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Abstract: Isorhodopsin ist ein dem Rhodopsin analoges Seh-
protein. Es hat die gleiche Opsin-Umgebung, bindet aber statt
11-cis-Retinal die 9-cis-Form. Dessen Photoisomerisierung ist
etwa dreimal langsamer und viel weniger effizient. Das daf�r
zugrundeliegende mechanistische Prinzip wird hier mit einer
Kombination aus quantenmechanischen/molek�lmechani-
schen Simulationen und ultraschneller optischer Spektroskopie
mit Sub-20-fs-Auflçsung und einem Spektralbereich bis ins
nahe Infrarot aufgedeckt. W�hrend sich das photoangeregte
Wellenpaket im Rhodopsin zielgerichtet durch eine einzelne
konische Durchschneidung zwischen dem angeregten und dem
Grundzustand bewegt, spaltet es im Isorhodopsin auf und
beschreitet zwei konkurrierende Desaktivierungspfade mit
unterschiedlichen Reaktionstrichtern. Einer wird schnell er-
reicht, ist aber im Wesentlichen unproduktiv. Der andere Pfad
ist aufgrund erhçhter sterischer Wechselwirkungen mit der
Umgebung verlangsamt, f�hrt aber entlang eine „Vorw�rts“-
Pedalbewegung zum Photoprodukt.

Der Chromophor des Sehpigments Rhodopsin (Rh)[1,2] ist
die protonierte Schiff-Base des 11-cis-Retinals (PSB11).
Die Signaltransduktion in Rh wird durch die ultraschnelle
(200 fs)[3–7] und hocheffiziente (0.65 Quantenausbeute,
QA),[8] lichtinduzierte cis-trans-Isomerisierung von
PSB11[9, 10] ausgelçst, bei der das prim�re Photoprodukt
Photorhodopsin (photoRh) entsteht. Dieser Prozess kann
auch als „ballistische“[+] Bewegung des photoangeregten

Wellenpaketes aus der Franck-Condon(FC)-Region �ber
eine konische Durchschneidung („conical intersection“, CI)
zwischen Grund- und angeregtem Zustand verstanden
werden. Die Geschwindigkeit und Effizienz der Photoiso-
merisierung im Sehpigment h�ngt dabei von zwei wesentli-
chen Faktoren ab: 1) von der Protein-Umgebung; in Lçsung
ist die QA der Photoisomerisierung geringer, und die Reak-
tion ist um beinahe zwei Grçßenordnungen langsamer;[11] und
2) von der spezifischen Konfiguration des Chromophors in
der Protein-Bindungstasche: Im Isorhodopsin (isoRh) ist 9-
cis-Retinal (PSB9) in der gleichen Proteinumgebung einge-
bettet. Die entsprechende 9-cis!all-trans-Photoisomerisie-
rung ist allerdings etwa um den Faktor drei langsamer
(600 fs),[12] und das Protein ist deutlich weniger effizient beim
Auslçsen der Sehkaskade (0.22 QY).[13] Wie zuerst von Yo-
shizawa und Wald[9] berichtet, f�hrt die Photoisomerierung
von isoRh zur Entstehung des gleichen Bathorhodopsin-
Photointermediats (bathoRh) wie im Rh. Tats�chlich besteht
nach Anregung ein photostation�res Drei-Komponenten-
Gleichgewicht zwischen Rh, bathoRh und isoRh.[10, 14] Die
l�ngere Isomerisierungsdauer und die geringere Quanten-
ausbeute im isoRh wurden auf eine verminderte Geschwin-
digkeit des Wellenpaketes entlang der Torsionskoordinate
w�hrend der Isomerisierung zur�ckgef�hrt.[12]

