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1. Motivation

Das Photorezeptorprotein Bakteriorhodopsin fungiert als Protonenpumpe in Halobacterium
salinarium. Die Initialreaktion nach Photoanregung ist eine ultraschnelle
all-trans-13-cis-Isomerisierung seines Chromophors Retinal. Diese startet seinen Photozyklus, eine
Reihe von chemischen Reaktionen, die flir den Protonentransport sorgen. Der photoinitiierende
Schritt ist jedoch noch nicht vollstandig verstanden. Daher soll in der vorliegenden Masterarbeit
dieser Prozess mit Hilfe von QM/MM-Verfahren naher untersucht werden. Die vertikalen
Ubergangsenergien fiir den bR-Chromophor wurden bereits in einer Arbeit von Altog, et al., 2010
in guter Ubereinstimmung mit den experimentellen Werten berechnet. Bei nachfolgenden
Berechnungen stellte sich jedoch heraus, dass die Protonierungszustande einzelner Aminoséauren
abweichend beschrieben wurden. Eine Neuberechnung der pK, -Werte und Protonierung des
Systems mit dem Programm H++ fuhrte zu einer deutlichen hypsochromen Verschiebung der
vertikalen Ubergangsenergien. Aus diesem Grund sollten die Berechnungen fiir bR einschlieBlich
der Torsionspfade an dieser Stelle wiederholt werden. Zuséatzulich sollte ein weiteres Modell der
Bindungstasche, bR-ARNASH , mit veranderter Protonierung in der Nahe des Chromophors
evaluiert werden. Von diesem Modell erwartet man eine verbesserte Beschreibung der

spektroskopischen Eigenschaften von bR.
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2.  Einleitung

Der Planet Erde wird von der Sonne mit Licht versorgt, sodass durch die abfallende Wéarme
menschliches Leben ermdglicht wird. Doch auch die Strahlung als solches ist in der belebten Natur
von grofler Bedeutung. So finden in vielen Photorezeptoren initial nach Photoanregung
Isomerisierungsreaktionen konjugierter Polyene statt. Das klassische Beispiel ist hierbei Retinal,
welches in einer ganzen Reihe von Photorezeptoren, den sog. Rhodopsinen, vorkommt. In den
Sehzellrhodopsinen von Wirbeltieren leitet die Isomerisierung von (11Z) -Retinal die Sehkaskade
ein (s. Abb. 1.10 fur die Stammverbindung der Retinoide). In den Sensorrhodopsinen (I und I1)
bestimmter Bakterien erfullt es eine ahnliche Funktion und fuhrt die Bakterien weg von
schadlichem energiereichen blauen Licht zu besseren Lichtbedingungen. In Halobacterium
salinarium dient es als Protonenpumpe, und diese Reaktion wird in der vorliegenden Masterarbeit
naher erlautert. Das Retinal ist Teil des Proteins Bakteriorhodopsin, welches Uber einen
Photozyklus verfligt, dessen Mechanismus noch nicht vollstandig geklart ist. Gerade der
photoinitiierende Schritt des Photozyklus von Bakteriorhodopsin ist wesentlich fur die daran
folgenden Reaktionen. Daher ist es wichtig, genauere Erkenntnisse Uber diesen Vorgang in
Erfahrung zu bringen. AuBerdem dient Bakteriorhodopsin aufgrund der geringen GréRe und der

einfachen Struktur als Muster fur andere biologische Protonentransportproteine.
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2.1 Halobacterium salinarium

Zur Untersuchung von Bakteriorhdodopsin gehdrt auch die Kenntnis ber die Gewinnung des
Proteins. Es kommt in naturlicher Form in Halobacterium salinarium vor. Die Erlauterung des
Habitats, der taxonomischen Einordnung sowie der Morphologie und besonderen Eigenschaften

sind fur ein grobes Verstandnis dieser Spezies unerlasslich.

Halobacterium salinarium kann in Gewaéssern, z. B. in Australien oder in den Vereinigten Staaten

gefunden werden (Abb. 1.1). Augenscheinlich ist die rote Farbe verursacht durch Bakteriorhodopsin

in Halobacteria. Man kann sich sicherlich vorstellen, dass die Neugierde der Menschen nach dem
[34, 24]

Grund fur die Farbung zur Entdeckung von Bakteriorhodopsin fiihrte.

Abbildung 1.1: Gewasser mit roter Farbe verursacht durch Bakteriorhodopsin in Halobacteria. a)

See in Australien, b) Owens Lake, Vereinigte Staaten, c) Salzteich in San Francisco, Vereinigte

Staaten.[t® 7]
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Halobacterium salinarium gehort zur Doméne der Archaeen. Der formal falsche Begriff
“Halobacterium” ist auf die frihere Bezeichnung “Archaebakterien” zurickzufuhren. Archaeen
kénnen von Bakterien und Eukaryoten durch eine verschiedene Sequenz von ribosomaler
Ribonukleinsdure (rRNS) unterschieden werden. In Abbildung 1.2 kann man die drei Domanen,
welche dem gleichen Ursprung entstammen und einige ihrer Untergruppen erkennen, auf die im

Rahmen dieser Masterarbeit nicht weiter eingegangen wird.3* 30 61001

G

~

o e,
Bacteria %

Proteobacteria

Abbildung 1.2: Phylogenetischer Baum ausgehend von den drei Domanen, Archaaen, Bakterien und
Eukaryoten, welche dem gleichen Ursprung entstammen. Einige Untergruppen sind in den

entsprechenden Domanen aufgefiihrt, (103104

Fur die Fortbewegung verwendet Halobacterium salinarium seine Flagellen (Abb. 1.3). Sie
bestehen aus Filamenten, die mit Polkappen miteinander vernetzt werden. Die Flagellen kénnen von
Halobacterium salinarium rotiert werden, sodass dadurch eine AbstoBung vom bisherigen Ort
moglich ist. Eine Vorwértsbewegung ist durch eine Rotation im Uhrzeigersinn und eine
Ruckwartsbewegung durch eine Rotation der rechtsdrenenden spiralférmigen Flagellen

durchfiihrbar.[* 56!
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Abbildung 1.3: Halobacterium salinarium mit Flagellen. Sie dienen der Fortbewegung der

Archaee.[®]

Halobacterium salinarium kann an Orten (berleben, deren Salzkonzentration bis zu 4,3 M betragt

(Abb. 1.4). Innerhalb der Zelle befindet sich eine [K*] von ~ 4 M, die der [Na*] auRerhalb der
Zelle entgegenwirkt. Da der passive Austausch der beiden lonen zwischen der inneren
Zellmembran &uBerst gering ist, pumpen Transporter K -lonen aktiv in die Zelle. Andere
Transporter schleusen wiederum Na*-lonen in die Zelle, wobei H*-lonen die Zelle verlassen. Das
Phanomen der Widerstrandskraft gegentber hoher Salzkonzentationen hat der Archaee den Namen
,Halo“ vom griechischen ,halos“=Salz und ,salinarium*“ vom mittellateinischen

salinarius, -a, -um* = zu Salzwerken gehgrend.[’® 92 71 34.30.56.24]

Abbildung 1.4: Kiristalle von NaCl mit roter Farbe verursacht durch Bakteriorhodopsin in

Halobacteria. Diese Archaaen konnen solch widrigen Lebensbedingungen trotzen. !
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Der Begriff “Halobacterium salinarium® ist nicht eindeutig. Auch die Namen ,,Pseudomonas
salinaria®“, ,,Halobacterium halobium*, , Halobacterium cutirubrum*“ und , Flavobacterium
salinarium werden der Spezies Halobacterium salinarium zugeordnet. Des Weiteren gibt es die
Auffassung, dass der Begriff “Halobacterium salinarium* einen grammatikalischen Fehler aufweise,
da er von ,salinarum“ von lateinisch ,salinae, -arum, f.“=Salzwerk, Saline abstamme.
Adjektivisch ist die Bezeichnung zumindest im mittellateinischen durchaus korrekt, wie im

vorhergehenden Abschnitt erlautert. 8 %24

2.2 Bakteriorhodopsin

Die Eigenschaften von Bakteriorhodopsin spielen fiur Halobacterium salinarium eine
lebensnotwendige Rolle. Um ein besseres Verstandnis tber den Zweck des Proteins in der Archaee
zu bekommen, gilt es die Prozesse von Bakteriorhodopsin darzulegen. Diese Prozesse werden mit

Hilfe von Sonnenlicht auf natiirliche Weise in Gang gesetzt.

Das 26 kDa schwere Bakteriorhodopsin funktioniert als photoinduzierte Protonenpumpe in
Halobacterium salinarium (Abb. 1.5). Es besteht aus sieben a-Helices und dem photoaktiven
Retinal, welches durch eine Schiff-Base-Bindung mit dem Lys216 der Helix G verbunden ist. Die
Helices werden nach ihrem Auftreten in der Peptidsequenz in alphabetischer Reihenfolge A, B, C,
D, E, F und G benannt. Innerhalb der Helices befindet sich neben der Retinyliden-Einheit ein
polarer Kanal, von dem aus ein Protonentransport mdglich ist. Die beteiligten Aminoséauren sind
Arginin 82 (Arg82 oder R82), Asparaginsaure 85 (Asp85 oder D85), Asparaginsaure 96 (Asp96
oder D96) und nach Dioumaev, et al., 1999 mdglicherweise Asparaginsaure 212 (Asp 212 oder
D212). Die durch die Einstrahlung von Licht induzierte Isomerisierungsreaktion des Retinals und
die dadurch bedingten Geometriednderungen des gesamten Proteins ermdglichen den Austausch
von Protonen. Der Protonentransport verlauft innerhalb der Abb 1.5 von oben nach unten, d. h. vom
intrazellularen zum extrazellularen Bereich. Der Verlauf der Reaktion wird durch einen

Photozyklus beschrieben. #7201
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Abbildung 1.5: Struktur von Bakteriorhodopsin in Halobacterium salinarium. Hervorgehoben ist

der Teil, der fiir den Protonentransport wichtig ist.[28

In Abb. 1.6 ist der Photozyklus von Bakteriorhodopsin zu sehen. Im elektronischen Grundzustand
liegt Retinal in Bakteriorhodopsin bei vélliger Dunkelheit in zwei verschiedenen Zustdnden mit
verschiedenen Absorptionsmaxima (Dsug und bRseg, Abb. 1.6) vor, die in einem thermischen
Gleichgewicht zueinander stehen. Diese entsprechen dem jeweiligen E- und Z-1somer des Retinals
und haben unterschiedliche Absorptionsmaxima. Das Gleichgewicht liegt hierbei stark auf der Seite
des E-Isomers (98 %). Zusatzlich zum thermischen Equilibrium kann die  Z-Form Dsug
photochemisch in bRsgg Uberfuhrt werden. Das dunkeladaptierte Ds4g hat einen eigenen
Photozyklus, der im Rahmen dieser Masterarbeit jedoch nicht naher erldutert wird. Nach
Lichteinfall geht bRscg nach einigen Reaktionsschritten und Passierung einer konischen
Durchdringung in den vibratorisch angeregten Grundzustand J4,5 Uber. Dieser Zustand liegt bereits
in der Z-Konfiguration vor. Von dort gelangt es durch thermische Relaxation zum photostabilen

elektronischen Grundzustand Ksqq, welches in einer gespannten (Z)-Konfiguration existiert.
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Zwischen einzelnen Zustanden kann es sowohl photochemisch als auch thermisch zum vorzeitigen
Abbruch des Photozyklus kommen. In weiteren thermischen Reaktionsschritten finden Uber
mehrere Zwischenstufen Protoneniibertragungsreaktionen statt. Diese werden im Detail im
folgenden Abschnitt beschrieben. Nach dem Protonentransport, kehrt das bR Uber den Zustand Oy

wieder zur (E)-Konfiguration zuriick und reorganisiert sich zum lichtadaptierten bRxgg.>% %%

Ds.xs
vA
> *
/
R
(0) \
Jllrlrg;‘\o ' 4 *
1 K,
Y \
e :
L.
H ~—./ . b
(zytoplasmatisch) ?‘0 4', - == Asp85
Fa
----- g M' ..
Asp96 “ Y w o " -> Asp85H™*
"M, M" “
y a0
Asp96H*-* !
v+
H

(extrazellular)

Abbildung 1.6: Vereinfachter Photozyklus von bR . Der Protonenaustausch ist an den
entsprechenden Stellen gekennzeichnet. Indizes neben den Zustdnden weisen auf die
Absorptionsmaxima der jerweiligen Spezies hin. Die Farben der Zustande geben die Emissionsfarbe
wieder. Dicke Pfeile stellen photochemische, diinne Pfeile thermische Reaktionen dar. Rote Pfeile
stehen fur irreversible, griine Doppelpfeile flr reversible Reaktionen. Die Zustande Pyqy Und Q3g¢
gehoren nicht dem natiirlichen Photozyklus an und sind deshalb blass dargestellt. bRzg ist hier als

bRs-, mit gerundetem Absorptionsmaximum angegeben. [’ 3!

Uber den genauen Mechanismus des Protonentransports gibt es verschiedene Auffassungen
(Abb 1.7-1.8). Die beiden géangigen Interpretationen unterscheiden die Abfolge der Protonierungen
sowie die dabei beteiligten Aminoséuren. Nach der Photoanregung des bR und der resultierenden
(E)-(2)-1somerisierung zum L5, -Zwischenprodukt befindet sich der Chromophor in rdumlicher
Né&he zu Asp85. Retinal wird schlieBlich durch Asp85 deprotoniert. Diese Schritte haben beide

Mechanismen gemeinsam.
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Im ersten vorgeschlagenen Mechanismus findet nun eine Reprotonierung des Retinals Giber Asp96
nach Bildung des M,;-Zwischenprodukts statt. Im gleichen Zustand kippt Arg82 nédher zur an ihm
gebundenen Helix. Im Nggq -Zwischenprodukt wird Asp96 durch ein intrazelluldres Proton
reprotoniert, wahrend das Proton des Asp85 die Protonenpumpe extrazelluldr verlasst. Das
Verlassen des Protons wird durch das gekippte Arg82 erleichtert, da diese Aminosédure positiv
geladen ist und daher eine AbstoRung verhindert wird. SchlieBlich wird das Protein durch

(E)-(2)-I1somerisierung und Reorganisation der Helices wieder in den Urzustand bRsgg versetzt.>*

75, 23, 63, 57]

a Ground state b Lintermediate
all-trans retinal protonated 13-cis retinal protonated

Outside

3 B
o) -
d N intermediate ¢ Late M intermediate

13-cis retinal protonated 13-cis retinal neutral

Abbildung 1.7: Protoneniibertragungsmechanismus in Bakteriorhodopsin. Grundzustand (a) und
das Lgso- (b), M4q9- (C) und Nsgo- (d) Zwischenprodukte als Teil des Photozyklus wiedergibt.

LInside* und ,,Outside* kennzeichnen intrazellularen und extrazellularen Bereich.®* 2!

Im zweiten Mechanismus verlasst bereits nach der Deprotonierung des Retinals ein Proton das
Protein in Richtung des extrazellularen Bereiches (Abb 1.8). Dieses Proton stammt allerdings nicht
von Asp85. Kanididaten dafiir sind die weiter unterhalb befindlichen Glutaminsdure 194 (Glu194
oder E194) oder auch von der Glu 204. Dieser VVorgang fihrt zum spéten M,,,-Zustand.
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Im né&chsten Schritt wird Asp96 deprotoniert und der Retinyliden-Rest erfahrt damit eine
Reprotonierung. Das Bakteriorhodopsin befindet sich nun im Nsgo-Zustand. Danach wird Asp96
wieder reprotoniert und nach einer erneuten (E)-(Z)-Isomerisierung landet man im Og4,-Zustand.
AnschlieBend wird das Proton von Asp85 auf Glu204 (bertragen. Durch Reorganisation des
Proteins kommt es zum Urzustand des Bakteriorhodopsins bRsg. Der Hauptunterschied zwischen
den beiden erlduterten Mechanismen besteht demnach in der Beschreibung ohne bzw. unter
Einbeziehung von E194 und E204. Inzwischen ist der Mechanismus mit Beteiligung der beiden

Glutaminsauren allgemein anerkannt,>* 7* 23.63.571

Abbildung 1.8: Protonenpfad in bR. Die Zahlen 1-5 geben die Reihenfolge der Protonsubstitutionen

an. Oben: Intrazellularer Bereich. Unten: Extrazellularer Bereich.!? ¢

Halobacterium salinarium bendtigt die Protonenpumpe, um mit Hilfe eines Protonengradienten die
Reaktion von Adenosindiphosphat (ADP) zu Adenosintriphosphat (ATP) zu katalysieren (Abb. 1.9).
Durch die Lichtabsorption der Purpurmembran werden H* -lonen vom Cytoplasma in den

extrazelluldren Bereich weitergeleitet.
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Die endotherme Reaktion

ADP + P, + H* & ATP + H,0 (Gl 1.3

fuhrt zu einer Energiespeicherung. Die chemisch gebundene Energie kann fur Stoffwechselprozesse

verwendet werden.[”> 7]

light

sensor rhodopsins
SRI1and SRl

I I ATP-synthase

H*

Abbildung 1.9: Energiespeicherungsprozess von Bakteriorhodopsin. Die drei Farben fir den
Lichteinfall sollen das gesamte naturliche Farbspektrum darstellen. Die Richtung des
Protonentransfers ist durch die blauen Pfeile markiert. Weille Pfeile sollen die
Energiegewinnungsreaktion mit Hilfe von ATP-Synthase verdeutlichen, wéhrend der schwarze
Pfeil die Reaktion von ADP nach ATP kennzeichnet.!*®!

2.3 Retinal

Das Retinal (eigentlich ein Retinoid, genauer Retinyliminium) ist der Teil in bR, welcher dem
Protein die rote Farbe verleiht. Die Isomerisierungsreaktion des Retinals entlang der
C13=C14-Bindung ist die Initialreaktion von bR in seiner Funktion als Protonenpumpe. Im
Gegensatz zum Sehzyklus der Rhodopsine in Wirbeltieren wird das Retinal in bR wéahrend der

gesamten Reaktion nicht aus dem Protein entfernt.’®
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2.3.1 Definition

Ein Retinoid ist als eine Kopf-Schwanz verknipfte Isopreneinheit klassifiziert (Abb. 1.10). Diese
Einheiten, vier an der Zahl, sind so anzuordnen, dass sie einen Monozyklus, fiinf C=C und eine
funktionelle Gruppe an Position 15 beinhalten. Ausnahmen bilden Retinoide, welche an anderen
Positionen als 15 substitutiert sind. Diese werden jedoch im Rahmen dieser Masterarbeit nicht
weiter erlautert. Obwohl Retinal aus g,s-Carotin erhalten werden kann, wird es nicht zu den
Carotinoiden gezéhlt (Abb 1.11). Dies liegt daran, dass die Positionen der beiden zentralen

Methylgruppen der Carotinoide 20 und 20' nicht mit denen des Retinals {ibereinstimmen. % 694443

61]

(1) R = CH,OH (6) R = CHyNH,

(2)R = CHO (7) R = CH=NOH

(3)R = CO,H (8) R = CH=N[CH);CHNH,CO,H
(4) R =CH, (9)R = CO.CoH5

(

5) R = CH,0COCH,

(10)R-= HOQC o
HO
HO 0—CO—
0

Abbildung 1.10: Stammverbindung der Retinoide. Fiur R werden mdgliche Substituenten
aufgefiihrt, [Verandert nach 59, 44, 12]

Abbildung 1.11: Stammverbindung der Carotinoide. Stammname ,,Carotin“.[Sg’ 43.12]
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2.3.2 Modell der Retinoid-Isomerisierung

Die Photoisomerisierung des Chromophors im Bakteriorhodopsin vollzieht sich innerhalb von

~ 500 fs. Sie findet an der Bindung C13=C14 statt. Im Gegensatz zum bekannten Rhodopsin
verlauft die Reaktion von (E) nach (Z), statt von (Z) nach (E) (Abb. 1.12).

