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Abstract: Das Pigment 3-Crustacyanin (-CR) verursacht die
Farbe des blauen Hummers. Wir zeigen mithilfe korrelierter
Ab-initio-Rechnungen, wie die Proteinumgebung die Farbe
der [3-CR-Farbstoffe mittels elektrostatischer und sterischer
Effekte bestimmt.

Die Farbe lichtabsorbierender Molekiile hingt von ihrer
spezifischen chemischen Umgebung ab und ist essenziell, um
die molekularen Mechanismen in photobiologischen Syste-
men zu verstehen."! Die Genauigkeit quantenchemischer
Methoden hat mittlerweile ein Niveau erreicht, das es er-
moglicht, diese Mechanismen der Farbanpassung quantitativ
zu betrachten.”

Hier werden die Absorptionseigenschaften von Carote-
noiden (CRTs) in p-Crustacyanin (f-CR) untersucht, dem
Protein, das fiir die blaue Farbe von Hummern (H. gamma-
rus) verantwortlich ist.’) Hummer verfirben sich rot, wenn sie
gekocht werden, da 3-CR denaturiert, wodurch der Farbstoff
freigesetzt wird. Die Farbanpassung in -CR beschiftigt die
Wissenschaft seit mehr als einem halben Jahrhundert,”! doch
die Ursache fiir diese groBe Protein-induzierte Farbver-
schiebung ist nach wie vor ungeklart.!"

B-CR enthilt zwei benachbarte Astaxanthin(AXT)-CRTs
(Abbildung 1), die bei 4 =580-590 nm (2.10-2.14 eV) absor-
bieren.**"! In organischen Losungsmitteln absorbiert AXT
bei A =472 nm (2.63 V). Wir zeigen erstmals mithilfe kor-
relierter Rechnungen, dass diese drastische Farbverschiebung
aus Verdnderungen der molekularen und elektronischen
Struktur des Farbstoffs durch dessen Proteinumgebung re-
sultiert.
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Abbildung 1. Die Struktur von 3-CR und den beiden benachbarten
AXT-Farbstoffen, die an der Anregung beteiligten Grenzorbitale und
die wichtigsten an der Farbverschiebung beteiligten Proteinseitenket-
ten.

Die Rontgenstruktur von B-CR wurde 2002 mit einer
Auflésung von 3.2 A gelost und zeigt, wie die beiden AXT-
Molekiile durch nichtkovalente Bindungen und in einem
Abstand von 7 A zueinander an die heterodimere Grenzfli-
che der Untereinheiten binden (Abbildung 1). Die CRT-
Ringe befinden sich in einer Ebene mit den Polyenketten,
weshalb davon ausgegangen wurde, dass die n-Konjugation
dadurch verbessert und der elektronische Grundzustand ge-
stort wird." Die AXTs binden durch Wasserstoffbriicken an
Histidin-Seitenketten, was auf ein im Farbstoff induziertes
Dipolmoment schlieBen lisst.”) Die Arbeiten zur Rontgen-
struktur zeigen auch, dass die AXTs in ihrer Bindungstasche
gekriimmt sind. Planarisierungs- und Polarisierungsmecha-
nismen konnten einen weiteren Beitrag zu der drastischen
Farbverschiebung leisten.*!

Die Vorhersage angeregter Zustinde von CRTs ist be-
sonders anspruchsvoll fiir quantenchemische Methoden,® da
lange Polyenketten zu Spin-Kontaminierung, Triplett-Insta-
bilitdten und einem Multireferenzcharakter des Grundzu-
stands neigen. Die bisherigen Untersuchungen im Rahmen
der zeitabhidngigen Dichtefunktionaltheorie konnten die
Farbverschiebung von AXT in p-CR quantitativ nicht erkla-
ren.**I In der vorliegenden Untersuchung auf kombiniertem
Quantenmechanik/Klassische-Mechanik(QM/MM)-Niveau
verwenden wir korrelierte Berechnungen vertikaler Anre-
gungsenergien (VEEs) im Rahmen der algebraisch-dia-
grammatischen Korrektur bis zur zweiten Ordnung (ADC-
(2))”! und zeigen, dass die Protein-induzierte Farbverschie-
bung von AXT in B-CR auf eine Destabilisierung des
Grundzustands relativ zum angeregten Zustand zuriickzu-
fiithren ist. Diese wird durch elektrostatische Polarisation und
sterische Einschrdankung des Farbstoffs in der Bindungstasche
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hervorgerufen. Die hier durchgefiihrten rechenaufwindigen
Simulationen werden durch die Beschleunigung moglich, die
mit der Ndherung eines reduzierten virtuellen Raums (RVS)
einhergeht.!'”