Hier verwenden wir einen kombinierten experimentellen
und computergest�tzten Ansatz, um den Mechanismus f�r
die weniger effiziente PSB9-Photoisomerisierung und die
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+ „Ballistisch“ meint hier eine schnelle, auf ein einzelnes Ziel gerichtete
Bewegung.
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verlangsamte Bildung von photoRh aufzukl�ren. Dazu
nutzen wir ultraschnelle optische Spektroskopie mit einem
Spektralbereich bis ins nahe Infrarot (NIR) und einer Zeit-
auflçsung von weniger als 20 fs. Die Bewegung des Wellen-
paketes nach der Photoanregung l�sst sich von der FC-
Region bis hin zum Photoprodukt verfolgen, indem wir die
stimulierte Emission (SE) des Reaktanten w�hrend seiner
Dynamik im angeregten Zustand messen. Das mechanistische
Szenario, das aus den durchgef�hrten quantenmechanischen/
molek�lmechanischen(QM/MM)-Dynamikberechnungen re-
sultiert, gibt gemessene Eigenschaften, wie etwa das zeitliche
Abklingen der SE, sehr genau wider. Es steht jedoch im Wi-
derspruch zu der gegenw�rtigen Ansicht, die einen einzigen,
verlangsamten Reaktionspfad bei der Photochemie des isoRh
vorsieht. Tats�chlich beobachten wir, dass der Reaktionspfad
schnell in zwei konkurrierende Pfade verzweigt, die einer
vorw�rts und r�ckw�rts gerichteten Pedalbewegung („bicycle
pedal motion“) entlang den Doppelbindungen C9=C10 und
C11=C12 entsprechen. Diese Pfade f�hren zu zwei unter-
schiedlichen konischen Durchschneidungen: Die eine wird
schnell erreicht, f�hrt allerdings nicht zum Photoprodukt; die
andere wird deutlich sp�ter erreicht und f�hrt nach Abregung
zum bathoRh. Diese Aufspaltung des Wellenpakets und die
unterschiedlichen Reaktionsgeschwindigkeiten sind f�r die
geringere QA und die langsamere Isomerisierung, die in
isoRh gegen�ber Rh beobachtet wird, verantwortlich. Die
spektroskopischen Signaturen der beiden individuellen Pfade
addieren sich zum Gesamtspektrum und erkl�ren den beob-
achteten nichtexponentiellen Zerfall des SE-Signals.

Die isoRh-Messprobe wird durch Belichtung von Rh er-
halten, welches durch Isolierung aus den St�bchenzellen der
�ußeren Netzhautsegmente von Rinderaugen gewonnen
wird.[15] Die Belichtung erfolgt 30 Minuten lang mit Laserlicht
von 568 nm bei 77 K. Die Photoisomerisierung lçsen wir mit
einem 10-fs-Anregungspuls aus. Dieser ist zentriert bei
500 nm und steht in Resonanz mit der Grundzustandsab-
sorption des isoRh. Das differenzielle Transmissionssignal
(DT/T) messen wir mit Sub-10-fs-Pulsen im sichtbaren Be-
reich (500–680 nm) und mit 13-fs-NIR-Pulsen (840–1020 nm).
Der genaue experimentelle Aufbau ist in den Hintergrund-
informationen und in Lit. [16] beschrieben. Die Zeitauflçsung
war �ber den gesamten Spektralbereich stets < 20 fs. Die
Probe wurde im Durchfluss vermessen, um bei jedem Laser-
beschuss die vollst�ndige Ersetzung des fokalen Volumens zu
gew�hrleisten.

Unsere erhaltenen DT/T-Daten f�r den sichtbaren Be-
reich (siehe die Hintergrundinformationen) sind in sehr guter
�bereinstimmung mit den Messungen von Schoenlein
et al.[12] Die Anreicherung des photoRh-Produkts l�sst sich
durch eine, gegen�ber dem Grundzustand des Reaktanten
rotverschobene, photoinduzierte Absorption (PA) erken-
nen.[17] Im sichtbaren Bereich ergibt sich das Gesamtsignal
aus verschiedenen, miteinander �berlappenden Einzelkom-
ponenten:[12] einem anf�nglichen PA-Signal aus dem ange-
regten Zustandes des PSB9-Reaktanten, welches nach dem
Anregungspuls anw�chst; einem darauffolgenden PA-Signal
des stark schwingungsangeregten Grundzustands des nicht
isomerisierten Reaktanten (mit einem Anteil von etwa 80 %),
und schließlich dem PA-Signal des isomerisierten all-trans-

Photoprodukts. Die starke �berlappung der Komponenten
erschwert eine direkte Interpretation und �bertragung der
Messdaten auf die Dynamik des isoRh. Andererseits l�sst sich
der angeregte Zustand des Reaktanten mit neuartigen
Messverfahren im NIR-Bereich direkt �ber sein SE-Signal
erfassen, wie auch k�rzlich f�r Rh gezeigt werden konnte.[18]

