldste Kristall-
struktur des Proteins C1C2 verwendet. Diese ist in der Proteindatenbank (PDB) unter
der Kennung 3UG9 zu finden.

3.1 Erzeugen der Startstrukturen fur QM/MM-Berechnungen

3.1.1 Erstellung von Topologie- und Parameter-Dateien

Fur nachfolgende MM- und QM/MM-Berechnungen missen zunachst Topologie- und
Parameterdateien flr das verwendete Kraftfeld erzeugt werden. Alle nachfolgenden
Schritte wurden mit Hilfe von Amber [47], [53], [54] und den dazugehdrigen Pro-
grammpaketen ausgefuhrt. Es wurde eine Reihe von Naherungen vorgenommen
sowie Anpassungen an das verwendete Kraftfeld durchgefiihrt. Dazu zahlen die Zu-
weisung von Atomtypen und das Erzeugen fehlender Bibliotheken fiir so genannte

Nicht-Standard-Reste. Diese Modifikationen sollen im Folgenden erlautert werden.

3.1.2 Modifikationen und Naherungen

Als erste Naherung wurden in der Kristallstruktur aufgeldste einzelne Fettsaurereste
nicht berticksichtigt. Diese entstammen der Membran, in die das Protein eingebettet
ist. Der Einfluss der Membran besteht zum gréf3ten Teil darin, die Proteinstruktur zu
stabilisieren. Um diesen Effekt zu reproduzieren, misste die komplette Membran
modelliert werden, da mit nur wenigen Fettsduren keine Stabilisierung erreicht wer-
den kann.

Da Wasserstoffatome in der Kristallstruktur nicht aufgelést wurden, wurden diese mit
Hilfe des Programms PDB2PQR [55], [56] hinzugefiigt. Dieses protoniert Aminosau-
ren gemaf ihrer pKa-Werte unter Verwendung des Programms PROPKA [57]-[60]
und addiert die tUbrigen Wasserstoffatome gemald der Valenzen der schweren Zen-
tren. Der Retinalchromophor wurde in gmolden [61] an den entsprechenden Positio-
nen manuell protoniert.

In der verwendeten Kristallstruktur wurden 53 Aminosauren nicht aufgeldst, diese

sind in Abbildung 3-1 entsprechend durch leere Stellen gekennzeichnet.
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Dssp I ~ |,
|4 y VvV
Site Record
FOES TGSDATVPVATOQDGPDYVFHRAHERMLFQTSYTLENNGSVICIPNNGQCFCLAWLKSNG
PDE a7 60 70 50 83
s AANANNANANNAN  _AANANANANNNAN n_s
Site Record o—0—00
POETNAEKLAAN ILOWITFALSALCLMFYGYOQTWKS TCGWEEIYVATIEMIKFITEYFHEFDE
PDEgy 90 100 120 130 140 143
S, T:turn
_________________
B A R VAVAVAVAYAVAVAVAY il VAVAVAVAVAVAVAYAY E: beta strand
site Record 9 Q———————————0——0—0—0—0 o © o - empty. no secondary structure assigned
POEPAVIYSSNGNKTVWLRYAEWLLTCPVILIHLSNLTGLANDYNKRTMGLLVSDIGTIVWGT
PDE a4 150 160 170 150 190 200 203 :t E: beta bridge
N A A A A AR A A A AR A A A A A~ — 5ibend
DssP — —_—
Y WV IV VIV VVVVVVVVFV Ve VVVVVVV VIV V VY F Y H alpha helix
Site Record o=—Q0—0 o0—0 o—
FOETAALSKGYVRVIFFLMGLCYGIYTFFNAAKVY I EAYHTVPKGRCROVVTGMAWL FFVSWG
PDEZoq 210 220 230 240 250 260 263
e MANN—LN_ _ ANAANNNAN C ANANANNANANNN
Site Record—©Or oo oo
POEMFPILFILGPEGFGVLSVYGSTVGHTI IDLMSKNCWGLLGHYLRVLIHEHILIHGDIRKT
PDEJgq 270 280 290 300 310 370 323

DSSP — - —

Site Record

POETKLN IGGTEIEVETLVEDEAEAGAVYSSEDLYFQ
PDEFo4 340

Abbildung 3-1: C1C2-Proteinsequenz. Die in der Sequenz enthaltenen Aminosauren sind durch
einen Einbuchstaben-Code repréasentiert. Durch leere Stellen sind in der Kristallstruktur nicht
aufgeldoste Aminosauren gekennzeichnet. Zusatzlich sind Sekundarstrukturen eingezeichnet:
Turn: Schleife, beta strand: Beta-Faltblatt, beta bridge: Beta Briicke, bend: Krimmung, alpha
helix: Alpha Helix [pdb.org; 3UG9].

Die an die fehlenden Aminoséuren ankntipfenden losen Termini waren im Modell bei
neutralem pH-Wert geladen. Dadurch wirden Ladungen, die im Protein nicht existie-
ren, generiert. Um dieses Problem zu umgehen, wurden die entsprechenden Enden
mit Schutzgruppen abgesattigt. Der Carboxy-Terminus wurde mit einer N-Methyl-
Schutzgruppe (NME) verknipft. Der C-Terminus wurde mit der Acetyl-Schutzgruppe
(ACE) versehen (Abbildung 3-2).

H 0O H H O H H
o |
H—C—C N—C C—N—C—H
N S
ACE NME
o) o
GLU

Abbildung 3-2: Verwendung der ACE- und NME-Schutzgruppen am Beispiel des Glutamats.

Die vorgenommenen Anderungen wurden in einer PDB-Datei zusammengefihrt,

diese wird im weiteren Verlauf verwendet.
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3.1.3 Erzeugen neuer Bibliotheken fur Nicht-Standard-Reste

Die Bibliothek des Amber-Kraftfelds enthalt Parameter fir Kombinationen von Bin-
dungslangen, Winkeln, Diederwinkeln und Ladungen fir alle proteinogenen Amino-
sauren. Channelrhodopsin enthélt jedoch Reste, die in der Amber-Bibliothek nicht
definiert sind, sogenannte Nicht-Standard-Reste (engl. non-standard residues). Zu
diesen gehdrt der Retinalchromophor sowie Ce und Nz des Lys296 und dazugehdrige
Wasserstoffatome (im Nachfolgenden RET genannt) sowie der Rest des Lys296 (im
Nachfolgenden LYP genannt). In Abbildung 3-3 sind die non-standard residues dar-
gestellt.

Lys296

_ LYP

|
RET

Abbildung 3-3: Nicht-Standard-Reste RET und LYP.

Fur diese Reste missen neue Bibliotheken erzeugt werden. Im ersten Schritt wurde
dazu das elektrostatische Potential um das entsprechende Molekil (RET oder LYP)
gemal des Merz-Kollman-Schemas [62] mit HF/6-31G* berechnet. Basierend darauf
wurden mit dem Programm antechamber Punktladungen erzeugt. Die Verfiigbarkeit
der noétigen Parameter im benutzten Kraftfeld wurde mit dem Programm parmchk
Uberpruft. Fehlende Parameter wurden analog zu bereits vorhanden, ahnlichen Pa-
rametern eingefligt. Aus den erzeugten Dateien wurden neue RET- bzw. LYP-
Bibliotheken erstellt, mit dessen Hilfe die benétigten Parameter/Topologiedateien
erzeugt werden konnten. Parameter/Topologiedateien enthalten alle Informationen
Uber das System, die fur die Bestimmung der Energien, Energieminimierung und Mo-
lektldynamik notwendig sind. Zu diesen zdhlen neben den erwdhnten Geometriepa-
rametern und Ladungen auch Informationen Uber Wasserstoffbriicken und interne
Koordinaten. Die Koordinatendateien enthalten kartesische Koordinaten und werden

wahrend der Rechnungen aktualisiert. Parameter/Topologie- und Koordinatendateien
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wurden mit dem Programm Leap erzeugt. Nach Laden von Kraftfeld, RET/LYP-
Bibliotheken und PDB-Datei wurde eine Bindung zwischen RET und LYP zugefigt
und das System durch Addition eines Chloridions neutralisiert. Nach Speichern der
Parameter/Topologie-Datei (real.top) und Koordinaten-Datei (real.crd) wurde die Po-
sition der zugefigten Wasserstoffatome und Schutzgruppen (ACE und NME) in je-
weils 250 Zyklen mit dem Steepest Descent und dem Conjugated Gradient Verfahren
auf MM-Niveau minimiert.

Die QM-Region setzte sich aus der Retinal-Schiff-Base und der dazugehérigen
€-CH2-Gruppe des Lysins nach Abséttigung mit einem Wasserstoffatom zusammen
(Abbildung 3-4).

Abbildung 3-4: QM-Region bestehend aus Retinal-Schiff-Base und der dazugehorigen €-CH-
Gruppe des Lysins. Mit gestrichelter Linie ist die QM/MM-Grenze gekennzeichnet. Das H-Atom
dient zur Absattigung der QM-Region.

Fur dieses Modell wurde eine separate Parameter/Topologiedatei erzeugt, wobei
dem hinzugefigten Wasserstoff-Linkatom ein neuer Atomtyp (Atomlink, AL) zuge-
wiesen wurde. Auf diese Weise wurden insgesamt zwei verschiedene Startstrukturen
mit unterschiedlichen Protonierungszustanden der Gegenionen Asp292 und Glul62
erstellt. In der Standard-Protonierung liegen beide Gegenionen entsprechend den mit
PROPKA berechneten pKa-Werten deprotoniert vor. In einem weiteren Modell liegt
Glul62 nach dem Vorschlag von Kamiya et al. (s. Kapitel 1) in protonierter Form vor
(GLH162-Struktur).

3.1.4 Verwendete Modelle

Fiur QM/MM-Geometrieoptimierungen wurden Modelle mit verschiedenen bewegli-
chen MM-Regionen um den Retinalchromphor erzeugt. Im ersten Modell (FP, frozen
pocket) blieben wéahrend der Optimierung die Retinal-Schiff-Base (RET), das Lysin
(LYP) sowie die benachbarten Wassermolektile WAT614 und WAT619 beweglich (s.
Abbildung 3-5). Im Gegensatz zum Wassermolekil WAT614 war WAT619 bei allen
Geometrieoptimierungen beweglich. Der Rest der Proteinumgebung wurde bei den
Positionen der Kristallstruktur festgehalten.
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VWAT614 & \WAT619

Abbildung 3-5: Das FP-Modell. Wassermolekiile sowie RET und LYP sind beweglich. Wasser-
stoffatome sind nur bei Wassermolekilen abgebildet.

Um den Einfluss der Gegenionen zu verfolgen, wurden in einem erweiterten Modell
zusatzlich die Gegenionen Asp292 (D292) und Glul62 (E162) beweglich gehalten.
Dieses Modell wird im Folgenden als E_D bezeichnet (Abbildung 3-6).

WAT619 &£

Abbildung 3-6: Das E_D Model. Asp292 (D292), Glul62 (E162), WAT619, LYP und RET sind
beweglich. Wasserstoffatome sind nur beim Wassermolekul abgebildet.

In Anlehnung an den Artikel von Kamiya et al. (s. Kapitel 1) wurden weitere 12 Ami-

nosauren aus der Proteintasche bei der Optimierung freigelassen (Abbildung 3-7).
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WAT619¢ YD292 E129

E162 |
/j K132

Abbildung 3-7: Das MP-Modell. 12 Aminosaduren aus der Proteintasche, WAT619, LYP und RET
waren beweglich. Wasserstoffatome sind nur beim Wassermolekil abgebildet.

Dieses Modell wird nachfolgend als MP (mobile pocket) bezeichnet.

3.2 QM/MM-Geometrieoptimierungen

QM/MM-Geometrieoptimierungen im Grundzustand wurden mit COBRAMM durchge-
fuhrt. Die Berechnungen des QM-Teils erfolgten mit Molpro 2010.1 [63]. Der aktive
Raum fur CASSCF-Berechnungen wurde entsprechend der Problemstellung ge-
wahlt. Die Startwellenfunktion dafiir wurde mit Hilfe von RHF-Berechnungen erhal-
ten. Die DFT-Geometrieoptimierung erfolgte unter Verwendung des B3LYP-
Hybridfunktionals [64]-[68]. Fur alle QM-Rechnungen wurde der 6-31G* Basissatz
[69] verwendet. Fir MM-Berechnungen wurde das Programmpaket Amber einge-
setzt. Die Geometrieoptimierungen wurden mit dem Berny-Algorithmus von
Gaussian09 [48] realisiert.

Die Geometrieoptimierung im angeregten Zustand erfolgte analog zur Geometrieop-

timierung im Grundzustand mit Zustandsmittelung (state-average).
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3.3 Berechnung der Anregungsenergien

Die vertikalen Anregungsenergien wurden unter Verwendung von CASPT2- und
DFT/MRCI-Methoden berechnet. Die CASPT2-Berechnungen erfolgten mit dem
MOLCAS 6.4-Programmpaket [70]. Mit Hilfe von CASPT2 wurden die Anregungs-
energien der funf niedrigsten Zustande berechnet. Die Berechnung erfolgte unter
Verwendung des 6-31G* Basissatzes. Startorbitale fur die CASSCF-Rechnung wur-
den auch hier mit der RHF-Methode generiert. Die Symmetrie der Orbitale wurde
optisch beurteilt und die Orbitale wurden bei Bedarf neu sortiert, bis alle m-Orbitale im
aktiven Raum erfasst wurden. Der aktive Raum bestand aus 12 r-Elektronen in 12 r-
Orbitalen (CASSCF (12,12)). Die state-averaged-CASSCF-Rechnung mit Mittelung
Uber die funf Zustande lieferte Referenzkonfigurationen fur den single-state (SS)-
und multi-state (MS)-CASPT2-Ansatz. Die gesamte Proteinumgebung wurde in Form
von Punktladungen (emb. s. Kapitel 2.4) bertcksichtigt. Die Berechnung der Anre-
gungsenergien im Vakuum erfolgte ohne Berlcksichtigung der Punktladungen. Die
vertikalen DFT/MRCI Anregungsenergien wurden mit Hilfe des Programmpakets
Turbomole 6.4 [71] berechnet. Dazu wurde die SVP-Basis [72] und das BHLYP-
Funktional (engl. Becke's half-and-half exchange in a combination with the LYP cor-

relation functional) verwendet [64]-[67], [73].

3.4 Molekuldynamik (MD)-Simulationen

MD-Simulationen erfolgten mit dem Amber-Programmpaket. Fir die Simulation im
expliziten Solvens wurde das TIP3P-Wassermodell verwendet. Die initiale Minimie-
rung wurde basierend auf Steepest Descent- und Conjugated Gradient-Methoden
durchgefiihrt. Temperaturkopplung an das Warmebad erfolgte mit Hilfe des Langevin
Thermostats. Die nichtbindenden Wechselwirkungen wurden bis zu einem Abstand
von 12 A beriicksichtigt (cut-off).
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4 Ergebnisse

4.1 QM/MM-Geometrieoptimierung im Grundzustand und Charakterisie-

rung der Zustande

QM/MM-Geometrieoptimierungen wurden basierend auf Startstrukturen aus Kapitel
3.1.3 und Modellen aus Kapitel 3.1.4, wie in 3.2 beschrieben, ausgefihrt.

Fur die Beschreibung des QM-Teils wurden jeweils RHF, DFT/B3LYP und CASSCF
Methoden verwendet und gegenulbergestellt. Der aktive Raum fir CASSCF-
Berechnungen bestand aus 12 m-Elektronen in 12 m-Orbitalen (CASSCF(12,12)).

Mit Hilfe von CASPT2 wurden die Anregungsenergien der funf niedrigsten Zustande
fur die HF-, DFT/B3LYP- und CASSCF-optimierten Retinalstrukturen berechnet. Zu-
satzlich wurden fir alle optimierten Strukturen die vertikalen Anregungsenergien der
zehn niedrigsten Zustande mit DFT/MRCI berechnet. Davon wurden die funf nied-
rigsten Zustande mit den CASPT2-Zustanden verglichen. Zur Charakterisierung der

Zustande wurden Konfigurationen mit einem Gewicht = 10% hinzugezogen.

4.1.1 QM/MM-Geometrieoptimierung-Standard-Protonierung

Die durchgefiihrten Strukturoptimierungen zeigten ahnliche Trends hinsichtlich der
Anderungen am Schiff-Base Terminus. Abbildung 4-1 zeigt exemplarisch eine Uber-
lagerung des CASSCF-optimierten FP-Modells (RET, orange) und der H-
substituierten Kristallstruktur (turkis).

E162

T

Abbildung 4-1: Uberlagerung der Kristallstruktur (tiirkis) und der CASSCF-optimierten FP-
Struktur (orange) sowie Gegenionen E162 und D292.

Bei allen Geometrieoptimierungen wurde eine Verdrilung des Schiff-Base
(SB)-Terminus in Richtung des Gegenions Aspartat (D292) beobachtet. Diese Ver-
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drillung liefert bereits einen Hinweis auf D292 als mdglichen Protonenakzeptor im
Photozyklus des Channelrhodopsins. Um die Geometrieveranderung gegenuber der
Kristallstruktur quantitativ beurteilen zu kdnnen, wurden die Abstande zwischen dem
Wasserstoffatom der Schiff-Base (H3) und den benachbarten geladenen Aminosau-
renresten (D292, E162, K132) analysiert. Die ausgewahlten Abstande sind in Abbil-
dung 4-2 schematisch dargestellt.