Wir erhalten eine VEE von 2.34 eV (1 =530 nm) fiir den
ersten angeregten Zustand von AXT in 3-CR und somit eine
gute Ubereinstimmung mit dem experimentellen Absorpti-
onsmaximum von 2.10-2.14eV (4=580-590 nm; Tabel-
le 1).4+>% Die chemische Umgebung des zweiten CRT

Tabelle 1: VEEs von -CR.F!

QM-Region  VEE [eV] VEE [eV] VEE-Verschiebung  Exp. [eV]
Protein  isoliert [Ea/Es]

AXTA+AXTB 234 2.44 0.10/0.18 2.10-2.14"
2.40 2.50 0.10/0.12
3.10 2.85 0.25/0.59
3.15 2.92 0.23/0.52

AXTA 2.33 2.47 0.14/0.15 -
3.13 3.12 0.01/0.32

AXTB 2.38 2.49 0.11/0.13 -
3.08 2.86 0.22/0.58

AXT opt. ES1 2.62 (s-cis) 2.631
ES2 3.44 (s-cis)
EST 2.53 (trans)
ES2 3.33 (trans)

[a] ,,Protein®, ,isoliert: VEEs von AXT, die mit und ohne Proteinumge-
bung mit der im Protein optimierten AXT-Struktur erhalten wurden. VEE-
Verschiebung: elektrostatische (E,) und sterische Beitrige (E,) zur
Farbverschiebung wie in den Hintergrundinformationen definiert. Exp.:
experimentell erhaltenes Absorptionsmaximum von [b] B-CR und [c] AXT
in n-Hexan.

(AXTB) bildet schwichere Wasserstoffbriicken zu den Pro-
teinseitenketten, was sich in einer etwas hoheren VEE von
2.40 eV (A=517 nm) zeigt. Ein schwach erlaubter, zweiter
angeregter Zustand befindet sich bei 3.10-3.15eV (A=
400 nm). Wird der AXT-Farbstoff im Vakuum optimiert, zeigt
sich eine Blauverschiebung der VEEs zu 2.53-2.62 eV, in
guter Ubereinstimmung mit den Anregungsenergien von
2.45-2.63 eV fiir AXT in n-Hexan (Tabelle 1).! Basierend
auf aktuellen Experimenten'!! und Ensemble-gemittelten
AXT-Spektren konnen wir zeigen, dass vibronische Effekte
keine signifikante spektrale Verschiebung von AXT verur-
sachen (Abbildung S6 der Hintergrundinformationen).
Rechnungen in der Gasphase zeigen, dass das s-cis-Konfor-
mer von AXT um 4 kcalmol ™! stabiler ist als das all-trans-
Konformer, das im Protein vorliegt, da eine Planarisierung
der CRT-Ringe in die Polyenebene erzwungen wird (Abbil-
dung 2 und Tabelle S5). In der Gasphasenstruktur betrigt der
Torsionswinkel zwischen Ring und Polyenkette 38°. In der
QM/MM-optimierten Proteinstruktur liegt der Torsionswin-
kel bei 170-180°. Dies stimmt qualitativ mit den experimen-
tell gefundenen Torsionswinkeln isolierter CRTs!"? und f-
CRs von 43-53° bzw. 170-177° iiberein (Tabelle S1). Die
Strukturverdnderungen induzieren eine Rotverschiebung von
0.15eV in den VEEs, da der Grundzustand stirker destabi-
lisiert wird als der angeregte Zustand. Ein Scan um den Di-
ederwinkel eines CRT-Rings zeigt, dass die Ringorientierung
die Absorptionsbande um circa 0.1 eV rotverschiebt (Abbil-
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Abbildung 2. Relaxierter Scan um den abgebildeten Diederwinkel von
AXT im Grundzustand (MP2/def2-TZVP) mit dazugehérigen VEEs
(ADC(2)/def2-TZVP). Der Scan simuliert den sterischen Einfluss der
Proteinumgebung. Die Planarisierung erweitert das mi-Elektronensys-
tem der konjugierten Polyenkette auf den Ring. GS=Grundzustand,
ES1=angeregter Zustand.

dung 2). Ein dhnlicher Farbanpassungseffekt wurde fiir das
Sensorische Rhodopsin IT vorgeschlagen, wobei der p-Io-
nonring und die Retinylkette koplanar werden.”! Die Pla-
narisierung fiithrt aulerdem zu einer ausgepréagteren Delo-
kalisierung der m-Elektronen (Abbildung2), wie schon in
friiheren Arbeiten angemerkt.[*!

