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1. Einf�hrung

Eine zentrale Aussage der Strukturbiologie besagt, dass
die Strukturen und Funktionen von Biomolek�len eng mit-
einander verkn�pft sind.[1] Die Vorhersage von Protein-
strukturen erfordert ein genaues Verst�ndnis der Wechsel-
wirkungen und Triebkr�fte, die zur Faltung eines ungeord-
neten, statistisch verkn�ulten Zustandes zur spezifischen na-
tiven Struktur des Proteins f�hren. Um Details der Fal-
tungsmechanismen aufkl�ren zu k�nnen, braucht es
Methoden, die in der Lage sind, die Strukturen r�umlich und
zeitlich ausreichend aufzul�sen. Die R�ntgenkristallographie
erzeugt statische Bilder mit atomarer Aufl�sung.[2] Die zeit-
aufgel�ste Kleinwinkelstreuung liefert Gyrationsradien mit
Zeitaufl�sungen bis in den Pikosekundenbereich.[3–6] Dreidi-
mensionale Strukturen mit atomarer Aufl�sung k�nnen
durch NMR-Spektroskopie[7, 8] ermittelt werden, wobei die
Zeitaufl�sung durch die Frequenz der Radiowellen begrenzt
ist (Mikrosekunden).[8] Viele biophysikalische Elementar-
prozesse erfordern jedoch eine h�here Zeitaufl�sung, so etwa
die Bildung von a-Helices,[9] die in einigen 100 ns erfolgt.
Nano- und Pikosekundenvorg�nge lassen sich in manchen
F�llen durch die Frequenzabh�ngigkeit der NMR-Relaxa-
tionskonstanten untersuchen,[10] die Messungen sind aber in-
direkt und ihre Interpretation ist modellabh�ngig. Zeitauf-
gel�ste R�ntgenbeugung liefert Pikosekunden-Aufnahmen

von Kristallstrukturen,[11] und auch ultrakurze Elektronen-
pulse f�r Anwendungen in der zeitaufgel�sten Elektronen-
beugung sind m�glich.[12, 13]

In den vergangenen Jahren hat sich die zeitaufgel�ste
Infrarotspektroskopie mit Laserpulsen zwischen 20 und
100 fs zu einer leistungsf�higen Methode zur Untersuchung
von Proteinfaltungen entwickelt,[14] was der schnelleren La-
sersteuerung einerseits und dem hinreichend lokalisierten
Charakter der Schwingungs�berg�nge andererseits zu ver-
danken ist.[14–20] Die hier vorgestellten koh�renten Methoden
registrieren das Ansprechverhalten von Molek�len auf Se-
quenzen von IR-Pulsen und liefern auf diese Weise ein
mehrdimensionales Bild ihrer Strukturen. Diese mehrdi-
mensionalen Verfahren sind analog zu entsprechenden NMR-
Methoden, bieten aber eine wesentlich bessere Zeitaufl�-
sung.[21, 22] Die wesentlichen Unterschiede zwischen IR- und
NMR-Methoden sind in Tabelle 1 zusammengefasst.[23–25]

NMR-Experimente arbeiten mit intensiven Pulsen, die mit
der gesamten Spinpopulation in Wechselwirkung treten.
Pulssequenzen mit Hunderten von Pulsen sind m�glich. 2D-

Die Schwingungsanregung komplexer Biomolek�le mit
Femtosekunden-Infrarotpulsen erm�glicht einzigartige Einbli-
cke in ihre Struktur, Dynamik und fluktuierende Umgebung.
Dieser Aufsatz stellt die Grundlagen moderner zweidimensio-
naler Infrarot(2DIR)-Methoden vor, die analog sind zu den
Techniken der mehrdimensionalen NMR-Spektroskopie. St�-
rungstheoretische Ans�tze zur Berechnung der nichtlinearen
optischen Eigenschaften von gekoppelten lokalisierten Chro-
mophoren werden eingef�hrt und auf Schwingungs�berg�nge
im Amidr�ckgrat von Proteinen, fl�ssigem Wasser, Membran-
lipiden und Amyloidfibrillen angewendet. Die Signalanalyse
erfolgt durch klassische Molek�ldynamiksimulationen in
Kombination mit einem fluktuierenden Hamilton-Operator f�r
gekoppelte lokalisierte anharmonische Schwingungen, dessen
Abh�ngigkeit von der lokalen elektrostatischen Umgebung
durch Ab-initio-Daten parametrisiert wird. Die verwendeten
Simulationsverfahren (Kumulanten-Entwicklung von Gauß-
Fluktuationen, Streuung von Quasipartikeln, stochastische
Liouville-Gleichungen, direkte numerische Reihenentwicklun-
gen) sind in den SPECTRON-Code integriert, der eine
Schnittstelle mit Standardmolek�ldynamikmethoden hat.
Ebenfalls diskutiert werden chiralit�tsinduzierte Techniken zur
Aufl�sungssteigerung sowie die Signaturen von konformativen
und H-Br�cken-Fluktuationen, Proteinfaltungsvorg�ngen und
chemischen Austauschprozessen.
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Infrarotstudien verwenden schwache Pulse, die lediglich
einen Bruchteil der Molek�le in der Probe anregen. Anders
als NMR-Pulse k�nnen multiple intensive Infrarotpulse
zahlreiche photophysikalische und photochemische Prozesses
ausl�sen, die f�r sich genommen interessant sind, die spek-
troskopische Analyse aber erschweren. In der Praxis werden
deshalb nur wenige und schwache Pulse verwendet, und die
Signale lassen sich aus den einkommenden Strahlungsfeldern
Schritt f�r Schritt perturbativ berechnen. Da die Proben
wesentlich gr�ßer sind als die optische Wellenl�nge, ergibt
sich zudem eine Richtungsabh�ngigkeit des Signals (Pha-
senanpassung). Bei NMR-Verfahren liegt der gegenteilige
Fall vor, das Signal ist hier also isotrop; eine Richtungs-
information l�sst sich aber dennoch durch Phasenmodulation
in den Pulsfolgen (Phasenschleifen) gewinnen. Der anhar-
monische effektive Hamilton-Operator, der f�r 2DIR-Daten
ben�tigt wird, ist komplex und erfordert umfangreiche