Abbildung 4-2: Gemessene Abstande fir die Untersuchung der Abstandsdnderung. Dargestellt
sind die Namen der Molekile (unterstrichen) und die entsprechenden Atomtypen.

Abbildung 4-3 zeigt exemplarisch fur die HF-optimierten FP-, E_D- und MP-Modelle
die Differenz der jeweiligen Abstdnde zur Kristallstruktur. Die Ergebnisse fir
DFT/B3LYP- und CASSCF-optimierte Strukturen zeigen ein &hnliches Verhalten und
befinden sich im Anhang A 1 (Abbildung A 1-1). Die negativen Werte in Abbildung
4-3 entsprechen einer Verringerung der Distanz und positive Werte einer Vergrol3e-
rung der Distanz zwischen dem Chromophor und den ausgewéhlten Aminosduren-

resten gegentber der Kristallstruktur.
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H3-K132(3H2)

H3-K132(2HZ)

mMP
mE D
mFP

H3-E162(0E2)

H3-E162(0E1)

H3-D292(0D2)

H3-D292(0D1)

—
—
Ha-K132(1H2) ———
—
R —
—_—
—

-15 -1 -0.5 0 0.5 1 15 2
Ad[A]

Abbildung 4-3: Differenz der Abstande zur Kristallstruktur (Ad) fur FP- (blau), E_D- (braun) und
MP-Modelle(grun) im Rahmen der HF-Geometrieoptimierung in der Standard-Protonierung. Die
Abstande entsprechen der Darstellung in Abbildung 4-2.

Es zeigt sich, dass im MP-Modell der Abstand zwischen Schiff-Base und positiv ge-
ladenem Lys132 deutlich kleiner wird (bis zu 1.5 A), wahrend in den anderen Model-
len diese Anderung eher gering ausfallt. In allen Modellen vergroRert sich der Ab-
stand zum negativ geladenen Glu162. Die groRte Anderung ist beim E_D-Modell zu
verzeichnen (ca. 1A). Gleichzeitig verringert sich der Abstand zum zweiten
Gegenion, Asp292, in allen Modellen um ca 0.6 - 0.8 A. Die Position der Wassermo-
lekile @ndert sich wahrend der Optimierungen kaum. In Abbildung 4-4 wird die HF-
optimierte FP-Struktur (a) mit den E_D- (b) und MP (c)-Modellen zum Vergleich tber-
lagert. Alle Abbildungen zeigen eine Wasserstoffbriicke zwischen dem Proton der
Schiff-Base, Asp292 und dem benachbarten Wassermolektl. Im E_D-Modell &ndert
das Glutamat-Gegenion (E162) seine Position und bildet eine zusatzliche Wasser-
stoffbriicke mit dem Lysinrest (K132). Im MP-Modell kehrt E162 beinahe an seine
ursprungliche Position im FP-Modell zurtick, wobei der Lysinrest sich in Richtung des

Glutamats bewegt.
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a) b)

E162
% WAT{
i D292
| |
| ——

K132

E162

Abbildung 4-4: a) HF-optimierte FP-Struktur, b)-c) Uberlagerung der HF-optimierten FP-Struktur
mit den Strukturen der E_D- und MP-Modelle (orange)

Auf diese Weise kann K132 Wasserstoffbriicken mit beiden Gegenionen ausbilden.

Der Einfluss der ausgewahlten QM-Methoden auf die Retinal-Struktur wurde anhand
der Bindungslangen beurteilt. Abbildung 4-5 (oben) zeigt die Bindungslangen entlang
der Polyenkette des Retinalchromphors, die bei der Optimierung des Retinals mit HF,
DFT/B3LYP und CASSCF erhalten wurden im Vergleich zur Kristallstruktur. Die Bin-

dungslangen der Kristallstruktur sind bis auf die C15=N Bindung mit den Bindungs-
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langen der HF-Struktur vergleichbar. Im Gegensatz zu anderen Strukturen hat die

C15=N Bindung der Kristallstruktur keinen Doppelbindungscharakter.

16 | | | | | | | |

— HF
— DFT/B3LYP
— CASSCF

— Kiistallstruktur

Bindungslinge [A]

12 I I I I I I I I I
C5=C6 C6-C7 C7=C8 C8-C9 (C9=Cl0 C10-Cll C11=C12 C12-C13 C13=Cl4 C14-C15 C15=N
Bindung

LYP

Abbildung 4-5: Bindungslangen der Retinal-Polyenkette in der Kristallstruktur und in den HF-,
DFT/B3LYP- und CASSCF-optimierten Geometrien. Unten ist die Retinalstruktur mit der ent-
sprechenden Nummerierung der Kohlenstoffatome aufgefihrt.

Im Vergleich zu anderen Optimierungsmethoden zeigt die HF-Geometrie die héchste
Bindungsalternanz. Dies ist auf die unzureichend berucksichtigte Elektronenkorrela-
tion zurtckzufihren und fuhrt zu einem System mit kurzen Doppelbindungen und
langen Einfachbindungen. Bei der CASSCF-Geometrie wird die Bindungsalternanz
durch Berucksichtigung der statischen Elektronenkorrelation etwas weniger tberbe-
wertet. Dies macht sich besonders bei den Doppelbindungen bemerkbar, die im Ver-
gleich zu HF langer werden. Jedoch ist der Einfluss der Korrelation durch die Aus-
wahl des aktiven Raums begrenzt, so dass die Bindungsalternanz insgesamt immer
noch vergleichsweise hoch bleibt. Bei der DFT-Geometrie fiihrt die Delokalisierung

der Elektronendichte zu einer Unterbewertung der Bindungsalternanz.
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Anhand der Abweichung von 180° wurden die Torsionswinkel des Retinals ab C6-C7
bis zur C15=N Bindung analysiert. Im Rahmen der jeweiligen Optimierungsmethoden
fallen die Diederwinkel-Abweichungen fur FP-, E_D- und MP-Modelle ahnlich aus (s.
Anhang A 1, Abbildung A 1-2). Die gro3te Abweichung von 180° (22°) zeigt die
CASSCF-optimierte MP-Struktur bei der Torsion um die C14-C15 Bindung. Des Wei-
teren macht sich eine signifikante Abweichung von der Kristallstruktur bei allen opti-
mierten Modellen ab der C10-C11 Bindung bemerkbar. Dabei weist die Torsion um
die C12-C13 Bindung bei allen Modellen einen Richtungswechsel auf. Um dies zu
verdeutlichen ist in der Abbildung 4-6 die Kristallstruktur mit der CASSCF-optimierten
FP-Struktur tGberlagert.

Cys110

Abbildung 4-6: Uberlagerung der Kristallstruktur (turkis) mit dem CASSCF-optimierten FP-
Modell. Zuséatzlich sind die Aminosaurenreste Cys110 und Phe210 abgebildet, die sich in der
Néhe des Retinals befinden.

Wie in Abbildung 4-6 zu sehen, befinden sich in der Nahe der C12-C13 Bindung 2
Aminosaurenreste: Cysl110 und Phe210. Eine gunstigere Position fir die C13-
Methylgruppe ware moglichst weit vom sperrigen Phenylrest. Auf der anderen Seite
wird die Bewegung der Methylgruppe durch den Cysteinrest begrenzt. Wahrend der
Optimierung wird durch eine starke Verdrillung des Schiff-Base-Terminus das C13-
Atom leicht verschoben, so dass sich der Abstand zwischen Cys110 und dem C13
um 0.1 A relativ zur Kristallstruktur vergroRert. Auf diese Weise bekommt die C13-
Methylgruppe mehr Raum um dem Phenylrest auszuweichen. Dadurch kommt es

zum Richtungswechsel der Torsion um die C12-C13 Bindung.
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Der Vergleich der unterschiedlichen Optimierungsverfahren untereinander zeigt fur
die FP- und E_D-Modelle einen nahezu identischen Trend (s. Anhang A 1, Abbildung
A 1-3). Bis auf die C12-C13 und C13=C14 Bindungen erkennt man eine Alternanz,
d.h. abwechselnd eine kleine und etwas gréRere Abweichung von 180°. Mit Aus-
nahme der DFT/B3LYP-optimierten Struktur lasst sich diese Tendenz ebenfalls auf
die MP-Modelle tbertragen (Abbildung 4-7).

I I
20— —

— HF-MP i
»~— DFT/B3LYP-MP

15~ e— CASSCF-MP —
— Kristallstruktur

Abweichung von 180°

y

15 I I I I I I I I
%6-C7 C7=C8 C8-C9 C9=C10 C10-Cll C11=Cl2 C12-C13 C13=Cl4 C14-C15 C15=N
Bindungen

Abbildung 4-7: Diederwinkelanalyse fur MP-Modelle nach HF-, DFT/B3LYP und CASSCF-
optimierungen.

Beim DFT/B3LYP-MP-Modell ist zwischen den Torsionen um die C11=C12 und C12-
C13 Bindungen eine geringe Alternanz vorhanden.

4.1.2 Charakterisierung der Zustdnde von all-trans-Retinal in der ChR-
Standard-Protonierung

4.1.2.1 CASPT2 und DFT/MRCI nach HF-Geometrieoptimierung

Tabelle 4-1 fasst die SS/MS-Konfigurationen der beschriebenen Zustande zusam-
men. Aufféllig bei den berechneten Zustandsenergien ist, dass sich die Reihenfolge
der Zustande innerhalb der verwendeten Methoden CASSCF, SS-CASPT2 und MS-
CASPT2 deutlich unterscheidet. So ist z.B. in der CASSCF Beschreibung der mit
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dem hellen 1By Zustand der symmetrischen Polyene vergleichbare HOMOI->LUMOX
Ubergang in Sz zu finden (s. Anhang A 1, Tabelle A 1-2), wahrend dieser in der SS-

CASPT2 auf den S2 Zustand fallt.

Tabelle 4-1: Konfigurationen* der mittels SS/MS-CASPT2 beschriebenen Zustédnde und dazu-
gehorige Gewichte fir die FP-, E_D und MP-Modelle.

Modell  Zust. SS-Konfig. Ge[\(%]cht Zust. MS-Konfig. Ge[\(%l]cht

So 222222000000 71 So 222222000000 74
222220200000 27

S 22222u0d0000 15 S1 22222ud00000 59
2222u2d00000 14
22222ud00000 20

FP Sa 222220ud0000 13 S, 222220200000 25

22222u00d000 11 2222u2d00000 16
222u22d00000 10

222u22d00000 19

So 22222ud00000 42 S3 22221ud200000 16

Sy 22u222d00000 20 Sy 22u222d00000 20

So 222222000000 71 So 222222000000 74
222220200000 26

Si1 22222u0d0000 15 S1 22222ud00000 59
2222u2d00000 14

ED S, 22222ud00000 33 S, 222220200000 26

- 222220ud0000 11 2222u2d00000 16

22222ud00000 26 222u22d00000 19

S3 922u22d00000 13 S3 2222ud200000 15

222220ud0000 10

Sy 22u222d00000 21 Sy 22u222d00000 20

So 222222000000 71 So 222222000000 74
222220200000 27

S 2222u2d00000 14 S1 22222ud00000 59
22222u0d0000 15
22222ud00000 18

MP Ss 222220ud0000 13 S, 222220200000 24

222u22d00000 11 2222u2d00000 16
22222u00d000 11

S, 22222ud00000 44 Sa 222u22d00000 18

2222ud200000 11 2222ud200000 16

Sy 22u222d00000 20 Sy 22u222d00000 19

**Zahl 2 entspricht einem doppelbesetzten Orbital. u und d bezeichnen eine Einfachbesetzung mit
jeweils spin up bzw. spin down.

MS-CASPT2 wiederum berechnet Si als hellen 1Bu Zustand. Die CASSCF-
Anregungsenergien sind erheblich hoher als der experimentelle Wert. Der Unter-
schied betragt mehr als 1.7 eV. Aus diesem Grund wird auf die Anregungsenergien

I Highest Occupied Molecular Orbital
k Lowest Unoccupied Molecular Orbital
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auf CASSCF Niveau an dieser Stelle nicht weiter eingegangen. Die entsprechenden
Werte finden sich im Anhang A 1 (Tabelle A 1-2).

Die Grundzustdnde (GZ) aller berechneten Modelle werden zu tber 70% von der
geschlossenschaligen HF-Konfiguration bestimmt. Dies geht aus Tabelle 4-1 hervor
und gilt sowohl fir SS- als auch fir MS-CASPT2. Abbildung 4-8 zeigt die mit beiden
Methoden berechneten Anregungsenergien und Oszillatorenstarken fur FP-, E_D-
und MP-Modelle der HF-optimierten Struktur in Standard-Protonierung. Der experi-
mentelle Wert fur die maximale Anregungsenergie von C1C2 ist mit einer gestrichel-
ten Linie gekennzeichnet. Diese betragt 2.64 eV (1,4 = 470 nm). Abbildung 4-8 und
Tabelle 4-1 lassen erkennen, dass sich die mit SS-CASPT2 berechneten Anre-
gungsenergien deutlich in Lage und Charakter von den MS-CASPT2 berechneten
Werten unterscheiden. In der SS-CASPT2 Beschreibung liegen aufRerdem die Zu-
stédnde Si1-Ssz ndher beieinander als in MS-CASPT2. Alle angeregten Zustande haben
einen starken multikonfigurationalen Charakter. Die Konfiguration des Si Zustandes
besteht in allen SS-Modellen hauptsachlich aus den Anteilen der HOMO->LUMO
(26% - 27%) Doppelanregung und zu etwa gleichen Anteilen aus der
HOMO->LUMO+1 und der HOMO-1->LUMO (15%) Einfachanregung. Analog zu den
Symmetriebezeichnungen bei symmetrischen Polyenen wird dieser Zustand hier als
2Ag bezeichnet. Fiir die FP- und MP-Modelle ist der So>S1 Ubergang stark verboten
bzw. fur das E_D-Modell ist er schwach erlaubt. Im Gegensatz dazu ist der So—>S2
Ubergang mit einem hohen Anteil der HOMO->LUMO Einfachanregung (44% - 33%)
bei allen SS-Modellen stark erlaubt (f =0.87-1.39). Dieser Zustand entspricht, wie
erwahnt, dem 1Bu Zustand in den symmetrischen Polyenen. Durch einen nicht zu
vernachlassigbaren Anteil der HOMO—->LUMO Einfachanregung (18%-26%) ist der
So>S3 Ubergang ebenfalls optisch hell (f =0.43-0.83) und damit stark erlaubt. Im
Absorptionsspektrum wirde der 1Bu Zustand einem Maximum entsprechen. Jedoch
weicht seine Anregungsenergie ca. 1.21 eV vom experimentellen Maximum ab. Folg-
lich kann mit SS-CASPT2 die Anregung des Retinals nicht optimal beschrieben wer-
den. Der So>S4 Ubergang ist bei SS-CASPT2 fiir alle Modelle verboten und hat eine
HOMO-3->LUMO Einfachanregung als fihrende Konfiguration (19%-20%).
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Abbildung 4-8: Anregungsenergien [eV] und Oszillatorenstarken (rot) fur die vertikale So-Sp
Anregung der HF-optimierten Struktur. Dargestellt sind single-state (SS)- und multi-state (MS)-
CASPT2 Werte fur FP-, E_D- und MP-Modelle. Mit gestrichelter Linie ist der experimentelle Wert
2.64 eV (Exp.) eingezeichnet.

MS-CASPT2 Anregungsenergien und Oszillatorenstarken fur den 1Bu Zustand aller
untersuchten Modelle sind in guter Ubereinstimmung mit den experimentellen Wer-
ten. Dieser Zustand entspricht einem So=>S1 Ubergang mit 59% HOMO->LUMO Ein-
fachanregung und ist optisch hell, also stark erlaubt. Die grof3te Abweichung vom
experimentellen Wert wurde fur das E_D-Modell mit nur -0.089 eV festgestellt. Der
schwach erlaubte So=>S2 Ubergang entspricht fir alle MS-Modelle dem 2Aq Zustand.
Der schwach erlaubte So—>Ss Ubergang wird bei allen MS-Modellen hauptsachlich
durch HOMO-2->LUMO Einfachanregung und die HOMO-1, HOMO->LUMO? Dop-
pelanregung charakterisiert. Im E_D-Modell hat zusatzlich
die HOMO?->LUMO, LUMO+1 Konfiguration einen nicht zu vernachlassigenden An-
teil (10%). Der Ubergang in den Sa4 Zustand ist wie im SS Modell verboten und hat
die HOMO-3->LUMO Einfachanregung als fihrende Konfiguration.
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Die Anregung des Retinals im Channelrhodopsin wird mit SS-CASPT2 und MS-
CASPT2 sehr unterschiedlich beschrieben. Mit MS-CASPT2 konnte fir die HF-
optimierte Geometrie eine bessere experimentelle Ubereinstimmung beziiglich der
maximalen Absorption erreicht werden.

Zusatzlich zu den SS/MS-CASPT2-Berechnungen wurden fir die jeweiligen Modelle
DFT/MRCI-Berechnungen durchgefihrt. Die Werte fir Anregungsenergien, absolute
Energien, dazugehorige Konfigurationen und Gewichte fur alle Modelle sind in Tabel-

le 4-2 zusammengefasst.

Tabelle 4-2: Berechnete DFT/MRCI Energien*, zugeordnete Zustande, entsprechende Konfigu-
rationen mit den dazugehdérigen Wichtungen und Oszillatorenstarken.