9 11 |I:
SN N

o
ol
m
-k
(43 ]

PSBT : kﬁ

Y T Lys216
Abbildung 1.12: Photoisomerisierung des Retinalchromophors in bR. links: protonierte Schiffbase
all-trans (PSBT), rechts: protonierte Schiffbase 13-cis (PSB13).F!

Der Reaktionszyklus von bRsgg mit den fur das erste stabile Photoprodukt entscheidenen

vorhergehenden Zustanden ist in Abb. 1.13 aufgefuhrt. bRs¢g kann photochemisch angeregt werden,

was zum Franck-Condon-Zustand H fiihrt. Von dort relaxiert H innerhalb von 200 fs zu I,
(Abb. 1.14). Ab diesem Bereich gibt es wiederum unterschiedliche Ansichten tber den weiteren
Verlauf des photoinitiierten Prozesses. Der linkere obere Ausschnitt beschreibt ein Modell mit den
ersten beiden Zustinden, dem sogenannten ,,Zwei-Zustandsmodell”. VVon dort geht 1,4, Uber eine
konische Durchdringung entweder zurtick zum (E)-Edukt oder zum (Z)-Produkt (eine Erklarung der
sog. konische Durchdringung erfolgt im Teil ,,Theorie und Methoden®). Die Wahrscheinlichkeit fur
einen Ubergang zum Grundzustand in der Nahe einer konischen Durchdringung kann auch z. B.
uber die Landau-Zener-Formel errechnet werden (Ter Haar, 1967, Zener, 1932, Stuckelberg, 1932).
Das ,,Zwei-Zustandsmodell*“ steht in Kontroverse zum ,,Drei-Zustandsmodell®, bei dem die ersten
drei Singulett-Zustande bertcksichtigt werden (rechter oberer Ausschnitt). Nach diesem Modell

gibt es nach dem Zustand I,¢, (B,) eine konische Durchdringung mit dem zweiten elektronisch

angeregten Zustand (A,) und eine Barriere von =~ 4,34 X 1072 eV . Erst danach findet eine

Annaherung zwischen den beiden ersten elektronischen Zustanden statt. Der restliche Verlauf deckt

sich weitesgehend mit dem des ,,Zwei-Zustandmodells*.
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Der S;-Zustand, der zur konischen Durchdringung flhrt, ist A,. Anzumerken sei noch eine weitere

konische Durchdringung zwischen S; und S,, welche nach der konischen Durchdringung zwischen

S, und S; folgt, % 2 7. 102,851

bRseg h—V’H—’I%o —J625>Ke10—
Ls43—>M412—Ns560—0640—DRsesg
Abbildung 1.13:  Progressiver  photoinduzierter ~ Zyklus von  Bakteriorhodopsin ~ mit
Absorptionsmaxima in nm fiir den jeweiligen Zustand. K¢, ist das erste stabile Photoprodukt im
Photozyklus.* 3

2-state model 3-state model

74

o

0° ) o ° ) 1 80°

Abbildung 1.14: Zweizustandsmodell und Dreizustandsmodell fiir die Torsion um die Bindung

C13=C14 von Retinal in bRsgg, verdeutlicht durch 8, . Fl.: Fluoreszenz.!®!
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In Abb 115 st der Ausschnitt des Mechanismus von (13E)-Retinyliminium zu
(132)-Retinylimninium mit den von Kobayashi, et. al, 2001 beobachteten Schwingungen zu

erkennen. Im (13E)-Retinyliminium treten y(C14-H)-Schwingungen bei 900cm™ - 1000cm™ und
3(C14-H)-Schwingungen bei 1150cm™ -1250cm™ sowie vs(C113=C14)-Schwingungen bei
1500cm™ - 1550cm™! auf. Nach der photochemischen Anregung befindet sich der Chromophor in
einem sogenannten taumelnden Zustand, da nun eine t(C12-C13-CHj3)-Schwingung vorliegt
( 86 =mn/2+8() ). Am Ende der Isomerisierungsreaktion gelangt man zum

(132)-Retinylimninium, fiir den 6 = 7° gilt.>* %!

1,150-1,250 cm™' 900-1,000 cm™'
in-plane rocking out-of-plane wagging
=Cy
Y 5 '-‘;@
Ciz of Cyy H  “all trans"
> <> N
HyC Cis =N 0=0
Lys
\ 1,500-1,550 cm~!
* C=C stretching
—SQu /I-‘i‘? "tumbling state"
N el H
() A 0 = m/2+3(t)
o <>
e Cis =N
Lys

Ci3 3 Cia H  *13-cis"
3
= Cp Cis =N 9=n
Lys

Abbildung 1.15: Modell der Reaktion von (13E)-Retinyliminium zu (13Z)-Retinylimninium mit
zugehdrigen Schwingungen. Wenn bRs4g bestrahlt wird, gelangt es zu H (Franck-Condon-Zustand).
Dieser Zustand wird auch wegen 6 = 0° “all-trans” genannt. Die zwei dargestellten Ebenen
verschieben sich im Lauf der Reaktion durch Gegenrotation zu I, (oben). Links-Rechts- und
ahnliche Pfeile beziehen sich auf Schwingungen. &: ,,out of plane“-Vektor. Nach unten gerichtete
Pfeile stellen die Richtung der Trajektorie von (13E)-Retinyliminium nach photochemischer
Anregung dar. Lys: Lysin. 8: Diederwinkel (beispielsweise CH3-C13=C14-C15). §: Deformationss

chwingung; t: Torsion (z). In der Abb. ist 8 in der Einheit ° angegeben.>" %]
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3.  Bisherige Literatur

Vorhergehende Arbeiten des bR geben einen Einblick auf Forschungsschwerpunkte in der
Literatur. Erste Untersuchungen an Bakteriorhorodopsin wurden u.a. von Oesterhelt und
Stoeckenius, 1971 durchgefihrt. Fir den photoinitiierenden Prozess der Isomerisierungsreaktion
gibt es zwei verschiedene Modelle die in der Literatur zur Diskussion stehen. AufRerdem kann der
Einsatz Gegenionen die Stereoselektivitait von Doppelbindungen im Chromophor beeinflusst

werden.[’™

In der bisherigen Literatur werden zwei mogliche Modelle zur Beschreibung des primaren
Prozesses der Photoisomerisierung von bRsgg bis hin zu Je,5 diskutiert. Der erste Vorschlag basiert
auf einem sogenannten Zwei-Zustand-Zwei-Moden-Modell (Dobler, et al. 1988, Mathies, et al.
1988) (Abb.2.1). In diesem Modell kommt es nach der photochemischen Anregung vom

elektronischen Grundzustand (S,) zum ersten angeregten Zustand (S;) innerhalb von ~100-200 f's
via Verdrillung entlang der C13=C14 zur Relaxation. Obwohl der Chromophor ziemlich stark von
den a-Helices umhllt ist, kommt es zu der schnellen Torsion, welche durch ein starkes Gefélle in
der Franck-Condon (FC)-Region beschrieben wird. Dieses Gefélle fuhrt in die N&he des
elektronischen Grundzustandes und es kommt zu einer konischen Durchdringung. In diesem
Bereich findet der strahlungslose Ubergang in den elektronischen Grundzustand statt. Von dort
kann Bakteriorhodopsin entweder zurtick zum (E)-Edukt oder zum (Z)-Produkt relaxieren. Die
Annahme des Zwei-Zustand-Zwei-Moden-Modell steht im krassen Gegensatz zu den von Hasson,
et al. 1996 durchgefuhrten spektralen Dynamikmessungen, welche eine flache Steigung in der
FC-Region impliziert. Der Grund hierfir wird in einem Dreizustandsmodell gesehen, bei dem eine
konische Durchdringung zwischen S; und S, vorliegt (Abb. 2.1) Eine durch die Proteinumgebung
getriggerte Torsion im S;-Zustand werde demnach ausgeschlossen. Vielmehr miisse ,,die treibende
Kraft, welche zur Photoisomerisierung fiihrt* im Chromophor selbst gesucht werden (Hasson, et al.,
1996).
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Gonzalez-Luque, et al. 2000 schlugen deshalb eine totalsymmetrische Mode der Gerustatome des
Chromophors einhergehend mit konzertierten Geometriednderungen, d. h. einer Aufweitung der
Doppelbindungen und einer Kompression der Einfachbindungen.!?® ® 3731 Daraufhin folge eine
zweite nichttotalsymmetrische Mode, welche durch die Torsion vorherrscht (Hasson, et al. 1996,
Gonzélez-Luque, et al. 2000). Die Resultate flr die Berechnungen am Modellsystem
(2E,4E)-Hepta-2,4,6-trien-1-iminium weisen keine Nahe der beiden Zustdnde S; und S, auf

(Gonzalez-Luque, et al. 2000). Die Energiellicke zwischen diesen Zustédnden ist zu jedem Zeitpunkt

des photoisomerisierenden Prozesses > 8,68 x 107! eV. Die elektronische Struktur von S; besitzt
hauptsachlich  Elektron-Loch-Paar- (ionischen) und der S, -Zustand weist groRtenteils
Dot-Dot- (kovalenten) Charakter auf. Diese Eigenschaften &ndern sich wéhrend der berechneten

Reaktion nicht. Hasson, et al., 1996 fanden dagegen eine experimentelle Barriere von

4,34 x 1072 eV zwischen S; und S,. Dieser Befund spricht eher fiir ein Dreizustandsmodell.
Nachdem der Ubergangszustand (TS) erreicht ist, relaxiert dieser analog zum
Zwei-Zustand-Zwei-Moden-Modell zur konischen Durchdringung zwischen S, und S; . Auch
hierbei gibt es nach strahlungslosem Ubergang in den Grundzustand die Moglichkeit der
Riickreaktion zum (E)-Edukt oder die Bildung des (Z)-Produkts, 221 %641
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Abbildung Abb.2.1: Vorgeschlagene Modelle fur den Photoisomerisierungsprozess von bRsgg. a)
Dreizustandsmodell, h: Plancksches Wirkungsquantum, v: Frequenz, Cl: Konische Durchdringung,
b) Zweizustandsmodell. h : Plancksches Wirkungsquantum, v : Frequenz, CI: konische

Durchdringung.®?

Weiterfihrende Untersuchungen gaben Anlass zur Analyse einer durch Gegenionen kontrollierten
Photoisomerisierungsreaktion des Chromophors (Cembran, A. et. al, 2004). Anhand des Modells
(2E,AE)-Hepta-2,4,6-trien-1-iminium wurde an verschiedenen Stellen Acetat eingefuhrt und der
Einfluss auf die Isomerisierung der einzelnen Doppelbindungen nach erfolgreicher Berechnung
diskutiert (Abb. 2.2). Es wurde festgestellt, dass die Photosiomerisierungsrate und —effizienz bei
Platzierung von Acetat in zentraler Position gegenuber Einfihrung von Acetat an N-Kopf- oder
C-Schwanz-Position grofier wird. Dies ist allerdings zu erwarten, da auch die isolierten Systeme
dieses Verhalten aufweisen. Viel bedeutender ist der Befund, dass die Stereoselektivitat zwischen
den beiden zentralen Doppelbindungen durch Einfuhrung von Acetat beeinflusst werden kann.
Diejenige Doppelbindung kann bevorzugt rotieren, welche néher zum Acetat steht. Die jeweils

andere Doppelbindung wird an der Torsion weitesgehend gehindert.[*”
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_,-CHE
ATH S
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N + 34 +
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Abbildung 2.2: (2E,4E)-Hepta-2,4,6-trien-1-iminium und Acetat als Gegenion. Acetat wechselwirkt
mit a) dritter Doppelbindung, b) zweiter Doppelbindung, c) vierter Doppelbindung und d) erster

[verdndert nach 17]

Doppelbinsdung.
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4. Theorie und Methoden

4.1 Theorie

Die in der vorliegenden Masterarbeit berechneten Modelle unterliegen theoretischer Grundlagen
der Quantenchemie. Dazu gehort zum einen die Schrodingergleichung. Zum anderen ist das
Verstandnis  fir  photochemische  Reaktionen,  konische  Durchdringungen  sowie

Potentialhyperflachen und Geometrieoptimierungen essenziell.
4.1.1 Schrodingergleichung

Die Schrddingergleichung ist die fundamentale nichtrelativistische Gleichung zur Beschreibung
quantenmechanischer Zusténde. Die Schrodingergleichung kann in die zeitabhangige und in die
zeitunabhéngige Schrodingergleichung unterteilt werden. Die allgemeinere ist die zeitabhangige,

welche die dynamische Entwicklung quantenchemischer Systeme zulasst!™;

-?aa_qtl = gy (G|. 3_1)[verénder nach 77]

Dabei ist i das reduziert Plancksche Wirkungsquantum, i die imaginare Einheit, ¥ die
Wellenfunktion fiir Mehrelektronensysteme, t die Zeit und H der Hamiltonoperator fiir
Mehrelektronensysteme. Die zeitunabhangige Schrédingergleichung wird durch folgende Formel
beschriebent™;

ﬁqf = Fy¥ (G'. 3.2)[veréndert nach 77]
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E steht dabei flr die Energie. Fir Systeme mit mindestens zwei Kernen erhélt man im Rahmen der

Born-Oppenheimer-Naherung folgende Formel in atomaren Einheitent’" *®I:

n
1 N1 1
DD W D e BN resn ) M| S I
2 I = 12 2 2 n o mn
i=1

—> - = - - -
i<j v R, R "
= EY (_) _)> (Gl 33)[ver'andertnach58]
- ’ . O,
1 Y

Hierbei ist — der Positionsvektor des Elektrons und 2 der Positionsvektor des Kerns. In dieser
T
Naherung werden die kinetische Energie der Elektronen T, = - Z’l?: 1%\71-2, die kinetische Energie

der Kerne Ty = - 9’21%7,2, die Repulsion zwischen den Elektronen 1, = - %Z.

Repulsion zwischen den Kernen Vyy = Z,<] und die Repulsion zwischen Elektronen

R[ R]

und Kernen V,y = Zl |7 separat betrachtet, , dam,, ~ 1838 m,, wobei m,, die

ri Rl

Ruhemasse des Protons ist.®

4.1.2 Photochemische Reaktionen

Jedwede Art von Zustanden , die bei photochemischen Reaktionen entstehen, konnen mit Hilfe des
Jabtonski-Diagramms dargestellt werden (Abb. 3.1). AuRerdem kdnnen hiermit Zustandswechsel

beschrieben werden, auf die im Folgenden ndher eingegangen wird. @ beschreibt die Absorption

eines Photons durch eine Spezies. Dieser Prozess spielt sich im Bereich von t =~ 10° ns ab.

Hierbei steht t fir die Zeit. Etwas langsamer ist die innere Umwandlung (@), die im Bereich von

t ~ 103 ns bist =~ 1 us liegt. Sie ist ein isoenergetischer strahlungsloser Ubergang zwischen
zweier elektronischer Zustdnde der selben Multiplizitdt. Das Pendant hierzu ist die
Interkombination (®-@®), die sowohl vom Singulett- in den Triplettzustand als auch umgekehrt

wechseln kann.
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Das Zeitintervall dieses Prozesses erstreckt sich von Singulett nach Triplett vont =~ 1073 ns bis

t ~ 1pus und von Triplett nach Singulett liegt jener zwischen t ~ 1ns und t ~ 10's. Die

vibratorische bzw. thermische Relaxation (®) findet im Bereich vont ~ 10! ps bist ~ 1ps
statt. Durch Kollision mit der Umgebung verliert die Spezies an Energie. Dieser Vorgang liegt nur
bei vibratorisch angeregten Zustdnden vor. Fluoreszenz ist die spontane Emission von Strahlung
einer angeregten Spezies von einem elektronisch angeregten Singulettzustand unter Retention der
Multiplizitat. Sie kann auf einer Zeitskalavon t ~ 1 ns bist ~ 102 ns beobachtet werden . Auch
hier gibt es ein entsprechendes Pendant fur den Triplettzustand, wobei die Beibehaltung der
Symmetrie aufgehoben wird. Dieser Prozess ist etwas langsamer als die Fluoreszenz, da hierbei der

Spin umgekehrt werden muss. Der Zeitbereich liegt hierfir zwischen t ~ 1psundt ~ 1 ms.[*!

vibrational state
electronic state

radiative processes
Y (absorption or emission)

§ ~w nonradiative processes

Abb. 3.1: Jabtonski-Diagramm. @: Absorption. @: innere Umwandlung. ®: Interkombination (von
Singulett nach Triplett). @: Interkombination (von Triplett nach Singulett). ®: vibratorische

Relaxation. ®: Fluoreszenz. @: Phosophoreszenz.’!
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4.1.3 Konische Durchdringung

Direkte Verknipfungen der Potentialhyperflachen ermoglichen eine strahlungsfreie Passage
zwischen elektronischen Zustédnden. Solche Verknipfungen treten héufig in organischen Molekdlen
auf und bestimmen die Photoreaktivitat der Systeme. Diese sog. konischen Durchdringungen sind
in denjenigen Bereichen von Potentialhyperflachen anzutreffen, bei denen sich Energiedifferenz
zweier elektronischer Zustande und Energie der Kernschwingung ahneln. Nach Klessinger, 1995 ist

eine konische Durchdringung folgendermaBen definiert: Wird Energie gegen F Kernkoordinaten
(F = 3N - 6) aufgetragen, schneiden sich zwei elekronische Zustande entlang einer Hyperlinie,
die (F - 2)-dimensional ist. Dies geschieht selbst dann, wenn beide elektronischen Zusténde gleiche

Symmetrie besitzen. Die Energien sind somit fir Punkte entlang des (F - 2)-dimensionalen

Durchschneidungsraums identisch. Die Entartung wird jedoch durch die beiden Koordinaten — und

X1

- aufgehoben, welche linear unabhangig sind (Abb. 3.2). o ist hierbei der Gradientenvektor und —
2 1

X2

wird als nichtadiabatischer Kopplungsvektor bezeichnet. — ist durch —» = a(EO-El)/a—>
X1 X

X1
definiert. E, ist hierbei die Energie des elektronischen Grundzustandes, E; die Energie des ersten

elektronisch angeregten Zustandes und — der Kernkoordinatenvektor. — kann durch
X

X2

- = (¥,|0¥,;/0d—-) Dbeschriecben  werden. ¥, st hierbei die  Hartree-Fock
X2 X

(HF)-Grundzustandswellenfunktion und ¥; die HF-Wellenfunktion des ersten elektronisch

angeregten Zustands.