Elektronenstrukturrechnungen. Demgegen�ber sind die f�r
NMR-Daten verwendeten Spin-Operatoren gut bekannt, was
die Simulation und Analyse der Signale erheblich vereinfacht.
Im NMR-Experiment sind die Dipolmomente durch das
starke Magnetfeld parallel ausgerichtet, wogegen im IR-Ex-
periment die spezifischen Orientierungen der Dipole n�tzli-
che Strukturinformationen enthalten, die durch Variieren der
Pulspolarisation gewonnen werden k�nnen. NMR-Experi-
mente bieten eine bemerkenswerte Strukturaufl�sung, die
von der 2DIR-Spektroskopie nicht erreicht wird. Daf�r bietet
die 2DIR-Spektroskopie ein zus�tzliches Beobachtungsfens-
ter mit komplement�ren Informationen.

Bei einem heterodyn detektierenden 2DIR-Experiment
(Abbildung 1) wechselwirken drei Laserpulse mit den Wel-
lenvektoren k1, k2 und k3 (in chronologischer Reihenfolge)
mit einem Peptid. Das koh�rente Signalfeld wird entlang
einer der phasenangepassten Richtungen ks = � k1� k2�k3
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Tabelle 1: Vergleich koh�renter NMR- und IR-Methoden.

NMR IR

Frequenz MHz 1013–1014 Hz

Zeitaufl�sung Millisekunden Femtosekunden

Hamilton-Opera-
tor

Spin-Hamilton-Operator; wenige universelle Parameter;
einfache Ableitung der Strukturen aus den Spektren

Hamilton-Operator f�r anharmonische Schwingungen; Berech-
nung der Elektronenstruktur erforderlich; viele Parameter; relativ
komplizierte Ableitung der Strukturen aus den Spektren

�bergangsdipole alle Dipole einer Atomkernsorte sind gleichsinnig ausgerichtet;
gyromagnetisches Verh�ltnis; Pulspolarisation und Spin-
zust�nde transformieren durch Rotation der Probe

variierende Dipole mit statistischer Ausrichtung; viele unab-
h�ngige Parameter f�r den Dipol

Pulsintensit�t starke, s�ttigende Pulse; alle Spins werden angeregt; multiple
Pulssequenzen sind m�glich

schwach, nur wenige Molek�le werden angeregt; Sequenzen
weniger Pulse m�glich

Modellierung Bloch-Darstellung Suszeptibilit�ten und Antwortfunktionen

Signalf�hrung l @ Probengr�ße; kr ! 1; isotropes Signal; Pfadselektion
durch Phasenschleifen

l ! Probengr�ße, kr @ 1; stark anisotropes Signal; Pfadselek-
tion durch r�umlichen Phasenabgleich

angeregte Frei-
heitsgrade

Kernspins Molek�lschwingungen

Temperatur hoch im Vergleich zur Frequenz, dadurch vereinfachte Berech-
nungen

niedrig im Vergleich zur Frequenz, dadurch kompliziertere Be-
rechnungen

Phasenkontrolle
der Pulse

einfach durch Pulsformung
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erzeugt, wobei alle Molek�le phasengleich emittieren und
durch einen vierten Puls („lokaler Oszillator“) mit dem ge-
w�nschten Wellenvektor ks abgefragt werden. Das Signal
S(t3,t2,t1) ergibt sich aus der Intensit�ts�nderung des Feldes
des lokalen Oszillators bei Wechselwirkung mit den anderen
Feldern. Die parametrische Abh�ngigkeit des Signals von den
Zeitintervallen zwischen den Pulsen birgt eine F�lle von In-
formationen. Normalerweise werden 2DIR-Signale in Form
zweidimensionaler Auftragungen der Intensit�t �ber die
Zeitintervalle der Pulsfolgen (z. B. t1 und t3) dargestellt, wobei
die dritte Variable (hier t2) konstant gehalten wird. Da die
Signale in dieser Darstellung stark oszillieren, wird eine
doppelte Fourier-Transformation in Bezug auf die beiden
Zeitvariablen vorgenommen, die eine Frequenz-Frequenz-
Korrelation S(W1,t2,W3) liefert, wobei W1 und W3 die konju-
gierten Frequenzen von t1 und t3 sind (Abbildung 1).

Die Methode der heterodynen Detektion gestattet die
Aufzeichnung des gesamten Signalfeldes (d.h. Amplitude
und Phase), sodass sowohl der Realteil (phasengleich) als
auch der Imagin�rteil (phasenverschoben) dargestellt werden
k�nnen. Gekoppelte Schwingungsmoden erzeugen neue Re-
sonanzen (Kreuzkorrelationen), deren Intensit�ten und
Zeitprofile direkte Signaturen f�r die Korrelationen zwischen
den Schwingung�berg�ngen liefern. Die Signaturen sind
hintergrundfrei und verschwinden bei nicht-koppelnden
Schwingungen. Korrelationsdiagramme von dynamischen
Ereignissen, die sich innerhalb kontrollierter Entwicklungs-
perioden abspielen, k�nnen durch Mehrpunkt-Korrelations-
funktionen beschrieben werden. Diese Funktionen enthalten
wesentlich mehr Informationen als die Zwei-Punkt-Funktio-

nen der linearen Spektroskopie und erlauben so die Diffe-
renzierung zwischen verschiedenen m�glichen Modellen,
deren 1D-Spektren praktisch identisch sind.