Gewicht

Modell Zustand E Eabs. Konfiguration (%] f
So -872.953673 -872.953673 GZ 94 -
S1 2.9415 (422) -872.845576 H->L 83 1.54
H-1->L 39
S2 3.7681 (329) -872.815200 Ho L+l 11 0.54

FP H>L+1 31

Ss 4.3511 (285) -872.793773 H-1>L 18 0.26
H-2>L 10
H-2>L 29
Sa 4.6581 (266) -872.782493 HosLe1 P~ 0.067
So -872.942822 -872.942822 GZ 94 -
St 2.8338 (438) -872.838683 H>L 84 1.52
Sz 3.7218 (333) -872.806049 H-1>L 43 0.51
E D H>L+1 31
- Ss 4.3085 (287) -872.784488 H-1>L 17 0.27
H-2>L 11
H-2>L 29
S4 4.6249 (268) -872.772860 i ” 0.074
So -872.951768 -872.951768 GZ 94 -
S 2.9853 (415) -872.842060 H>L 83 1.53
H-1>L 38
Sz 3.7851 (328) -872.812670 S Lel 13 0.54
MP H>L+1 35
Ss 4.3604 (284) -872.791525 St 1o 0.27
H-2>L 32
Sa 4.6651 (266) -872.780331 HosLe1 18 0.053

*Energien fur So Zustande und absolute Energien (Eabs)) in Hartree, fir S1-S4 Zustande relative Ener-
gien in eV und nm (in Klammern).

Da sich die Ergebnisse fur verschiedene Modelle hauptséchlich durch die So>S:

Anregungsenergien unterscheiden, werden hier die Ergebnisse der DFT/MRCI-

Berechnungen anhand des FP-Models diskutiert.
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4. Ergebnisse

Abbildung 4-9 zeigt die mit DFT/MRCI berechneten Anregungsenergien und Oszilla-
torenstarken fir das FP-Modell der HF-optimierten Struktur in Standard-

Protonierung.
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Abbildung 4-9: DFT/MRCI-Anregungsenergien fir das FP-Modell der HF-optimierten Geometrie
in Standard-Protonierung. Der experimentelle Wert ist mit einer gestrichelten Linie gekenn-
zeichnet (2.64 eV).

Der Grundzustand wird zu 94% durch die geschlossenschalige HF-Konfiguration
dominiert. Im Vergleich zu SS/MS-CASPT2 ist der Anteil der DFT/MRCI HF-
Konfiguration hoher, d.h. es zeigt sich weniger Konfigurationsmischung. Der optisch
helle (f=1.54) S1 Zustand hat 1Bu Charakter (84%). Der optisch helle (f=0.54) Sz Zu-
stand wird hauptsachlich durch HOMO-1->LUMO (43%) Einfachanregung charakte-
risiert. Der Anteil der HOMO—->LUMO+1 Einfachanregung betragt (13%). Die flr den
2Ag Zustand charakteristische HOMO?->LUMO? Doppelanregung tragt mit 7% nur
geringfligig zum Charakter des Sz Zustandes bei. Dominierend beim optisch hellen
S3 Zustand sind HOMO->LUMO+1 (35%) und HOMO-1-2>LUMO (19%) Einfachanre-
gungen. Zu der Wellenfunktion des optisch dunklen S4 Zustandes tragen zum grofi3-
ten Teil HOMO-2->LUMO (32%) und HOMO—->LUMO+1 (22%) Einfachanregungen
bei. Die relative Lage der Zustdnde in DFT/MRCI ist mit der der MS-CASPT2 Energi-

eniveaus vergleichbar. Die aus der DFT/MRCI-Rechnung resultierenden Anregungs-
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4. Ergebnisse

energien sind fur alle angeregten Zustande bis auf Si1 im Vergleich zu MS-CASPT2
kleiner. Die Lage des Si Zustandes ist bei DFT/MRCI hoher.

In Tabelle A 1-1 (Anhang A 1) sind absolute Energien fur HF-optimierte Strukturen
aufgefuihrt. Tabelle A1-2 (Anhang A 1) fasst CASSCF- und SS/MS-CASPT2-
Energien des Grundzustands und der angeregten Zustande sowie dazugehérige Os-

zillatorenstarken zusammen.

4.1.2.2 CASPT2 und DFT-MRCI nach DFT/B3LYP-Geometrieoptimierung

Im Vergleich zur HF-optimierten Geometrie &nderten sich in dieser Berechnung so-
wohl die Zustandsenergien als auch der Charakter der Anregungen signifikant. Ab-
bildung 4-10 zeigt die Anregungsenergien, die mit SS/MS-CASPT2 und DFT/MRCI
fur die DFT/B3LYP optimierte Retinalstruktur berechnet wurden. Da die Ergebnisse
fur FP-, E_D- und MP-Modelle sich nur geringfiigig unterscheiden, werden in Abbil-
dung 4-10 die Ergebnisse exemplarisch fur das FP-Modell dargestellt. Ergebnisse fur
alle Modelle sind in der Tabelle A 1-4 fir CASPT2 und Tabelle A 1-6 fir DFT/MRCI
im Anhang A 1 zusammengefasst. Da die Anderungen zum gréRten Teil den Grund-
zustand und die ersten zwei angeregten Zustande betreffen (S1 und S2), werden im
Folgenden nur diese ausfuhrlich beschrieben. Die Lage der restlichen Zustéande so-
wie die entsprechenden Oszillatorenstarken sind in den Abbildungen dargestellt.

Die SS-CASPT2 Grundzustandsfunktion wird zu 65% durch die geschlossenschalige
HF-Konfiguration dominiert. Anders als in den zuvor betrachteten Modellen entspricht
der optisch helle 1By Zustand in der SS-CASPT2 Beschreibung dem Si1 Zustand, mit
57% HOMO->LUMO Einfachanregung. Dem So->S:2 (f=0.12*10-) Ubergang kann
2Ag Charakter zugeordnet werden. Bis auf den So>S: Ubergang sind alle weiteren

Ubergange verboten.
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Abbildung 4-10: Anregungsenergien fur das FP-Modell der DFT/B3LYP-optimierten Geometrie.
Ergebnisse der SS/IMS-CASPT2 und DFT/MRCI-Rechnungen. Eingezeichnet sind Oszillatoren-
starken (rot) und der experimentelle Wert von 2.64 eV (gestrichelte Linie)

Den hochsten Anteil bei der MS-CASPT2 Grundzustandsfunktion hat die geschlos-
senschalige HF-Konfiguration (72%). Danach folgt der optisch helle 1By Zustand
(f=1.12). Der So=>S:2 Ubergang ist aufgrund eines nicht zu vernachlassigenden
HOMO->LUMO Anteils (23%) ebenfalls optisch hell (f=0.55). Seine Wellenfunktion
setzt sich zusatzlich aus Beitragen der HOMO?->LUMO? (17%) Doppelanregung und
HOMO-1->LUMO (12%) Einfachanregung zusammen und trégt somit einen gemisch-
ten HOMO->LUMO Einfach- und Doppelanregungscharakter. Der So=> Sz Ubergang
ist schwach erlaubt (f=0.11). Bis auf S4 sind somit in der MS-CASPT2-Beschreibung
alle Zustande optisch hell.

Die mit DFT/MRCI berechnete Wellenfunktion fir den Grundzustand wird fast aus-
schlief3lich (91%) durch die geschlossenschalige HF-Konfiguration bestimmt. Si1 hat
1Bu Charakter mit 62 % HOMO->LUMO Einfachanregung. Der Sz Zustand hat, ver-
gleichbar mit MS-CASPT2, stark gemischten HOMO->LUMO Einfach- und Doppel-
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4. Ergebnisse

anregungscharakter. Die HOMO—->LUMO Einfachanregung (16%-24%) tragt zu der
hohen Oszillatorenstarke (f=0.84-1.06) des So=>S2 Ubergangs bei.

DFT/MRCI und MS-CASPT2 ordnen den Ubergédngen in die S1 und Sz Zustande je-
weils hohe Oszillatorenstarken zu. Auch die Abstande zwischen Si und Sz sind ahn-
lich, wahrend SS-CASPT2 hier kleinere Absténde, aber auch eine kleine Oszillator-
starke fur Sz liefert. Im Vergleich zu den HF-Modellen wird der 2Ag Zustand durch die
kleinere Bindungsalternanz der DFT/B3LYP-optimierten Grundzustandsstrukturen
relativ zum Grundzustand abgesenkt. D.h. der Si1-S2 Abstand ist bei diesen Struktu-
ren kleiner als bei den entsprechenden HF-Optimierungen. Dies kénnte ein Hinweis
auf eine Umkehr der Bindungsalternanz im 2Ag Zustand sein. Alle mit DFT/MRCI be-
stimmten Anregungsenergien sind deutlich niedriger als die berechneten MS-
CASPT2 Anregungsenergien. Sowohl MS-CASPT2-, DFT/MRCI- als auch SS-
CASPT2 So->S1 Anregungsenergien befinden sich in guter Ubereinstimmung mit
dem experimentellen Wert. Allerdings stellte sich die SS-CASPT2-Methode im Kon-
text der HF-optimierten Geometrien als unzuverlassig fur die Beschreibung der Zu-
stande dar, die damit erhaltenen Ergebnisse sind folglich mit Vorsicht zu interpretie-
ren.

In Tabelle A 1-5 (Anhang A 1) ist der Charakter aller CASPT2- bzw. in Tabelle A 1-6
der DFT/MRCI-Zustéande aufgefuhrt. In Tabelle A 1-3 im Anhang A 1 sind absolute

Energien fur HF-optimierte Strukturen aufgefihrt.

4.1.2.3 CASPT2 und DFT-MRCI nach CASSCF-Geometrieoptimierung

Fur die SS-CASPT2-Methode ergaben sich fur die Optimierungen in diesem Kapitel
ahnlich stark abweichende Resultate wie zuvor fir die HF-Berechnungen. Im Fol-
genden wird deshalb nur auf die mit MS-CASPT2 und DFT-MRCI erhaltenen Ergeb-
nisse eingegangen. Detaillierte Ergebnisse der DFT/MRCI- und CASSCF/CASPT2
Rechnungen fur alle Modelle sind in Tabelle A 1-8-Tabelle A 1-10 im An-
hang A 1zusammengefasst.

Der grof3te Unterschied zwischen den Modellen ist die So—>Si Anregungsenergie.
Dieser Unterschied wird ndher in Kapitel 4.1.3 diskutiert. Die Zusammensetzung der
angeregten Zustande sowie die Oszillatorenstarken sind fir alle Modelle annéhernd
identisch. Aus diesem Grund werden die Anregungsenergien exemplarisch anhand
des FP-Modells in Abbildung 4-11 diskutiert. Die Grundzustande ergeben sich &hn-

lich wie zuvor besprochen.
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Abbildung 4-11: Anregungsenergien fur das FP-Modell der CASSCF-optimierten Geometrie.
Ergebnisse der MS-CASPT2 und DFT/MRCI-Rechnungen. Eingezeichnet sind Oszillatorenstar-
ken (rot) und der experimentelle Wert von 2.64 eV (gestrichelte Linie).

Der So>S1 Ubergang ist in MS-CASPT2 optisch hell (f=1.16), S1 entspricht dem 1By
Zustand. Der Ubergang nach Sz ist schwach erlaubt, der Zustand hat 2Ag Charakter.
Alle Anregungen bis auf den So=>S4 Ubergang sind optisch hell.

In DFT-MRCI erhalt der 1Bu Zustand (S1) eine hohe Oszillatorenstérke (f=1.47). Der
ebenfalls erlaubte So>S2 Ubergang (f=0.61) setzt sich hauptséchlich aus den Antei-
len der HOMO-1->LUMO (34%) und HOMO—->LUMO+1 (12%) Einfachanregungen
zusammen. Der Anteil der HOMO?->LUMO? Doppelanregung ist mit 7% wesentlich
geringer als fir den MS-CASPT2 2Ag Zustand. Auch hier sind alle Ubergéange bis auf
die So—>S4 Anregung erlaubt.
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4. Ergebnisse

DFT/MRCI berechnet hohere So—>Si Anregungsenergien, wahrend alle anderen
Werte gegenuber MS-CASPT2 erniedrigt sind.

Der Abstand zwischen den Si1 und S2 Zustanden ist mit dem der HF-optimierten Mo-
delle vergleichbar, er ist gro3er als in den DFT/B3LYP optimierten Strukturen.

In Tabelle A 1-7 im Anhang A 1 sind absolute CASSCF/CASPT2 Energien fiur alle

Modelle zusammengefasst.

4.1.3 Vergleich der Anregungsenergien des 1Bu Zustands

Abbildung 4-12 stellt die mit DFT-MRCI und MS-CASPT2 berechneten So—>Si1 Anre-
gungsenergien der FP-, E_D- und MP-Modelle (von links nach rechts) gegentber. Es
wird deutlich, dass die Ergebnisse, je nach Wahl der Optimierungsmethode und Mo-
bilitat der Umgebung variieren. Die maximale Abweichung betragt +0.35 eV (MP,
DFT/MRCI). Die minimale Abweichung ergibt sich aus der HF-Berechnung des FP-
Modells zu ca. 0.05 eV, d. h. die berechneten Werte stehen grof3tenteils in guter
Ubereinstimmung mit dem Experiment.

Das E_D-Modell besitzt innerhalb der gleichen Optimierungsmethode stets die nied-
rigste Anregungsenergie, wahrend die Anregungsenergien der FP- und MP-Modelle
ahnliche Werte aufweisen. Diese Tendenz lasst sich vor allem auf die Position der
Gegenionen bzw. ihren Abstand zur Retinal-Schiff-Base zurtckfuhren. Im E_D-
Modell ergibt sich der groRte Abstand des Glu162-OE1 zum positiv geladenen Schiff-
Base-Terminus (s. Kapitel 4.1.1). Durch die grol3ere Entfernung der negativen La-
dung wird der Grundzustand destabilisiert, der 1Bu Zustand entsprechend stabilisiert.
Dies fuhrt zu einer niedrigeren Anregungsenergie. Im MP-Modell kehrt der entspre-
chende OE1 Sauerstoff fast an die urspringliche Position der Kristallstruktur zurtick,
d.h. er ruckt wieder nédher an den Schiff-Base-Terminus und stabilisiert somit den
Grundzustand.

Die mit DFT/MRCI berechneten Anregungsenergien folgen innerhalb der jeweiligen
Modelle stets dem gleichen Trend, dies wird in Abbildung 4-12 deutlich: Die héchste
Anregungsenergie wird mit HF erhalten, die niedrigste mit DFT, in der Mitte liegt stets
CASSCF. Dies spiegelt die Unterschiede in der Bindungsalternanz zwischen den
verschiedenen Optimierungsmethoden wider. Die HF-Methode ergibt die gréfdte Bin-
dungsalternanz, DFT die kleinste, CASSCF liegst entsprechend dazwischen. Je ho-

her die Bindungsalternanz, desto grof3er wird der Abstand zwischen Si und So.
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Abbildung 4-12: MS-CASPT2 und DFT/MRCI Anregungsenergien des 1B, Zustands fur HF- (rot), DFT/B3LYP (blau) und CASSCF (grin)-optimierten
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4. Ergebnisse

Die Ergebnisse der MS-CASPT2-Rechnungen entsprechen nicht diesem Schema.
Die HF-Geometrien geben hier die kleinsten Werte wieder, DFT zumeist die hochs-
ten, und CASSCEF liegt dazwischen. Lediglich bei der MP-Struktur ist die Anregungs-
energie der CASSCF-Geometrie leicht erhdht gegenuber der DFT-Optimierung
(Abbildung 4-12 rechts). Um diese Beobachtung n&her zu untersuchen, wurde die
Zusammensetzung der Wellenfunktion fir die DFT/B3LYP bzw. CASSCF-
Optimierungen analysiert. Zusatzlich wurden die Anregungsenergien fur jede Opti-
mierungsmethode nochmals ohne Punktladungen, d.h. im Vakuum, berechnet. Beim
Betrachten der MS-CASPT2 Kopplungsmatrizen im Ladungsfeld wurde festgestellt,
dass gegenuber den Vakuumberechnungen starke Kopplungen im Si und Sz Zu-
stand mit anderen Zustanden auftreten. Dies flhrt zu einer starken Aufspaltung die-
ser Zustande gegenlber den SS-CASPT2 Berechnungen, wahrend Vakuumberech-
nungen annahernd gleiche Ergebnisse in SS- und MS-CASPT2 liefern. Die Ergeb-
nisse der Vakuum-Berechnungen sind in Tabelle A 1-11 im Anhang A 1 dargestellt.
Ohne Ladungsfeld zeigen sich ahnliche Trends wie zuvor bei der DFT/MRCI-
Berechnung: Die DFT Struktur ergibt die niedrigsten Anregungsenergien, CASSCF
die zweitniedrigsten und die HF-Geometrie die hochsten Werte. Diese Feststellungen
liefern einen Hinweis darauf, dass die Wechselwirkungen mit der Umgebung die MS-
CASPT2 Absorption so stark beeinflussen, dass der Einfluss der Bindungsalternanz

untergeht.