Die Auftragung beider Koordinaten ergibt fur die Potentialhyperflachen einen Doppelkegel. Der
Verlauf der Reaktion im Bereich der konischen Durchdringung hangt davon ab, von welchem Punkt
aus der Doppelkegel passiert wird. Wahrend in Richtung des Gradientenvektors die
Steigungsdifferenz zwischen den Potentialhyperflachen von S, und S; am groften ist, findet in
Richtung des nichtadiabatischen Kopplungsvektors die starkste Mischung an der Spitze des Kegels

statt,[°0: %0
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Abbildung 3.2: Konische Durchringung R : Reaktand, h: Plancksches Wirkungsquantum, v :

Frequenz, R* : Angeregter Reaktand, x; : Gradientvektor ( — ), x, : nichtadiabatischer
X1
Kopplungsvektor (—), Sy : elektronischer Grundzustand, S; : erster elektronisch angeregter
X2

Singulett-Zustand, P, : Produkt eins, P,: Produkt zwei.®"
4.1.4 Potentialhyperflachen und Geometrieoptimierungen

Tragt man die Energie eines Molekils entlang seiner 3N -6 (3N -5 fur lineare Molekile)
Freiheitsgrade auf, so erhalt man dessen sog. Potentialhyperflache. Eine solche Flache lasst sich fir
jeden elektronischen Zustand eines Systems konstruieren. Diese Flachen beschreiben dann alle
moglichen Konfigurationen und Reaktionsmoglichkeiten des Molekdls. Stationdre Punkte auf einer
Potentialhyperflache lassen sich mit chemischen Eigenschaften des Molekuls verkniipfen. So
entsprechen lokale Minima auf der Potentialhyperfliche des Grundzustands Strukturen im
Gleichgewicht, wihrend Maxima Ubergangszustande entlang einer Reaktionskoordinate
charakterisieren. H&ufig ist man an dem absoluten Minimum auf der Potentialhyperflache im
Grundzustand interessiert, dieser Punkt beschreibt die Geometrie minimaler Energie. Um dorthin zu
gelangen, bedient man sich verschiedener Optimierungsverfahren, die im Nachfolgenden erldutert

werden.
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Um zu einer optimierten Molekilstruktur zu gelangen wird hdufig ein Gradient entlang der
Kernkoordinaten benotigt. Dieser Gradient ist die Differentiation der potentiellen Energie nach den

Kernkoordinaten und muss ,,0 ergeben, um eine Gleichgewichtsgeometrie zu erhalten

[86].
— _a_E =0 (G| 3.4)[veréndert nach 77]
X1 a;’

Dabei beschreibt — den Gradientenvektor, E ist die potentielle Energie
X1

- Kernkoordinatenvektor
X

Um die Gleichgewichtsgeometrie in Form eines Minimums zu erhalten, wird folgende Gleichung
iterativ gelost!" &:

Sk+1) — L) 200 (k)

X

(GI. 3.5)l"1
x g
k: Index

A Schrittweitenparameter

Dieses Verfahren des steilsten Abstiegs konvergiert nur sehr langsam. Ein schnellere Methode ist

das Newtonsche Verfahren, bei dem eine Kernanordnung —©@ gesucht wird, welche einen
X

Nullvektor fur den Gradienten — (—>(0)) hervorbringt!’” &:
g \x

Sk+1) = 50— a0 (gE) S® (Gl. 3.6)I""
x x 9
H:

Hesse-Matrix der der zweiten Differentiation von E
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4.2 Methoden

Die fur die vorliegende Masterarbeit berechneten Modelle basieren auf der Grundlage von
Methoden der Quantenchemie. Diese sind im einzelnen die Hartree-Fock (HF)-Methode, das
complete active space self-consistent field (CASSCF) und das complete active space self-consistent
field second order perturbation theory (CASPT2)-Verfahren sowie  kombinierte
quantenmechanische/molekilmechanische ~ (QM/MM)-Verfahren.  Erganzend  wird  die

Konfigurationswechselwirkung beschrieben.

421 HF-Methode

Die HF-Methode ist eine Anndherung, um eine Wellenfunktion von Mehrelektronensystemen zu

erhalten. Wegen des halbzahligen Spins von Elektronen muss die Wellenfunktion antisymmetrisch

sein. Die Slater-Determinante geniigt einer solchen Bedingung®®:

Wo) = lxaxaxs - xn) (GI. 3.7)
|Wo): HF-Grundzustandswellenfunktion
| X1X2X3 =" XN): Spinorbitale mit Indizes als Nummern in chronologischer Reihenfolge (xy:

Spinorbital mit Nummer des letzten Elektrons im Mehrelektronensystem)

Die (GI. 3.7) kann auch wie folgt geschrieben werden®:

Xi(x1) )(j(x1) xe(x) o x(x)
xi(x2) Xj(xz) X))  xi(x2)

W0 Cer, 22, 23,0, x0)) = (NDY2 [y (es)  x(x3)  x(x3) = xxz)| (Gl 3.8)
20w 10 G 0w
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N bezeichnet den Normierungsfaktor. Der Normierungsfaktor resultiert aus der Tatsache, dass jedes
Spinorbital nur von einem einzigen Elektron besetzt werden darf (Pauli-Prinzip). Daher

verschwinden Kreuzterme, sodass nur quadratische Terme tibrig bleiben.*

Lost man die elektronische Schrédingergleichung fiir verschiedene Kernkonfigurationen, so erhélt

man die Potentialhyperflache des Systems (vgl. Kap. 3.1.4)

Die HF-Methode geht davon aus, dass die Wechselwirkung der Elektronen untereinander gemittelt
beschrieben werden kann. Dabei wechselwirkt jedes Elektron mit dem gemittelten elektrostatischen
Feld, welches durch die anderen Elektronen erzeugt wird. Somit ergibt sich ein effektiver
Fock-Operator f1'":

FOY () = e (D (Gl. 3_9)[veréndertnach 77]

Y ist die dabei die Einelektronenwellenfunktion und e die Einelektronenenergie.[’”

Der Fockoperator beinhaltet den Coulomb-Operator und den Austauschoprator und wird in
folgender Gleichung wiedergegeben:

Tij Tij

{ﬁ(i) + zle[ifwdm}wkm - {fe“"?‘("—j”’“dvjq}wl(o”wk(i) = (D)

(Gl. 3 :I.O)[Verandert nach 77]

Tij

~ 2050 .
h ist hiebei der Einelektronen-Hamiltonoperator, {fwdvjaj}wk(i) ist der

2 * . .
Coulomb-Operator J;(i) und {IMC“/}O]IIIJZ(D ist der Austauschoperator K;(i), wobei V
rij

das Volumen und ¢ die Spinkoordinate sind.!"”?
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Diese Methode erzielt Geometrieparameter mit guter bis mittlerer Genauigkeit. Energien werden
jedoch, wegen mangelnder Beschreibung der Elektronenkorrelation, meist nur ungentgend

wiedergegeben.

Um die Korrelationsenergie zu erfassen, bedient man sich verschiedener Verfahren, die im

Nachfolgenden beschrieben werden.
4.2.2 Konfigurationswechselwirkung

Die Hartree-Fock-Methode liefert keine ausreichend genaue Beschreibung bei einer Naherung der
Potentialhyperflachen zweier Zustande. Eine Verbesserung besteht darin, eine Linearkombination

aller Slater-Determinanten fiir das jeweilige N-Elektronensystem aufzustellen(®®:

1) = colPo) + Tra CLIPT) + Dy cp CEIPIS) + Tocp<c CHLIPIE) + ..(Gl. 3.11)F

r<s r<s<t

Die Mehrelektronenwellenfunktion ¥ wird also durch die Summe der Einzelanregungen,
Doppelanregungen, Dreifachanregungen, Vierfachanregungen, ..., dargestellt. Dabei wird jede
Wellenfunktion v mit ihren Eigenvektoren c multipliziert. Dieses
Konfigurationswechselwirkungsverfahren (sog. Cl-Methoden (configuration interaction)) sind

selbst fur kleine Systeme mit groem Rechenaufwand verbunden und werden fiir gréRere System

nicht mehr durchfiihrbar, da die Anzahl der moglichen Konfigurationen mit der Formel () (ZK'N)

n
anwachst. N ist hierbei die Anzahl der besetzten Spinorbitale, n die Anzahl der mdglichen
Kombinationen fur N bzw. 2K - N fiur ¥, und 2K - N fiir die Anzahl der unbesetzten Spinorbitale.
Um dennoch Konfigurationswechselwirkungen vollfihren zu konnen, gibt es u.a. die
CASSCF-Methode, die im Folgenden naher erlautert wird.®®
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4.2.3 CASSCF

Bei der sog. CASSCF-Methode beschréankt man die Anzahl der méglichen Konfigurationen in der
CIl-Entwicklung durch eine geschickte Auswahl von Orbitalen und Elektronen. Anregungen sind
nur fiir eine bestimmte Anzahl von Elekronen in einem gewihlten ,aktiven* Orbitalfenster
zugelassen (Abb 3.3). Dadurch kann erheblich an Rechenzeit eingespart werden. Die (brigen
besetzten und unbesetzten Orbirale (aktive Rumpforbitale und inaktive virtuelle Orbitale in
Abb. 3.3) und bleiben in der CI-Entwicklung unberiicksichtigt. D. h. aus diesen oder in diese
Orbitale findet keine Anregung statt. In Abb. 3.3 besteht das aktive CAS-Fenster aus sechs
Elektronen und sechs Orbitalen. Das CAS-Fenster wird in der Regel so gewahlt, dass diejenigen
Orbitale berlcksichtigt werden, welche fur den zu untersuchenden Sachverhalt ausschlaggebend
sind. Fur eine Reaktion bei der beispielsweise Bindungen geldst bzw. gebildet werden, sind die
bindenden und antibindenden Orbitale an den betreffenden Bindungen zu bertcksichtigen. Nach
beendeter CASSCF-Rechnung kann anhand der Besetzungszahlen der Orbitale analysiert werden,
ob die Wahl des CAS-Fensters sinnvoll war. Die Besetzungszahlen sollten zwischen ca. 0,02 und
1,98 liegen. Ansonsten kann man davon ausgehen, dass diese Orbitale bei Anregungsprozessen

keine ausgepragte Rolle spielen.t”: 78 7 %]
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inaktive virtuelle Orbitale

LUMO—i
! > CAS-Fenster

HOMO—!

Energie farb. unit

> inaktive Rumpforbitale

-

v

Orbitalniveau

Abbildung 3.3: Orbitalschema flr ein CAS-Fenster. arb. unit: arbitrary unit (willkirliche Einheit).
HOMO: Highest Occupied Molecular Orbital. LUMO: Lowest Unoccupied Molecular Orbital.

Im CASSCF-Verfahren kdnnen ausgewdhlte Zustdnde gemittelt betrachtet werden. Dies wird als
state-averaged CASSCF (SA-CASSCF) bezeichnet. Dieses Verfahren ist notwendig, um hdhere
Zustdnde zu berechnen, die bei single state-Berechnungen ansonsten aufgrund von ,,root
flipping* nicht hatten erhalten werden konnen. Die Energien werden anhand der mittleren Energien
der jeweils einbezogenen Zustédnde optimiert. Daraus kénnen sich Probleme ergeben, falls sich ein
virtueller Zustand dem betrachteten Zustand nahert. Dadurch kommt es zur Kreuzung der beiden
Zustédnde. Bei Betrachtung eines elektronisch angeregten Zustandes bedeutet dies fir einen
niedrigeren Zustand einen Anstieg der Energie gegenuber der optimierten Energie.
multistate-Methoden wie state-averaged haben gegeniiber single state-Methoden den Vorteil, dass
gleichzeitig in einer Rechnung meherere Zustdande berechnet werden. State-specific-Methoden
werden u. a. in CASPT2-Verfahren verwendet, um Energien bestimmter Zustédnde als Differenz zu

berechnen.["® %I
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424 CASPT2

Mit Hilfe der CASPT2-Methode kdénnen auf CASSCF-Niveau ermittelte Energien und Geometrien
verbessert werden, indem eine stérungstheoretische Betrachtung hinzukommt. Dadurch kommt man
der Full-Cl-Energie, also der Energie fur alle moglichen Konfigurationswechselwirkungen, ein
Stick weit ndher. Wie fiir alle strorungstheoretische Verfahren, kann es zu sog. ,Intruder
states“ kommen. D. h., die Stoérungsenergien und die Energie fir die Wellenfunktion nullter
Ordnung ahneln sich. Die Intruder states konnen mittels sog. SHIFT-Techniken abgeschwacht
werden. In der vorliegenden Masterarbeit wurde das imaginary shift-Verfahren bei einem Wert von
0,2 verwendet.

425 QM/MM-Verfahren

Fur grofle Modellsysteme, sprich Makromolekiile oder supramolekulare Einheiten, entsteht die
Herausforderung, einen geeigneten Kompromiss zwischen Rechenzeit und dem Nutzen in Form von
verwertbaren Resultaten und Erkenntissen zu finden. Dieser Kompromiss kann mit Hilfe der
QM/MM-Methode erreicht werden (Abb 3.4). Dabei wird das zu betrachtende Modell zun&chst in
zwei Teile aufgeteilt. Der Quantenmechanik- (QM)-Teil bildet den zentralen Abschnitt des Modells,
bei dem die reaktive Region beschrieben wird. Diese Region kann einen Chromophor, einen
geldsten Stoff oder das aktive Zentrum eines Enzyms. Der Molekilmelchanik- (MM)-Teil besteht
aus einem Abschnitt, der die Umgebung der reaktiven Region beschreibt. Dazu zahlt das gesamte
Losungsmittel, auch wenn es sich in rdumlicher Nahe zum aktiven Zentrum befindet, oder die
Enzymumgebung, d. h. der Teil, welcher nicht direkt an der Reaktion beteiligt ist. Es stellt sich

jedoch nun die Frage, wie die beiden Modellsysteme miteinander verkniipft werden. !

Environment :
* solvent (explicit)
* enzyme environment

reacting region:
* chromophore
* solute
* enzyme active site + substrate

Abbildung 3.4: Unterteilung in QM- und MM-Bereich. Ein QM/MM-Verfahren.[*!
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Das Programm COBRAMM beantwortet jene Frage mit der Einflhrung von drei Ebenen, sog.
,Layern“ (Abb. 3.5). Diese lassen sich in ,high*“- , medium®- und ,,low*-Layer unterteilen. Der
low-Layer beinhaltet alle Atome des Systems, die wahrend der Berechnung fixiert sind und mittels
Kraftfelder beschrieben werden. Im medium-Layer befinden sich Atome, die auch Uber
Kraftfeldparameter beschrieben werden und wéhrend der Berechnung beweglich sein sollen. Im
high-Layer befindet sich der QM-Teil. Dieser wird durch eine Wellenfunktion beschrieben, die
durch das Ladungsfeld der umgebenden MM-Atome in den anderen beiden Layern polarisiert wird

(electrostatic embedding).[**

Abbildung 3.5: Skizze zur Beschreibung der drei Ebenen der QM/MM-Methode. Die drei Ebenen

(,,Layer*) werden mit ,,high*, ,,medium* und ,,low* bezeichnet.[*

Wie genau sieht nun die Trennung zwischen QM-Teil und MM-Teil aus? Die Erklarung hierzu
liefert Abb. 3.6 Zwischen QM-Teil und MM-Teil verlauft eine Grenze, bei der dort befindliche
kovalente Bindungen formal getrennt werden. Das ungeséttigte Atom im QM-Teil kann durch eine
sattigende Gruppe (hier H) ergénzt werden. Die Methode der Substitution wird auch ,,atom

link* genannt. Durch den Austausch von C zu H wiirde H durch M; ,,hyperpolarisiert™ werden.
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Um dies zu unerbinden, erhalt M; die Ladung ,,0°. Die von M; auf ,,0° reduzierte Ladung wird
stattdessen auf die Atome M2,, M2, und M2; aufgeteilt.*>

boundary

Abbildung 3.6: Skizze zur Beschreibung der Grenze zwischen QM-Teil und MM-Teil. Q1, Q2;,
Q2, und Q25 definieren Atome im QM-Teil und M1, M2;, M2, und M25 stehen fur Atome im
MM-Teil. Das ungesattigte Atom im QM-Teil wird durch ein H ersetzt."**!

In (Gl. 3.12) ist die Gesamtenergie in die entsprechenden einzelnen Beitrdge aufgeteilt und ihre
operative Verknupfung miteinander dargestellt. Die Gesamtenergie wird aus den folgenden
Energietermen zusammengesetzt: Der erste Term steht fur die Energie des H-substituierten aktiven
Zentrums. Der zweite Term ist die MM-Energie des gesamten Systems. Dazu summiert sich die
QM-Energie der elektrostatischen Wechselwirkung explizit zwischen dem H-substituierten
QM-System und dem MM-Teil. Damit alle Wechselwirkungsterme nur einmal in der Summe
auftauchen, missen die entsprechenden Anteile der Subsysteme subtrahiert werden. Dies geschieht
in Term vier, welcher die elektrostatischen Wechselwirkungen der MM-Atome untereineander
beschreibt und in Term funf, der die MM-Energie des substituierten QM-Systems (model-H)
beinhaltet. Wegen dieser VVorgehensweise handelt es sich bei dem vorgestellten Schema um ein sog.
Subtraktives QM/MM-Verfahren, im Gegensatz zu z. B. additiven Verfahren, die explizite

Kopplungsterme zwischen den QM- und MM-Subsystemen beriicksichtigen. "
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- EI'mo el -H /em l-mo e o -
Etot = a4 prgal 4 o retet temt L gy medet oot R (G1L3.12)17
Etot: Gesamtenergie
Eé”l\‘,}del H. QM-Energie von ,,model-H“E}#3 : MM-Energie des

gesamten Systems

el.
E  modet H/emb. QM-Energie der elektrostatischen Wechselwirkung zwischen ,,model-H* und

QM
,,emb*

E ;l o odel [pod . MM-Energie der elektrostatischen Wechselwirkung zwischen ,,model* und
,,pod*

E;/Inf,,del H. MM-Energie von ,,model-H*

Die MM-Gesamtenergie, bestehend aus den in (Gl. 3.14) aufgefuhrten MM-Termen, kann
anschaulicher in (GI. 3.15) angegeben werden. Hierbei werden die urspriingliche elektrostatische
Umgebung, van-der-Waals-Wechselwirkungen zwischen dem urspringlichen Modell und der
ursprunglichen elektrostatischen Umgebung und Bindungs-, Deformations- und Torsions-Terme

aufsummiert.

el.model /pod model -H
Eum = 1(461\6/51 “Eyy " -E
MM MM
vdw bond ,bend.tors.
— E}Jﬁ\ﬁ[i + EMM model /pod + EMM model /pod (GI 313)[47]
Eyu: MM-Gesamtenergie
EPod: MM-Energie von ,,pod*

EVdWmodez /pod .