In Abbildung 2 sind simulierte 2D-Photonenechospek-
tren zweier gekoppelter Schwingungen dargestellt. Die Dia-
gonalsignale bei (�2000,2000) und (�2100,2100) spiegeln die
lineare Absorption wider, w�hrend die Kreuzsignale bei

(�2000,2100) und (�2100,2000) die Kopplung zwischen den
beiden Moden abbilden. Die Form der 2D-Signale h�ngt sehr
empfindlich von der Zeitskala und dem Grad der Korrelation
der Frequenzfluktuationen ab und vermittelt dadurch wert-
volle Informationen �ber die fluktuierende Umgebung.
Schnelle Fluktuationen (rechte Tafel) ergeben runde Signale
(homogene Verbreiterung), w�hrend langsamere Perturba-
tionen (linke Tafel) zu verl�ngerten Signalformen f�hren. Ein
Vergleich der linken und mittleren Tafel verdeutlicht die
starke Modulation der Kreuzsignale mit dem Ausmaß der
Korrelation. Eine Signalformanalyse der 2D-Photonenechos
von Solut-Solvens-Komplexen ergab, dass sich die langsa-
mere von zwei Zeitkomponenten im L�sungsmittelgemisch
auf einer l�ngeren Zeitskala entwickelte als in den reinen
L�sungsmitteln, was �nderungen in der Zusammensetzung
der inneren Solvath�lle zugeschrieben wurde.[26] Derartige
Detailinformationen sind mit 1D-Experimenten nicht zu-
g�nglich.

Die Pump-Probe-Spektroskopie (auch Transientenab-
sorptionspektroskopie) ist die konzeptionell und technolo-
gisch einfachste nichtlineare Spektroskopiemethodik, da sie
nur zwei Laserpulse ben�tigt, n�mlich den Anregungs-
(„Pump“) und den Abfragepuls („Probe“), und keine Pha-
senkontrolle erfordert. �blicherweise sind die beiden Pulse
zeitlich deutlich separiert. Das System wechselwirkt zun�chst
mit dem Anregungspuls und dann mit dem Abfragepuls. Der
Transmissionsunterschied, der mit und ohne Anregungspuls

Shaul Mukamel ist Professor f�r Chemie an
der University of California in Irvine und
Autor von �ber 600 Ver�ffentlichungen, ein-
schließlich des Lehrbuchs Principles of Nonli-
near Optical Spectroscopy. Seine Forschun-
gen gelten der Entwicklung von Laserpuls-
sequenzen zur Untersuchung molekularer
Strukturen und Fluktuationen sowie von
Energie- und Ladungstransferprozessen.

Abbildung 1. Pulskonfiguration eines heterodyn detektierenden mehr-
dimensionalen Vier-Wellen-Mischungsexperiments. Die Signale werden
auf der Achse der drei Zeitintervalle t1, t2 und t3 aufgenommen und in
2D-Korrelationsdiagrammen von zweien der Zeitintervalle bei konstan-
tem dritten Zeitintervall dargestellt [siehe Gl. (14) in Abschnitt 4].

Abbildung 2. Oben: 2D-Photonenechospektrum zweier gekoppelter
Schwingungen in der phasenanpassenden Richtung kI =�k1 +k2 +k3.
W1 und W3 sind die konjugierten Fourier-Variablen von t1 und t3. Die
Frequenzfluktuationen der beiden Moden sind in der linken Tafel lang-
sam und antikorreliert, in der mittleren Tafel langsam und korreliert
und in der rechten Tafel schnell und antikorreliert. (Entnommen aus
Lit. [27].) Unten: die entsprechenden linearen Absorptionen f�r die
drei gezeigten F�lle.
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erhalten wird, liefert Informationen �ber die Struktur�nde-
rungen und den Energietransport im Zeitraum zwischen den
Pulsen. Eine ebenfalls weit verbreitete Technik ist die Pho-
tonenecho-Spektroskopie, die ein in der Richtung ks =�k1 +

k2 + k3 erzeugtes Photonenechosignal detektiert.[28] Die w�h-
rend t1 und t3 im Molek�l erzeugten Anregungen haben ent-
gegengesetzte Phasen, wodurch inhomogene Signalverbrei-
terungen exakt aufgehoben und Einblicke in Bewegungsab-
l�ufe und Relaxationsprozesse m�glich werden, die durch
1D-Methoden nicht zug�nglich sind. Auch Experimente mit
l�ngeren Pulsen, die IR- und Raman-Techniken kombinieren,
wurden realisiert.[29]

2D-Techniken wurden in vielen Feldern der Physik, phy-
sikalischen Chemie und physikalischen Biologie angewendet,
z. B. zur Untersuchung der Gleichgewichtsstrukturen von
Biomolek�len, der Dynamik von Peptidfaltungen, der
Struktur und Dynamik von Wasserstoffbr�cken in fl�ssigem
Wasser, der elektrostatischen Umgebung von Chromophoren
oder von Schwingungsenergietransferpfaden. Ein kurzer
�berblick �ber diese Anwendungen wird in Abschnitt 2 ge-
geben.