4.1.4 QM/MM-Geometrieoptimierung-GLH162-Struktur

Im Folgenden werden die Ergebnisse des protonierten GLH162 Modells diskutiert.
Ahnlich zur Standard-Protonierung nahert sich die Schiff-Base in der GLH162-
Struktur wahrend der Geometrieoptimierungen dem Gegenion Asp292 (s. Kapitel
4.1.1), wobei diese Tendenz unabhangig vom Optimierungsverfahren bei allen Mo-
dellen beobachtet wird. Analog zu den Ergebnissen aus Kapitel 4.1.1 wurden die Ab-
sténde zwischen der Schiff-Base, den Gegenionen und dem Lysinrest gemessen. Bis
auf das MP-Modell der jeweiligen HF- bzw. CASSCF-optimierten Geometrien, wei-
sen die HF-, DFT/B3LYP- und CASSCF-Geometrien keine signifikanten Unterschie-
de auf. Abbildung 4-13 zeigt exemplarisch fur die HF-optimierten FP-, E_D- und MP-
Modelle die Differenz der jeweiligen Abstande zur Kristallstruktur. Ergebnisse fir die
DFT/B3LYP- und CASSCF-optimierte Geometrien befinden sich im Anhang A 2
(Abbildung A 2-1).
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Abbildung 4-13: Vergleich der Abstandsanderung fur FP- (blau), E_D- (braun) und MP-Modelle
im Rahmen der HF-Geometrieoptimierung der GLH162-Struktur. Aufgetragen wurden Abstand-
sanderungen in [A] relativ zu den Abstanden in der Kristallstruktur. Die Abstande entsprechen
der Darstellung in Abbildung 4-2.

In allen Modellen verringert sich der Abstand zum negativ geladenen Asp292. Die
groRte Anderung ist im E_D-Modell zu verzeichnen (> 1 A). Gleichzeitig vergroRert
sich der Abstand zum Carbonylsauerstoff des anderen Gegenions (E162), wahrend
sich der Abstand zu seinem Carboxylwasserstoff in den E_D- und MP-Modellen ver-
ringert. Das Glul162 fuhrt eine Kippbewegung parallel zu D292 aus, die im MP-Modell
maximal wird. In Abbildung 4-14 b)-c) wird diese Bewegung verdeutlicht. Gleichzeitig
ist diese Anderung im HF-MP-Modell in Bezug auf die MP-Modelle der DFT/B3LYP-
und CASSCF-optimierten Strukturen maximal. Des Weiteren zeigt sich, dass sich im
MP-Modell der Abstand nur zu einem der Wasserstoffatome des Lysins deutlich ver-
kiirzt ist (ca. 1.5 A). Fur das MP-Modell der CASSCF-optimierten Struktur fallt diese
Anderung eher gering aus. In Abbildung 4-14 wird die HF-optimierte FP Struktur (a)
mit den E_D- (b)- und MP- (c)-Modellen zum Vergleich tberlagert. In allen E_D-
Modellen bilden sich, verglichen mit dem FP-Modell, mehr Wasserstoffbriicken aus.

56



4. Ergebnisse

A

/ \
\
l! E162 WAT
\‘ D29
\ f K132

d)

D292

K132

K132

Abbildung 4-14: GLH162-Geometrieoptimierung. a) HF-optimierte FP Struktur, b)-c) Uberlage-
rung der HF-optimierten FP-Struktur (ttirkis) mit den Strukturen der E_D- und MP-Modelle

(orange), d) Uberlagerung der CASSCF-optimierten FP-Struktur mit der Struktur des MP-
Modells.

Diese entstehen zwischen dem Proton der Schiff-Base, dem benachbarten Wasser-

molekil, den beiden Gegenionen und dem Wasserstoffatom des Lysins. In den MP-
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Modellen fuhrt die Bewegung des Lysins zur Ausbildung zuséatzlicher Wasserstoff-
bruckenbindungen zwischen Lysin und D292. Bis auf das HF-optimierte MP-Modell
unterscheiden sich die Geometriednderungen in CASSCF und DFT/B3LYP MP-
Modellen von den E_D-Modellen hauptséchlich durch diese zusatzliche Wasserstoff-
briickenbindung. Um dies zu verdeutlichen, sind in Abbildung 4-14 (d) die FP- und
MP-Modelle der CASSCF-optimierten Geometrie tUberlagert. Im HF-optimierten MP-
Modell richtet sich E162 nahezu parallel zu D292 (Abbildung 4-14 c) aus.

Die Ausbildung der Wasserstoffbriickenbindungen zwischen dem Lysin und den bei-
den Gegenionen in MP-Modellen ist mit der Beobachtung in der Standard-
Protonierung vergleichbar. Die Position des Wassermolekuils &ndert sich im Gegen-
satz zur Standard-Protonierung wéahrend der Optimierungen in allen E_D- und MP-
Modellen bis auf das HF-MP-Modell.

Analog zur Standard-Protonierung wurde in der GLH162-Struktur die Veranderung
der Diederwinkel verfolgt. Bis auf die Torsion um die C15=N Bindung zeigen die HF-
und  CASSCF-optimierten  Modelle einen  nahezu  ahnlichen  Verlauf
(s. Anhang A 2, Abbildung A 2-2). Bei dem HF-MP Modell zeigt sich im Gegensatz zu
anderen Strukturen ein Wechsel der Torsionsrichtung bei der C15=N Bindung. Bei
den DFT/B3LYP-optimierten Strukturen weicht das FP-Modell von E_D- bzw. MP-
Modell deutlich ab (Abbildung 4-15).

T T T T T T T T
20 — —
=—= DFT/B3LYP-FP

»~— DFT/B3LYP-E_D
15— e— DFT/B3LYP-MP —
— Kiistallstruktur

10— —
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Abweichung von 180°
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15 | | | | | | | |
]CG-C7 C7=C8  C8-C9 C9=C10 C10-Cll Cl11=Cl2 Cl12-C13 C13=Cl4 C14-C15 C15=N
Bindungen

Abbildung 4-15: Diederwinkelanalyse fir DFT/B3LYP-optimierte FP-, E_D- und MP-Modelle.
Alle Strukturen zeigen eine signifikante Abweichung von der Kristallstruktur bei der
Torsion um die C12-C13 Bindung. Wéhrend die E_D- und MP-Modelle ab der Torsi-

on um C7=C8 Bindung ein durchgehend alternierendes Verhalten zeigen, wird diese
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Alternanz bei dem FP-Modell im Bereich der C12-C13 bzw. C13=C14 Bindung un-
terbrochen. Ein &hnlicher Trend resultiert aus dem Vergleich der Optimierungsme-
thoden bezogen auf das MP- (Abbildung 4-16 a) bzw. E_D- Modell (s. Anhang A 2,
Abbildung A 2-3), wobei diese nur bei der DFT/B3LYP-Optimierung eine durchge-
hende Alternanz zeigen. Im Gegensatz dazu wird bei unterschiedlich optimierten FP-
Modellen (Abbildung 4-16 b) unabhangig von der Methode keine alternierende Ab-
weichung beziglich der Torsion um C12-C13 bzw. C13=C14 Bindungen beobachtet.
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T T T T T T T T
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'
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Abbildung 4-16: Diederwinkelanalyse fiir a) MP-Modelle und b) FP-Modelle nach jeweils HF-,
DFT/B3LYP- und CASSCF-Optimierungen.

Dieses Ergebnis ist mit unterschiedlich optimierten FP-, E_D- und MP-Modellen der
Standard-Protonierung (s. Abbildung 4-7) vergleichbar, wobei bei dem DFT/B3LYP-
MP-Modell die Alternanz erst bei der C13=C14 Bindung verloren geht.
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4. Ergebnisse

Alle optimierten Strukturen zeigen die grof3te Abweichung zur Kristallstruktur bei der
Torsion um die C12-C13 Bindung.

In der GLH162-Struktur wurde relativ zur Standard-Protonierung eine starkere Ab-
weichung der FP-, E_D- und MP-Modelle voneinander im Rahmen des jeweiligen

Optimierungsverfahrens beobachtet.

4.1.5 Charakterisierung der Zustdnde von all-trans-Retinal in der ChR-
GLH162-Struktur

Alle Modelle zeigten eine ahnliche Elektronenstruktur, vergleichbare Oszillatoren-
starken und nahezu gleiche Zusammensetzung der angeregten Zusténde. In Abbil-
dung 4-17 werden beispielhaft MS-CASPT2 und DFT/MRCI Anregungsenergien fur
das FP-Modell und alle Optimierungsverfahren dargestellt. Details der MS-CASPT2
und DFT/MRCI-Berechnungen sind in Tabelle A 2-2, Tabelle A 2-3, Tabelle A 2-5,
Tabelle A 2-6, Tabelle A 2-8 und Tabelle A 2-9 fir die entsprechenden Optimie-
rungsverfahren im Anhang A 2 zusammengefasst.

Die Ergebnisse erinnern grundsétzlich stark an die der unprotonierten Spezies
(Standard-Struktur), es ergeben sich nahezu die gleichen Trends. Die Grundzu-
standswellenfunktionen in DFT-MRCI zeigen einen héheren Anteil der geschlossen-
schaligen HF-Konfiguration als in MS-CASPT2 (ca. 90% gegenlber ca. 70%). Der
1Bu Zustand ist in allen Berechnungen Si und erfahrt die héchste Oszillatorstarke. Sz
hat in MS-CASPT2 bis auf DFT/B3LYP optimierte Strukturen Gberwiegend 2Ag Cha-
rakter und ist bei groRer Bindungsalternanz schwach erlaubt, bei geringer Alternanz
stark erlaubt. DFT/B3LYP optimierte Modelle zeigen in MS-CASPT2 einen gemisch-
ten HOMO->LUMO Doppel- und Einfachanregungscharakter. In DFT/MRCI ist der
2Ag Charakter von Sz nicht so deutlich ausgepragt. Ahnlich zur Standard-
Protonierung wird der 2Ag Zustand durch die kleinere Bindungsalternanz der
DFT/B3LYP-optimierten Grundzustandstrukturen relativ zum Grundzustand abge-
senkt (Abbildung 4-17, mitte).

Obwohl sich die Abstande zwischen dem geladenen Asp292 und der Schiff-Base
wesentlich unterscheiden (bis zu 0.7 A, vgl. Abbildung 4-14), macht sich dies, anders

als in der Standardprotonierung, kaum in den Absorptionsenergien bemerkbar.
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4. Ergebnisse

Alle Anregungsenergien sind gegenulber der unprotonierten Spezies deutlich rotver-
schoben. Abbildung 4-18 vergleicht die Anregungsenergien in die 1By Zustande im
FP-Modell fur alle Optimierungsverfahren, mit den gleichen Tendenzen wie im zuvor
behandelten Modell.
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2.7 A
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2.5 -
DFT/MRCI MS

2.4 _ R

Anregungsenergie [eV]

DFT/MRCI
2.3 1

" DFT/MRCI
-

2.1 A
HF DFT/B3LYP CASSCF

2 -

Abbildung 4-18: Anregungsenergien der MS-CASPT2 und DFT/MRCI 1B, Zustande fur das FP-
Modell der HF-, DFT/B3LYP- und CASSCF-optimierten Geometrien.

Die Rotverschiebung wird in dieser Abbildung besonders deutlich. Die Ergebnisse
zeigen, dass die Lage der 1Bu Bande in der unprotonierten Spezies deutlich besser
wiedergegeben wird als in diesem Modell.

Absolute Energien flr alle optimierten Geometrien sind in Tabelle A 2-1, Tabelle A 2-
4 und Tabelle A 2-7 im Anhang A 2 zusammengefasst.

4.2 Einfluss der Umgebung auf die Absorption des all-trans-Retinals

Der Einfluss der Proteinumgebung auf die Absorption des Chromophors wurde an-

hand der CASSCF-optimierten FP-Struktur in Standard-Protonierung untersucht. Die

Absorption des im Protein optimierten Retinals wurde im Vakuum, d.h. ohne La-

dungsfeld, berechnet, und diente als Referenz fiir den nachfolgenden Vergleich. Es

wurde der Einfluss der Aminosauren untersucht, die auch im MP-Modell als beweg-

lich ausgewahlt wurden (s. Kapitel 3.1.4). Zunachst wurden die Ladungen aller aus-
62



4. Ergebnisse

gewahlten Aminosauren gleich Null gesetzt (,ausgeschaltet) und MS-CASPT2-
Berechnungen wie in Kapitel 3.3 durchgefihrt. AnschlieBend wurde jeweils die La-
dung einer einzelnen Aminosaure ,angeschaltet” und ebenfalls die Absorption mit
MS-CASPT2 bestimmt. Der Einfluss der Gegenionen (E162 und D292) wurde sowohl
einzeln als auch gleichzeitig bestimmt. Mit Ruckblick auf vorhergehende Rechnun-
gen wird hier nur der So>S1 Ubergang betrachtet. Um die starken Abweichungen bei
den vorherigen SS-CASPT2 zu untersuchen, wurden hier auch die Ergebnisse der
SS-CASPT2 Berechnungen hinzugezogen. Die Ergebnisse der Untersuchung sind in
Abbildung 4-19 dargestellt. Die positiven Werte (blau) stellen eine hypsochrome Ver-
schiebung (Blauverschiebung) beziiglich der Vakuumabsorption dar. Die negativen
Werte (rot) entsprechen einer bathochromen Verschiebung (Rotverschiebung) be-
zuglich der Vakuumabsorption.
2 -
1.5 -

1 4

AE [eV]

AE [eV]

Abbildung 4-19: Einfluss der einzelnen Aminosauren auf die Absorption beim So>S; Ubergang
in Bezug auf SS-CASPT2 (oben) und MS-CASPT2 (unten).

Abbildung 4-19 zeigt, dass sowohl bei SS- als auch bei MS-CASPT2 die gleichen
Aminosauren zur Rot- bzw. Blauverschiebung beitragen. Den gré3ten Einfluss auf

die Absorption haben die Gegenionen Aspartat (D292) und Glutamat (E162), gefolgt
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4. Ergebnisse

von Lysin (K132) und Serin (S295). Bis auf Lysin bewirken diese Aminosauren eine
hypsochrome Verschiebung.

Die einzige Aminosaure, die eine Rotverschiebung verursacht, ist Lysin (K132). Bei
SS-CASPT2 betragt die durch D292 und E162 verursachte Blauverschiebung jeweils
1.131 eV und 1.247 eV. Sind beide Gegenionen aktiv, ist deren Beitrag kleiner als
die Summe der einzelnen Beitrage (1.540 eV), die Anteile sind also nicht additiv.
Dies deutet auf einen gegenseitigen Einfluss der lonen bei dieser Methode hin. In der
MS-CASPT2-Beschreibung sind die Einzelbeitrdge der Gegenionen deutlich kleiner
(mit 0.356 eV bzw. und 0.358 eV), ca. ein Drittel des SS-CASPT2 Wertes. Sind hier
beide lonen aktiv, ergibt sich ein Wert von 0.825 eV, d.h. etwas mehr als die Summe
der Einzelbeitrage. In der Beschreibung dieser Beitrdge liegt offenbar der wesentli-
che Unterschied zwischen SS- und MS-CASPT2, diese fuhren zu den erheblichen
Abweichungen in Kapitel 4.1.2.1 und Kapitel 4.1.2.3.

Es lasst sich schlussfolgern, dass elektrostatische Wechselwirkungen der Retinal-
Schiff-Base mit den Gegenionen die So—>Si Absorption stark beeinflussen. Aul3er
den Gegenionen sind die Beitrage aller anderen Aminosauren bei SS- als auch bei
MS-CASPT2 identisch. Des Weiteren konnte eine starke Zustandskopplung beo-
bachtet werden, sobald eines der Gegenionen bzw. beide Gegenionen ,angeschal-
tet wurden. FUr die restlichen Aminosauren ergeben sich, ahnlich wie im Vakuum,

keine auffalligen Kopplungsbeitrage.

4.3 Struktur und Absorption des 13-cis-Retinals

Um die bisher unbekannte Struktur des 13-cis Retinals in Channelrhodopsin zu mo-
dellieren, wurde der Energiepfad entlang der Torsion um die C13=C14 Bindung im
ersten angeregten Zustand verfolgt. Die Berechnung des kompletten Pfades mit
CASSCF(12,12) Verfahren ist extrem aufwandig. Aus diesem Grund wurde die quan-
tenchemische Region (vgl. Abbildung 3-4) auf drei Doppelbindungen reduziert. Aller-
dings ist dies eine grobe Naherung, da dabei das konjugierte n-System unterbrochen
wird. Die Grenze der quantenchemischen Region wurde zusétzlich zwischen den
Atomen C10-C11 definiert. Das C11-Atom wurde analog zur QM-Region in den vor-
hergehenden Rechnungen mit einem Wasserstoffatom abgesattigt. Dadurch ist die
QM-Region nun mit zwei Link-Atomen versehen (Abbildung 4-20). Die MM-Region
entsprach dabei der MM-Region in der Standard-Protonierung (3.1.3).
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13

10 i2 14 H /g

Abbildung 4-20: QM-Region fiir die Energiepfad-Berechnung. Mit gestrichelten Linien sind die
QM/MM-Grenzen eingezeichnet. H-Linkatome dienen zur Abséttigung der QM-Region.

Die Struktur mit der neuen QM-Region wurde mit der HF-Methode wie in 3.2 be-
schrieben in So optimiert. AnschlieBend wurde die Torsionskoordinate mit
CASSCF(6,6) (s. Kapitel 3.2) im ersten angeregten Zustand verfolgt. Dabei wurde
Uber die S1 und So Zustéande gleichmaRig gemittelt. Die Torsion erfolgte von -180° bis

-130° in 10° Schritten. Das Ergebnis der partiellen Optimierung zeigt Abbildung 4-21.