MM MM-Energie der Van-der-Waals-Wechselwirkung zwischen

»model“ und ,,pod*

bond bend .tors. . . .
By O modet fpod . MM-Energie kovalenter Bindungs-, Deformations- und

Torsions-Terme zwischen ,,model* und ,,pod*
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5.  Durchflihrung, Ergebnisse und Diskussion

5.1 Verwendete Rechenprogramme

Fur die Berechnungen und deren Auswertung wurden folgende Programme benutzt:

Molden5.0: Erstellung von Startgeometrien und Ausgabe der Geometrien

COBRAMM Version 5.2 beta: QM/MM-Programm als Koordinator fur implementierte
Programme

Amber8: Berechnung des MM-Teils

Gaussian 09, Revision A.02: Zuweisung des Algorithmus zur Optimierung, Durchfiihrung

der Rotation und Ausgabe der Geometrien

MOLPRO Version 2010.1: Berechnung des QM-Teils
M O L C A S version 6.4: Berechnung der vertikalen elektronischen Anregungen
VMD Revision 1.93 Ausgabe der Geometrien

5.2  Modellsysteme

5.2.1 PSB3 —ein minimales Modell fiir die Retinal-Photoisomerisierung

Das E-PSB3 ist das kleinste Modellsystem fur den Retinalchromophor im Bakteriorhodopsin
(Abb. 4.1). Es hat drei Doppelbindungen und wurde in der Literatur vielfach verwendet, um ndhere
Informationen tber den Mechanismus lichtunduzierter Doppelbindungsisomerisierung zu erlangen.
[16.99,27.32.48] | der vorliegenden Masterarbeit wurden die Strukturen der Potentialhyperflachen fiir
So und S; entlang zweier Koordinaten bestimmt, die fur den Verlauf der Reaktion im Vakuum
wichtig sing. Dies sind die Torsion um den zentralen Diederwinkel C2-C3=C4-C5 sowie die

Torsion um die entsprechenden Wasserstoffatome H10-C3=C4-H11.
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Die letztgenannte Koordinate spielt eine entscheidende Rolle im produktbestimmenden Schritt der

Isomerisiersung.[%*9¢!

5.2.2 Einfluss der hydrogen out-of-plane (HOOP)-Moden

Mit Hilfe von Molekildynamikberechnungen konnte festgestellt werden, dass die Richtung der
Wasserstoffoewegung zum Zeitpunkt des Ubergangs entscheidend ist: wenn sich bei der
(E)-(Z)-1somersierung die Wasserstoffatome aufeinander zu bewegen, so kommt es bevorzugt zur

Bildung des (Z)-Produktes, entsprechendes gilt fiir die Riickreaktion zum (E)-Edukt.[": 92833481

5.2.3 Durchfuhrung fir PSB3

Zundchst wurden CASSCF(6-6)-Rechnungen mit Zustandsmittelung Gber S, und S;
gleichgewichtet (state-averaged, SA) durchgefuhrt, um einen ersten Eindruck Uber die
Potentialhyperflachen zu gewinnen. Bei den Torsionen wurde der flr die Photoisomerization von
Bakteriorhodopsin entscheidende Diederwinkel von 180° bis 50° fir E-PSB3 bzw. von 0° bis 130°
fir Z-PSB3 in 10° -Schritten festgehalten und dazu jeweils ein Scan von -180° in zwolf
10° -Schritten um den entsprechenden H-C=C-H-Diederwinkel Diederwinkel vorgenommen
(Abb. 4.1). AnschlieBend wurden CASPT2-Rechnungen basierend auf den vorangegangenen
CASSCF(6-6)-Rechnungen ausgefiihrt, um ein verbessertes Bild der Potentialhyperflachen zu

erhalten.

EPSB3

Abbildung 4.1: E-PSB3 . Torsion um C2-C3=C4-C5 mit gleichzeitigem Scan um
H10-C3=C4-H11.[*4
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5.2.4 Potentialhyperflachen fur die (E)-(2)- und (Z)-(E)-1somerisierung des E-PSB3

Abb. 4.2-4.3 zeigen die Potentialhyperflaichen von S, und S; entlang der Wasserstoff- und
Kohlenstoff-Torsionskoordinaten fur E-PSB3 nach CASSCF-Rechnung. Die Reaktion beginnt im
linken Teil bei -180°/180°. Folgt man der gleichmaRigen Torsion entlang beider Koordinaten,
(blaue Linie in Abb. 4.2) so nimmt die Energie rasch ab und bei = 90° erreicht man einen Punkt,
an dem S, und S; nahezu entartet sind. Die Entartung besteht fiir Wasserstoff-Diederwinkel von
~ -150° bis = -60°. D. h., fir einen strahlungsfreien Ubergang zu S, ist die Torsion entlang des

Kohlenstoffgertsts allein nicht ausreichend. Zusétzlich missen sich auch die Wasserstoffe bewegen
(Abb. 4.2- 4.3).

Zu bemerken ist, dass in den CASSCF-Berechnungen die Potentialhyperflachen nicht vollstanidg

entartet sind. Es besteht eine kleine Energieliicke zwischen Sy und S in der Grdfenordnung von

~ 1 x 101 eV).

Die Berechnung der Potentialhyperflachen von E-PSB3 fur S, und S; ermdglicht eine grobe
Abschétzung, welches der beiden Photoproduke (E) oder (Z) nach Passierung der konischen
Durchdringung erreicht werden kann. Je nach Wert der Diederwinkel C2-C3=C4-C5 (6;) und
H10-C3=C4-H11 (6;)am Punkt der konischen Durchdringung kommt es zur Isomerisierung des
(2)-Produktes (8; A 6, < 90°) oder zur Eduktriickbildung(6; A 8, > 90°) (Abb. 4.1). Fir eine
genauere Ermittlung muss wegen des starken Einflusses der HOOP-Schwingunen jeoch die
Molekildynamik zu Rate gezogen werden.
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rel, Erergie / e
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120 Diederwinkel C2-C3=C4-C5 / °

Diederwinkel H10-C3=C4-H11 ~ *

o 180
Abbildung 4.2: Potentialhyperflachen von E-PSB3 fir S, und S; (CASSCF). Torsion um

C2-C3=C4-C5 mit gleichzeitigen Scan um H10-C3=C4-H11. Vorderansicht. Der farbliche Verlauf
stellt den Gradienten dar.
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rel, Energie / eV
1
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(4]

120

Lo Diederwinkel C2-C3=C4-C5 / °

Diederwinkel H10-C3=C4-HI1 /

—1ap 40
Abbildung 4.3: Potentialhyperflachen von E-PSB3 fir S, und S; (CASSCF). Torsion um
C2-C3=C4-C5 mit gleichzeitigen Scan um H10-C3=C4-H11. Rickansicht. Der farbliche Verlauf
stellt den Gradienten dar.

Das Z-PSB3 ist das kleinste Modellsystem fiir die photochemische (Z)-(E)-Reaktion des
Retinalchromophorsim Sehprotein Rhodopsin (Abb. 4.4). Fir dieses System wurden ebenfalls fir
So und S; Potentialhyperflichen entlang der beiden fiir die Photoreaktion entscheidenden

Koordinaten erstellt.
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ZPSB3

Abbildung 4.4:  Z-PSB3 . Torsion um C2-C3=C4-C5 mit gleichzeitigem Scan um
H10-C3=C4-H11."

Abb. 4.5-4.6 zeigen die entsprechenden Potentialhyperflichen von S, und S; entlang der
Wasserstoff- und Kohlenstoff-Torsionskoordinaten fir Z-PSB3 nach CASSCF-Rechnung. Die
Reaktion beginnt hier im linken Teil bei 0°/0°, d. h. dem Franck-Condon-Punkt (ber dem
(2)-Minimum. Entlang der gleichmé&Rigen Torsion beider Koordinaten (blaue Linie in Abb. 4.5)
nimmt die Energie wie bei E-PSB3 rasch ab und bei ~ 90° wird ebenfalls ein Punkt erreicht, an
dem S, und S; nahezu entartet sind. Die Entartung besteht fur Wasserstoff-Diederwinkel von
~ 30° bis =~ 120°. Auch hier ist firr einen strahlungsfreien Ubergang zu S, die Torsion entlang des
Kohlenstoffgerists allein nicht ausreichend. Die Wasserstoffe missen ebenfalls bewegt werden
(Abb. 4.5-4.6). Da sowohl die (E)-(2)- als auch die (Z)-(E)-Isomerisierung von den gleichen
Potentialhyperflachen beschrieben werden, erhdlt man den fehlenden Ausschnitt der
Potentialhyperflachen von E-PSB3 bis zum Bereich der konischen Durchdringung. Danach

Uberschneiden sich die beiden Ausschnitte.
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rel, Erergie & gY¥
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Abbildung 4.5: Potentialhyperflachen von Z-PSB3 fir S, und S; (CASSCF). Torsion um

C2-C3=C4-C5 mit gleichzeitigen Scan um H10-C3=C4-H11. Riickansicht. Der farbliche Verlauf
stellt den Gradienten dar.



Durchfiihrung, Ergebnisse und Diskussion 42

rel, Erergie & gY¥
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Diederwinkel C2-C3=C4-ChH / °

Abbildung 4.6: Potentialhyperflachen von Z-PSB3 fir S, und S; (CASSCF). Torsion um
C2-C3=C4-C5 mit gleichzeitigen Scan um H10-C3=C4-H11. Riickansicht. Der farbliche Verlauf
stellt den Gradienten dar.

Genauere Information erhédlt man durch eine stérungstheortische Behandlung im Rahmen der
CASPT2-Methode. Diese liefert eine dynamische Korrelation und wurde fiir beide Modelle
durchgefiihrt. Tatsachlich lasst sich auf diesen berechneten Potentialhyperflachen eine
Energieentartung beobachten (siehe Abb. 4.7-4.8).

Abb. 4.7-4.8 zeigen die entsprechenden Potentialhyperflachen von S, und S; fur E-PSB3 nach
CASPT2-Rechnung. Entlang der gleichméliigen Torsion beider Koordinaten (blaue Linie in
Abb. 4.7) nimmt die Energie wie bei der entsprechenden CASSCF-Rechnung rasch ab und bei
~ 90° wird ein Punkt erreicht, an dem S, und S; entartet sind. Die Entartung besteht fir

Wasserstoff-Diederwinkel von ~ -150° bis = -60° (Abb. 4.7-4.8).
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rel, Energie / ¥

40

100

120 Diederwinkel C2-C3=C4-C5 / *

Diederwinkel H10-C3=C4-H11 / *°

“fo 180
Abbildung 4.7: Potentialhyperflaichen von E-PSB3 fir S, und S; (CASPT2). Torsion um

C2-C3=C4-C5 mit gleichzeitigen Scan um H10-C3=C4-H11. Vorderansicht. Der farbliche Verlauf
stellt den Gradienten dar.
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Abbildung 4.8: Potentialhyperflachen von E-PSB3 fir S, und S; (CASPT2). Torsion um
C2-C3=C4-C5 mit gleichzeitigen Scan um H10-C3=C4-H11. Rickansicht. Der farbliche Verlauf
stellt den Gradienten dar.

Die Abb. 4.9-4.10 zeigen die Potentialhyperflichen von S, und S; fur Z-PSB3 nach
CASPT2-Rechnung. Der Verlauf ist ahnlich der der Flachen nach CASPT2-Rechnung von E-PSB3.
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Abbildung 4.9: Potentialhyperflachen von Z-PSB3 fur S, und S; (CASPT2). Torsion um

C2-C3=C4-C5 mit gleichzeitigen Scan um H10-C3=C4-H11. Vorderansicht. Der farbliche Verlauf
stellt den Gradienten dar.
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Abbildung 4.10: Potentialhyperflaichen von Z-PSB3 fir S, und S; (CASPT2). Torsion um

C2-C3=C4-C5 mit gleichzeitigen Scan um H10-C3=C4-H11. Rickansicht. Der farbliche Verlauf
stellt den Gradienten dar.

Aus den berechneten Potentialhyperflaichen von PSB3 gewinnt man die Erkenntnis, dass der
Wasserstoff-Diederwinkel entscheidend fiir das Ererichen des Durchdringungsraumes ist. Bewegt

man sich nur entlang der Kohlensotfff-Torsion, erreicht man diesen Raum nicht.

Die Gestalt der berechneten Potentialhyperflichen auf CASPT2-Niveau stimmt mit den
CASSCF-Fléachen lberein, so dass eine qualitative Beschreibung auf CASSCF-Level gewahrleistet
ist. Molekildynamikberechnungen kénnen somit durchgefuhrt werden.
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5.3 Erweiterung des Systems — N-Me-PSB6 im Vakuum

Nachdem die Potentialhyperflachen der beiden PSB3-Isomere miteinander verglichen worden sind,
kann das Chromophorsystem erweitert werden. Der erweiterte Chromophor mit sechs
Doppelbindungen wird in  Abb.4.11 gezeigt. In diesem System kann bei einer
Isomerisierungsreaktion um mehrere Doppelbindungen rotiert werden. Bei den verschiedenen
Torsionsmoglichkeitengilt zu beachten, dass es einen Unterschied gibt, ob der Chromophor frei
oder in der Proteinumgebung vorliegt. Im Rahmen dieser Masterarbeit wird zunéchst gepriift, ob
der freie Chromophor nach Lichtanregung die Drehung um die mittlere Bindung oder der
benachbarten Bindung favorisiert, die auch im Bakteriorhodopsin zur Isomerisierung fiihrt
(Abb. 4.11). AnschlieBend wird die gleiche Berechnung fir den Chromophor in der
Proteinumgebung durchgefiihrt (s. Kapitel 4.4.5). In Abb. 4.12. ist das S;-Energieprofil entlang der

Torsionskoordinaten der PSB6-Modelle im ersten angeregten Singulett-Zustand aufgetragen.

14 15 14
13 1 /QL T 5 3 2 i 1 1J .5 3 2
::hq\.-"'ﬂ‘-:‘m “‘%"’qﬂ-\q«,—f" H-\_.-'""-K"‘h -~ H\.:'}:_ - - H,_:-_\.H_ - HH'\-\.H - "H{Hw _;-""-'.“;_Ln* y - ‘j‘;,_ N -
i i0 2 & 4 H ] 0 : 6 4 H*
1 1
N-Me-PSB6-C13 = C14-5; N-Me-PSB6-C11 = C12-5;
14 i
13 11
s g h;':'::._'__._ ‘::'-'.:' |\ -~
1 i s H
1
N-Me-PSB6-C13 = C14-S, N-Me-PSB6-C11 = C12-S,

Abbildung 4.11: N-Me-PSB6. Torsionen sind mit Pfeilen gekennzeichnet. Die ersten beiden
Spezies sind mit den Farben des ersten elektronisch angeregten Singulett-Zustandes und die letzten

beiden Spezies mit den Farben des elektronischen Grundzustandes versehen.[*?
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5.3.1 Durchfuhrung fir N-Me-PSB6

Fur dieses System wurden CASSCF(12-12)-Rechnungen durchgefiihrt. Die Zustédnde S, und S;
wurden gemittelt betrachtet (state-averaged, 1:1). Die Torsionen wurden von 180° bis 100° gewahlt.
Dabei wurde der entsprechende Diederwinkel in 10°-Schritten festgehalten und die restlichen

Koordinaten frei im S1-Zustand optimiert.

5.3.2 Energieprofil fur N-Me-PSB6

Bei der Torsion um den Diederwinkel C3-C4=C5-C6 steigt die Energie bis = 140° an. Bei = 130°
wird ein lokales Minimum erreicht. Ab = 120° fallt die Energie kontiniuierlich ab. Die Torsion um

den Diederwinkel C5-C6=C7-C8 zeigt einen Energieanstieg bis ~ 150°. Danach erfolgt ein
deutlicher Energieabfall. Das Modell bei Torsion um den zentralen Diederwinkel muss gegeniiber
der Torsion um den benachbarten Diederwinkel eine leicht hohere Energiebarriere Gberwinden.
Daraus ergibt sich, dass die Torsion um den Diederwinkel C5-C6=C7-C8 gegentber der Rotation
um den Diederwinkel C3-C4=C5-C6 bei jeweiligem Drehen von 180° bis 100° bevorzugt ist.
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Abbildung 4.12:  Energieprofil von N-Me-PSB6 wahrend Torsion um Diederwinkel
C12-C13=C14-C15 bzw. C10-C11=C12-C13. Die rel. Energien beziehen sich auf den ersten
elektronisch angeregten Zustand des Chromophors, bei dem um den Diederwinkel C3-C4=C5-C6
gedreht wird.

5.4 Photoisomerisierung von Retinal in bR

In diesem Abschnitt werden optimierte Geometrien von von bR in Sy, S; und S,, spektroskopische

Eigenschaften dieser Zustande sowie der Verlauf des Energieprofils fiir den S;- und den S,-Zustand
diskutiert.