Die Dynamik von Peptidfaltungen (im Piko- bis Nano-
sekundenbereich) wurde durch Monte-Carlo(MC)- und Mo-
lek�ldynamik(MD)-Simulationen intensiv untersucht.[30–37]

Einfache Gittermodelle[35, 36] helfen vor allem, die grundle-
genden physikalischen Prinzipien des Faltungsprozesses zu
verstehen, w�hrend All-Atom-MD-Simulationen[32, 37] dazu
dienen, realistischere Informationen �ber die Struktur und
Dynamik zu gewinnen. Derzeit verf�gbare Rechenleistungen
limitieren solche Verfahren auf Trajektorien von einigen
Dutzend Nanosekunden. Eine 1998 erschienene MD-Studie
beschrieb die Proteinfaltung unter expliziter Einbeziehung
von Wasser auf einer Zeitskala von 1 Mikrosekunde.[38] Der
Rechenaufwand f�r die direkte Simulation einer Proteinfal-
tung ist normalerweise zu hoch.[39–41] F�r Peptide und kleine
Proteine ist die Aufkl�rung des Faltungsmechanismus dank
fortw�hrender Verbesserung der MD-Verfahren aber schon
in greifbare N�he ger�ckt. Sehr hilfreich war die Entwicklung
einfacher Modellpeptide, die die Komplexit�t von Proteinen
gut wiedergeben, aber doch ausreichend klein f�r detaillierte
Simulationen sind,[33,40, 42–44] und die Entwicklung und Imple-
mentierung leistungsf�higer Simulationsalgorithmen[45] mit
verbesserter Ber�cksichtigung seltener Ereignisse.[46, 47] Da
die Visualisierung der Faltungsprozesse wesentlich auf Si-
mulationen beruht, ist es erstrebenswert, Experimente auf
Zeitskalen durchzuf�hren, die auch Computersimulationen
zug�nglich sind. 2DIR-Experimente und atomistische MD-
Simulationen k�nnen auf der gleichen Zeitskala ausgef�hrt
werden, sodass MD-Protokolle zur Simulation von 2DIR-Si-
gnalen bei der Spektreninterpretation und der Zuordnung der
Molek�lbewegungen helfen k�nnen. Zugleich kann die G�te
von MD-Kraftfeldern durch Vergleich der vorherberechneten
2DIR-Spektren mit dem Experiment �berpr�ft werden.

In diesem Aufsatz stellen wir den Stand der Technik bei
Rechenverfahren zur Simulation der 2DIR-Signale von Bio-
molek�len dar.[48–55] Die Amid-Schwingungen von Pepti-
den[55–57] lassen sich durch das Excitonen-Modell von Frenkel
beschreiben, das urspr�nglich f�r gekoppelte lokale Um-
wandlungen in Oligomeren oder Polymeren aus �hnlichen

Wiederholungseinheiten entwickelt wurde. Die ben�tigten
Parameter lassen sich aus Elektronenstrukturrechnungen der
individuellen Chromophore anstatt des gesamten Systems
erhalten, was den Rechenaufwand erheblich reduziert. Ein
typisches Spektrum besteht dann aus deutlich separierten
Energieniveaus, die Einzel-, Doppel- und h�heren Anregun-
gen entsprechen. Der molekulare Hamilton-Operator kon-
serviert die Zahl der Anregungen, die somit nur durch die
optischen Felder ver�ndert werden k�nnen. Der niedrigste
Zustand („single-exciton“) ist durch lineare optische Tech-
niken wie Absorption und Circulardichroismus zug�nglich,
w�hrend zweifache („two-exciton“) und h�here Anregungs-
zust�nde nichtlineare Spektroskopietechniken erfordern. Ein
Hamilton-Operator f�r fluktuierende Excitonen von Poly-
peptiden wird in Abschnitt 3 vorgestellt. In Abschnitt 4
f�hren wir den Ansatz der Antwortfunktionen als eine
M�glichkeit zur Signalsimulation ein. Die Modellierung ko-
h�renter Schwingungssignale umfasst die folgenden Schritte:
1. Aus MD-Trajektorien auf der Grundlage existierender

Kraftfeldmethoden wie CHARMM,[58] GROMOS[59] und
AMBER[60] werden Protein- und Solvenskonfigurationen
generiert.

2. F�r jede Konfiguration wird ein fluktuierender anharmo-
nischer effektiver Hamilton-Operator der Schwingungs-
excitonen, ĤS(t), und die �bergangsdipolmatrix m(t) der
relevanten Zust�nde konstruiert, wobei der Hamilton-
Operator ein h�heres Theorieniveau haben muss als die in
Schritt (1) verwendeten Kraftfelder.

3. Vier-Punkt-Korrelationsfunktionen f�r die �bergangs-
momente werden berechnet, die die relevanten Molek�l-
bewegungen und Fluktuationen beschreiben.[61]

4. Die Antwortfunktionen werden durch spezifische Kom-
binationen der Vier-Punkt-Korrelationsfunktionen be-
rechnet, welche die f�r die gew�hlte Methode im Quan-
ten-Liouville-Raum relevanten Pfade beschreiben.

Der Schritt 1 ist gut entwickelt und dokumentiert, wobei
auf ein großes Arsenal von Algorithmen und Programm-
paketen zur�ckgegriffen werden kann. Wir konzentrieren
unsere Diskussion deshalb auf die Schritte 2–4. In Abschnitt 2
geben wir eine kurze �bersicht �ber die historische Ent-
wicklung der koh�renten mehrdimensionalen Spektroskopie
und fassen dann in Abschnitt 3 die Methoden zur Konstruk-
tion effektiver Hamilton-Operatoren f�r fluktuierende Exci-
tonen der peptidischen Amidbanden zusammen. In Ab-
schnitt 4 f�hren wir das theoretische Ger�st ein, das f�r die
Modellierung nichtlinearer optischer Signale ben�tigt wird,
wobei unter anderem ein einfaches, exakt l�sbares Gauß-
sches Fluktuationsmodell diskutiert wird. In diesem zu-
standssummierenden Ansatz („sum-over-state“, SOS)[62] in-
duziert das optische Feld �berg�nge zwischen den Eigen-
zust�nden des Systems, und die Nichtlinearit�t des Antwort-
signals wird der Anharmonizit�t des Systems zugeordnet (da
harmonische Schwingungen linear sind, verschwindet ihre
nichtlineare Antwort durch Interferenzen zwischen den
Quantenpfaden). Der SOS-Ansatz ist f�r kleine Peptide ge-
eignet (z. B. zur Analyse der Amid-I-Banden von Peptiden
mit weniger als 30 Aminos�uren). Die Verwendung stochas-
tischer Liouville-Gleichungen zur Beschreibung des chemi-
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schen Austauschs und der spektralen Diffusion durch Ein-
beziehung externer kollektiver Badkoordinaten wird in Ab-
schnitt 5 vorgestellt. In Abschnitt 6 werden Anwendungen
auf die Dynamik der Wasserstoffbr�cken von HDO in D2O
beschrieben. Eine f�r gr�ßere Biomolek�le wie globul�re
Proteine oder Membransysteme geeignete Methodik[48, 62,63]