Torsionswinkel um die C13=C14 Bindung [Grad]

-185 -175 -165 -155 -145 -135 -1p5
— -326.32
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Abbildung 4-21: Energiepfad entlang der Torsion um die C13=C14 Bindung im ersten angereg-
ten Zustand (Sa).

Eine Analyse der Cl-Koeffizienten zeigte, dass wahrend der Berechnung der Charak-
ter der Wellenfunktion von 1Bu in der Startstruktur bereits nach dem ersten Optimie-
rungsschritt zu 2Aqg wechselte. Die beschriebene Rotation erfolgte also tatséachlich im
2Ag Zustand statt in 1Bu. Bei -140° wechselte der Charakter der Wellenfunktion er-

neut sehr stark. Hier hatte die Grundzustandskonfiguration das gréf3te Gewicht in S,
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und die HOMO->LUMO-Einfachanregung den grof3ten Beitrag im Grundzustand,
d. h. an dieser Stelle trat ein sog. Root-Flipping auf, ein mdglicher Hinweis auf eine
nahe Entartung von So und Si. Bei diesem Diederwinkel kommen sich die Potentia-
lenergieflachen von Si1 und So nahe. Der Unterschied betrégt etwa 0.02 a.u.
(0.5442 eV). Die durchgefuhrte Optimierung weist bereits auf mogliche Probleme bei
der Behandlung mit aufwendigeren Methoden durch naheliegende und sich tber-
kreuzende 2Ag und 1Bu Zustande hin. Die erhaltene Struktur befindet sich trotzdem
in der Nahe der gesuchten Durchdringung zwischen Si-1Bu und dem Grundzustand
und wurde deswegen fir die Optimierung des Grundzustandes unter Fortsetzung der
Torsion weiterverwendet. Diese zweite Optimierung erfolgte mit dem CASSCF(6,6)
ohne Zustandsmittelung, d.h. es wurde einzig der Grundzustand beriicksichtigt. Die
resultierende Struktur wurde anschlieBend wie in Kapitel 3.2 beschrieben mit
CASSCF (12,12) optimiert, wobei die quantenmechanische Region wieder auf das
komplette Retinal erweitert wurde (s. Kapitel 3.1.3, Abbildung 3-4). Bis auf die be-
nachbarten Wassermolekule, Lysin und Retinal wurden alle anderen Aminosauren
analog zum FP-Modell festgehalten. In Abbildung 4-22 ist das Ergebnis der 13-cis
Modellierung (orange) im Vergleich zur CASSCF-optimierten FP-Struktur (turkis) des
Retinals dargestellt.

Abbildung 4-22: Uberlagerung der CASSCF-optimierten FP-Struktur (tiirkis) mit dem Modell
des 13-cis Retinals (orange)

Der Diederwinkel um die C13=C14 Bindung betragt in der Kristallstruktur 180°. Bei
Optimierung mit CASSCF zeigte sich eine Verdrillung um -171.5° um die C13=C14
Bindung und -177.23° um die benachbarte C11=C12-Bindung. Der Diederwinkel im
optimierten 13-cis Modell entsprach -9.1° um die C13=C14 Bindung und -173.5° um

die C11=C12-Bindung. Mit MS-CASPT2 wurden die Anregungsenergien der model-
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4. Ergebnisse

lierten 13-cis-Struktur berechnet. Diese sind in der Tabelle A 3-1 im Anhang A 3 zu-
sammengefasst. Abbildung 4-23 zeigt die Lage der angeregten Zustande sowie die

entsprechenden Oszillatorenstéarken.
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Abbildung 4-23: MS-CASPT2 Anrgeungsenergien und Oszillatorenstarken (rot) fur das 13-cis-
Modell.

Die erhaltenen Werte sind den Ergebnissen des CASSCF-optimierten all-trans Re-
tinals sehr &hnlich. Die Anregungsenergie zum 1By Zustand ist (2.7833 eV bzw.
445 nm) mit einer Oszillatorenstéarke von (f=1.2). Der S1 Zustand des 13-cis Isomers
ist somit um nur 0.043 eV hoher als der Si Zustand des all-trans Retinals, dies ent-
spricht einer Blauverschiebung um ca. 6 nm. Im Spektrum waren die beiden Isomere
in dieser Konfiguration nur schwer zu unterscheiden. Die Zusammensetzung der an-
geregten Zustande ist bis auf den Sa Zustand ebenfalls mit all-trans Retinal ver-

gleichbar.
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4.4 Stabilitat der Proteinstruktur

Die Struktur von Hayashi et al. erscheint nach MD-Simulation deutlich verandert
(Kapitel 1). Um den Einfluss von Aquillibrierung und Optimierung auf die Struktur zu
untersuchen, wurden zwei MD-Simulationen durchgefiihrt. Diese basierten auf der
Struktur ~ mit  Standard-Protonierung  ohne  Berlcksichtigung der QM-
Parameter/Topologiedatei (s. Kapitel 3.1.3). Insgesamt wurden zwei Simulationen
durchgefiihrt. Bei einer Simulation wurde das Verhalten des Proteins im Vakuum
Uberpruft, fur die zweite Simulation wurde das System in eine Wassersphére von
60 A Durchmesser eingebettet. Vor jedem MD-Lauf wurde eine initiale Minimierung
durchgefihrt. Diese erfolgte in jeweils 250 Zyklen SD- und CG-Methoden. Anschlie-
Rend wurde das System von OK auf 300K innerhalb von 20 ps aufgeheizt. Beim Auf-
heizen des Systems mit der Wassersphare wurde das Protein mit schwacher Kraft
(10 kcal/mol-A?) festgehalten, um starke Fluktuationen zu vermeiden. Nach der Auf-
heizphase wurden jeweils 1100 ps MD-Simulationen bei konstanter Temperatur
(300 K) zur Aquilibrierung gestartet.

In Abbildung 4-24 sind potentielle, kinetische und totale Energien wahrend der Auf-
heizphase und MD-Laufs fur die Simulation im Vakuum (a) und in der Wassersphéare
(b) dargestellt. Nach 20 ps der Aufheizphase oszilliert das System sehr schnell um
einen konstanten Mittelwert, der sich im Laufe der nachsten 1000 ps nicht wesentlich
andert. Die kinetische Energie bleibt dabei konstant. Beide Strukturen scheinen ge-

gen Ende der Simulation ausreichend aquilibriert zu sein.
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Abbildung 4-24: MD-Simulation (1.12 ns) im Vakuum (&) und im Wasser (b). Gezeigt wird die zeitliche Anderung der potentiellen (schwarz), kinetischen
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4. Ergebnisse

In Abbildung 4-25 wird die Proteinstruktur nach der Simulation (orange) im Vakuum

(a) und im Wasser (b) mit der Kristallstruktur (turkis) verglichen.

Abbildung 4-25: Vergleich der Proteinstruktur nach 1.12 ns MD-Simulation (orange) im Vakuum
(&) und im Wasser (b) mit der Kristallstruktur (turkis). Mit Pfeilen sind B-Faltblatt-Strukturen in
der Kristallstruktur gekennzeichnet.

Im Vakuum ist eine deutliche Auslenkung bei den Helizes zu sehen, die mit Schutz-
gruppen abgesattigt wurden (s. Kapitel 3.1.2). Diese sind wahrend der MD-
Simulation sehr flexibel. Zudem verschwinden die p-Faltblattstrukturen der extra- und
intrazellularen Regionen. (Abbildung 4-25, mit einem Pfeil gekennzeichnet). Im Ver-
gleich zur Kristallstruktur betragt der ermittelte RMSD-Wert fur das Proteinriickgrat
9.7 A. Dies weist auf eine deutliche Abweichung von der Kristallstruktur hin. Die er-
haltene Geometrie erscheint fur weitere Simulationen nicht sinnvoll. Bei der Simulati-
on in der Wassersphéare wurde eine deutlich kleinere Auslenkung der Helizes im
Vergleich zur Simulation im Vakuum beobachtet. Dabei bleiben die Sekundarstruktu-
ren erhalten. Der RMSD-Wert fiir das Proteinriickgrat betragt 2.61 A und ist somit
deutlich kleiner als nach der MD-Simulation im Vakuum. Bei beiden Simulationen
wurde die Auslenkung der Schiff-Base sowohl in Richtung des Gegenions Asp292
als auch in Richtung des Gegenions Glul62 beobachtet (s. Abbildung 4-26).
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D292

Abbildung 4-26: Auslenkung der Schiff-Base zum Gegenion E162 wahrend der MD-Simulation
Dies deutet darauf hin, dass beide Gegenionen als mogliche Protonenakzeptoren
nach der Anregung des Retinals in Frage kommen.

Die Proteinstruktur in der Wassersphéare wird durch das Losungsmittel stabilisiert.

Dabei erweisen sich die unvollstdndigen Helizes weniger flexibel und die Abwei-
chung von der Kristallstruktur wird demnach kleiner.
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5 Diskussion

Alle Modelle in der Standard-Protonierung weisen die gleiche Tendenz wahrend der
QM/MM-Geometrieoptimierungen auf. Dabei zeigte sich eine deutliche Auslenkung
des Schiff-Base-Terminus in Richtung des Gegenions Asp292. Dies deutet auf
Asp292 als moglichen primaren Protonenakzeptor hin. Diese Uberlegung geht mit
den Ergebnissen der Mutationsstudien von Kato et al. einher (s. Kapitel 1). Alle opti-
mierten Strukturen zeigen Wasserstoffbriickenbindungen zwischen der Schiff-Base,
dem Gegenion Asp292 und dem benachbarten Wasser. MD-Simulationen von Ka-
miya et al. resultieren in Wasserstoffbriickenbindungen zwischen der Schiffbase und
dem Gegenion Glul62. MD-Simulationen in der vorgelegten Arbeit zeigen ebenfalls
neben der Auslenkung der Schiff-Base in Richtung des Aspartats eine Verdrillung in
Richtung des Gegenions Glul62. Dies ist damit zu erklaren, dass bei der QM/MM-
Optimierung nur das lokale Minimum bestimmt wird, wahrend mit Hilfe der MD-
Simulationen weitere Energieminima auf der Potentialenergieflache aufgefunden
werden koénnen. Der Vergleich der FP-, E_D- und MP-Modelle zeigt, dass je mehr
Reste beweglich sind, desto mehr andert sich das System. Folglich soll das E_D-
Modell nicht als Ausgangsstruktur fur weitere Untersuchungen dienen, sondern eher
das MP-Modell erweitert werden. Die Diederwinkelanalyse des Retinals ergab eine
starke Abweichung von der Kristallstruktur in der Nahe der Schiff-Base.

Mit Hilfe von MS-CASPT2 konnte anhand der Standard-protonierten Struktur der ex-
perimentelle Wert fur die maximale Absorption reproduziert werden. DFT/MRCI liefert
ebenfalls Ergebnisse in guter experimenteller Ubereinstimmung, die jedoch eine gro-
Rere Abweichung im Vergleich zu MS-CASPT2 zeigen. Der experimentell vergleich-
bare 1Bu Zustand entspricht dabei einem So—>S1 Ubergang, wie es erfahrungsgeman
fir die Retinalproteine zu erwarten ist [7]. Sz hat in MS-CASPT2 bis auf DFT/B3LYP
optimierte Strukturen Uberwiegend 2Ag Charakter und ist bei grof3er Bindungsal-
ternanz schwach erlaubt, bei geringer Alternanz stark erlaubt. An der DFT/B3LYP-
Geometrie weist die Sz Wellenfunktion hauptsédchlich HOMO—->LUMO Doppel- und
Einfachanregungen auf. Die geringe Bindungsalternanz verringert den Abstand zwi-
schen Si und Sqz. Dies liel3e sich mit der Beschaffenheit der Molekulorbitale erklaren,
wenn sich in Sz die Bindungsordnungen andern wuirden, d.h. Doppelbindungen hat-
ten einen Einfachbindungscharakter und Einfachbindungen einen Doppelbindungs-
charakter. Folglich ware die delokalisierte m-Elektronen-Dichte im Grundzustand der
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Elektronendichte im 2Ag Zustand &hnlicher. Dies wirde in Verringerung der Energie-
differenz zwischen So und S2 und niedrigerer Anregungsenergie fuhren. Somit ware
auch der Abstand zwischen Si1 und Sz kleiner. Die DFT/MRCI-Berechnung zeigt da-
bei die gleiche Tendenz fir die DFT/B3LYP-optimierte Geometrie. In der Literatur
gibt es jedoch Hinweise auf die Umkehr der Bindungsalternanz im 1Bu Zustand [74],
[75]. Um eine Aussage Uber die Bindungsalternanz der S1 und S2 Zustande treffen zu
konnen, mussten die Geometrien der 1Bu und 2Ag Zustande optimiert werden. Fur
die HF- und CASSCF-Geometrien ist in DFT/MRCI der 2Ag Charakter von Sz nicht so
deutlich ausgepréagt.

Die CASSCF-Berechnungen ergeben, wie erwartet, zu hohe Anregungsenergien
aufgrund des fehlenden Beitrags der dynamischen Elektronenkorrelation und dienen
nur als Referenz fir die CASPT2-Berechnungen.

Mit Hilfe von SS-CASPT2 wird die Zustandskopplung nicht erfasst, wodurch diese
Methode sich nicht als optimal fur die Beschreibung der angeregten Zustande des
Retinals erwiesen hat.

Der Einfluss des Ladungsfeldes auf die Bestimmung der Absorptionsenergie mit MS-
CASPT2 ist nicht zu vernachlassigen. So tritt eine Anderung der So-S1 Absorption in
Abhéangigkeit von der Bindungsalternanz bei MS-CASPT2 nur im Vakuum auf.
DFT/MRCI dagegen weicht vom erwarteten Schema nicht ab: Je niedriger die Bin-
dungsalternanz, desto niedriger ist die entsprechende Anregungsenergie.

Die Geometrieoptimierung der GLH162-Modelle zeigte den gleichen Trend wie in der
Standard-Protonierung. Alle Anregungsenergien der protonierten Spezies (GLH162)
sind erwartungsgemal’ gegentber der Standard-protonierten Struktur rotverschoben.
Die fehlende negative Ladung des Gegenions Glul62 tragt zur Destabilisierung des
Grundzustands bei und fuhrt somit zu héheren Grundzustandsenergien. Der Charak-
ter der Zustande zeigt fur die GLH162-Struktur nahezu die gleichen Trends wie fur
die protonierte Spezies. Eine Ausnahme stellt die DFT/B3LYP-optimierte Geometrie
dar, deren Sz Zustand in DFT/MRCI einen deutlichen 2Ag Charakter zeigt.

In Kapitel 4.2 wurde der Einfluss bestimmter Aminosauren aus der Retinal-
Bindetasche auf die Absorption des all-trans Retinals untersucht. Es wurde festge-
stellt, dass die negativ geladenen Gegenionen Asp292 und Glul62 sowohl einzeln
als auch zusammen den grof3ten Einfluss auf den 1By Zustand haben. Dabei verur-

sachen sie wie erwartet eine Blauverschiebung der Absorption. Wie von Welke et al.
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[9] beschrieben, wird die positive Ladung der Schiff-Base bei der Anregung in Rich-

tung des B-lonon Rings umverteilt (Abbildung 5-1).
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Abbildung 5-1: Retinal umgeben von negativen Ladungen nahe des Schiff-Base-Terminus im
Grundzustand (links) und im angeregten Zustand (rechts).

Der Einfluss der Ladungen auf die Lage des Grundzustands (GZ) und des ersten

angeregten (Singulett-) Zustands ist in Abbildung 5-2 schematisch dargestellt.
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Abbildung 5-2: Einfluss der negativen (-) und positiven (+) Ladungen nahe dem Schiff-Base-
Terminus des Retinals auf die Lage des Grund- und des ersten angeregten (Singulett-) Zustan-
des (Sy) relativ zu Vakuum.

Uber Coulomb-Wechselwirkungen wird die positive Ladung am Schiff-Base-Terminus
im GZ durch die umgebenden negativen Ladungen stabilisiert, d.h. relativ zu Vakuum
energetisch abgesenkt. Nach der Anregung in den Si Zustand entfernt sich die posi-
tive Ladung von den stabilisierenden negativen Ladungen, wodurch die Coulomb-
Wechselwirkungen schwacher werden. Dies fuhrt zu einer geringeren Stabilisierung
des Si1 Zustandes relativ zum GZ und zu einer groReren Energiedifferenz zwischen
GZ und S1 bezogen auf Vakuum. Dagegen destabilisieren positive Ladungen in der
N&he des Schiff-Base-Terminus den Grundzustand und den Si1 Zustand, so dass die
Energiedifferenz zwischen Si und GZ kleiner wird. Der Einfluss der Gegenionen ist
nicht additiv, was schon von Welke et al. beobachtet wurde. Erwartungsgemal tragt
das positiv geladene Lys132 in der Nahe der Schiff-Base zur Rotverschiebung bei,

wie ebenfalls von Welke et al. und Kamiya et al. beobachtet wurde [9], [23]. Des Wel-
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teren liel3 sich feststellen, dass die Zustandskopplung in S1 und S2 Zustdnden durch
den Einfluss der Gegenionen verursacht wird.