5.4.1 Optimierte Geometrien von bR in Sy, S; und S,
Fur die Beschreibung von Modellen sind optimierte Geometrien unerléasslich. Daher wurden fir das

Modell bR die Zustande S,, S; und S, optimiert und miteinander verglichen. AulRerdem dienen die

Ergebnisse von Altoé, et al., 2010 als Referenz fir das Modell bR im elektronischen Grundzustand.
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Die Optimierungen erfolgten bei festgehaltenem Proteingertist mit COBRAMM unter Benutzung
des Amber-ff99SBildn-Kraftfeldes (Lindorff-Larsen, K., Piana, S., Palmo, K., Maragakis, P.,
Klepeis, J. L., Dror, R. O., and Shaw, D. E., 2010) und CASSCF mit 12 zn-Orbitalen und 12
Elektronen fir den QM-Teil. Dieser bestand aus dem Retinalchromophor und einer CH,-Einheit
des Lysins, die entsprechend mit Wasserstoff als Link-Atom abgesattigt wurde. Beweglich waren
der Retinalchromophor, drei Methyleneinheiten des Lysins und das der Schiffbase benachbarte
Wassermolekul. Die Grundzustandsgeometrie wurde mit single state-CASSCF optimiert, fur die
S1 -und S, -Geometrien wurden zustandsgemittelte Wellenfunktionen mit zwei bzw. drei

gleichgewichteten Zustanden berechnet.!®”
5.4.2 Ergebnisse von bR in Sy, $; und S,

In Abb. 4.13 ist die optimierte S,-Geometrie von bR wiedergegeben. Die alternierenden C-C- und
C=C entsprechend weitesgehend den in der Literatur zu findenden Werten von 1,54 A bzw. 1,33 A.
Die Bindungslangen weichen kaum (héchstens um 0,02 A) vom Referenzmodell ab. Die beiden
auBeren Diederwinkel des Modells bR C5=C6-C7=C8 und C15=N21-C22-C23 weisen erhohte
Abweichungen zwischen 7° und 9°gegeniber den inneren Diederwinkeln auf. Diese weichen
hdchstens um 5° ab. Die Bindungslangen wechseln die Alternierung von S, nach S;. Dies wird in
Abb. 4.16 noch deutlicher hervorgehoben. Von S; nach S, wechselt die Bindungsalternanz erneut.
Die Wasserstoffbriickenbindungen aller Zustdnde weisen auf moderate, hauptséchlich

elektrostatische Wasserstoffbriickenbindungen hin.[* %83

Die Wellenfunktionen der Gleichgewichtsgeometrien in den angeregten Zustdnden wiesen starke
Mischungen in der Zusammensetzung auf. So hat die Geometrie, die formal auf S; optimiert wurde,
in diesem Zustand starken Doppelanregungscharakter (=~ 25 %), sowie Einfach-Anregungen
HOMO-1/LUMO und HOMO/LUMO+1 (jeweils ~ 19 % bzw. ~ 15% ) (Abb.4.14). Die
S,-Geometrie hat im S,-Zustand eher HOMO/LUMO-Charakter, jedoch auch gemischt mit einen
grollen Anteil der Grundzustandskonfiguration (=~ 22 % ) (Abb. 4.15). Dies erschwert eine
eindeutige Charakterisierung der Zustande und Deutung der mit CASPT2 berechneten Spektren.
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Abbildung 4.14: Optimierte S;-Geometrie von bR. Werte sind in A (°) angegeben.

51



Durchfiihrung, Ergebnisse und Diskussion 52

1,40 (173) hb).f\ ‘(
1,40 (-174) :

'\ &
1,43 (-169) w49,

1,46 (171)

x ! ‘ 135 (-165)
‘ \U 1,45 (-148)
\o

T AT 1,40 (-177)
Q\;}@ 1,40 (174)
SE ‘J
7’

1,37 (172)

4 ||

Abbildung 4.15: Optimierte S,-Geometrie von bR. Werte sind in A (°) angegeben.

Die Bindungsalternanz innerhalb des Chromophors ist ein Indikator fur die Delokalisation des
n-Elektronensystems. Dadurch lassen sich hypsochrome bzw. bathochrome Verschiebungen
einzelner Zustande bzw. verschiedener Modelle abschétzen. In dieser Masterarbeit wurden fiir das

Modell bR die ersten drei Singulett-Zustande miteinander verglichen.

In Abb.4.16 ist die Bildungsalternanz des Chromophors in den Zustanden S, S; und S, zu erkennen.
Fur den elektronischen Grundzustand erhdlt man kurze Doppelbindungen und lange
Einfachbindugen. Im ersten angeregten Zustand ist die Bildungsalternanz im Gegensatz zum
elektronischen Grundzustand umgekehrt. Allerdings ist die Alternanz nicht mehr so stark wie noch
im elektronischen Grundzustand. Fir den S,-Zustand lasst sich feststellen, dass dieser im Verhaltnis
zu S, eine schwachere Alternanz aufweist. Dadurch ist das m-Elektronensystem etwas stérker
delokalisiert als dies fir S, der Fall ist. Die Alternanz ist groftenteils gleich, tauscht jedoch ab der
C13=C14-Bindung. AuRerdem sind die Bindungsldngen von C9 bis C13 bei 1,40 A exakt gleich.

Dies weist auf ein stark delokalisiertes n-Elektronensystem innerhalb der Bindungen C9-C13 hin.
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Abbildung 4.16:Bindungsalternanz des Chromophors von bR in den Zustanden S,, S; und S,.

Bindungen beginnen bei der Doppelbindung im B-lononring und enden bei der Einfachbindung vor

der C=N.

In Abb. 4.17 ist die Alternanz der Diederwinkel des Chromophors von bR in den Zustanden S, S;

und S, dargestellt. Dabei ist die Alternanz als Abweichung als Betrag von 180° angegeben.
Aufféllig ist die groRe Abweichung des Diederwinkels C12-C13=C14-C15 in allen Zustanden.
Dabei ist die Abweichung von S bis S, aufsteigend. Die starkere Verdrillung von S, gegeniber den

beiden anderen Zustdnden S, und S; bedeutet eine Abnahme der Delokalisation des

n-Elektronensystems an dieser Stelle und wirde dadurch zu einer einer hypsochromen

Verschiebung flhren.
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Abbildung 4.17: Diederwinkel des Chromophors von bR in den Zustdnden S,, S; und S, .
Diederwinkel beginnen zwischen der ersten Einfachbindung nach dem B-lononring und enden

zwischen der C=N.

5.4.3 Spektroskopische Eigenschaften von bR in Sy, $1 und S,

Die vertikalen elektronischen Anregungen wurden mit CASSCF/CASPT2 mit five-roots single
state- (SS) und darauf aufbauendem multistate-Verfahren (MS) berechnet. Zu bemerken ist, dass die
Reihenfolge der Zustande stark von der verwendeten Methode abh&ngt. Zudem zeigen sisch starke
Mischungen der Konfigurationen zeigen sich bei den optimierten Geometrien der elektronisch
angeregten Zustande. In der CASSCF-Beschreibung mit funf Zustanden haben die vier angeregten
Zustande der S;-Geometrie stark gemischten Charakter ohne eindeutige Praferenz. Gleiches gilt
auch fur die mit CASPT2 berechneten Zustande. Die S,-Geometrie zeigt &hnliche Eigenschaften. S;
wird hier in CASSCF maRgeblich durch den HOMO/LUMO-Ubergang bestimmt, wéhrend die
anderen angeregten Zustdnde auch starke Mischungen aufweisen. Dieses Bild &ndert sich nicht
wesentlich in CASPT2, bis auf dass die HOMO/LUMO-Anregung nun in S, auftaucht.
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Abb. 4.18 stellt die vertikalen elektronischenAnregungen der optimierten Struktur von bR im
elektronischen Grundzustand dar ( bR-S,). Die CASPT2-SS-Rechnung ergibt eine vertikale
Anregungsenergie von (3,04 eV) (ensprechend einer Absorptionswellenldnge von 4 = 408 nm fur
einen S, — S;-Ubergang, welcher weit vom experimentell bestimmten Wert von A = 568 nm
liegt. Der CASPT2-SS S, — S, -Ubergang resultiert in einem Absorptionsmaximum von
A = 400nm (3,10 eV). Die beiden Uberginge liegen somit nicht weit voneinander entfernt. Die
CASPT2-MS-Rechnungen ergeben ein Absorptionsmaximum von A = 497 nm fir einen
So — S;-Ubergang und A = 317 nm fiir einen S, — S,-Ubergang. Die Differenz zwischen den
beiden berechneten S, — S; -Ubergidngen betragt AE = 1,42eV . Damit haben die
CASPT2-MS-Rechnungen einen groRen Einfluss in der Bestimmung der korrekten Ubergange von
bRs4g im Franck-Condon-Bereich. Die Oszillatorstarke des S, — S;-Ubergangs betragt f = 1,188,

der S, — S,-Ubergang kommt auf f = 0,140 und ist somit dunkel. Die erhaltenen Ergebnisse der

CASPT2-MS-Rechnungen unterscheiden sich von den Ergebnissen von Altoé, et al., 2010. Der
Sy — S;-Ubergang wurde in der vorliegenden Masterarbeit zu 497 nm bestimmt, wahrend Altog,
et al.,, 2010 mit einem Wert von 533 nm naher am experimentellen Wert liegen. Die

Oszillatorstérke betragt dort jedoch nur f = 0,411.
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Abbildung 4.18: Vertikale elektronische Anregungen von bR-S,. Die Rechnungen basieren auf
einer im elektronischen Grundzustand optimierten Geometrie. Linke Seite: SS-CASPT2, rechte
Seite: MS-CASPT2. Die fuhrenden Konfigurationen sind auf der linken Seite der Zustdnde
angegeben. GZ: elektronischer Grundzustand, HL: HOMO/LUMO, DA: Doppelanregung.

Absorptionsmaxima und Oszillatorstarken befinden sich an entsprechender Stelle. In kursiv ist das

experimentelle Absorptionsmaximum fiir den S, — S;-Ubergang angegeben.!
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Das in Abb. 4.18 beschriebene Absorptionsmaximum von bR-Syweicht stark vom experimentell
bestimmten Wert ab und ist daher fur die Beschreibung von bR im Grundzustand ungeeignet. Die
vorgeschlagene H-Substitution konnte dazu beitragen, einen naher am experimentellen

Absorptionsmaximum liegenden Wert zu erhalten.

In Abb. 4.19 sind die vertikalen Ubergange der optimierten S;-Struktur aufgefiihrt. Hierbei ergibt
sich fir die SS-CASPT2-Rechnung ein Absorptionsmaximum A = 516nm fur den
S; — Sy -Ubergang, wobei fiir die korrespondierende MS-CASPT2-Rechnung ein Wert von
A = 554 nm erreicht wird, welcher energetisch tiefer liegt. Die Veranderung der Energie von
SS-CASPT2 zu MS-CASPT?2 ist nicht so signifikant wie die von bR-S,, aber immer noch klar
ersichtlich. Fur die mit CASSCF berechneten Oszillatorstarken kann beobachtet werden, dass der
Ubergang von S; sowohl nach S, als auch nach S, praktisch nicht existent ist. Verglichen mit den
Beobachtungen aus den vertikalen elektronischen Anregungen von bR-S, wechslen die mit
CASSCF  bestimmten fiihrenden Konfigurationen fur S; and S, entsprechend zu
HOMO/LUMO-Doppelanregung und HOMO-2/LUMO. Beide Zustande besitzen gemischte
fuhrende Konfigurationen: S; weist zusétzliche HOMO-1/LUMO-und HOMO/LUMO+1-Anregung,
und S,zusatzliche HOMO-1/HOMO- und LUMO/LUMO+2-Anregung auf.
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Abbildung 4.19: Vertikale elektronische Anregungen von bR-S;-SA2. Die Rechnungen basieren auf
einer im elektronischen Grundzustand optimierten Geometrie. Linke Seite: SS-CASPT2, rechte
Seite: MS-CASPT2. Die fuhrenden Konfigurationen sind auf der linken Seite der Zustdnde
angegeben. GZ: elektronischer Grundzustand, DA: Doppelanregung, EA: Einzelanregung, HL:
HOMO/LUMO. Absorptionsmaxima und Oszillatorstarken befinden sich an entsprechender Stelle.

Als Fazit aus den in Abb. 4.19 diskutierten Ergebnissen lasst sich festhalten, dass im Vergleich zu

bR-S, in bR-S;-SA2 fiir die mit CASSCF bestimmten Ubergéinge nahezu keine Absorptionen bzw.

Emissionen stattfinden.

Abb. 4.20 zeigt die Verhaltnisse fur die S,-Geometrtie (bR-S,-SA3). Der vertikale elektronische
Ubergang von S; — S, berechnet mit SS-CASPT2 ergibt eine Energie von 2,21 eV, was einer
Wellenlange von A = 559 nm. Dieser Ubergang ist energetisch kleiner als der entsprechende
Ubergang fir die Rechnungen von bR-S, (AE = 0,82eV ). Die Uberginge sind deutlich

wahrscheinlicher als die Ubergange von bR-S;-SA2.
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Abbildung 4.20: Vertikale elektronische Anregungen von bR-S,-SA3. Die Rechnungen basieren auf
einer im elektronischen Grundzustand optimierten Geometrie. Linke Seite: SS-CASPT2, rechte
Seite: MS-CASPT2. Die fuhrenden Konfigurationen sind auf der linken Seite der Zustdnde
angegeben. GZ: elektronischer Grundzustand, DA: Doppelanregung, EA: Einzelanregung, HL.:
HOMO/LUMO. Absorptionsmaxima und Oszillatorstarken befinden sich an entsprechender Stelle.

Zu beachten ist, dass durch die starken Mischungen der Konfigurationen in den Geometrien der
angeregten Zustande die berechneten vertikalen elektroneischen Ubergangsenergien zumindest zu
hinterfragen sind. Eine aufwendigere genauere Betrachtung mit noch mehr Zustdnden bzw.
alternativen Verfahren erscheint sinnvoll.

5.4.4 Reaktionspfade von bR in §; und S,
Fur das Modell bR wurden Torsionen um den Diederwinkel C12-C13=C14-C15 durchgefihrt und

Energieprofile zu erhalten. Dadurch kann festgestellt werden, ob die Zustdnde wahrend der Torsion

entarten und eine konische Durchdringung moglich ist.
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In Abb. 4.21-4.22 sind die S; -Geometrie und die S, -Geometrie von bR aufgezeigt. Die
S1-Geometrie wurde unter Verwendung von state-averaged der Zustande S, und S; in 5°-Schritten
um den Diederwinkel C12-C13=C14-C15 in 5°-Intervallen verdrillt. Fur die S,-Geometrie wurde

eine state-averaged der Zustande Sy, S; und S, bei gleichen Torsionseinstellungen vorgenommen.
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Abbildung 4.21: S; -Geometrie von bR nach einer Torsion um den Diederwinkel

C12-C13=C14-C15 bei -100°. Werte sind in A (°) angegeben.
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Abbildung 4.22: S, -Geometrie von bR nach einer Torsion um den Diederwinkel

C12-C13=C14-C15 bei -100°. Werte sind in A (°) angegeben.

Die erhaltenen CASSCF-Energien fir das Energieprofil von S; kénnen mit denen von Altoe, et al.

2010 verglichen werden, um einen Eindruck tber die verschiedenene Protonierung zu bekommen.

Die Rechnungen wurden mit two-roots state-averaged fur S; -optimierte Geometrien und mit
three-roots  state-averaged fur S, -optimierte Geometrien unter Verwendung eines
CASSCF(10-10)-Fensters durchgefuhrt.

Abb. 4.23 zeigt die Energieprofile von S; fur die Torsion entlang der C13=C14-Bindung im
S;-Zustand. Tatséchlich lasst sich der Energiepfad fiir S; nahezu mit dem von Altoe, et al., 2010

erhaltenen Pfad zur Deckung bringen. Im Sy-Zustand liegt ein qualitativ ahnlicher Verlauf vor.
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Abbildung 4.23: Energieprofile von bR im Vergleich zu Altog, et al., 2010 wéhrend Torsion um
C13=14 fir den elektronischen Grundzustand und den ersten angeregten Singulett-Zustand. Die rel.
Energien beziehen sich auf den ersten elektronisch angeregten Singulett-Zustand des Chromophors,
bei dem um C13=C14 gedreht wird."!

Die Torsion um den gleichen Winkel im zweiten angeregten Singulett-Zustandes zeigt kaum eine
Veranderung in der S,-Energie (Abb 4.24). Lediglich der S,- und der S;-Zustand néhern sich ab

~ 130° einander. Es kommt jedoch zu keinem Zeitpunkt zu einer Entartung der Zusténde.
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Abbildung 4.24:  Energieprofil von bR-C13 = C14-S, . Zusétzlich sind die aus der
state-averaged-Berechnung ermittelten S,- und S; -Zustdnde angegeben. Die Energien stehen in
Relation zum S;-Zustand des Chromophors, bei dem um den Diederwinkel C3-C4=C5-C6 gedreht

wird.

5.4.5 Vergleich des Reaktionspfades von bR mit N — Me — PSB6

Die Berechnungen im Vakuum haben gezeigt, dass die zentrale Torsion fir N — Me — PSB6
gegeniiber der im bR zur Photoisomerierung filhrenden Rotation beglnstigt ist. Eine analoge
Berechnung des Chromophors in der Proteinumgebung soll Auskunft dariiber geben, ob hier eine

Drehung um die mittlere Bindung moglich ist.

In Abb. 4.25 ist der Torsionspfad entlang der C11=C12 in S; dem der Torsion um die C13=C14
gegeniibergestellt. Im Gegensatz zur Torsion um die C13=C14 steigt die Energie stetig an, wenn
um die C11=C12 gedreht wird. Es kommt wéhrend der gesamten durchgefuhren Verdrillung zu
keiner Entartung der Zustande. Es liegt folglich keine konische Durchdringung vor. Dies lasst den
Schluss zu, dass in bR die Proteinumgebung die Drehung um die C11=C12 in diese Richtung

blockiert.
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Abbildung 4.25: Energieprofile fur die Torsion um die C13 = C14 und die €11 = C12. Im
S; -Zustand. Zusatzlich sind die aus der state-averaged-Berechnung ermittelten S, -Zustande

angegeben.

5.4.6 Einfluss des Kristallwassers in der Nahe der Schiffbase auf den Chromophor

Das Kristallwasser in unmittelbarer Nahe der Schiffbase konnte durch Wasserstoffbriickenbindung
das Absorptionsverhalten des Chromophors beeinflussen. Eine Betrachtung von Chromophor und
Kristallwasser wéhrend einer Torsion um den Diederwinkel C12-C13=C14-C15 soll Aufschluss

uber eine mogliche intermolekulare Bindung und deren Auswirkung auf die Absorption geben.

In Abb. 4.26 sind die Bindungsléangen von H---O25 in bR flr den ersten und zweiten elektronisch
angeregten Singulett-Zustand bei einer Torsion des Diederwinkels C12-C13=C14-C15 von -155°
bis -100° angegeben. Die Bindungslange fiir den S;-Zustand beginnt bei 1,84 A und fiir den
S,-Zustand bei 1,95 A. Wahrend fir S; die Bindungslange wahrend der Torsion stetig zunimmt,

fallt der Abstand fiir S, bis und steigt danach leicht an. Bei -100° treffen beide Graphen aufeinander.
Der Grund fur den Verlauf der Graphen liegt in direktem Zusammenhang mit der Elektronendichte
des Chromophors. Im S;-Zustand hat der Chromophor ein ausgedehntes n-Elektronensystem, da die

Bindungsalternanz stark abgeschwacht ist.
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Fur den S, -Zustand besitzt der Chromophor ein etwas schwacher delokalisiertes
n-Elektronensystem aufgrund der hoheren Bindungsalternanz der Chromophorenden gegeniber
dem mittleren Teils des Retinals. Damit l&sst sich der groBe Unterschied der Bindungslange zu
Beginn der Torsion erklaren. Wie zuvor festgestellt, fuhrt die verstarkte Verdrillung des
Chromophors zu einer Abnahme der Delokalisation des n-Elektronensystems an der Stelle der
Torsion und hatte damit eine hypsochrome Verschiebung zur Folge. Das Kristallwasser reagiert auf
die abnehmende Elektronendichte und entfernt sich immer mehr vom Chromophor des S;-Zustands.
Fur den S,-Zustand gilt dies nicht. Da sich die Bindungsalternanz fiir S, wahrend der Torsion bis
~ -120° verringert, kommt es hierbei insgesamt zu einer hoheren Delokalisation des
n-Elektronensystems. Daher verringert sich der Bindungsabstand der H---O25-Bindung
entsprechend. Es zeigt sich, dass die Bildungsalternanz in diesem Chromophor eine stéarkere
Auswirkung auf das delokaliserte n-Elektronensystem als die Verdrillung des Diederwinkels C12-
C13=C14-C15 hat. Es kann vermutet werden, dass das Absorptionsmaximum fir die beiden
Zustande bei -100° &hnlich ist.
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Abbildung 4.26: Bindungsldngen von H---025 in bR im ersten und zweiten elektronisch angeregten
Singulett-Zustand. Hierbei wurde eine Torsion des Diederwinkels C12-C13=C14-C15 von -155°
bis -100° durchgefiihrt.
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Das Kristallwasser zeigt eine direkte Korrelation zur n-Elektronendichte im Chromophor. Ist der
Chromophor elektronenarm, so entfernt sich das Wassermolekul von der Schiffbase. Je

elektronenreicher das Retinal wird, desto starker ist die Wasserstoffbriickenbindung H---0O25.