Abbildung 1a zeigt einen 2D-DT/T-Verlauf im NIR-Bereich
als Funktion der Messwellenl�nge und der Verzçgerung
zwischen Anregungs- und Mess-Puls. Das Signal zeigt einen
schnellen Anstieg der SE bei kurzen Wellenl�ngen (850 nm),

welcher sich rasch nach l�ngeren Wellenl�ngen hin ver-
schiebt, weil sich die Energiel�cke zwischen Grund- und an-
geregtem Zustand verkleinert, wenn sich das Wellenpaket auf
die konische Durchschneidung zubewegt.[18] Das SE-Signal
zerf�llt nichtexponentiell mit einer anf�nglichen schnellen
Komponente, die bereits innerhalb von ca. 150 fs abklingt,
gefolgt von einem flacheren Plateau, das bis etwa 400 fs nach
dem Anregungspuls existiert (Abbildung 1b). Dieser Zwei-
komponenten-Zerfall des SE-Signals unterscheidet sich
deutlich von der beobachteten Zerfallsdynamik des Rh.[18] Er
l�sst sich nicht mit dem Bild eines einzelnen Wellenpakets,
das sich „ballistisch“ durch eine konische Durchschneidung
bewegt, in Einklang bringen.

Um ein dynamisches Modell der photoinduzierten Re-
aktion zu erhalten, haben wir die Reaktion des Opsin-ge-
bundenen PSB9-Chromophors vom angeregten zum Grund-
zustand mit einer statistisch relevanten Zahl an QM/MM-
Hybridtrajektorien mithilfe des Computerprogramms COB-
RAMM[19] simuliert. �hnliche Methoden wurden bereits
verwendet, um die Photodynamik von Rh[18–21] und anderen

Abbildung 1. a) Verlauf der differenziellen Transmission (DT/T) von iso-
Rh im NIR-Bereich nach Anregung mit einem 10-fs-Puls bei 500 nm;
b) durchgezogene Linien: zeitlicher Verlauf bei ausgew�hlten Mess-
Wellenl�ngen; gestrichelte Linien: MD-simuliertes Signal bei 850 nm.
Der gr�ne Pfeil kennzeichnet die verzçgerte Ausbildung der SE bei l�n-
geren Wellenl�ngen.
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biologisch relevanten Molek�len zu studieren.[22–25] Das be-
nutzte QM/MM-Verfahren kombiniert die CASSCF(10/10)/
6-31G*-ab-initio-Methode (CASSCF: „Complete Active
Space—Self-Consistent Field“) mit dem Amber99ff-Kraft-
feld durch elektrostatische und molek�lmechanische Ein-
bettung der Wellenfunktion.[23] Mit dieser Kombination
konnten wir bereits erfolgreich quantitative Studien an Re-
tinalproteinen durchf�hren[18, 24] (siehe auch die Hinter-
grundinformationen). Die transienten Signale werden mittels
skalierter CASSCF-�bergangsenergien simuliert.[18] Damit
wird die Genauigkeit nichtadiabatischer, stçrungskorrigierter
„Complete-Active-Space“-Dynamik (CASPT2)[25] angen�-
hert, die gegenw�rtig nur f�r deutlich kleinere Systeme an-
wendbar ist.[26] Alle Atome außer dem Chromophor und einer
5-�-Region um diesen werden an den Positionen der Kris-
tallstruktur festgehalten. Ein Ensemble aus insgesamt 81
Startbedingungen wurde mithilfe statistischer Stichproben
entlang der Schwingungsmoden bei Raumtemperatur gene-
riert („thermal sampling“). Nullpunktkorrekturen wurden
dabei mitber�cksichtigt, hochfrequente C-H-, N-H- und O-H-
Moden wurden jedoch ausgeschlossen. Weitere Details be-
z�glich der Systemparameter, der Verkleinerung der QM-
Region und der Dynamik kçnnen den Hintergrundinforma-
tionen entnommen werden.