wird in Abschnitt 7 diskutiert; hierbei resultiert das Signal aus
der Streuung von Einzelanregungen (Quasipartikeln) anstatt
aus �berg�ngen zwischen Zust�nden. Die ben�tigten Qua-
sipartikel-Funktionen lassen sich aus Bewegungsgleichungen
herleiten (Gleichungen f�r nichtlineare Excitonen; NEEs).[64]

In Abschnitt 8 zeigen wir, wie eine geschickte Wahl des
Wellenvektors der Signale zur Untersuchungen von Doppel-
anregungen (doppelte Quantenkoh�renz) genutzt werden
kann, die alternative Einblicke in die Struktur liefern k�nnen.
Chiralit�tsinduzierte Verfahren – als 2D-analoge Form des
Circulardichroismus – werden in Abschnitt 9 besprochen. Bei
diesen Ans�tzen wird die Aufl�sung von 2DIR-Signalen
erh�ht, indem man sich die Chiralit�t von Peptiden zunutze
macht. Die Toxizit�t von Amyloidfibrillen, Aggregaten fehl-
gefalteter Peptide, die mit verschiedenen Krankheiten wie
der Alzheimer-Demenz in Verbindung stehen, h�ngt stark
von ihrer Struktur ab. Die in Abschnitt 10 vorgestellten
2DIR-Simulationen bieten sich als vielversprechende Me-
thoden f�r die Gewinnung von Strukturinformationen an, die
mit anderen Verfahren nicht zug�nglich sind. Den Abschluss
bildet Abschnitt 11 mit einer Zusammenfassung und einem
Ausblick.

2. Historische Entwicklung

Die Infrarotabsorption liefert eine eindimensionale (1D)
Projektion molekularer Eigenschaften auf die Frequenzachse,
hervorgerufen durch eine lineare Polarisation der Probe im
Strahlungsfeld. Zur Untersuchung von Polarisationen h�he-
rer Ordnung und komplexeren Vorg�ngen stehen nichtli-
neare Spektroskopietechniken zur Verf�gung. Inkoh�rente
Techniken[65, 66] wie Fluoreszenz-, Raman- und Pump-Probe-
Verfahren operieren unabh�ngig von den Phasen der Laser-
pulse, wohingegen koh�rente Techniken generell phasenab-
h�ngig sind. Die Modellierung nichtlinearer Spektren wird
erheblich vereinfacht, wenn die Frequenzfluktuationen (L)
entweder viel schneller oder viel langsamer relaxieren als ihre
Magnituden (D). Die Relaxationsgeschwindigkeiten k�nnen
dann ph�nomenologisch als homogene (D/L ! 1) oder inho-
mogene (D/L @ 1) Verbreiterungen eingef�hrt werden. In
den 70er Jahren nahm man an, mit elektronisch nicht-reso-
nanten CARS-Messungen (koh�rente Anti-Stokes-Raman-
Spektroskopie) der Schwingungsphasenentkopplung zwi-
schen den beiden Verbreiterungsmechanismen unterscheiden
zu k�nnen,[67, 68] �hnlich wie mit der Photonenechotechnik.[69]

Durch Formulierung des Problems in Mehrpunkt-Korrelati-
onsfunktionen der elektrischen Polarisierbarkeit konnten
Loring und Mukamel[70] aber zeigen, dass dies nicht der Fall
ist. Wesentlich ist in diesem Zusammenhang, dass die opti-
schen Signale bez�glich ihrer Dimensionalit�t (d.h. der Zahl
der extern kontrollierbaren Zeitintervalle) und nicht bez�g-
lich der Ordnung des nichtlinearen Feldes klassifiziert werden

sollten. Sowohl die Photonenechosignale als auch die elek-
tronisch nicht-resonanten zeitaufgel�sten CARS-Signale sind
dritter Ordnung bez�glich der externen Felder. CARS hat
jedoch nur eine frei steuerbare Zeitvariable, t2 (siehe Abbil-
dung 1). Die beiden anderen Zeiten, t1 und t3, sind aufgrund
der Heisenbergschen Unsch�rferelation f�r einen nicht-re-
sonanten �bergang sehr kurz und tragen keine molekulare
Information. Die Technik ist daher eindimensional und ver-
mittelt den gleichen Informationsgehalt wie die spontane
Raman-Spektroskopie. Sie vermag deshalb nicht zwischen
homogenen und inhomogenen Linienformen zu unterschei-
den. Aus dieser Analyse folgt auch, dass eine zur Photonen-
echotechnik analoge 2D-Raman-Spektroskopie sieben an-
stelle von nur drei Pulsen erfordern w�rde. Solche Experi-
mente wurden realisiert.[71–73] Geschlossene Ausdr�cke f�r
Mehrpunkt-Korrelationsfunktionen von Multiniveausyste-
men, deren Frequenzen stochastischen Gauß-Fluktuationen
unterliegen,[74, 75] bereiteten den Weg f�r mehrdimensionale
Simulationen derartiger Spektren.[76] Tanimura und Muka-
mel[77] schlugen eine einfachere, impulsive und nicht-reso-
nante Raman-Technik mit nur f�nf Pulsen vor, die, analog zur
mehrdimensionalen NMR-Spektroskopie, mittels zweidimen-
sionaler Frequenz-Frequenz-Darstellungen interpretiert
werden kann. Messungen niederfrequenter intermolekularer
Schwingungen (� 300 cm�1) in fl�ssigem CS2