55 bR — ARNASH - ein neues Modell fir die bR-Bindungstasche

Zusatzlich zum Modell bR wurde ein weiteres Modell, welches im folgenden bR-ARNASH genannt
wird, verwendet. Dieses Modell unterscheidet sich von bR dadurch, dass die benachbarten
Aminosauren Asp208 und Arg78 durch Protonenaustusch ihre Ladung andern. (Abb. 4.27). Man
geht davon aus, dass sich dadurch das Absorptionsmaximum der vertikalen elektronischen
Anregung zu bathochromen Wellenlédngen hin andert. Dadurch soll das Absorptionsmaximum des

Modells ndher am experimentellen Wert liegen.

Fur bR-ARNASH wurde die S, -Geometrie optimiert, deren spektroskopische Eigenschaften

untersucht und die erhaltenen Ergebnisse mit bR verglichen.
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5.5.1 Optimierte Geometrie von bR-ARNASH in §,

Abbildung 4.27: Verwendete Startgeometrien. a) Ausschnitt aus bR von Altog, et al., 2010, b)
Ausschnitt aus bR von Poli. Gepunktete Linien zeigen Wasserstoffbriickenbindungen. Die

zugehorigen Werte geben die Abstande der Wasserstoffbriickenbindungen zwischen (H---O) wieder.
c) Uberlagerte Strukturen von a) + b).”!
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Abb. 4.28 zeigt die optimierte S;-Geometrie von bR-ARNASH. Die alternierenden Bindungen von
bR-ARNASH weisen auch im Vergleich mit bR kaum Unterschiede in ihrer Bindungslange auf. Die

geringen Abweichungen werden in Abb 4.29 néher erlautert.
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Abbildung 4.28: Optimierte S,-Geometrie von bR-ARNASH. Werte sind in A (°) angegeben.

In Abb. 4.29 ist die die Bildungsalternanz der Chromophore in bR und bR-ARNASH aufgetragen.
Die Bindungslangen unterscheiden sich bei der C5=C6-, C6-C7-, C12-C13- und C13=C14-Bindung.
Wahrend der Unterschied bei den Bindungen C5=C6, C6-C7 und C13=C14 nur 0,01 A betragt, ist
dieser fir die Bindung C12-C13 mit 0,02 A etwas groRer. Von bR zu bR-ARNASH wird demnach
Elektronendichte aus dem Chromophor gezogen. Dies widerspricht sich mit der einhergehenden
H-Substitution, bei der eine starkere Elektronendichte im Chromophor zu erwarten sein sollte.

Intermolekulare - n-Wechselwirkungen mit der Proteinumgebung koénnten fur die bathochrome

Verschiebung verantwortlich sein.[”
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Abbildung 4.29: Bindungsalternanz des Chromophors von bR-S, und bR-ARNASH-S, im Zustand

So- Bindungen beginnen bei der Doppelbindung im B-lononring und enden bei der Einfachbindung
vor der C=N-Bindung.

In Abb. 4.30 ist die Alternanz der Diederwinkel des Chromophors von bR und bR-ARNASH zu
sehen. Dabei ist die Alternanz als Abweichung des Betrages von 180° angegeben. GrofRe
Abweichungen sind fur die Diederwinkel C7=C8-C9=C10 und C13=C14-C15=N21 sowohl fur
Modell bR als auch bR-ARNASH zu erkennen. Die Diederwinkel C7=C8-C9=C10 und
C13=C14-C15=N21 fir bR-ARNASH sind im Gegensatz zu demjenigen in bR starker verdrillt. Die
starkere Verdrillung von bR-ARNASH gegenuber bR flihrt zu einer Abnahme der Delokalisation
des n-Elektronensystems an dieser Stelle und wirde dadurch zu einer hypsochromen Verschiebung
fiihren. Dies steht im Widerspruch zu dem im folgenden beschriebenen vertikalen elektronischen
Ubergang im S, -Zustand. Intermolekulare m-m-Wechselwirkungen mit der Proteinumgebung

konnten hierbei eine Rolle fiir die bathochrome Verschiebung spielen.[”!
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Abbildung 4.30: Diederwinkel des Chromophors von bR-S, und bR-ARNASH-S,. Diederwinkel
beginnen zwischen der ersten Einfachbindung nach dem p-lononring und enden zwischen der
C=N-Bindung.

5.5.2 Spektroskopische Eigenschaften von bR-ARNASH in S,

Die vertikalen elektronischen Anregungen wurden wie schon fur bR-S, mit einem five-roots single

state- und darauf aufbauendem multistate-Verfahren erhalten.

Abb. 4.31 Struktur

liefert die vertikalen elektronischen Anregungen der optimierten
bR-ARNASH-S,, im elektronischen Grundzustand unter Berticksichtigung der ersten drei Zusténde.
Bis auf den vertikalen elektronischen Ubergang S, — S,der MS-CASPT2-Rechnung sind alle
Absorptionsmaxima bathochrom zu denen der Rechnungen von bR-S,, verschoben. Zudem liegt der
So = S; -Ubergang der MS-CASPT2 -Rechnung mit A = 542nm markant naher am
experimetellen Wert als der von bR-S,. Die Oszillatorstarken sind fir die CASSCF -Berechnungen
deutlich schwacher als die vergleichbaren Werte von bR-S,. Dagegen sind die Oszillatorstarken
nach den mixed state -Rechnungen deutlich stérker als die von bR-S,. Die favorisierende Stellung

des S, — S;-Ubergangs &ndert sich jedoch nicht.
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Die fuhrenden Konfigurationen bleiben fur bR-S, und bR-ARNASH-S,, erhalten, wenngleich sich
mischende Konfigurationen dndern. Fir S; der CASPT2-SS-Rechnung erhdlt man zusatzlich
HOMO/LUMO+1- und HOMO/LUMO-Anregung. Fir S, der CASPT2-MS-Rechnungen gibt es
noch zusétzlich HOMO-1/LUMO- und HOMO/LUMO-Anregung.
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Abbildung 4.31: Vertikale elektronische Ubergange von bR-ARNASH-S,,. Die Rechnungen basieren
auf einer im elektronischen Grundzustand optimierten Geometrie. Linke Seite: SS-CASPT2, rechte
Seite: MS-CASPT2. Die fuhrenden Konfigurationen sind auf der linken Seite der Zustdnde
angegeben. GZ: elektronischer Grundzustand, DA: Doppelanregung, HL: HOMO/LUMO.

Absorptionsmaxima und Oszillatorstarken befinden sich an entsprechender Stelle.®!

Aus dem Vergleich der vertikalen elektronischen Anregungen ergibt sich eine bathochrome

Verschiebung von bR-S, nach bR-ARNASH-S,,.
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5.6 Abschliel3ende Diskussion

Das kleinste minimale Modell zur Beschreibung der Photoisomerisierung des Retinals stellt heraus,
dass die Stellung der Wasserstoffe im Diederwinkel H10-C3=C4-H11 von entscheidender
Bedeutung fir das Erreichen der konischen Durchdringung darstellt. Die berechneten
Potentialhyperflachen weisen die gleiche Form fiir CASPT2 und CASSCF auf. Damit ist eine
qualitative Beschreibung auf CASSCF-Level gewéhrleistet ist. Molekuldynamikberechnungen sind

somit moglich.

Der Vergleich zu der Ermittlung der bevorzugten Rotation sowohl des Retinals im Vakuum als auch
in der Proteinumgebung liefert unterschiedliche Ergebnisse. Wahrend im Vakuum die mittlere
Bindung gegenuber der C13=C14-Bindung bevorzugt ist, ist die Drehung um die
C11=C12-Bindung in der Proteinumgebung durch die Stellung der 13-Methylgruppegehindert.

Fur alle berechneten Geometrien wird eine moderate elektrostatische Wasserstoffbriickenbindug
zwischen der Schiffbase im Chromophor und dem in rdumlicher N&he befindlichen Kristallwasser
festgestellt. Der Charakter der Bindung andert sich weder bei einer Optimierung noch wéhrend der

Torsionsberechnungen.®!

Nach Analyse der Bindungen und Diederwinkel fir die beiden Modelle bR-S, und bR-ARNASH-S,,
wurde ein starker Widerspruch fur die vermutete und in der vertikalen Anregung ersichtliche
bathochrome Verschiebung flr bR-ARNASH-S, festgestellt. Intermolekulare
n-n-Wechselwirkungen mit der Proteinumgebung kénnten eine bathochrome Verschiebung nach

sich ziehen.[™®

Die Rotation um die C13=C14 Bindung im S,-Zustand ergibt, dass es hierdurch zu keiner

Entartung zwischen den betrachteten Zustanden kommt. Die Energie in S, &ndert sich nur wenig.
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Im Gegensatz zu den vertikalen elektronischen Anregungen in S, von bR sind diejenigen von
bR-ARNASH energetisch niedriger. Die Substitution des Wasserstoffs (bt demnach einen
bathochromen Effekt auf den Chromophor aus. Das Absorptionsmaximum fiir den Ubergang von S,
nach S;wird dadurch viel besser beschrieben. Dennoch scheint dies nicht der einzige Grund fir die
mit bR erzielten schlechten Resultate zu sein, da das Absorptionsmaximum immer noch vom

experimentellen Wert abweicht.
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6. Ausblick

Die optimierte S;-Geometrie und die optimierte S,-Geometrie fuhrten nicht zu den gewinschten
reinen Konfigurationen, sodass im Anschluss an diese Masterarbeit Gberlegt werden kann, wie dies
dennoch zu realisieren ist. AuBerdem wurde fir bR-ARNASH nur die Sy-Geometrie optimiert und
somit auch nur die vertikalen Anregungen fur diese Geometrie berechnet. Vervollstandigende
Berechnungen fir die S;-Geometrie und die S,-Geometrie sind daher von Bedeutung. Weitere
H-Substitutionen an geeigneter Stelle konnten die vertikale elektronische Anregung noch weiter

bathochrom verschieben.
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7. Zusammenfassung

Das Photorezeptorprotein bR

Das Photorezeptorprotein bR fungiert als Protonenpumpe in Halobacterium salinarium. Die
Initialreaktion nach Photoanregung ist eine ultraschnelle all-trans-13-cis-Isomerisierung seines
Chromophors Retinal. Diese startet seinen Photozyklus, eine Reihe von thermischen Reaktion, die
fir den Protonentransport sorgen. Um mehr Uber den Mechanismus der photoinitiierenden
Isomerisierungsreaktion des bR -Photozyklus zu erfahren, wurden zundchst fir das minimale
Modell des Retinalchromophors in bR mit drei Doppelbindungen (E-PSB3) Potentialhyperflachen
erstellt. Die Berechnungen wurden mit der CASSCF-Methode und darauf aufbauender
CASPT2-Methode ausgefihrt. Diese sollten einen Einblick tber wichtige Zusammenhange
wahrend der Torsion gewéhren. Analog dazu diente die Berechnung einer Potentialhyperflache des
(2)-1somers Z-PSB3 der Veranschaulichung der Riickreaktion. Daraus konnte entnommen werden,
dass die Stellung der Wasserstoffe des Diederwinkels H10-C3=C4-H11 eine entscheidende Rolle
fir das Erreichen der Durchdringungsregion von S; und S, spielen. Anschlielend wurde flr ein
weiteres Modell mit sechs Doppelbindungen (N-Me-PSB6) jeweils die Torsion um den zentralen
Diederwinkel und den benachbarten Diederwinkel, entsprechend der C13=C14-Bindung in bR,
verfolgt. Dabei konnte festgestellt werden, dass die Torsion um den zentralen Diederwinkel
gegeniiber dem der C13=C14-Torsion bevorzugt ist. Schlie3lich wurden Computermodelle von bR
und einem H-substituierten bR (bR-ARNASH) anhand von Altoe, et. al. 2010 sowie Poli gefertigten
Startgeometrien, Gbernommen. Da die Protonierung in bR von Altog, et. al. 2010 bei einigen
Aminosauren nicht eindeutig war, sollten bereits durchgefiihrte Torsionspfade und spektroskopische
Berechnungen nachvollzogen werden. Dazu wurden QMM/MM-Verfahren verwendet. Die
H-Substitution des bR-ARNASH sollte zu einer bathochromen Verschiebung im Chromophor
fihren, sodass ein naher am experimentellen Wert liegendes Absorptionsmaximum erwartet wird.
Mit den Startgeometrien der Modelle bR und bR-ARNASH konnten optimierte Geometrien der
ersten drei elektronischen Singulett-Zustdnde berechnet und die Isomerisierungsreaktion

nachempfunden werden.
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Analog zur Bestimmung des favorisierten Torsionswinkels im Vakuum, konnte der bevorzugte
Drehwinkel fur bR berechnet werden. In bR ist die Favorisierung genau umgekehrt zum Retinal im
Vakuum, da die Methylgruppen des Chromophors in der Proteinumgebung eine sterische
Hinderung erfahren. Zudem wurde ein Energieprofil fur die optimierte S,-Geometrie durchgefihrt.
Dort wurde festgestellt, dass keine Entartung von Zustdnden vorliegt. Fir das Kristallwasser,
welches sich in der Nahe der Schiffbase im Chromophor befindet, konnte ein Einfluss auf die
Isomerisierungsreaktion festgestellt werden. Fur bR und bR-ARNASH wurden vertikale
elektronische Ubergange ermittelt. Das erhaltene Absorptionsmaximum fir bR im Grundzustand
wies eine hohe Abweichung gegenuber dem experimentellen Wert auf. Das Absoprtionsmaximum
von bR-ARNASH im Grundzustand zeigt eine bathochrome Verschiebung gegeniiber bR und liegt
nédher am experimentellen Wert. bR-ARNASH beschreibt somit bR besser als das urspriingliche
Modellsystem bR.B% !
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/.  Summary

The photoreceptor protein bR

The photoreceptorprotein bR acts as a proton pump in Halobacterium salinarium. The initial reac-
tion after photoexcitation is an ultrafast all-trans 13-cis isomerization of its chromophor retinal.
This isomerization starts its photocycle, a lot of thermal reactions, which are responsible for the
proton transport. To get a better understanding of how the photoinitial isomerization step of the bR
cycle works, a potential energy surface of the minimal set of the chromophoric part of bR (E-PSB3)
was created. The calculations were conducted by the CASSCF method and further calculations
based on CASSCF were developed by the CASPT2 method. The results should give an insight
about important aspects during the torsion.Analagous calculation was conducted for the diastereo-
mer of Z-PSB3. The position of the hydrogens in the dihedral angle H10-C3=C4-H11 are crucious
to get to the conical intersection of S; and S, formation of the product of the photoisomerization
step. Calculations in vacuo were executed for an extended model with six double bonds
(N-Me-PSB6) to propose, if the torsion around the central dihedral angle or the neighbored dihedral
angle, appropriate to the dihedral angle C13=C14 in bR would be favored in vacuo. One could find

out that the central dihedral angle is favored. Eventually models of bR and an H-substituted bR,

(bR-ARNASH) from Altog, et. al. 2010 as well as Poli were taken. Due to unclear protonation of
some amino acids, earlier conducted minimum energy paths and spectroscopic calculations of this
model were recalculated with the correctly protonated structure. For this purpose the method of
choice is QM/MM methods. The H substitution of bR-ARNASH was suggested to lead to a ba-
thochromic shift in the chromophor. Therefore an absorption maximum, which is closer to the expe-
rimental value, was estimated. With the start geometries optimized geometries o f the first three
singular states could be calculated, and the isomerization reaction could be developed by the plot of
minimum energy paths. Analagous to the determination of the favored torsion angle in vacuo, the
favored rotation angle of bR could be calculated. In bR the favorization is vice versa to results in
vacuo, due to the steric hindrance of the methyl of the chromophore in the protein environment.
Furthermore a minimum energy path of the optimized S, geometry was performed. From the results

it could be seen that no degeneracy of states are present.
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For the crystal water next to the Schiff base in the chromophor, an influence according to the isome-
rization reaction was concluded. For bR and bR-ARNASH vertical electronic transitons were de-
termined. The obtained absorption maximum of bR in the ground state lead to a strong deviation in
contradiction to the experimental value. Thus the suggestion of Polli was correct. Hence

bR-ARNASH describes bR in a more accurate way than the original model. !
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8. Anhang

A: Tabellen

Tabelle A.1: Energieprofil von N-Me-PSB6-C13 = C14-S; . Fuhrende Konfigurationen der
CASSCF-Rechnungen. Links Diederwinkel C12-C13=C14-C15 in °.
CASSCF

S; fuhrende Konfigurationen

1. Wichtung 2. Wichtung 3. Wichtung
180 | 2222ba0000 0,69 2222ab0000 0,69 2222200000 0,08
170 | 2222ba0000 0,69 2222ab0000 0,69 2222200000 0,08
160 | 2222ba0000 0,69 2222ab0000 0,69 2222200000 0,07
150 | 2222ba0000 0,71 2222ab0000 0,71 2222200000 0,06
140 | 2222ba0000 0,73 2222ab0000 0,73 2222200000 0,03
130 | 2222ba0000 0,60 2222ab0000 0,60 2222200000 0,16
120 | 2222ba0000 0,66 2222ab0000 0,66 2222200000 0,11
110 | 2222ba0000 0,75 2222abh0000 0,75 2222200000 0,03
100 | 2222ba0000 0,78 2222abh0000 0,78 222ba20000 0,02
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Tabelle A.2: Energieprofil von N-Me-PSB6-C11 = C12-S; . Fuhrende Konfigurationen der
CASSCF-Rechnungen. Links Diederwinkel C11-C12=C13-C14 in °.
CASSCF

S; fiuhrende Konfigurationen

1. Wichtung 2. Wichtung 3. Wichtung
180 | 2222ba0000 0,69 2222ab0000 0,69 2222200000 0,08
170 | 2222ba0000 0,69 2222ab0000 0,69 2222200000 0,08
160 | 2222ba0000 0,70 2222ab0000 0,70 2222200000 0,07
150 | 2222ba0000 0,73 2222ab0000 0,73 2222200000 0,03
140 | 2222ba0000 0,70 2222ab0000 0,70 2222200000 0,11
130 | 2222ba0000 0,70 2222ab0000 0,70 2222200000 0,10
120 | 2222ba0000 0,76 2222ab0000 0,76 2222200000 0,06
110 | 2222ba0000 0,80 2222ab0000 0,80 2222200000 0,02
100 | 2222ba0000 0,82 2222ab0000 0,82 2220ab2000 0,01
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Tabelle A.3: Bindungslangen des Chromophors von bR-S,, bR-S;-SA2, bR-S;-SA3, bR-5,-SA3
und bR-ARNASH-S,,. Bindungslangen flr alternierende C=C.