Die berechneten Trajektorien entlang der C9=C10- und
C11=C12-Verdrillung in Richtung der verschiedenen Photo-
produkte sind in Abbildung 2 a zusammengefasst. Der Tra-
jektorienschwarm, der in der FC-Region des angeregten
PSB9 entsteht, verzweigt sich nach etwa 30 fs und verteilt sich
beinahe gleichm�ßig auf zwei konkurrierende, strahlungsfreie
Zerfallskan�le, die zu zwei unterschiedlichen konischen
Durchschneidungen (hier CI1(++) und CI2(��) genannt)
f�hren. Diese werden �ber Pedalbewegungen entlang der
zwei Doppelbindungen in R�ckw�rts- und Vorw�rtsrichtung
erreicht (Abbildung 2 a). Die unterschiedlichen sterischen
Wechselwirkungen mit der Proteinumgebung f�hren zu ver-
schiedenen durchschnittlichen CI-Durchgangszeiten: ca.
160 fs f�r CI1(++) und ca. 280 fs f�r CI2(��) (Abbil-
dung 2b). Das Erreichen der CI(��) im vorw�rts gerichteten
Pfad wird haupts�chlich durch Wechselwirkungen zwischen
H-C11 und TYR268 verzçgert. Hier befindet sich ein ausge-
dehntes Energieplateau, w�hrend die Bewegung des H-C10-
C11-H-Fragments im Gegenuhrzeigersinn nahezu ungehin-
dert und somit schneller ablaufen kann (Abbildung 3a). Der
Verlauf der Reaktionspfade der beiden Kan�le ist f�r den
experimentell beobachteten, nichtexponentiellen Zweikom-
ponenten-Zerfall des SE-Signals verantwortlich (siehe die
simulierte DT/T-Dynamik, gestrichelte Linie in Abbil-
dung 1b). Bemerkenswert ist das schwache PA Signal, dass
nach etwa 250 fs in der Simulation auftritt, jedoch nicht im
Experiment beobachtet wird. Diese Abweichung ist in Ein-
schr�nkungen der zugrundeliegenden Simulationsmethodik
und Statistik begr�ndet, sowie in dem empfindlichen
Gleichgewicht zwischen den spektralen Beitr�gen der beiden
verschiedenen Desaktivierungspfade, aus denen sich das DT/
T-Signal im isoRh zusammensetzt.

Qualitativ �hnliche Ergebnisse wurden k�rzlich bei Be-
rechnungen von isoRh[27] mit geringerer Genauigkeit (CAS-
(6,6)/6-31G) und unter Vernachl�ssigung von elektrostati-

schen Polarisationseffekten der Wellenfunktion erzielt. Diese
Effekte sind jedoch unerl�sslich bei der Beschreibung der
Umgebungseinfl�sse auf den photochemisch relevanten La-
dungstransfer im S1-Zustand und f�r die Berechnung von
experimentell vergleichbaren transienten Spektren und
Energien. Allerdings zeigt das Vorhandensein beider Des-
aktivierungskan�le bei Berechnungen mit mechanischer
Einbettung, dass die Aufspaltung des Wellenpakets und die
Besetzung der beiden konkurrierenden Pfade haupts�chlich
sterische Ursachen haben.

Abbildung 2. a) �berlagerung von 81 berechneten isoRh-Trajektorien
von der FC Region zu den verschiedenen Photoprodukten als Funktion
der C9=C10- und C11=C12-Torsion mit mittleren Reaktionszeiten und
Endkonfigurationen. Die Pfade wechseln von gr�n nach rot beim
Wechsel vom angeregten zum Grundzustand an einem der beiden CI-
Punkte. b) Verteilung der S1-Lebensdauern mit Kennzeichnung der
Kan�le und Durchschnitts�bergangszeiten.

Abbildung 3. a) Modell der isoRh-S1-Potentialfl�che entlang der Pedal-
und Bindungsinversionskoordinaten. b,c) Gemittelte Strukturen des
Chromophors an den CI1- und CI2-Punkten (grau) im Vergleich zur FC-
Struktur (gelb). Die roten Pfeile kennzeichnen jeweils R�ckw�rts/Vor-
w�rts-Pedalbewegungen.
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Die Desaktivierungspfade kçnnen weiter durch die
Richtung der Pedalbewegung charakterisiert werden. Bewe-
gung hin zu CI1(++) bedeutet positive Verdrillung entlang
C9=C10, kombiniert mit stark negativer Verdrillung von
C11=C12 (Abbildung 3b). Diese „r�ckw�rtige“ Pedalbewe-
gung im angeregten Zustand ist ebenfalls verantwortlich f�r
die schnelle Bildung von photoRh[18, 28] im Rh. isoRh-Mole-
k�le, die in unseren Berechnungen dem CI1(++)-Pfad folgen,
reagieren entweder zur�ck zum Grundzustand des Aus-
gangsmaterials oder folgen einer starken Verdrillung entlang
der C11=C12 Torsion zum di-cis-Photoprodukt (9,11-di-cis,
Abbildung 2a). In beiden F�llen wird die Photoisomerisie-
rung entlang der C9=C10-Koordinate abgebrochen. Das all-
trans-Photoprodukt wird nur �ber den langsameren CI2(��)-
Kanal mit vorw�rts-Pedalbewegung gebildet, d.h. stark ne-
gative Rotation um C9=C10 und positive Torsion um C11=