[78–87] waren zu-
n�chst durch Kaskadeneffekte (Sequenzen von Prozessen
dritter Ordnung) beeintr�chtigt, die aber sp�ter vermieden
werden konnten.[88] Auch Experimente in fl�ssigem Form-
amid wurden beschrieben.[89] Das gleiche Konzept wurde
sp�ter[48, 65,90] auf Schwingungs�berg�nge im Infrarotbe-
reich[57, 91–93] und auf die Elektronenspektroskopie im Sicht-
baren[94–97] �bertragen. Infrarottechniken erfordern weniger
Laserpulse als Raman-Techniken, weil jeder �bergang nur
ein einzelnes Feld anstatt deren zwei einbezieht. Die n�tige
Steuerung der Laserpulsphasen, die bei Radiowellen relativ
einfach ist, stellt bei h�heren Frequenzen eine betr�chtliche
Herausforderung dar.

Das erste 2D-Frequenz-Frequenz-Experiment geht auf
Hamm und Hochstrasser zur�ck,[98] die eine Pump-Probe-
Technik mit zwei Infrarotpulsen, einem schmalen (� 10 cm�1)
Pump- und einem breiteren Abfragepuls (130 cm�1), ein-
setzten. Das Antwortsignal wurde spektral aufgel�st und als
Funktion seiner Frequenz und der des Pumppulses aufge-
zeichnet. Diese Studie konnte erstmals zeigen, wie die 2DIR-
Kreuzsignale zur Aufkl�rung der Strukturen kleiner Peptide
genutzt werden k�nnen.[99] Die Diagonalsignale geben die
Energien der lokalisierten C=O-Moden wieder, w�hrend die
Kreuzsignale die von der Peptidstruktur abh�ngigen Kopp-
lungen zwischen den Moden beschreiben. Aus den Intensi-
t�ten und Anisotropien der Kreuzsignale konnte mithilfe
eines einfachen Modells f�r die Kopplungsmuster die 3D-
Struktur eines cyclischen Peptids bestimmt werden.

Eine quantitative Analyse erfordert Hamilton-Operato-
ren von hoher G�te, die f�r kleinere Peptide entwickelt
worden sind. Die R�ckgratstruktur von Trialanin in w�ssriger
L�sung wurde durch 2D-Spektroskopie der Amid-I-Bande
mit polarisiertem Licht untersucht.[100] Das stimulierte Pho-
tonenecho von N-Methylacetamid (NMA),[101] einem mole-
kularen Modell f�r eine einzelne Amideinheit, wurde ge-
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messen und zur Bestimmung der Schwingungsfrequenzkor-
relationsfunktion genutzt. Diese Ergebnisse werden oft als
Referenz f�r effektive Hamilton-Operatoren verwendet.
Experimente an Polypeptiden werden h�ufig als Referenz f�r
Kopplungen und �bergangsdipole herangezogen. In einer
Arbeit aus 2004 wurden 2DIR-Spektren einer Serie von
doppelt isotopenmarkierten a-Helices mit 25 Untereinheiten
beschrieben. Durch 13C- und 18O-Markierung von Unterein-
heiten der Helix konnten die Kopplungen zwischen unter-
schiedlichen Amid-I-Moden, die durch ein, zwei oder drei
Amino�uren voneinander getrennt waren, gemessen
werden.[102] Zwei �hnliche Studien einer b-Haarnadelstruk-
tur[56] sowie einer 310-Helix und eines weiteren Typs von a-
helicalen Peptiden[103] wurden beschrieben. Auch andere
kleine Molek�le wurden untersucht, wie DNA[104] und ein
Rotaxan.[105]

Die erfolgreiche Anwendung dieser 2DIR-Methoden auf
kleine Peptide hat fast zwangsl�ufig zu Studien gr�ßerer
Systeme angeregt. Durch Vergleich globul�rer Proteine mit
unterschiedliichem Anteil an b-Faltblattmotiven konnte
Tokmakoff et al. eine f�r b-Faltbl�tter charakteristische „Z“-
Form im Photonenechospektrum ausmachen.[57] a-Helices
ergeben hingegen eine ungeordnete Signalstruktur, und die
zuf�lligen Ausrichtungen der Unterstrukturen f�hren zu un-
strukturierten, diagonal elongierten Banden.[106] Righini und
Mitarbeiter untersuchten die lokale Struktur von Lipiden in
Dimyristoylphosphatidylcholin(DMPC)-Membranen durch
Isotopenmarkierung der Carbonylgruppen der Mem-
bran.[107, 108] Durch Signalformanalyse der 2D-Spektren der
Amid-I-Banden (Streckschwingung der R�ckgrat-Carbonyl-
gruppen) von elf entlang eines Transmembranpeptidb�ndels
ausgerichteten Aminos�ureresten konnten Zanni et al. die
homogenen und inhomogenen Signalverbreiterungen be-
stimmen, die Auskunft �ber die Strukturverteilungen und die
Pikosekundendynamik von Peptiden und deren Umgebung
geben.[93] Auch 2DIR-Studien fehlgefalteter Peptidaggregate
(Amyloidfibrillen) wurden beschrieben.[109–111]