Fur die Standard-protonierte Startstruktur konnte ein Zusammenhang zwischen der
So—>S1 Absorption und den strukturellen Veranderungen wéahrend der Geometrieop-
timierungen festgestellt werden. Annaherung bzw. Entfernung des Gegenions
Glul62 fuhrt entsprechend zur Erh6hung bzw. Verminderung der Anregungsenergie.
Im Gegensatz dazu wurde fur die GLH162-Startstruktur kein direkter Zusammenhang
zwischen den strukturellen Veranderungen und der Absorptionsenergie festgestellt.
Offensichtlich wird die Absorption durch Wechselwirkung beider negativ geladenen
Gegenionen beeinflusst.

Analog zu den anderen Retinalproteinen (s. Kapitel 1.1) wurde bei der Isomerisie-
rung des Retinals eine konische Durchdringung erwartet. Mit den hier verwendeten
Verfahren wurde diese nicht aufgefunden. Um die Suche nach konischer Durchdrin-
gung zu optimieren sollte die Energiedifferenz zwischen So-S1 minimiert werden und
der CASSCF-Raum auf wenigstens CAS (10,10) erweitert werden. Allerdings weist
die Berechnung des Energiepfades auf mdgliche Probleme durch sich tGberkreuzen-
de 2Aq und 1Bu Zustéande hin. Das Modell des 13-cis Retinals zeigt eine mit all-trans
Retinal vergleichbare Absorption des 1Bu Zustandes. Der Unterschied betragt nur
0.042 eV. Aufgrund der durch die cis-trans Isomerisierung leicht verminderten Konju-
gation wurde eine geringe Blauverschiebung erwartet. Eine Verdrillung der zu
C13=C14 benachbarten C11=C12-Bindung deutet weitere Geometrieveranderung
an.

Wahrend der MD-Simulation im Vakuum wurde eine deutliche Mobilitat der Helizes
und Entfaltung der Sekundarstrukturen festgestellt. Des Weiteren zeigte sich eine
erhebliche Abweichung relativ zur Kristallstruktur (RMSD=9.7 A). Die im Vakuum
optimierte Struktur kommt fur weitere Studien somit nicht in Frage. Durch Einfigen
des Ldsungsmittels gewinnt die Proteinstruktur erwartungsgemalf an Stabilitat. Fur
diese betragt der RMSD-Wert 2.61 und ist mit der Auflésung der Kristallstruktur ver-
gleichbar (2.3 A).
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6 Zusammenfassung

Die Anwendungsmdglichkeiten der Channelrhodopsine in Neuromedizin und Opto-
genetik sind vielversprechend. Die Wiederherstellung des Sehvermdgens oder die
Heilung von neurodegenerativen Erkrankungen mit nicht-invasiven Methoden riickt
damit in erreichbare Nahe. Bisher ist jedoch wenig Uber den Mechanismus der ChRs
bekannt. Ziel dieser Arbeit war, die Optimierung des Retinal-Chromophors in der
kurzlich aufgeklarten C1C2-Kristallstruktur [7] mit einem QM/MM-Ansatz unter Ver-
wendung verschiedener QM-Methoden (HF, DFT/B3LYP, CASSCF) zu optimieren
und die angeregten Zustande mit Hilfe von SS/IMS-CASPT2 und DFT/MRCI zu cha-
rakterisieren. Der Einfluss der Proteinumgebung und der Protonierungszustande der
Gegenionen in der Nahe des Chromophors war dabei von besonderem Interesse.
Ein weiteres Ziel war es, die Geometrie des 13-cis-Retinals zu modellieren und deren
Absorptionseigenschaften zu untersuchen. Um die Flexibilitat des Systems zu beur-
teilen und Proteinstrukturen fur zukinftige Studien zu &aquilibrieren, sollten MD-
Simulationen im Vakuum und in Lésung durchgefuhrt werden.
QM/MM-Geometrieoptimierungen liefern einen deutlichen Hinweis auf Asp292, das
Gegenion der Retinal-Schiff-Base, als moéglichen Protonenakzeptor nach der Relaxa-
tion in den Grundzustand. Die durchgefihrten MD-Simulationen zeigen, dass sowohl
das Gegenion Asp292 als auch Glul62 als Protonenakzeptor fungieren kann. Ahn-
lich zur Studie von Kamiya et al. zeigt Retinal eine veranderte Geometrie relativ zur
Kristallstruktur im Bereich des Schiff-Base-Terminus. Modelle mit unterschiedlicher
beweglicher Region (FP, E_D und MP) zeigen mit steigender Anzahl flexibler Reste
mehr strukturelle Ver&dnderungen. HF- und CASSCF-Verfahren liefern Strukturen mit
hoher Bindungsalternanz, wobei die HF-Methode die beste Ubereinstimmung mit der
Kristallstruktur zeigt. DFT/B3LYP-Optimierung fihrt zu Strukturen mit delokalisierter
Elektronendichte.

Der Grundzustand so wie die angeregten Zustdnde kdonnen mit MS-CASPT2 bzw.
DFT/MRCI vergleichbar gut beschrieben werden, wobei DFT/MRCI eine weniger
zeitintensive Methode ist. Die Grundzustandswellenfunktionen in DFT-MRCI-
Berechnungen zeigen einen hoheren Anteil der geschlossenschaligen HF-
Konfiguration als in MS-CASPT2 (ca. 90% gegeniber ca. 70%). In allen Berechnun-
gen entspricht der 1Bu Zustand Si und erfahrt die hdchste Oszillatorenstarke. Sz hat
in MS-CASPT2 bis auf die DFT/B3LYP optimierten Strukturen Uberwiegend 2Aq Cha-
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rakter und die Absorption ist bei hoher Bindungsalternanz schwach dipolerlaubt, bei
geringer Alternanz stark erlaubt. DFT/B3LYP optimierte Modelle zeigen in MS-
CASPT2 eine Mischung aus doppelt- und einfachangeregten HOMO—->LUMO Konfi-
gurationen fir den Sz Zustand. In DFT/MRCI ist der 2Ag Charakter von Sz bis auf die
DFT/B3LYP-optimierte Geometrie des GLH162-Modells nicht deutlich ausgepragt.
Mit Hilfe von MS-CASPT2- und DFT/MRCI-Methoden wurde in der Standard-
protonierten Struktur eine gute Ubereinstimmung mit dem experimentellen Wert der
maximalen Absorption fir den 1Bu Zustand erreicht. Dagegen weist der 1Bu Zustand
in der GLH162-Struktur eine erhebliche (bis zu 0.4 eV) Rotverschiebung bezlglich
des Experiments auf und entspricht somit wahrscheinlich nicht dem reellen Protonie-
rungszustand.

Den groRten Einfluss auf die So—>Si1 Absorption haben die Gegenionen Aspartat
(D292) und Glutamat (E162), gefolgt von Lysin (K132) und Serin (S295). Alle Amino-
sauren bis auf Lysin verursachen eine Blauverschiebung.

Der Si1 Zustand des 13-cis Isomers ist um nur 0.043 eV hoher als der Si1 Zustand des
all-trans Retinals. Dies entspricht einer Blauverschiebung um ca. 6 nm. Im Spektrum
waren die beiden Isomere in dieser Konfiguration nur schwer zu unterscheiden. Ge-
nauere Aussagen Uber die Absorption des 13-cis-Retinals kénnen nach der Optimie-
rung in der mobilen Umgebung getroffen werden.

Die MD-Simulation im Vakuum fihrt teilweise zur Entfaltung der Sekundéarstrukturen
und zu hoher Flexibilitat der unvollstandigen Helizes. Aufgrund eines hohen RMSD-
Wertes (9.7 A) kommt eine auf diese Weise aquilibrierte Struktur fiir weitere Unter-
suchungen nicht in Frage. MD-Simulation in der Wassersphare lieferten dagegen
eine ausreichend aquilibrierte Geometrie mit geringerer Abweichung von der Kristall-
struktur (RMSD=2.6 A), die in weiteren QM/MM Studien sinnvoll verwendet werden

kann.
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7 Summary

Channelrhodopsins (ChRs) provide promising applications in optogenetics and neu-
romedicine. Noninvasive treatment of macular degeneration or neurodegenerative
diseases may become accessible through these photoreceptor proteins. Yet, little is
known about light induces and thermal reaction mechanisms in ChRs. A central goal
of this project was the optimization of the retinal chromophore in the recently solved
crystal structure of C1C2, a chimera of channelrhodopsin-1 and channelrhodopsin-2
from Chlamydomonas reinhardtii, and the characterization of its excited states. The
chromophore was optimized in the protein binding pocket using different mobile re-
gions (frozen pocket (FP), movable counterions (E_D) and movable pocket (MP)).
For geometry optimizations a combined quantum mechanical/molecular mechanical
(QM/MM) approach was used, comparing different QM-methods (HF', DFT/B3LYP™,
CASSCF"). Vertical excitation energies were calculated using multiconfigurational
single state/multi state-CASPT2 and DFT/MRCI methods. The influence of the pro-
tein environment near the chromophore was of particular interest for this issue. Dif-
ferent protonation states of the counterions Glul62 (E162) and Asp (D292) were
considered. In the model with standard protonation both counterions were deproto-
nated. The GLH162-structure presents deprotonated D292 and protonated E162.
Moreover, the geometry of 13-cis retinal, the first photointermediate within the ChR
photo cycle, was modeled and its excited state properties. We also studied the flexi-
bility of the system in vacuum and in solution with Amber Molecular Dynamics (MD)
simulations.

QM/MM geometry optimizations suggest Asp292, a counterion of retinal Schiff base,
as primary proton acceptor after relaxation to the ground state, while MD simulations
showed that both Glul62 and Asp292 counterions can serve as proton acceptors.
The structure of the Schiff base terminus differs significantly from the crystal struc-
ture, similar to observations made by Kamiya et al. HF and CASSCF methods lead to
structures with high bond length alternation with HF showing the best overall agree-
ment with the crystal structure. DFT/B3LYP optimization leads to delocalized electron
density and less bond alternation. The MP model showed major structural differences

compared to the constrained E_D and FP models.

I Hartree-Fock method
m Density-Functional-Theory with Becke, three-parameter, Lee-Yang-Parr functional
" The Complete Active Space Self Consistent Field method
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Ground and excited states are well described with both, MS-CASPT2 and DFT/MRCI
methods, with DFT/MRCI being more timesaving. The DFT/MRCI wavefunction had
a higher amount of closed shell HF-configuration than MS-CASPT2 (90% and 70%
respective). In all calculations Si corresponds to 1Bu state with the highest oscillator
strength. The Sz state had mainly 2Ag character in the MS-CASPT2 descriptions, ex-
cept for the DFT/B3LYP optimized structures. Sz absorption was weakly dipole al-
lowed at high bond length alternation and strongly allowed at low bond length alter-
nation. DFT/B3LYP optimized models showed a mixture of singly and doubly excited
HOMO->LUMO configurations in the MS-CASPT2 calculated Sz state. DFT/MRCI
calculations revealed no pronounced 2Ag character for this state, except for the
DFT/B3LYP-optimized geometry of the GLH162 structure.

MS-CASPT2 and DFT/MRCI reproduced the experimental value for the maximum
absorption of the 1By state within the standard protonated structure in good accuracy.
On the other hand, the 1Bu state of the GLH162-structure was strongly red shifted (up
to 0.4 eV) compared to the experiment. Hence, this configuration is not consistent
with the real protonation state.

So—>S1 is mostly influenced by the counterions E162 and D292, followed by lysine
(K132) and serine (S295). All amino acids besides lysine caused a blue shift. Lysine
leads to red shifted absorption.

The Si state of the 13-cis isomer is blue shifted by only 0.043 eV (6 nm) compared to
all-trans retinal. These two isomers would be difficult to distinguish in an absorption
spectrum. More exact predictions about the 13-cis absorption can be made after op-
timization of its structure in a mobile protein environment.

MD simulations in vacuum led to partly unfolded secondary structures and high flexi-
bility of substituted helices (which were not resolved in the crystal structure). Due to
the high RMSD of protein backbone (9.7 A) this structure should not be used for fur-
ther experiments. MD simulation in a water sphere resulted in a more stable structure
with less deviation from the crystal structure (RMSD=2.6 A), which can be used in
future QM/MM studies.
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8 Ausblick

Weitere Methoden fur die Geometrieoptimierung (z.B. CASPT2 oder Mgller-Plesset
Theorie zweiter Ordnung, kurz MP2) kénnen hinzugezogen werden, um den Einfluss
der Bindungsalternanz auf die Absorptionseigenschaften und Zusammensetzung der
Zustande weiter zu untersuchen und mit bestehenden Ergebnissen zu vergleichen.
Gezielte Abstandsanderung zwischen Gegenionen und der Schiff-Base und darauf-
folgende Berechnung der Anregungsenergien kdnnte genauere Aussagen uber den
Einfluss des Abstands auf die Absorption liefern.

Zur Klarung der Bindungsalternanz der 1Bu und 2Ag Zusténde sollten deren Geomet-
rien optimiert werden.

Das MP-Modell kann durch weitere bewegliche Aminosauren erweitert werden, um
Anderungen in der Umgebung des Retinals maglichst vollstandig zu erfassen. Paral-
lel dazu kénnten zu der Kristallstruktur mittels Homologie-Modellierung fehlende
Strukturen hinzugefugt werden, um die Stabilitdt des Proteins wahrend der MD-
Simulationen zu erh6hen. Zur weiteren Stabilisierung kann eine Modellierung der
Zellmembran dienen. Anschliel3end kénnen MD-aquilibrierte Strukturen ebenfalls fur
QM/MM-Studien verwendet werden.

Die Absorption des 13-cis-Retinals kann durch Nachrelaxieren der Umgebung mit
gleichzeitiger Optimierung der Retinalstruktur genauer bestimmt werden. Ein weiterer
Schritt in der Verbesserung des 13-cis-Models ware die Berechnung des Energie-
pfades mit wenigstens einer CASSCF(10,10)-Beschreibung.

Des Weiteren kdnnten Photointermediate des ChR-Photozyklus modelliert und deren

Photochemie untersucht werden.
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Anhang
Anhang

A1l QM/MM-Geometrieoptimierungen im Grundzustand und Charakteri-

sierung der Zustadnde-Standard-Protonierung
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Abbildung A 1-1: Differenz der Abstande zur Kristallstruktur (Ad) fur FP- (blau), E_D- (braun)
und MP-Modelle im Rahmen der a) DFT/B3LYP-Geometrieoptimierung und b)CASSCF-
Optimierung in der Standard-Protonierung. Die Abstdnde entsprechen der Darstellung in Ab-
bildung 4-2.
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Abbildung A 1-2: Diederwinkelanalyse fur HF-, DFT/B3LYP- und CASSCF-optimierten FP-, E_D-
und MP-Modelle.
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Abbildung A 1-3: Diederwinkelanalyse fur a) FP-Modell bzw. b) E_D-Modell nach jeweils HF-,
DFT/B3LYP und CASSCF-Optimierungen.
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Anhang

HF-optimierte Geometrie

Tabelle A 1-1: Berechnete absolute CASSCF und SS/MS-CASPT2 Energien in [Hartree] sowie
zugeordnete Zustéande fir FP-, E_D- und MP-Modelle der HF-optimierten Geometrie in der
Standard-Protonierung.

Zust. Ecasscr Zust. Ess-caspT2 Zust. Ewms-caspT2

So -868.340053 So -871.066202 So -871.071512

S1 -868.171941 S1 -870.929696 S1 -870.973173

FP S2 -868.141702 S3 -870.918292 S2 -870.916250
S3 -868.130308 S2 -870.924812 S3 -870.878505

Sa -868.108407 Ss -870.865516 Sa -870.865078

So -868.327282 So -871.055109 So -871.061794

S1 -868.161725 S1 -870.923612 S1 -870.968052

E D S2 -868.132570 S2 -870.920986 S2 -870.905803
S3 -868.122233 S3 -870.904955 S3 -870.869226

Sa -868.096967 Ss -870.855997 S4 -870.855784

So -868.339324 So -871.064531 So -871.069190

S1 -868.169843 S1 -870.926336 S1 -870.969552

MP S2 -868.140048 S3 -870.913923 S2 -870.914037
S3 -868.126954 S2 -870.923696 S3 -870.876552

Sa -868.107139 Sa -870.863741 Sa -870.862897
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Tabelle A 1-2: Berechnete CASSCF und SS/MS-CASPT2 Energien* und Oszillatorenstarken so wie zugeordnete Zustande fir FP-,E_D- und MP-Modelle

der HF-optimierten Geometrie in der Standard-Protonierung.

Modell Zust. Ecasscr f Zust. Ess-caspt2 Zust. Ems-caspT2 f
So -868.340053 - So -871.066202 So -871.071512 -
S1 4.5746 (271) 0.72x101 S1 3.7145 (334) S1 2.6759 (463) 1.22
FP S2 5.3974 (230) 0.50 S3 4.0248 (308) S2 4.2249 (293) 0.10
S3 5.7075 (217) 1.32 S2 3.8474 (322) S3 5.2520 (236) 0.94x10%
Ss 6.3034 (197) 0.13x10%1 Ss 5.4609 (227) Sy 5.6173 (221) 0.39x10°°
So -868.327282 - So -871.055109 So -871.061794 -
S1 4.5050 (275) 0.11 S1 3.5782 (347) S1 2.5508 (486) 1.27
E D S2 5.2984 (234) 0.87 S2 3.6497 (340) S2 4.2447 (292) 0.12
S3 5.5797 (222) 0.83 S3 4.0859 (303) S3 5.2400 (237) 0.17x10?
S4 6.2672 (198) 0.86x102 Ss 5.4181 (229) Ss 5.6058 (222) 0.12x102
So -868.339324 - So -871.064531 So -871.069190 -
S1 4.6118 (267) 0.63x101 S1 3.7605 (330) S1 2.7113 (458) 1.18
MP S2 5.4226 (229) 0.43 S3 4.0983 (303) S2 4.2219 (294) 0.94 x101
S3 5.7789 (133) 1.40 S2 3.8323 (323) S3 5.2419 (236) 0.11
S4 6.3181 (196) 0.21x101 S4 5.4638 (227) Ss 5.6135 (221) 0.71x103

*Fur So Zustande Energien in Hartree, fiir S1-S4 Zustande relative Energien in eV und nm in Klammern.
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Anhang

DFT/B3LYP-optimierte Geometrie

Tabelle A 1-3: Berechnete absolute CASSCF und SS/MS-CASPT2 Energien in [Hartree] sowie
zugeordnete Zustande fur FP-, E_D- und MP-Modelle der DFT/B3LYP-optimierten Geometrie in
der Standard-Protonierung.