Bindungslange / A
C5=C6 137
c7=C8 1,35
5 C9=C10 1,36
C11=C12 1,36
C13=C14 1,36
C5=C6 1,44
c7=C8 1,44
[qV]
%I C9=C10 1,43
%) C11=C12 1,43
. C13=C14 1,44
S C5=C6 1,44
c7=C8 1,44
3
&5 C9=C10 1,43
%) C11=C12 1,43
C13=C14 1,44
C5=C6 1,38
c7=C8 1,37
™
5 C9=C10 1,40
%) C11=C12 1,40
C13=C14 145
C5=C6 1,36
é c7=Cc8 1,35
Z 5 C9=C10 1,36
3 C11=C12 1,36
= C13=C14 1.37
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Tabelle A.4: Bindungslangen des Chromophors von bR-S,, bR-S;-SA2, bR-S;-SA3, bR-5,-SA3
und bR-ARNASH-S,. Bindungslangen fir alternierende C-C.

Bindungslange / A

C6-C7 1.48
C8-C9 1,47
5 Cl0-Cl1 1,45
C12-C13 1,43
C14-C15 1,43
C6-C7 1.40
C8-C9 1.40

[qV]
& ci1o-c11 1,39
W c12-C13 1,38
5 C14-C15 1,40
S C6-C7 1.40
C8-C9 1.40

2
& clo-ci1 1,39
»  c12-C13 1,38
C14-C15 1,40
C6-C7 1.46
o C8-C9 1.43
$ c1o-ci1 1,40
»  Cc12-C13 1,40
C14-C15 137
C6-C7 1.49
i, C8-C9 1,47
2 s clocil 145
3 C12-C13 1,45
= C14-C15 143
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Tabelle A.5: Diederwinkel des Chromophors von bR-S,. Diederwinkel beginnen zwischen der

ersten Einfachbindung nach dem B-lononring und enden zwischen der C=N.

So Diederwinkel / °
C5=C6-C7=C8 168
C6-C7=C8-C9 172

C7=C8-C9=C10 -167
C8-C9=C10-C11 176
C9=C10-C11=C12 -172
C10-C11=C12-C13 -171
C11=C12-C13=C14 170
C12-C13=C14-C15 -157
C13=C14-C15=N21 178
C14-C15=N21-C22 -163

Tabelle A.6: Diederwinkel des Chromophors von bR-S;-SA2. Diederwinkel beginnen zwischen der

ersten Einfachbindung nach dem B-lononring und enden zwischen der C=N.

S; Diederwinkel / °
C5=C6-C7=C8 177
C6-C7=C8-C9 165

C7=C8-C9=C10 -170
C8-C9=C10-C11 174
C9=C10-C11=C12 -175
C10-C11=C12-C13 -173
C11=C12-C13=C14 175
C12-C13=C14-C15 -150
C13=C14-C15=N21 179
C14-C15=N21-C22 -167
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Tabelle A.7: Diederwinkel des Chromophors von bR-S;-SA3. Diederwinkel beginnen zwischen der

ersten Einfachbindung nach dem B-lononring und enden zwischen der C=N.

S, Diederwinkel / °
C5=C6-C7=C8 177
C6-C7=C8-C9 165

C7=C8-C9=C10 -170
C8-C9=C10-C11 174
C9=C10-C11=C12 -175
C10-C11=C12-C13 -173
C11=C12-C13=C14 175
C12-C13=C14-C15 -148
C13=C14-C15=N21 179
C14-C15=N21-C22 -167

Tabelle A.8: Diederwinkel des Chromophors von bR-S,-SA3 . Diederwinkel beginnen zwischen der

ersten Einfachbindung nach dem B-lononring und enden zwischen der C=N.

S, Diederwinkel / ©
C5=C6-C7=C8 171
C6-C7=C8-C9 -172

C7=C8-C9=C10 -169
C8-C9=C10-C11 174
C9=C10-C11=C12 -174
C10-C11=C12-C13 -177
C11=C12-C13=C14 173
C12-C13=C14-C15 -148
C13=C14-C15=N21 -176
C14-C15=N21-C22 -165
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Tabelle A.9: Diederwinkel des Chromophors von bR-ARNASH-S, . Diederwinkel beginnen

zwischen der ersten Einfachbindung nach dem B-lononring und enden zwischen der C=N.

So Diederwinkel / ©
C5=C6-C7=C8 175
C6-C7=C8-C9 172

C7=C8-C9=C10 -163
C8-C9=C10-C11 178
C9=C10-C11=C12 -174
C10-C11=C12-C13 -171
C11=C12-C13=C14 172
C12-C13=C14-C15 -156
C13=C14-C15=N21 -173
C14-C15=N21-C22 -164

Tabelle A.10: Vertikale elektronische Anregungen von bR-S,. CASSCF-, SS-CASPT2- und
MS-CASPT2-Energien in Hartree und relative Elektronenvolt sowie in Wellenldngen. Die relativen

Energien beziehen sich jeweils auf den elektronischen Grundzustand.

CASSCF SS-CASPT2 MS-CASPT2
S0 E/E, AE/eV AA/nm E/E, AE/eV AA/nm E/E, AE/eV AA/nm
Sy |-635,28445 0,00 0 -637,22026 0,00 0 -637,22946 0,00 0
S;|-635,13951 3,94 314 -637,10627 3,10 400 -637,13783 2,49 497
S,|-635,11320 4,66 266 -637,10856 3,04 408 -637,08593 3,91 317
S;|-635,10077 5,00 248 -637,07229 4,03 308 -637,05428 4,77 260
S,|-635,07089 5,81 213 -637,03426 5,06 245 -637,03415 5,31 233
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Tabelle A.11: Vertikale elektronische Ubergédnge von hR-S;-SA2. CASSCF-, SS-CASPT2- und
MS-CASPT2-Energien in Hartree und Elektronenvolt sowie in Wellenldngen. Die relativen

Energien beziehen sich jeweils auf den elektronischen Grundzustand.

CASSCF SS-CASPT2 MS-CASPT2
= E/E; AE/eV AA/nm E/E, AE/eV A/nm E/E; AE/eV AA/nm
Sy |-635,86670 0,00 0 -637,83575 0,00 0 -637,83759 0,00 0
S, |-635,76173 2,86 434 -637,74748 2,40 516 -637,75539 2,24 554
S, |-635,72567 3,84 323 -637,71853 3,19 389 -637,74219 2,60 478
S;|-635,70030 4,53 274 -637,73053 2,86 433 -637,71692 3,28 378
S,|-635,68477 4,95 250 -637,68843 4,01 309 -637,66863 4,60 270

Tabelle A.12: Vertikale elektronische Ubergange von bR-S;-SA3. CASSCF-, SS-CASPT2- und
MS-CASPT2-Energien in Hartree und Elektronenvolt sowie in Wellenlangen. Die relativen
Energien beziehen sich jeweils auf den elektronischen Grundzustand.

CASSCF SS-CASPT2 MS-CASPT2
S E/E;q AE/eV AA/nm E/E;q AE/eV A/nm E/E;, AE/eV AA/nm
So | -635,88525 0,00 0 -637,84858 0,00 0 -637,84947 0,00 0
S, |-635,76388 3,30 375 -637,74633 2,78 446  -637,74638 2,81 442
S, |-635,72583 4,34 286 -637,71615 3,60 344  -637,74581 2,82 440
S;|-635,70184 4,99 248 -637,73724 3,03 409 -637,71392 3,69 336
S, |-635,68842 5,36 231 -637.68199 4,53 274 -637,67473 4,75 261

Tabelle A.13: Vertikale elektronische Ubergiange von bR-S,-SA3. CASSCF-, SS-CASPT2- und
MS-CASPT2-Energien in Hartree und Elektronenvolt sowie in Wellenldngen Die relativen

Energien beziehen sich jeweils auf den elektronischen Grundzustand.

CASSCF SS-CASPT2 MS-CASPT2
> E/En AE/eV AA/nm E/En AE/eV AA/nm E/Ex AE/eV AA/nm
So | -635,84569 0,00 0 -637,81717 0,00 0 -637,81998 0,00 0
S;|-635,74906 2,63 472 -637,73560 2,22 559 -637,74581 2,02 614
S, [-635,71065 3,67 337 -637,70493 3,05 406 -637,72973 2,46 505
S;3 | -635,68596 4,35 285 -637,71281 2,84 437 -637,70116 3,23 383
S, |-635,67232 4,72 263 -637,68119 3,70 335 -637,65502 4,49 276
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Tabelle A.14:  Vertikale elektronische Anregungen von bR-ARNASH-S, . CASSCF-,
SS-CASPT2- und MS-CASPT2-Energien in Hartree und Elektronenvolt sowie in Wellenléangen.

Die relativen Energien beziehen sich jeweils auf den elektronischen Grundzustand.

s CASSCF CASPT2-SS CASPT2-MS
0 E/E, AE/eV A/nm E/E, AE/eV A/nm E/E, AE/eV A/nm
So | -635,63901561 0,00 0 -637,58180895 0,00 0 -637,59286353 0,00 0

S; | -635,50701035 3,59 345 -637,48625764 2,60 477  -637,50877357 2,29 542
S, | -635,48151820 4,29 289  -637,47503976 2,91 427  -637,45142556 3,85 322
Ss| -635,46488075 4,74 262 -637,43813693 3,91 317 -637,42854430 4,47 277
S, | -635,43396626 5,58 222  -637,40587182 4,79 259  -637,40550815 5,10 243

Tabelle A.15: Vertikale elektronische Anregungen von bR-S,. Oszillatorstarken der CASSCF- und
MS-CASPT2-Rechnungen.

CASSCF MS-CASPT2
So
f f
So—S;| 1,188 1,449
So—S,| 0,140 0,222
So—S;| 0,352 0,004
So—S4| 0,002 0,002
S;—S,| 0,072 0,012
S;—S;| 0,038 0,000
S;—S,4| 0,001 0,002
S,—S;| 0,051 0,002
S,—»S,| 0,006 0,002
S;—S,| 0,000 0,001
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Tabelle°A.16: Vertikale elektronische Ubergange von bR-S;-SA2 . Oszillatorstarken der
CASSCF- und MS-CASPT2-Rechnungen.

CASSCF MS-CASPT2
S1
f f
So—S;| 0,008 0,972
So—S,| 2,004 0,384
S—Sz| 0,023 0,025
So—S4| 0,391 0,026
S;—S;,| 0,009 0,015
S;—S3| 0,002 0,004
S;—S4| 0,031 0,032
S,—Sz| 0,001 0,001
S,—S,| 0,052 0,001
S;—S,| 0,016 0,007

Tabelle A.17: Vertikale elektronische Ubergiange von bR-S;-SA3 . Oszillatorstarken der
CASSCF- und MS-CASPT2-Rechnungen.

CASSCF MS-CASPT2
S1
f f
S—S;| 0,000 0,016
So—S,| 2,469 1,408
So—Sz| 0,023 0,102
So—S4| 0,108 0,021
S;—S;| 0,021 0,000
S;—Sz| 0,002 0,004
S;1—S4| 0,002 0,005
S,—Sz| 0,002 0,003
S,—»S,| 0,008 0,004
S;—S,| 0,001 0,002
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Tabelle°A.18: Vertikale elektronische Uberginge von bR-S,-SA3 . Oszillatorstarken der
CASSCF- und MS-CASPT2-Rechnungen.

CASPT2-55 MS-CASPT2
S0 f f
S—S;| 0,337 1,582
So—S,| 1,053 0,269
Sy—-S;| 0,173 0,002
Sy—S,| 0,002 0,002
S;—S,| 0,149 0,026
S, —-S;| 0,096 0,007
S,-S,| 0,005 0,004
S,-S;| 0,038 0,001
S,S,| 0,002 0,005
S;—S,| 0,003 0,002

Tabelle°A.19: Vertikale elektronische Anregungen von bR-ARNASH-S,. Oszillatorstarken der
CASSCF- und MS-CASPT2-Rechnungen.

CASSCF MS-CASPT2
So
f f
So—S;| 0,337 1,582
So—S,| 1,053 0,269
So—Sz| 0,173 0,002
So—S4| 0,002 0,002
S;—S;| 0,149 0,026
S1—Sz| 0,096 0,007
S1—S4| 0,005 0,004
S,—Sz| 0,038 0,001
S,—»S,| 0,002 0,005
S;—S,| 0,003 0,002
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Tabelle A.20: Vertikale elektronische Anregungen von bR-S,. Flihrende Konfigurationen der CASSCF und MS-CASPT2-Rechnungen.
CASSCF MS-CASPT2
So fuhrende Konfigurationen fuhrende Konfigurationen
1. Wichtung 2. Wichtung 3. Wichtung 1. Wichtung 2. Wichtung 3. Wichtung
So | 222222000000 0,68 22222ud00000 0,03 222220200000 0,02 222222000000 0,75 222220200000 0,02 2222udud0000 0,01
S; | 22222ud00000 0,44 222220ud0000 0,08 22222u00d000 0,05 22222ud00000 0,52 22222u0d0000 0,11 2222ud200000 0,05
S, 222220200000 0,26 22222u0d0000 0,16 2222u2d00000 0,13 222220200000 0,27 2222u2d00000 0,15 22222ud00000 0,08
S3z | 2222ud200000 0,17 222u22d00000 0,15 22222ud00000 0,11 222u22d00000 0,16 2222ud200000 0,14 222220ud0000 0,11
S; | 22u222d00000 0,20 22222u00000d 0,09 222u2d200000 0,07 22u222d00000 0,19 22222u00000d 0,08 222u2d200000 0,07
Tabelle A.21: Vertikale elektronische Ubergange von bR-S;-SA2. Fiihrende Konfigurationen der CASSCF- und MS-CASPT2-Rechnungen.
CASSCF MS-CASPT2
S; fihrende Konfigurationen fuhrende Konfigurationen
1. Wichtung 2. Wichtung 3. Wichtung 1. Wichtung 2. Wichtung 3. Wichtung
Sy | 222222000000 0,54 22222ud00000 0,16 222220200000 0,03 222222000000 0,61 22222ud00000 0,09 222220200000 0,03
S; 222220200000 0,22 2222u2d00000 0,15 22222u0d0000 0,15 22222ud00000 0,49 222222000000 0,08 2222u2d00000 0,07
S, | 22222ud00000 0,35 222222000000 0,12 2222ud200000 0,07 222220200000 0,21 22222u0d0000 0,11 22222ud00000 0,10
Sz | 222u22d00000 0,14 2222ud200000 0,13 22222u00d000 0,10 222u22d00000 0,16 222220ud0000 0,11 22222u00d000 0,09
S, | 22u222d00000 0,14 22222ud00000 0,13 222u22d00000 0,09 22u222d00000 0,20 222u2d200000 0,08 222u22d00000 0,08
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Tabelle A.22: Vertikale elektronische Ubergange von bR-S;-SA3. Filhrende Konfigurationen der CASSCF- und MS-CASPT2-Rechnungen.
CASSCF MS-CASPT2
S; fuhrende Konfigurationen fuhrende Konfigurationen
1. Wichtung 2. Wichtung 3. Wichtung 1. Wichtung 2. Wichtung 3. Wichtung
Sy | 222220000002 0,67 2222ud000002 0,01 2222u0d00002 0,01 222220000002 0,68 222u20d00002 0,02 2222ud000002 0,02
S1 | 222200200002 0,29 222u20d00002 0,15 2222ud000002 0,15 222200200002 0,29 222u20d00002 0,15 2222ud000002 0,13
S, | 2222u0d00002 0,60 222220000002 0,02 22220ud00002 0,02 2222u0d00002 0,62 2222ud000002 0,01 222200200002 0,01
S3 | 22u220d00002 0,17 22220ud00002 0,14 222ud0200002 0,13 222ud0200002 0,19 22u220d00002 0,15 22220ud00002 0,10
S4 | 2222u000d002 0,08 22u2d0200002 0,06 222200ud0002 0,05 u22220d00002 0,15 22u2d0200002 0,07 222udud00002 0,07
Tabelle A.23: Vertikale elektronische Ubergange von bR-S,-SA3. Fiinrende Konfigurationen der CASSCF- und MS-CASPT2-Rechnungen.
CASSCF MS-CASPT2
S, fihrende Konfigurationen fuhrende Konfigurationen
1. Wichtung 2. Wichtung 3. Wichtung 1. Wichtung 2. Wichtung 3. Wichtung
Sy | 222222000000 0,48 22222ud00000 0,22 222220200000 0,03 222222000000 0,59 22222ud00000 0,11 222220200000 0,03
S; | 222220200000 0,19 22222u0d0000 0,16 2222u2d00000 0,14 22222ud00000 0,49 222222000000 0,10 2222u2d00000 0,07
S, |22222ud00000 0,25 222222000000 0,14 2222ud200000 0,07 222220200000 0,20 22222u0d0000 0,13 22222ud00000 0,06
S; | 222u22d00000 0,13 2222ud200000 0,11 22222u00d000 0,09 222u22d00000 0,15 222220ud0000 0,10 22222u00d000 0,09
S, |22222ud00000 0,15 222u22d00000 0,11 22u222d00000 0,11 22u222d00000 0,18 222u2d200000 0,08 222u22d00000 0,11
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Tabelle A.24 Vertikale elektronische Anregung von bR-ARNASH-S,y. Fuhrende Konfigurationen der CASSCF- und MS-CASPT2-Rechnungen.
CASSCF MS-CASPT2
So fuhrende Konfigurationen fuhrende Konfigurationen
1. Wichtung 2. Wichtung 3. Wichtung 1. Wichtung 2. Wichtung 3. Wichtung