Durch die zeitaufgel�ste Verfolgung der �nderungen der
Kreuzsignale im Piko- und Nanosekundenbereich[112] unter-
suchten Hamm und Mitarbeiter die durch eine UV-induzierte
Spaltung einer Disulfidbr�cke zwischen dem ersten und
dritten Glied ausgel�ste Entfaltung eines Tetrapeptids.[22,92]

Die Kreuzsignale geben Auskunft �ber die Dynamik der
Wasserstoffbr�cken auf einer Zeitskala von wenigen Pikose-
kunden. Tokmakoff untersuchte durch 2DIR der Amid-I-
Bande die statischen und transienten Konformations�nde-
rungen bei der thermischen Entfaltung von Ubiquitin.[113] Die
Gleichgewichtsmessungen deuten auf eine einfache, zwei-
stufige Entfaltung hin, w�hrend die Transientenexperimente
ein komplexes Relaxationsverhalten der verschiedenen
spektralen Komponenten aufzeigen, dessen Zeitskala sechs
Gr�ßenordnungen �berspannt. Durch zeitaufgel�ste IR-
Spektroskopie konnten Hamm et al. die stark temperatur-
abh�ngige, nichtexponentielle Spektrokinetik der Faltung
und Entfaltung eines photoschaltbaren a-helicalen Peptids
auf Alanin-Basis mit 16 Untereinheiten von einigen Pikose-
kungen bis beinahe 40 ms im Temperaturbereich von 279–
318 K verfolgen.[114] Beide Prozesse zeigen ein komplexes,
gestreckt-exponentielles Antwortsignal, das auf eine breite

Geschwindigkeitsverteilung hinweist. Mithilfe eines Elek-
tronenlasers wurden Umgebungseffekte auf die IR-Schwin-
gungsdynamik von Wolframhexacarbonyl in kryogenen Ma-
trices durch Bestimmung der Populationsrelaxationszeit T1

durch Pump-Probe-Experimente und der Phasenentkopp-
lungszeit T2 in einem Zweiphotonenecho untersucht.[115]

Schnelle (einige ps) IR-Photonenecho-Spektren des aktiven
Zentrums von Formiatdehydrogenase (FDH) im Komplex
mit Azid (N3, ein als �bergangsstrukturanalogon fungieren-
der nanomolarer Inhibitor) und Nicotinamid (NAD + )
zeigen das Vorliegen einer raschen Dynamik in der N�he des
katalytischen �bergangszustandes.[116] Harris und Mitarbeiter
zeigten, dass durch 2DIR-spektroskopische Verfolgung der
Schwingungsmoden direkte Informationen �ber die Geome-
trie des �bergangszustandes, die Zeitskala und den Reakti-
onsmechanismus der fluktuierenden Umlagerung von
[Fe(CO)5] gewonnen werden k�nnen.[117]

Ultraschnelle IR-Raman-Spektroskopie (Pumppuls im
mittleren IR, Raman-Abfragepuls) wurde erfolgreich zur
Untersuchung des schnellen Energietransfers in fl�ssigem
Wasser und Methanol und von HOD in D2O angewen-
det.[118, 119] Die Struktur und Dynamik der Wasserstoffbr�cken
in fl�ssigem Wasser wurden durch 2DIR-Spektroskopie in-
tensiv untersucht. Tokmakoff und Mitarbeiter studierten die
Umlagerung des H-Br�cken-Netzwerks durch Messung der
Fluktuationen der O-H-Streckschwingung von HOD in fl�s-
sigem D2O; die Frequenzfluktuationen h�ngen direkt mit der
intermolekularen Dynamik zusammen. Modellierungen er-
geben, dass die Verschiebung der O-H-Frequenz aus �nde-
rungen des auf die Protonen wirkenden elektrischen Feldes
beruht. Bei kurzen Zeiten entspricht die Schwingungsent-
kopplung einer ged�mpften Schwingung der Wasserstoffbr�-
cken mit einer Periode von 170 fs. Bei l�ngerer Zeitskala wird
ein Abklingen der Schwingungskorrelationen mit einer
Konstante von 1.2 ps aufgrund von kollektiven strukturellen
Reorganisationen beobachtet.[120] Mit einer Kombination von
2DIR- und MD-Verfahren wurde die Stabilit�t von Spezies,
die keine Wasserstoffbr�cken bilden, in einer isotopenver-
d�nnten Mischung von HOD in D2O untersucht, wobei sich
die Konfigurationen mit und ohne H-Br�cken hinsichtlich
ihres Relaxationsverhalten qualitativ unterschieden.[121] Mo-
lek�ldynamische Elektronenstrukturrechnungen wurden zur
Bestimmung der Zeitkorrelationsfunktionen (TCFs; time
correlation functions) zweier Kraftfelder f�r Wasser (TIP4P
und SPC/E) genutzt.[122] Die TCFs dienen als Eingabepara-
meter f�r die Simulation von 2DIR-Spektren. Vergleiche mit
experimentellen Daten zeigen, dass beide Kraftfelder die
schnellen Fluktuationen (300–400 fs) �berbewerten und die
langsamsten Fluktuationen (1.8 ps) nicht ber�cksichtigen.
Die Schwingungsechokorrelationsspektren sind ein G�tekri-
terium f�r die TCFs. Die Temperaturabh�ngigkeit des Pho-
tonenechos der O-H-Schwingung in fl�ssigem H2O zeigte,
dass sich der Zeitraum der Frequenzkorrelation (und damit
auch der Strukturkorrelation) beim Abk�hlen von 297 auf
274 K von 50 fs auf 200 fs ausdehnt, was auf eine Verminde-
rung der Phasenentkopplung durch Librationsmoden hin-
deutet.[123] Auch einfache Anionen (CN� , N3