Modell Zust. Ecasscr Zust. Ess-caspT2 Zust. Ems-caspt2

So -868.320054 So -871.068211 So -871.073738

S1 -868.193955 S -870.959959 S1 -870.971332

FP So -868.155336 S3 -870.925277 S -870.952507
S3 -868.140631 S1 -870.964541 S3 -870.920840

S4 -868.119334 S4 -870.889412 S4 -870.888984

So -868.306010 So -871.055891 So -871.062654

ED S1 -868.181165 S -870.949281 S1 -870.962751
- S -868.142261 S3 -870.915980 S -870.942295
S3 -868.134143 S1 -870.954284 S3 -870.908075

Ss -868.106190 Ss -870.878052 Ss -870.877714

So -868.315696 So -871.063164 So -871.068351

S1 -868.188416 S -870.954069 S1 -870.966065

MP S2 -868.150044 S3 -870.919493 S -870.946256
S3 -868.134485 S1 -870.958560 S3 -870.915137

Ss -868.114267 Ss -870.883881 S4 -870.883358
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Tabelle A 1-4: Berechnete CASSCF und SS/MS-CASPT2 Energien* und Oszillatorenstarken fur FP-, E_D- und MP-Modelle der DFT/B3LYP-optimierten

Geometrie in der Standard-Protonierung.

Modell Zust. Ecasscr f Zust. Ess-caspt2 Zust. Ems-caspT2 f
So -868.320054 - So -871.068211 So -871.073738 -
S1 3.4313 (361) 0.12x101 S2 2.9457 (421) S1 2.7866 (445) 1.12
FP S2 4.4822 (277) 0.26x102 S3 3.8894 (319) S 3.2989 (376) 0.55
S3 4.8824 (254) 1.92 S: 2.8210 (440) S3 4.1606 (298) 0.11
S4 5.4619 (126) 0.31x102 Ss 4.8654 (255) Ss 5.0274 (247) 0.59x1072
So -868.306010 - So -871.055891 So -871.062654 -
S1 3.3972 (365) 0.16x10% S2 2.9010 (427) S1 2.7185 (456) 1.27
E D S2 4.4558 (278) 0.63x101 S3 3.8072 (326) S 3.2751 (379) 0.45
S3 4.6767 (265) 1.81 S1 2.7649 (448) S3 4.2063 (295) 0.14
S4 5.4374 (228) 0.27x1072 Ss 4.8393 (256) Ss 5.0325 (246) 0.49x10%2
So -868.315696 - So -871.063164 So -871.068351 -
S1 3.4635 (358)  0.13x10% So 2.9686 (418) S1 2.7833 (445) 1.1
MP S2 4.5076 (275) 0.24x1071 S3 3.9095 (317) S 3.3224 (373) 0.52
S3 4.9310 (251) 1.91 S1 2.8464 (436) S3 4.1692 (297) 0.11
S4 5.4812 (226)  0.39x107 S4 4.8785 (254) S4 5.0339 (246) 0.61x1072

*Fir So Zustande Energien in Hartree, fiir S1-S4 Zustande relative Energien in eV und nm in Klammern
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Anhang

Tabelle A 1-5: SS/IMS-CASPT2 Konfigurationen* und dazugehdrige Wichtungen fur FP-,E_D-
und MP-Modelle der DFT/B3LYP-optimierten Geometrie in der Standard-Protonierung.

. Gewicht . Gewicht
Modell  Zust. SS-Konfig. (%] Zust. MS-Konfig. [%)]
So 222222000000 65 So 222222000000 72
222220200000 28

22222ud00000 37

S,  2222u2d00000 16 S1 o 5002240d0000 12

22222u0d0000 15
222u22d00000 17 92922ud00000 23

FP 2222ud200000 13
S3 299220ud0000 13 S2 222220200000 17
2222u2d00000 12

22222u00d000 11

222u22d00000 18

Si 22222ud00000 54 S5 rrod200000 1o

Ss  22u222d00000 20 Ss  22u222d00000 20

So 222222000000 64 So 222222000000 73
222220200000 28

S, 2222u2d00000 16 5,  22222ud00000 40

22222u0d0000 15 22222u0d0000 12

222u22d00000 17

22222ud00000 19
ED S3 222220ud0000 13 S2 222220200000 18.7

2222ud200000 12
22222u00d000 12 2222u2d00000 13

222u22d00000 18

Si 22222ud00000 54 S5 00000 17

S:  22u222d00000 21 Ss  22u222d00000 21

So 222222000000 65 So 222222000000 72
222220200000 28

S,  2222u2d00000 16 5,  22222udoo000 38

22222u0d0000 15 22222u0d0000 12

222u22d00000 17 92922ud00000 23

MP 2222ud200000 13
S3 229220ud0000 13 S2 222220200000 17
2222u2d00000 12

22222u00d000 12

222u22d00000 18
2222ud200000 17
Sa 22u222d00000 20 Sa 22u222d00000 20

S1 22222ud00000 58 Ss

*Zahl 2 entspricht einem doppelbesetzten Orbital. u und d bezeichnen eine Einfachbesetzung mit je-
weils spin up bzw. spin down.
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Tabelle A 1-6: Berechnete DFT/MRCI Energien*, zugeordnete Zusténde, entsprechende Konfi-
gurationen** mit den dazugehdrigen Wichtungen und Oszillatorenstarken fir FP-,E_D- und MP-
Modelle der DFT/B3LYP-optimierten Geometrie in der Standard-Protonierung.

Modell Zustand E Eabs. Konfiguration Ge[\;z]c ht f
So -872.956815 -872.956815 GZ 91 -
S1 2.5496 (486) -872.863120 H->L 62 1.21
H->L 24
So 2.8883 (429) -872.850673 H-1->L 19 1.06
H2-> 2 15
FP H-2-L 25
S3 3.6634 (338) -872.822188 H-1,H->L2 16 0.023
H->L+2 11
H-1->L 38
Sa 4.1987 (295) -872.802515 HSL+1 36 0.12
So -872.944810 -872.944810 GZ 91 -
S1 2.4898 (498) -872.853313 H->L 69 1.42
H-1->L 21
So 2.8574 (433) -872.839803 H2>L2 18 0.84
ED H->L 16
- H-2->L 26
S3 3.6485 (339) -872.810732 H-1,H->L?2 16 0.019
H>L+2 11
H-1->L 39
S4 4.1545 (298.4) -872.792134 HSL+1 32 0.12
So -872.951652 -872.951652 GZ 91 -
S1 2.5707 (482) -872.857179 H->L 63 1.22
H->L 23
Sy 2.9269 (423.6) -872.844091 H-1->L 20 1.04
HZ2> L2 15
MP
H-2->L 25
S3 3.6873 (336) -872.816147 H-1,H>L2 16 0.026
H->L+2 11
H-1->L 37
Sa 4.2116 (294) -872.796878 HSL+1 37 0.13

*Energien flr So Zustande und absolute Energien (Eabs.) in Hartree, flr S1-Ss4 Zustande relative Ener-
gien in eV und nm (in Klammern). **Index ? entspricht einer Doppelanregung.
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CASSCF-optimierte Geometrie

Tabelle A 1-7: Berechnete absolute CASSCF und SS/MS-CASPT2 Energien in [Hartree] so wie
zugeordnete Zustande fur FP-, E_D- und MP-Modelle der CASSCF-optimierten Geometrie in der
Standard-Protonierung.

Modell  Zust. Ecasscr Zust. Ess-caspT2 Zust. Ems-caspt2
So -868.342964 So -871.069638 So -871.074225
Fp S1 -868.186443 S2 -870.939646 S1 -870.973285
So -868.154517 S3 -870.917907 So -870.929853
S3 -868.138054 S1 -870.943903 S3 -870.895185
S4 -868.122887 S4 -870.877845 S4 -870.876390
So -868.331039 So -871.059004 So -871.065029
S1 -868.175632 S1 -870.931782 S1 -870.969838
E D S2 -868.144076 S3 -870.915501 S2 -870.920034
S3 -868.130774 S2 -870.930508 S3 -870.882845
S4 -868.111569 S4 -870.867951 S4 -870.867001
So -868.344524 So -871.070011 So -871.073716
MP S1 -868.186850 S2 -870.938225 S1 -870.970912
S -868.155017 S3 -870.915118 S2 -870.929523
S3 -868.135721 S1 -870.944014 S3 -870.896030
Ss -868.123819 Ss -870.878231 Ss -870.875419
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Tabelle A 1-8: Berechnete CASSCF und SS/MS-CASPT2 Energien* und Oszillatorenstarken fir FP-,E_D- und MP-Modelle der CASSCF-optimierten

Geometrie in der Standard-Protonierung.

Modell Zust. Ecasscr f Zust. Ess-caspt2 Zust. Ewms-caspt2 f
So -868.342964 - So -871.069638 So -871.074225 -
S1 4.2592 (291)  0.34x1071 S2 3.5373 (351) S1 2.7467 (451) 1.16
FP S2 5.1279 (242) 0.18 S3 4.1288 (300) S 3.9286 (316) 0.14
S3 5.5759 (222) 1.64 St 3.4214 (362) S3 4.8719 (255) 0.17
S4 5.9886 (207)  0.28x10* Ss 5.2190 (238) Ss 5.3833 (230)  0.33x10%
So -868.331039 - So -871.059004 So -871.065029 -
S1 4.2288 (293)  0.50x1071 S1 3.4619 (358) S1 2.5903 (479) 1.2
E D S2 5.0875 (244) 0.34 S3 3.9049 (318) S 3.9455 (314) 0.13
S3 5.4495 (228) 1.42 S2 3.4966 (355) S3 4.9575 (250) 0.14
S4 5.9721 (208)  0.19x10* Ss 5.1988 (238) Ss 5.3886 (230)  0.14x10%2
So -868.344524 - So -871.070011 So -871.073716 -
S1 4.2905 (289) 0.27x10%1 So 3.5861 (346) S1 2.7974 (443) 1.18
MP S2 5.1567 (240) 0.13 S3 4.2149 (294) S 3.9237 (316) 0.12
S3 5.6818 (218) 1.72 S1 3.4286 (362) S3 4.8351 (256) 0.16
S4 6.0057 (206)  0.46x10* S4 5.2186 (238) S4 5.3959 (230) 2.3x103

*Fur So Zustande Energien in Hartree, fiir S1-S4 Zustande relative Energien in eV und nm (in Klammern)
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Tabelle A 1-9: SS/MS-CASPT2 Konfigurationen* und dazugehdrige Wichtungen [%] fur FP-,
E_D- und MP-Modelle der CASSCF-optimierten Geometrie in der Standard-Protonierung.

Modell Zust. SS-Konfig. Ge[\gc:]cht Zust. MS-Konfig. Ge[\(;/(:]cht
So 222222000000 69 So 222222000000 72
222220200000 27
S2 22222u0d0000 15 S1 22222ud00000 54

2222u2d00000 14

o ] ;;5;23388888 1‘3‘ < 222220200000 23
3 2 2222u2d00000 15

22222u00d000 12

222u22d00000 17.4

S1 22222ud00000 53 Ss3 299240200000 17

Sa 22u222d00000 20 Sa 22u222d00000 19

So 222222000000 69 So 222222000000 73
222220200000 57

S1 22222u0d0000 15 S1 22222ud00000 54
22222ud00000 14

E_D S5 222220ud0000 13 S, 222220200000 24

222u22d00000 12 2222u2d00000 16
22222u00d000 12

S, 22222ud00000 46 S5 222u22d00000 18

2222ud200000 10 2222ud200000 16

Sa 22u222d00000 20 Sa 22u222d00000 19

So 222222000000 69 So 222222000000 72
222220200000 27

S2 22222u0d0000 15 S1 22222ud00000 54

2222u2d00000 14

P o s 5 s e o
3 2 2222u2d00000 15

22222u00d000 12

222u22d00000 17

S1 22222ud00000 56 S3 222244200000 17

Sa 22u222d00000 20 Sa 22u222d00000 19

*Zahl 2 entspricht einem doppelbesetzten Orbital. u und d bezeichnen eine Einfachbesetzung mit je-
weils spin up bzw. spin down.
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Tabelle A 1-10: Berechnete DFT/MRCI Energien*, zugeordnete Zustande, entsprechende Konfi-
gurationen mit den dazugehdrigen Wichtungen und Oszillatorenstarken fur FP-,E_D- und MP-
Modelle der CASSCF-optimierten Geometrie in der Standard-Protonierung.

Modell Zustand E Eabs. Konfiguration Ge[\(;/(:;: ht f
So -872.955622 -872.955622 GZ 93
S1 2.8271 (439) -872.851727 H->L 81 1.47
H-1->L 34
S2 3.5398 (350) -872.825538 HSL+1 12 0.60
Fp H->L+1 25
S3 4.1534 (299) -872.802988 H-1->L 15 0.23
H-2>L 11
H>L+1 25
S4 4.4816 (277) -872.790926 H-2->L 24 0.075
H-1->L 14
So -872.945224  -872.945224 GZ 93
S1 2.7403 (452) -872.844520 H->L 82 1.47
H-1->L 37
S 3.5219 (352) -872.815795 HSL+1 10 0.56
ED H->L+1 28
- Ss 4.1282 (300) -872.793514 H-1>L 15 0.25
H-2>L 11
H-2>L 26
S4 4.4623 (277.8) -872.781238 H->L+1 22 0.076
H-1->L 13
So -872.955699 -872.955699 GZ 93
S1 2.8825 (430) -872.849768 H->L 80 1.44
H-1->L 32
S2 3.5571 (349) -872.824979 HSL+1 13 0.62
MP H->L+1 27
S3 4.1696 (297) -872.802468 H-1->L 15 0.25
H-2->L 11
H-2->L 26
S4 4.4895 (276) -872.790714 H->L+1 25 0.066
H-1->L 13

*Energien fur So Zustande und absolute Energien (Eabs)) in Hartree, fir S1-S4 Zustande relative Ener-

gien in eV und nm (in Klammern).
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Berechnung der Energien im Vakuum

Tabelle A 1-11: SS/MS-CASPT2-Energien im Vakuum fur HF-, DFT/B3LYP und CASSCF-

optimierte Geometrien in der Standard-Protonierung.

SS
Zust. HF DFT/B3LYP CASSCF
So -870.912152 -870.920858 -870.914799
St 2.1014 (590) 1.8598 (667) 1.9923 (622)
Sz 3.3298 (372) 2.7506 (451) 3.1885 (389)
Ss 3.8179 (325) 3.5203 (352) 3.6608 (339)
S4 4.3565 (285) 3.8054 (326) 4.0963 (303)
MS
So -870.914927 -870.925073 -870.918290
St 2.1696 (571) 2.0109 (617) 2.0906 (593)
Sz 3.2598 (380) 2.8031 (442) 3.1121 (398)
Ss 3.9916 (311) 3.5321 (351) 3.8201 (325)
Sa 4.5621 (272) 4.1635 (298) 4.3908 (282)

*Fur So Zustande Energien in Hartree, fir S1-Ss4 Zustande relative Energien in eV und nm in Klam-

mern
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A 2 QM/MM-Geometrieoptimierungen im Grundzustand und Charakteri-
sierung der Zustande-GLH162-Struktur

a)

H3-K132(2HZ)
H3-K132(2HZ2)

H3-K132(1HZ)

u MP
H3-E162(0E2H) mE D
H3-E162(0E1) mFP
H3-D292(0D2)
H3-D292(0D1)
151050 05 1 15 2
b)
H3-K132(2HZ)
H3-K132(2HZ)
H3-K132(1HZ) ">
uMP
H3-E162(0E2H) - “E D
IFI;

H3-E162(0E1)

H3-D292(0D2)

H3-D292(0D1)

-15-1-050 05 1 15 2

Abbildung A 2-1: Differenz der Abstande zur Kristallstruktur (A d) fur FP- (blau), E_D- (braun)
und MP-Modelle im Rahmen der a) DFT/B3LYP-Geometrieoptimierung und b)CASSCF-
Optimierung in der GLH162-Protonierung. Die Abstdnde entsprechen der Darstellung in Abbil-
dung 4-2, zur ndheren Beschreibung s. Kapitel 4.1.4.
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a)
I I
20— —
| == HF-FP |
+~—— HF-E_D
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~— Kristallstruktur
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15 l l | | | | |
%6-07 C7=C8 C8-C9 C9=C10 C10-C1l CI11=C12 Cl12-C13 C13=C14 C14-C15 C15=N
Bindungen

b)

20~ —
=—= CASSCF-FP

[ +— CASSCF-E_D )

15 e—e CASSCF-MP |

— Kiristallstruktur

[N
(%2 o

o

Abweichung von 180°

R | | | | | | |
]C%—m C7=C8 C8-C9 (C9=C10 C10-Cll C11=C12 CI12-C13 C13=Cl4 C14-C15 C15=N
Bindungen

Abbildung A 2-2: Diederwinkelanalyse fur a) HF- und b) CASSCF- optimierte FP-, E_D- und MP-
Modelle.
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20 —
i —a HF-E D
~— DFT/B3LYP-E_D
15 +—e CASSCF-E D

—— Kristallstruktur

Abweichung von 180°

3 I I I I I I I
]C56-C7 C7=C8 (C8-C9 (C9=C10 C10-Cl1 C11=Cl12 C12-C13 C13=Cl4
Bindungen

Abbildung A 2-3: Diederwinkelanalyse fur das E_D-Modell nach jeweils HF
CASSCF-Optimierungen.