So | 222222000000 0,67 22222ud00000 0,03 222220200000 0,02 222222000000 0,75 222220200000 0,02 22222ud00000 0,01
S; 222220200000 0,23 22222u0d0000 0,13 22222ud00000 0,13 22222ud00000 0,53 22222u0d0000 0,07 2222ud200000 0,06
S, | 22222ud00000 0,41 222220ud0000 0,07 222222000000 0,05 222220200000 0,28 2222u2d00000 0,12 22222ud00000 0,08
S3z | 2222ud200000 0,17 222u22d00000 0,14 22222u00d000 0,07 222u22d00000 0,16 2222ud200000 0,14 222220ud0000 0,11
S, |22u222d00000 0,19  22222u00000d 0,08  222u2d200000 0,07  22u222d00000 0,19  2222udud0000 0,08  222u2d200000 0,07
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B:  Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1.1: Gewasser mit roter Farbe verursacht durch Bakteriorhodopsin in Halobacteria. a)
See in Australien, b) Owens Lake, Vereinigte Staaten, c) Salzteich in San Francisco, Vereinigte
RS L]0 T PRSPV PPRPR 3
Abbildung 1.2: Phylogenetischer Baum ausgehend von den drei Doménen, Archaaen, Bakterien und
Eukaryoten, welche dem gleichen Ursprung entstammen. Einige Untergruppen sind in den
entsprechenden DomaNen aufgefUNIt.............oviiiiiii e 4

Abbildung 1.3: Halobacterium salinarium mit Flagellen. Sie dienen der Fortbewegung der Archaee

Abbildung 1.4: Kristalle von NaCl mit roter Farbe verursacht durch Bakteriorhodopsin in
Halobacteria. Diese Archaaen kénnen solch widrigen Lebensbedingungen trotzen. ..............cc......... 5
Abbildung 1.5: Struktur von Bakteriorhodopsin in Halobacterium salinarium. Hervorgehoben ist
der Teil, der fiir den Protonentransport WiChtig iSt. .........ccovviiiiiiie i 7
Abbildung 1.6: Vereinfachter Photozyklus von bR . Der Protonenaustausch ist an den
entsprechenden Stellen gekennzeichnet. Indizes neben den Zustdnden weisen auf die
Absorptionsmaxima der jerweiligen Spezies hin. Die Farben der Zustande geben die Emissionsfarbe
wieder. Dicke Pfeile stellen photochemische, dinne Pfeile thermische Reaktionen dar. Rote Pfeile
stehen fur irreversible, griine Doppelpfeile flr reversible Reaktionen. Die Zustande Pyqy Und Q3go
gehoren nicht dem natiirlichen Photozyklus an und sind deshalb blass dargestellt. bRz ist hier als
bRs7, mit gerundetem Absorptionsmaximum angegeben. .........cooveeiieie e 8
Abbildung 1.7: Protoneniibertragungsmechanismus in Bakteriorhodopsin. Grundzustand (a) und
das Lgsg- (b), Myq0- (C) und Nsgo- (d) Zwischenprodukte als Teil des Photozyklus wiedergibt.
,,Inside* und ,,Outside kennzeichnen intrazelluldren und extrazelluldren Bereich. ................cc.uueee. 9
Abbildung 1.8: Protonenpfad in bR. Die Zahlen 1-5 geben die Reihenfolge der Protonsubstitutionen
an. Oben: Intrazellulérer Bereich. Unten: Extrazelluldrer Bereich. .........c.cccoovvvvveieneic i, 10
Abbildung 1.9: Energiespeicherungsprozess von Bakteriorhodopsin. Die drei Farben fir den
Lichteinfall sollen das gesamte naturliche Farbspektrum darstellen. Die Richtung des
Protonentransfers ist durch die Dblauen Pfeile markiert. Weille Pfeile sollen die
Energiegewinnungsreaktion mit Hilfe von ATP-Synthase verdeutlichen, wéhrend der schwarze
Pfeil die Reaktion von ADP nach ATP KennzeiChNet...........cccoooviieiiiie i 11
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Abbildung 1.10: Stammverbindung der Retinoide. Fur R werden mogliche Substituenten aufgefiihrt.

Abbildung 1.11: Stammverbindung der Carotinoide. Stammname ,,Carotin®. .............cccccevvververnnnnn. 12
Abb. 1.12: Photoisomerisierung des Retinalchromophors in bR. links: protonierte Schiffbase
all-trans (PSBT), rechts: protonierte Schiffbase 13-CiS (PSBL13). ......cccccecverviiieiieieee e 13
Abbildung 1.13: Progressiver photoinduzierter Zyklus von Bakteriorhodopsin mit
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Abbildung 4.18: Vertikale elektronische Anregungen von bR-S,. Die Rechnungen basieren auf
einer im elektronischen Grundzustand optimierten Geometrie. Linke Seite: SS-CASPT2, rechte
Seite: MS-CASPT2. Die fiihrenden Konfigurationen sind auf der linken Seite der Zustande
angegeben. GZ: elektronischer Grundzustand, HL: HOMO/LUMO, DA: Doppelanregung.
Absorptionsmaxima und Oszillatorstarken befinden sich an entsprechender Stelle. In kursiv ist das

experimentelle Absorptionsmaximum fiir den S, — S;-Ubergang angegeben..........c..cccccevevrnnee. 56

Abbildung 4.19: Vertikale elektronische Anregungen von bR-S;-SA2. Die Rechnungen basieren auf
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Seite: MS-CASPT2. Die fuhrenden Konfigurationen sind auf der linken Seite der Zustdnde
angegeben. GZ: elektronischer Grundzustand, DA: Doppelanregung, EA: Einzelanregung, HL:
HOMO/LUMO. Absorptionsmaxima und Oszillatorstarken befinden sich an entsprechender Stelle.

Abbildung 4.20: Vertikale elektronische Anregungen von bR-S,-SA3. Die Rechnungen basieren auf
einer im elektronischen Grundzustand optimierten Geometrie. Linke Seite: SS-CASPT2, rechte
Seite: MS-CASPT2. Die flhrenden Konfigurationen sind auf der linken Seite der Zusténde
angegeben. GZ: elektronischer Grundzustand, DA: Doppelanregung, EA: Einzelanregung, HL.:
HOMO/LUMO. Absorptionsmaxima und Oszillatorstarken befinden sich an entsprechender Stelle.
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Abbildung 4.21: S; -Geometrie von bR nach einer Torsion um den Diederwinkel
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Abbildung 4.23: Energieprofile von bR im Vergleich zu Altog, et al., 2010 wéhrend Torsion um
C13=14 fur den elektronischen Grundzustand und den ersten angeregten Singulett-Zustand. Die rel.
Energien beziehen sich auf den ersten elektronisch angeregten Singulett-Zustand des Chromophors,
bei dem um C13=C14 gedreNt WIrd. .........cooiiiiiiieiie e 62
Abbildung 4.24: Energieprofil von bR-C13 = (C14-S, . Zusatzlich sind die aus der
state-averaged-Berechnung ermittelten S,- und S; -Zustdnde angegeben. Die Energien stehen in
Relation zum S;-Zustand des Chromophors, bei dem um den Diederwinkel C3-C4=C5-C6 gedreht
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Abbildung 4.25: Energieprofile fur die Torsion um die C13 = C14 und die €11 = C12. Im
S; -Zustand. Zusatzlich sind die aus der state-averaged-Berechnung ermittelten S, -Zustande
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Abbildung 4.27: Verwendete Startgeometrien. a) Ausschnitt aus bR von Altoe, et al., 2010, b)
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CoN-BINAUNG. ..ttt b bt bbbt e bt e et e b e bbbt 70

Abbildung 4.31: Vertikale elektronische Ubergénge von bR-ARNASH-S,. Die Rechnungen basieren
auf einer im elektronischen Grundzustand optimierten Geometrie. Linke Seite: SS-CASPT2, rechte
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Absorptionsmaxima und Oszillatorstarken befinden sich an entsprechender Stelle. ..............c......... 71
Abbildung E.1: Vereinfachter Photozyklus von Bakteriorhodopsin. Die Werte in Klammern weisen
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Abbildung E.2: Symbol fur den vereinfachten Photozyklus von Bakteriorhodopsin. Die
unterschiedliche Schattierung hebt die verscheidenen Zustdnde des Bakteriorhodopsin hervor,

wobei die Schattierungen wiederholt benutzt werden und daher keinem bestimmten Zustand
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zugeordnet werden. Die unterstichene ,,10° steht fiir die Symbolnummer der Grafik. ,,12” deutet
den hauptséchlichen Photozyklus an, ,,14” impliziert den verzweigten Teil und ,,16” (Kuchenstuick)
stellt den stabilen Teil der Spezies dar. Pfeile verdeutlichen die Reaktionsprozesse. ,,P” weist auf
den Paging-Prozess hin, welcher mittels Laser- (Light Amplification by Stimulated Emission

Radiation)strahl mit einer Wellenldnge von 600 nm induziert wird. Bei ,,W” findet der
Schreibprozess verursacht durch einen Laserstranl mit einer Wellenlange von 680 nm statt. ,,C”
kennzeichnet den Lodschprozess, welcher durch einen Laserstrahl mit einer Wellenldnge von
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Abbildung E.3: Sowohl Schreib- als auch Leseprozess von Bakteriorhodopsin fur die Verwendung
als optisches Speichermedium. x-Achse: Sowohl Schreib- als auch Leseprozess-Gerate, y-Achse:
wie in der Abbildung angegeben. 7,,: Impulsdauer. 24: Kivette. 30: Speicherseite. 32: Datenfeld. 34:
Datenstrahlen. 36a: Datenzelle a. 36b: Datenzelle b. 36c: Datenzelle c. 40: CID-Element
(Ladungsinjektions-GerateleMent).........c.couiiieiiee et 110
Abbildung E.4: Schema eines adaptiv-fokussierenden Schlieren-Systems. Die Testregion soll einen

Gasbrenner darstellen. Pfeile weisen auf Laserstrahlen NiN. ............eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeneees 111
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E:  Anwendungsmoglichkeiten

E.1: Bakteriorhodopsin fiir nanoelektronische Bauelemente

Bakteriorhodopsin ist ein natirlicher photonischer Kristall. Ein photonischer Kristall ist nach
Yablonovich, E., 1987 ,ecine dreidimensionale periodische dielektrische Struktur [... mit] einer
elektromagnetischen Bandliicke, welche mit der elektronischen Bandkante tiberlappt™. D. h., ein
photonischer Kristall sei eine dielektrische Spezies mit Periodizitat in drei Dimensionen, welche
eine metalldhnliche elektronische Bandstruktur besitzt. Tatsachlich sind neuerdings auch
eindimensionale und zweidimensionale photonische Kristalle bekannt. Photonische Kristalle sind

im Bereich der nanoelektronische Bauelemente als optische Leiterplatten von Interesse. 8% 1% 45 12

82, 35, 53, 79]

E.2: Bakteriorhodopsin als optischer Speicher

Wegen der hohen thermischen und photochemischen Stabilitdt von bRs¢g und den Zustanden Pyq,
und Qsgo gegen Schadigung, kommt Bakteriorhodopsin als optisches Speichermeidum in Betracht.
(Abb. 1.16). Nach initiierender photochemischer Anregung gelangt bRsgs zum Zustand H im
FC-Bereich und relaxiert Uber die Zustande I,¢q (Minimum im S;-Zustand und Js,5 (vibratorisch
angeregter elektronischer Grundzustand) zum Photoprodukt Ksq, . Anschlielend erfolgen
thermische Reaktionen von Lss, Uber M4,y und Nggo bis hin zu Og4¢ und wieder zurlick zu bRseg.

Kso Und M, konnen auch direkt wieder zu bRs¢q Via Photoanregung konvertiert werden. %7
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Abbildung 1.16: Vereinfachter Photozyklus von Bakteriorhodopsin. Die Werte in Klammern weisen
auf das Absorptionsmaximum hin. Die Pfeile geben die Richtung der Reaktion an. Die Reaktionen
verlaufen thermisch, wenn nicht durch hv (photochemische Reaktion) gekennzeichnet. Die
angegebenen Zeiten zwischen Pfeilen stehen fur die Relaxationszeiten erster Ordnung bei 30 °C.
Die Zustande sind mit gerundeten Absorptionsmaxima angegeben. Im Text sind genauere

Absorptionsmaxima aufgefihrt.!® 4!

Der hauptsachliche Photozyklus kann erweitert warden, wenn der Zustand Ogy, bestrahlt wird.
(Abb. 1.17). Dadurch kann der Zustand P,q, erhalten werden, welcher thermisch zu Qsg, reagieren
kann. Des Weiteren kann P,q, photochemisch wieder zu Og4, zuriick reagieren. Um den erweiterten

Photozyklus zu schlieBen kann Qsg, sowohl photochemisch als auch thermisch zu bRs¢g zuriick
reagieren. Eine Mischung von 95 % bRsgg Und 5% P9 + Q350 Wurde als optimal fir die

Darstellung von “0” angesehen und 90 % bRs¢g und 10 % Py + Q350 Wurden fir “1” verwendet.

,0° und ,,1¢ stehen dabei fiir die Ziffern des Binarcodes.® %!
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Abbildung 1.17: Symbol fir den vereinfachten Photozyklus von Bakteriorhodopsin. Die
unterschiedliche Schattierung hebt die verscheidenen Zustdnde des Bakteriorhodopsin hervor,
wobei die Schattierungen wiederholt benutzt werden und daher keinem bestimmten Zustand
zugeordnet werden. Die unterstichene ,,10“ steht fiir die Symbolnummer der Grafik. ,,12” deutet
den hauptséchlichen Photozyklus an, ,,14” impliziert den verzweigten Teil und ,,16” (Kuchenstiick)
stellt den stabilen Teil der Spezies dar. Pfeile verdeutlichen die Reaktionsprozesse. ,,P” weist auf
den Paging-Prozess hin, welcher mittels Laser- (Light Amplification by Stimulated Emission

Radiation)strahl mit einer Wellenldnge von 600 nm induziert wird. Bei ,,W” findet der

Schreibprozess verursacht durch einen Laserstrahl mit einer Wellenldnge von 680 nm statt. ,,C”
kennzeichnet den Loschprozess, welcher durch einen Laserstrahl mit einer Wellenldnge von

420 nm initiiert wird.® 4

Auf Daten kann via orthogonaler sequentieller Ein-Photonen-Anregung zugegriffen werden.
(Abb. 1.18). Ein Laserstrahl mit einer Wellenlange von 600 nm wird fir die Anregung von bRsgg
verwendet, um den Photozyklus in Gang zu setzen. Fir den Schreibprozess wird ein Laserstrahl mit
einer Wellenlange von 680 nm benutzt, wodurch der Zustand O¢4, zunédchst in den Zustand P,q,

und schliel3lich druch thermische Relaxation in den Zustand Qsg, Ubergeht.
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Der Leseprozess wird mittels eines Paging-Laserstranls und einem anschlieRenden
Schreib-Laserstrahls mit geringer Leistung (0,01 % der urspringlichen Leistung des

Schreib-Laserstrahls) ermdglicht. Die Loschung von Daten kann durch einen blauen Laserstrahl mit

einer Wellenldnge von 420 nm erreicht werden.[® 371
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Abbildung 1.18: Sowohl Schreib- als auch Leseprozess von Bakteriorhodopsin fiir die Verwendung
als optisches Speichermedium. x-Achse: Sowohl Schreib- als auch Leseprozess-Gerate, y-Achse:
wie in der Abbildung angegeben. 7,,: Impulsdauer. 24: Kivette. 30: Speicherseite. 32: Datenfeld. 34:
Datenstrahlen. 36a: Datenzelle a. 36b: Datenzelle b. 36c: Datenzelle c. 40: CID-Element

(Ladungsinjektions-Geratelement). & 14

Eine weitere Anwendung flir Bakteriorhodopsin als optischer Speicher ist der Einsatz von

Hologrammen, auf den im Rahmen dieser Masterarbeit nicht naher eingegangen wird.[’*
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E.3: Bakteriorhodopsin-Folien in adaptive-fokussierenden Schlieren-Systemen

Bakteriorhodopsin-Folien kénnen in adaptiv-fokussierenden Schlieren-Systemen fir die qualitative
Analyse der Brechungsindexanderung verwendet werden. Ein adaptiv-fokussierendes
Schlieren-System besteht aus einer ausgedehnten Lichtquelle, einem (Abb. 1.19). Das durch die
Quelle produzierte Licht passiert das Quellgitter, welches scwarz-weil gemustert ist. Die
Testregion verursacht durch den Gasbrenner eine Brechungsindexdnderung. Die gebrochene
Strahlung trifft auf eine Linse und anschlieRend auf das Abschirmungsgitter. Das
Abschirmungsgitter wurde als photographisches Negativ des Quellgitters in das Schlieren-System
integriert. Die im Brechungsindex variierte Strahlung passiert teilweise das Abschirmungsgitter und
kann auf der Bildebene betrachtet warden. Das im Brechungsindex nicht veranderte Licht und Teile

des variierten Lichts werden durch das Abschirmungsgitter an der Transmission gehindert.??
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Abbildung 1.19: Schema eines adaptiv-fokussierenden Schlieren-Systems. Die Testregion soll einen

Gasbrenner darstellen. Pfeile weisen auf Strahlung hin.?

Das Abschirmungsgitter kann durch Bakteriorhodopsin ersetzt warden. In diesem Fall sind
entweder eine ausgedehnet Lichtquelle (Weillicht) mit zwei Filtern oder zwei Lichtquellen
vonnoéten. Bevorzugte Wellenldngen sind bRsgg and Myq,. ES gibt hierfur zwei mogliche Modelle,

um ein Bild zu erstellen. Bei der ersten Methoden benétigt man einen leistungsstarkent Laser mit

einer Wellenlange von 568 nm um die bRs4g-Folie zu bestrahlen und teilweise zu M,;, anzuregen.
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Nach der Bestrahlung der Folie mit einem ebenfalls leistungsstarken Laser mit einer Wellenlange
von 410 nm, absorbiert My, den Strahlen und bRs4g lasst die Strahlen hindurch, wodurch ein Bild
auf die Bildebene projiziert wird. Bei der zweiten Methode wird der gleiche Mechanismus wie bei
der ersten Methode angewandt, wobei zusétzlich ein dritter leistungsschwacher Laser mit einer
Wellenldnge von 568 nm verwendet wird. Das Ergebnis ist ein negatives Bild des mit des zuvor
mit der ersten Methode entwickelten Bildes. Mit der zweiten Methode kann man einen hoéheren
Kontrast als mit der ersten Methode erzeugen. Im Gegensatz zu konventionellen
adaptive-fokussierenden Schlieren-Systemen hat die Verwendung von Bakteriorhodopsin als
Abschirmungsgitter die Vorteile der einfachen Abgleichung und Akkomodierung, da die
Abschirmung in situ erzeugt wird. Dagegen stehen die aufzuwendenen Kosten fiir die zusétzlichen

Materialien.?
E.4: Bakteriorhodopsin fur die phasenverschiebende Interferometrie (PSI)

PSI ist ein Weg um die Phasenvershiebung von modulierten Signalen zu bestimmen. Dies kann mit

Hilfe von Bakteriorhodosin erreicht warden. Der linear polarisierte Zustand eines Lichtstrahls mit
einer Wellenlange von 532 nm kann mit Hilfe einer Bakteriorhodopsin-Folie aufgenommen
werden. Ein Lichtstrahl mit zirkularer Polarisation mit einer Wellenldange von 633 nm liest den

Polarisierungszustand.?®!