C12 (Abbildung 3c). Die berechnete QA betr�gt 16 % (�
4%; siehe die Hintergrundinformationen). Dieser Wert ist in
guter �bereinstimmung mit dem experimentellen Wert
(22 %) und der verlangsamten Bildung des all-trans-Photo-
produkts innerhalb von 600 fs in isoRh im Vergleich zu Rh.[12]

Zus�tzlich konnten wir in drei Trajektorien eine vollst�ndige
Pedalrotation zu einem Rh-�hnlichen Photoprodukt (9-trans-
11-cis, Abbildung 2 a) beobachten.

Der Doppelpfad-Desaktivierungsmechanismus konnte
auch in Simulationen ohne Startgeschwindigkeiten sowie ge-
naueren und aufwendigeren „full active space“-CAS(12,12)/
MM-Berechnungen mit einer geringeren Anzahl von Tra-
jektorien (siehe die Hintergrundinformationen) best�tigt
werden. Im erstgenannten folgen die Trajektorien viel enger
der Struktur der Potentialfl�che, d.h. es ergeben sich gerin-
gere, thermische Fluktuationen. Diese Simulation zeigt sogar
eine bessere �bereinstimmung mit dem experimentellen
Spektrum und der QA (19� 4%, siehe die Hintergrundin-
formationen). Die aufwendigen CAS(12,12)-Berechnungen
lassen jedoch keine statistischen und spektroskopischen Be-
rechnungen zu. Sie deuten aber auf eine geringere QA
(< 5%) des 9,11-di-cis-Photoprodukts hin. Dies kçnnte er-
kl�ren, warum es experimentell bisher keine Hinweise auf
dieses Produkt gegeben hat.

Obwohl isoRh und Rh die gleiche Apoproteinumgebung
besitzen, finden sich auff�llige Unterschiede in ihrer Photo-
chemie. Diese sind vor allem in der verschiedenen Konfigu-
ration der Retinalchromophore und deren sterischen Wech-
selwirkungen begr�ndet. Trotzdem wird die Photoreaktion in
beiden Proteinen �ber eine einzige Reaktionskoordinate ge-
steuert. Diese entspricht einer Pedalbewegung entlang der
Doppelbindungen C9=C10 und C11=C12. In der Proteinta-
sche kann 9-cis-Retinal „Vorw�rts“- und „R�ckw�rts“-Pe-
dalbewegungen ausf�hren, w�hrend der „Vorw�rts“-Pfad f�r
11-cis-Retinal blockiert ist. In beiden Verbindungen ent-
spricht der schnelle Desaktivierungskanal einer „R�ck-
w�rts“-Pedalbewegung. Im isoRh ist dieser Desaktivierungs-
pfad nicht produktiv; die Reaktion in Richtung des photoRh
verl�uft nur in „Vorw�rts“-Richtung; dies ist verbunden mit
erhçhten sterischen Wechselwirkungen mit dem Protein,
welche die Reaktion signifikant verlangsamen (Abbildung 3).
Diese Ergebnisse entsprechen denen von Strambi et al.[29] und
verdeutlichen, dass sich Rh und isoRh einen gemeinsamen

Bereich auf der Fl�che des angeregten Zustands teilen, die
Startpunkte der Reaktionen liegen jedoch an jeweils gegen-
�berliegenden Seiten (Abbildung 2a). Die Aufspaltung im
angeregten Zustand in einen langsamen, produktiven sowie
einen schnellen, unproduktiven Kanal erkl�rt die vermin-
derte Aktivit�t und QA von isoRh gegen�ber Rh. Im letzte-
ren wird nur der schnelle und produktbildende Kanal besetzt
und gleichzeitig eine hçhere QA erzielt. Demnach erfolgt die
Photoisomerisierung im isoRh �ber einen Zweikanal-Des-
aktivierungsmechanismus, w�hrend die Torsionsrichtung in
Rh eindeutig bestimmt ist. Diese Ergebnisse machen isoRh
zu einen idealen Kandidaten f�r Experimente mit kontrol-
lierter Koh�renz,[30] da die Unterdr�ckung eines der beiden
Reaktionskan�le zu einer deutlich ver�nderten Photophysik
und Photochemie gegen�ber dem unver�nderten System
f�hren sollte.
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