HF-optimierte Geometrie

Tabelle A 2-1: Berechnete absolute CASSCF und SS/MS-CASPT2 Energien i
zugeordnete Zustande fur FP-, E_D- und MP-Modelle der HF-optimierten
GLH162-Struktur.

C14-C15 C15=N

-, DFT/B3LYP und

n [Hartree] so wie
Geometrie in der

Modell  Zust. Ecasscr Ess-caspt2 Ems-caspT2

So -868.248284 So -870.984802 So -870.992524
S1 -868.102012 S1 -870.885495 S1 -870.899304
FP S -868.081369 So -870.861846 S2 -870.841922
S3 -868.057857 S3 -870.826808 S3 -870.825353
Ss -868.026358 Ss -870.795247 Ss -870.795094

So -868.249427 So -870.985758 So -870.99347
S1 -868.103197 S1 -870.886748 S1 -870.900198
E D S2 -868.082248 S2 -870.862268 S2 -870.842643
S3 -868.058867 S3 -870.827686 S3 -870.826317

S4 -868.027461 Sy -870.796015 Sy -870.795847
So -868.260898 So -870.994278 So -871.002354
S1 -868.107482 S1 -870.885086 S1 -870.907741
MP S2 -868.08528 S2 -870.873427 S2 -870.846106
S3 -868.066519 S3 -870.832671 S3 -870.829371

S4 -868.03594 S4 -870.801139 Sy -870.80103
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Tabelle A 2-2: Berechnete MS-CASPT2 Energien*, Oszillatorenstarken, entsprechende
Konfigurationen** mit dazugehdrigen Gewichten fur FP-, E_D- und MP-Modelle der HF-
optimierten Geometrie in der GLH162-Protonierung.

. . ich
Modell Zust. Ems-caspT2 f Konfiguration Ge[\(/;)l]c '

So -870.992524 - 222222000000 76
S1 2.5366 (489) 1.63 22222ud00000 58
222220200000 27
o Sz 4.0981 (303) 0.13 59992400000 Lo
222u22d00000 21

-2
S3 45490 (273)  0.3x10 599904200000 s
S4 5.3724 (231) 0.84x103 22u222d00000 23
So -870.993470 - 222222000000 77
S 2.5380 (489) 1.64 22222ud00000 58
222220200000 27

4.1042 (302 14

ED S2 042 (302) 0 2222u2d00000 19
222u22d00000 21

-2
S3 4.5485 (273)  0.30x10 5999114200000 s
Sy 5.3776 (231) 0.83x10° 22u222d00000 23
So -871.002354 - 222222000000 76
S1 2.5746 (482) 1.49 22222ud00000 56
222220200000 28
Sz 4.2517 (292) 0.19 59992400000 -
MP 222u22d00000 20
2222ud200000 13

-3
S3 4.7071 (263) 0.96x10 599924004000 10
222220ud0000 10
S4 5.4783 (226) 0.15x102 22u222d00000 23

*Fur So Zustande Energien in Hartree, fir S1-Ss Zustande relative Energien in eV und nm in Klam-
mern. *Zahl 2 entspricht einem doppelbesetzten Orbital. u und d bezeichnen eine Einfachbesetzung
mit jeweils spin up bzw. spin down.
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Tabelle A 2-3: Berechnete DFT/MRCI Energien*, zugeordnete Zustande, entsprechende Konfi-
gurationen** mit den dazugehdrigen Wichtungen und Oszillatorenstarken fir FP-,E_D- und MP-

Modelle der HF-optimierten Geometrie in der GLH162-Protonierung

Modell Zustand EbFrci Eabs. Konfiguration Ge[\(;/c:]c ht f
So -872.875778 -872.875778 Gz 94 -
S1 2.4082 (515) -872.787277 H->L 85 1.62
S> 3.4389 (361) -872.749402 H-1>L 56 0.44
H>L+1 22
FP S3 4.0422 (307) -872.727231 H-2->L 18 0.18
H-1->L 13
H-2->L 24
Sy 4.4552 (278) -872.712051 H>L+1 19 0.068
H2->L,L+1 10
So -872.876672 -872.876672 GZ 94 -
S1 2.4011 (516) -872.788433 H->L 85 1.61
S 3.4357 (361) -872.750413 H-1->L 56 0.45
H->L+1 22
E D S3 4.0374 (307) -872.728300 H-2->L 19 0.18
H-1->L 13
H-2->L 23
S4 4.4604 (278) -872.712756 H->L+1 18 0.069
H2->L,L+1 10
So -872.884365 -872.884365 GZ 94 -
S1 2.5168 (493) -872.791876 H->L 85 1.58
S2 3.5439 (350) -872.754131 H-1->L 54 0.47
MP H>L+1 26
S3 4.1325 (300) -872.732497 H-2->L 17 0.22
H-1->L 14
H-2->L 25
S4 4.5353 (273) -872.717695 HSL+1 19 0.071

*Energien fur So Zustdnde und absolute Energien (Eabs.) in Hartree, fur S1-S4 Zusténde relative Ener-

gien in eV und nm (in Klammern). **Index 2 entspricht einer Doppelanregung.
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DFT/B3LYP-optimierte Geometrie

Tabelle A 2-4: Berechnete absolute CASSCF und SS/MS-CASPT2 Energien in [Hartree] so wie
zugeordnete Zustande fur FP-, E_D- und MP-Modelle der DFT/B3LYP-optimierten Geometrie in
der GLH-162-Struktur.

Modell Zust. Ecasscr Zust. Ess-caspt2 Zust. Emvs-caspT2

So -868.22649 So -870.985594 So -870.995667

S1 -868.108947 S2 -870.888618 S1 -870.902061

FP S2 -868.091156 S1 -870.900957 S2 -870.877798
S3 -868.06827 S3 -870.848312 S3 -870.848218

Sa -868.03185 Ss -870.813245 Sa -870.812982

So -868.229324 So -870.987615 So -870.997823

S1 -868.111157 S2 -870.890218 S1 -870.904049

E D S2 -868.093058 S1 -870.902584 S2 -870.878951
Ss -868.070489 Ss -870.849685 Ss -870.849581

Sa -868.034395 Sa -870.814934 Sa -870.814633

So -868.233584 So -870.990703 So -871.000473

S1 -868.113692 S2 -870.891923 S1 -870.906197

MP S2 -868.092755 S1 -870.903567 S2 -870.879961
Ss -868.073342 Ss -870.851518 Ss -870.851424

Sa -868.03747 Sa -870.81698 Sa -870.816635
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Tabelle A 2-5: Berechnete MS-CASPT2 Energien*,

Anhang

Oszillatorenstarken,

entsprechende

Konfigurationen** mit dazugehdrigen Gewichten fur FP-,E_D- und MP-Modelle der DFT/B3LYP-
optimierten Geometrie in der GLH162-Protonierung.

Modell  Zust. Ewms-caspT2 f Konfiguration Ge[‘;(:;ht
So -870.995667 : 222222000000 75
22222ud00000 39
S 2.5472 (487) 1.63 222221u0d0000 14
222220200000 21
S, 3.2074 (387) 0.61 22222ud00000 20
. 2222u2d00000 14
222u22d00000 21
2222ud200000 16

-2
Sa 4.0123 (309)  0.60x10 222220ud0000 11
22222u00d000 10
221222d00000 24

-2
Su 4.9711 (249)  0.41x10 22202d200000 11
S -870.997823 - 222222000000 75
22222ud00000 39
S 2.5517 (486) 1.65 222221u0d0000 14
222220200000 21
S, 3.2347 (383) 0.62 22222ud00000 21
. 2222u2d00000 14
: 222u22d00000 21
2222ud200000 16

-2
Sa 4.0339 (307)  0.65x10 222220ud0000 11
22222u00d000 10
221222d00000 24

-2
Su 4.9848 (249)  0.44x10 222u2d200000 11
S -871.000473 - 222222000000 75
22222ud00000 53
S 2.5654 (483) 1.59 22222u0d0000 11
222220200000 28
Sz 3.2793 (378) 0.64 2222u2d00000 16
P 222u22d00000 21
22221ud200000 16

-2
Sa 4.0558 (306)  0.71x10 222220ud0000 11
22222u00d000 10
221222d00000 24

-2
Sy 5.0025 (248)  0.44x10 222u2d200000 11

*Fir So Zustande Energien in Hartree, fir S1-Sa Zustande relative Energien in eV und nm in Klam-
mern. **Zahl 2 entspricht einem doppelbesetzten Orbital. u und d bezeichnen eine Einfachbesetzung
mit jeweils spin up bzw. spin down.
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Tabelle A 2-6: Berechnete DFT/MRCI Energien*, zugeordnete Zustande, entsprechende Konfi-
gurationen** mit den dazugehdrigen Wichtungen und Oszillatorenstarken fiur FP-, E_D- und
MP-Modelle der DFT/B3LYP-optimierten Geometrie in der GLH162-Protonierung

Modell Zustand E Eabs. Konfiguration Ge[\;:;: ht f
So -872.878300 -872.878300 GZ 91 -
S1 2.2112 (560) -872.797040 H->L 81 1.96
H-1->L 27
So 2.6733 (464) -872.780059 H2> 2 24 0.33
FP H->L+1 11
H-2->L 27
S3 3.5229 (352) -872.748835 H-1 H>L2 17 0.0042
H-1->L 39
Sa 3.9079 (317) -872.734686 HSL+1 18 0.075
So -872.880190 -872.880190 GZ 91 -
S1 2.2105 (561) -872.798957 H->L 82 1.95
H-1->L 27
So 2.6893 (461) -872.781362 H2-> 2 24 0.33
E D H>L+1 11
H-2->L 27
S3 3.5372 (351) -872.750202 H-1H>L2 17 0.0035
H-1->L 39
Sa 3.9227 (316) -872.736034 HSL+1 18 0.078
So -872.883096 -872.883030 GZ 91 -
S1 2.2417(553) -872.800647 H->L 81 1.89
H-1->L 27
So 2.7408(452) -872.782306 H2-> 2 23 0.37
MP H->L+1 11
H-2->L 27
S3 3.5682 (348) -872.751900 H-1.HL2 16 0.0057
H-1->L 38
Sy 3,9751 (312) -872.736946 HSL+1 19 0.084

*Energien fur So Zustdnde und absolute Energien (Eabs.) in Hartree, fur S1-S4 Zusténde relative Ener-

gien in eV und nm (in Klammern). **Index 2 entspricht einer Doppelanregung.
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CASSCF-optimierte Geometrie

Tabelle A 2-7: Berechnete absolute CASSCF und SS/MS-CASPT2 Energien in [Hartree] so wie
zugeordnete Zustande fur FP-, E_D- und MP-Modelle der CASSCF-optimierten Geometrie in der
GLH162-Struktur.

Modell Zust. Ecasscr Zust. Ess-caspT2 Zust. Ewms-caspT2

So -868.252696 So -870.986947 So -870.996248
S1 -868.105913 S1 -870.882188 S1 -870.907712

FP S2 -868.083634 S2 -870.874522 S2 -870.847038
S3 -868.064638 S3 -870.832501 S3 -870.825347
S4 -868.035986 Sa -870.801139 S4 -870.800952
So -868.254151 So -870.988303 So -870.997655

S1 -868.107572 S1 -870.883672 S1 -870.908734
E_D S2 -868.085075 S2 -870.875768 S2 -870.848087
Ss -868.066526 Ss3 -870.833806 Ss3 -870.827186
Sa -868.037752 Sa4 -870.802389 Sa -870.802277

So -868.252395 So -870.986624 So -870.996007

S1 -868.10585 S1 -870.882016 S1 -870.90729
MP S2 -868.083634 S2 -870.874413 S2 -870.84677

S3 -868.064919 S3 -870.832441 S3 -870.82555

Sa -868.036347 Sa4 -870.801081 Sa -870.800958
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Tabelle A 2-8: Berechnete MS-CASPT2 Energien*,

Anhang

Oszillatorenstarken,

entsprechende

Konfigurationen** mit dazugehdrigen Gewichten fur FP-, E_D- und MP-Modelle der CASSCF-
optimierten Geometrie in der GLH162-Protonierung.

_ _ Gewicht
Modell  Zust. Ewms-caspt2 f Konfiguration [%]
So -870.996248 - 222222000000 75
22222ud00000 53
S1
2.4092 (515) 1.54 22222u0d0000 12
222220200000 28
S2
. 4.0602 (305) 0.22 2222u2d00000 16
222u22d00000 18
2222ud200000 14
Ss3 2
4.6504 (267)  0.17x10 222220ud0000 11
22222u00d000 10
Sa 5.3143 (233) 0.2x102 22u222d00000 21
S -870.997655 - 222222000000 75
22222ud00000 53
S1
2.4197 (512) 1.54 22222u0d0000 11
222220200000 28
S2
. 4.0700 (305) 0.22 2222u2d00000 16
a 222u22d00000 18
2222ud200000 14
Ss3 2
4.6387 (267)  0.17x10 222220ud0000 11
22222u00d000 10
S4 5.3165 (233) 0.2x1072 22u222d00000 22
So  .870.996007 - 222222000000 75
22222ud00000 53
S1
2.4141 (514) 1.54 222221040000 11
222220200000 28
So
. 4.0609 (305) 0.21 22220u2d00000 16
222u22d00000 18
2222ud200000 14
S3 2
4.6384 (267)  0.16x10 222220ud0000 11
22222u00d000 10
Sa 5.3075 (234)  0.21x10%?2 22u222d00000 21

Fir So Zustande Energien in Hartree, fiir S1-S4 Zustande relative Energien in eV und nm in Klammern.
**Zahl 2 entspricht einem doppelbesetzten Orbital. u und d bezeichnen eine Einfachbesetzung mit
jeweils spin up bzw. spin down.
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Anhang

Tabelle A 2-9: Berechnete DFT/MRCI Energien*, zugeordnete Zustande, entsprechende Konfi-
gurationen mit den dazugehdrigen Wichtungen und Oszillatorenstarken fiur FP-, E_D- und MP-
Modelle der CASSCF-optimierten Geometrie in der GLH162-Protonierung.

Modell Zustand Eprrci Eabs. Konfiguration Ge[\(;/c:]c ht f
So -872.875652 -872.875652 GZ 94 -
S1 2.3697 (523) -872.788566 H->L 84 1.53
S2 3.3892 (365) -872.751101 H-1>L 52 0.45
Fp H>L+1 34
S3 3.9804 (311) -872.729376 H-1->L 14 0.28
H-2->L 11
H-2->L 27
Sa4 4.3782 (283) -872.714757 HSL+1 10 0.050
So -872.877217 -872.877217 GZ 94 -
S1 2.3668 (524) -872.790240 H->L 84 1.54
S2 3.3872 (366) -872.752741 H-1->L 52 0.46
ED H>L+1 31
- S3 3.9782 (311) -872.731022 H-1->L 14 0.25
H-2->L 13
H-2->L 25
S4 4.3835 (283) -872.716125 HSL+1 11 0.055
So -872.875350 -872.875350 GZ 94 -
S1  2.3636 (525) -872.788491 H L 84 1.54
S2 3.3790 (367) -872.751175 H-1->L 52 0.45
MP H>L+1 31
Ss3 3.9725 (312) -872.729364 H-1->L 14 0.26
H-2->L 13
H-2->L 25
Sa4 4.3763 (283) -872.714525 HSL+1 11 0.051

*Energien fur So Zustande und absolute Energien (Eabs.) in Hartree, fiir S1-S4 Zustande relative Ener-

gien in eV und nm (in Klammern).
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A 3 Das 13-cis-Modell

Anhang

Tabelle A 3-1: Berechnete MS-CASPT2 Energien*, Oszillatorenstarken, entsprechende
Konfigurationen** mit dazugehdrigen Gewichten des 13-cis-Modells.
' ' Gewicht

Zust. Ewms-caspT2 f Konfiguration [%]
So -871.037 - 222222000000 74
S1 2.7833 (445) 1.29 22222ud00000 53
222220200000 24
S2 3.8675 (321) 0.11 992212400000 16
222u22d00000 18
Ss 4.8563 (255) 0.17 599914200000 17
Ss 5.3819 (230) 0.10x1073 2u2222d00000 20

*FiUr So Zustande Energien in Hartree, fir S1-Sa Zustande relative Energien in eV und nm in Klam-
mern. **Zahl 2 entspricht einem doppelbesetzten Orbital. u und d bezeichnen eine Einfachbesetzung

mit jeweils spin up bzw. spin down.
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