Die Proteinumgebung bewirkt, in Ubereinstimmung mit
Experimenten,”™!' eine elektrostatische Rotverschiebung
von 0.10-0.25 eV fiir die VEEs der AXTs und erhoht das
Dipolmoment des Grundzustands um wenige Debye. Die
elektrostatischen Beitrdge der Proteinumgebung zu den
VEEs wurden charakterisiert, indem die VEEs nach syste-
matischer Entfernung von Ladungsverteilungen nahegelege-
ner Proteinseitenketten neu berechnet wurden (Abbildung 3,
Tabelle S3). Diese Rechnungen vernachldssigen Effekte von
Strukturrelaxationen, wodurch die tatsdchlichen Farbver-
schiebungen unterschitzt werden konnen. Die Ergebnisse
lassen darauf schlieBen, dass der elektrostatische Beitrag
insgesamt eine Balance aus rot- und blauverschiebenden
Beitrdgen darstellt. Beispielsweise bewirkt Glu-90A bei
AXTB eine Blauverschiebung von 0.2 eV, was wiederum von
einer Rotverschiebung durch ein Wassermolekiil aufgehoben
wird. Die meisten Proteinseitenketten, die durch Wasser-
stoffbriicken mit AXT in Kontakt stehen, wirken leicht
blauverschiebend.

Die Unterschiede in den VEEs wurden durch QM/MM-
Rechnungen an Monomer- und Dimermodellen untersucht
(Tabelle 1), um zu zeigen, ob die Farbverschiebung, wie ex-
perimentell vermutet, durch exzitonische Kopplung der
beiden Farbstoffe verursacht wird.™! Die berechneten
VEEs zeigen, dass die durch exzitonische Kopplung verur-
sachte Aufspaltung von 0.004-0.02 eV nur einen sehr gerin-
gen Einfluss auf die Farbverschiebung hat. Dieses Ergebnis ist
im Einklang mit semi-empirischen™ und eingebetteten
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Rechnungen! sowie experimentellen Arbeiten,'"l wider-
spricht jedoch Ubergangsdipolmoment-basierten Modellen,
die eine exzitonische Kopplung von 0.49 eV ergeben.

Das fiir die Farbe des blauen Hummers verantwortliche
Protein -CR schafft es, die Farbe der beiden gebundenen
CRTs von 2.6 ¢V in der Gasphase auf 2.3 eV im Proteinmo-
dell zu reduzieren. Unsere Ergebnisse passen sehr gut zu den
experimentellen Absorptionsmaxima von 2.6 und 2.1 eV fiir
AXT in n-Hexan und in 3-CR. Wir behandeln die 192 Atome
des im Protein enthaltenen Farbstoffdimers auf quantenme-
chanischem Niveau und koppeln diese an eine MM-Protein-
umgebung durch QM/MM-Ansétze. Durch die GroBe der
Farbstoffe enthalten die Rechnungen keine Polarisationsef-
fekte der Proteinumgebung, was den elektrostatischen Bei-
trag zur Farbverschiebung beeinflussen kann.!'"!

Chem,?'! NAMD2P? und TURBOMOLE 6.5.%! durchgefiihrt. VMD
wurde fiir Visualisierungen verwendet.?” Details zu den Methoden
finden sich in den Hintergrundinformationen.

Stichworter: Biochromophore - Computerchemie -
Crustacyanin - Farbstoffe/Pigmente - Quantenchemie
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Abbildung 3. Rotverschiebende (in Rot) und blauverschiebende Aminosaurebeitrage (in Blau) zu den

VEEs von AXTA und AXTB.

Die starke bathochrome Verschiebung der AXTs wird zu
jeweils ca. 50 % (0.15-0.23 eV) durch elektrostatische Effekte
und sterische Beitrage (0.15 eV) verursacht, die exzitonische
Kopplung der beiden Farbstoffe hat jedoch nur einen unter-
geordneten Einfluss <1% (0.004-0.02 eV). Unsere Rech-
nungen geben einen ausfiihrlichen Einblick in die photo-
physikalischen Eigenschaften der CRTs und zeigen, wie die
Proteinumgebung durch ausbalancierte Polarisations- und
Planarisierungsbeitrige die drastische Farbverschiebung her-
vorrufen kann.*!

Methoden

Das QM/MM-Modell von $-CR wurde basierend auf dem PDB-Code
1GKA aufgebaut.®! Das System wurde 10 ns bei 310 K mit einer
Integrationszeit von 1 fs unter Verwendung des CHARMM?27-
Kraftfelds klassisch relaxiert."”! AnschlieBend wurde die Struktur auf
QM/MM-Niveau 0.5 ps relaxiert und optimiert. Die QM-Region
enthilt die beiden Farbstoffmolekiile (N =192 Atome) auf B3LYP/
def2-SVP-Niveau,'¥l das iibrige System wurde auf MM-Niveau be-
trachtet. Die vertikalen Anregungsenergien wurden auf CC2-'"! und
ADC(2)®Y/def2-TZVP-Niveau mittels RVS-Niherung!'™! berech-
net, wobei virtuelle Orbitale mit Energien iiber 50 eV oberhalb des
HOMO in der Korrelationsrechnung nicht beriicksichtigt werden.
Die Rechnungen wurden mit den Programmen CHARMM/Q-
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