�) wurden als
Sonden f�r die Fluktuation von H-Br�cken-Netzwerken ge-
nutzt.[124–126]
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Elektrostatische Wechselwirkungen sind von großer Be-
deutung f�r Enzymaktivit�ten und f�r die Entwicklung von
Wirkstoffen. Da die nichtkovalente elektrostatische Koordi-
nation von Cofaktoren hinreichend schwach ist, um reversibel
zu sein,[127, 128] sollte die 2DIR-Spektroskopie eine M�glichkeit
zur direkten Beobachtung der elektrostatischen Umgebung
und ihrer Fluktuationen bieten. Artifizielle Chromophore,
z. B. Nitrile, lassen sich an bestimmten Stellen in der aktiven
Region einf�hren.[129] Eine 2DIR-Studie eines Wirkstoffmo-
lek�ls, das zwei Nitrilfunktionen enthielt, im Komplex mit der
reversen Transkriptase des HIV-1[130] ließ eine von der Ko-
ordinationsumgebung abh�ngige Spektralaufspaltung erken-
nen. Verschiedene Bindungstypen wie Nitrile, Carbonyle, C-
F- und C-D-Bindungen, Azid- und Nitroverbindungen,
wurden als „Sonden“ f�r elektrische Felder von Proteinen in
der Stark-Spektroskopie genutzt. Die gemessenen Stark-
Verschiebungen, Signalpositionen und Absorptionsquer-
schnitte k�nnen zum Design von Aminos�ure-Markern ge-
nutzt werden, um die lokale Umgebung in Proteinen zu
sondieren.[131] Zudem k�nnen 2D-Techniken[118, 133] auch
Schwingungsenergietransferpfade verfolgen.[132] Schwin-
gungsenergierelaxationen wurden mithilfe der semi-klassi-
schen N�herung quantenmechanischer Kraftfeldkorrela-
tionsfunktionen simuliert.[134]

2D-Methoden k�nnen auch genutzt werden, um Reakti-
onsgeschwindigkeiten, Mechanismen und Ausbeuten zu un-
tersuchen. Im thermischen Gleichgewicht �quilibrieren kleine
Peptide in L�sung schnell (in 10–100 ps) zwischen verschie-
denen Konformationen, wobei die Dynamik der transienten
Spezies die Faltung beeinflussen kann. Hochstrasser und
Kim[135] sowie Fayer et al.[136] setzten unabh�ngig voneinander
eine 2DIR-Methode ein, um die ultraschnelle Dynamik von
Wasserstoffbr�cken in Solvat-Solvens-Komplexen zu untersu-
chen. Hamm et al. verwendeten eine 2DIR-Nichtgleichge-
wichtsaustauschspektroskopie zur Untersuchung der lichtin-
duzierten Migration von Proteinliganden.[137] Die Bindung-
konnektivit�t in Molek�len wurde anhand von relaxationsun-
terst�tzten 2DIR-Signalen bestimmt, wobei als wesentliche
Parameter die charakteristische Ankunftzeit des intermodalen
Energietransports und ein Kreuzsignalverst�rkungskoeffizient
dienten. Spektralinterferometrisch detektierte 2DIR-Spek-
tren der gekoppelten Carbonyl-Streckschwingungen von
[Rh(CO)2(C5H7O2)] in Hexan vermochten die Struktur in
einem Zeitfenster von etwa 20 ps zu charakterisieren.[138]

3. Hamilton-Operatoren f�r Amid-Schwingungen in
Polypeptiden

Schwingungsspektren werden gew�hnlich durch Normal-
moden beschrieben, die die kollektiven Bewegungen der
Atome repr�sentieren, wenn alle Anharmonizit�ten ver-
nachl�ssigt werden. Die Frequenzen der Normalmoden und
die Auslenkungen individueller Atome lassen sich mithilfe
von Kraftfeldern, wie sie in Standard-MD-Codes implemen-
tiert sind, berechnen. Die Kraftfelder sind so parametrisiert,
dass sie langsame R�ckgratbewegungen abbilden. Hochfre-
quente Schwingungen wie die Amidbanden von Peptiden
erfordern genauere Ab-initio-Rechnungen.

Ein Peptid kann als eine durch Amidbindungen (O=C-N-
H) verkn�pfte Perlenkette betrachtet werden (Abbildung 3).
Die Amidbindungen haben partiellen Doppelbindungs-

charakter und liegen aus sterischen Gr�nden fast nur in der
trans-Konfiguration vor, sodass die Region zwischen zwei
aufeinanderfolgenden a-Kohlenstoffatomen (Peptideinheit)
starr und planar ist. Die Struktur des Peptidr�ckgrats wird
durch die zwei Ramachandran-Diederwinkel f und y je
Amidbindung beschrieben. Das Infrarotspektrum einer
R�ckgrat-Peptidbindung besteht aus vier Amidbanden, die
als Amid I, II, III und A bezeichnet werden,[139–41] und die von
den gekoppelten lokalisierten Amidschwingungen aller Pep-
tideinheiten herr�hren (lokale Amid-Moden; LAMs). Die
Lokalisierung l�sst sich gut darstellen, indem man die mole-
kulare Ladungsdichte 1(r) in Form von Atomauslenkungen
entwickelt [Gl. (1)].

Hierbei ist qmi die i-te Schwingungsmode der m-ten Pep-
tidbindung. Die �bergangsladungsdichte (TCD, transition
charge density) @1/@qmi

[142] gibt die Ver�nderung der elek-
tronischen Struktur durch die qmi-Schwingung wieder. Die
TCD-Konturen (0.01 esu/Bohr) der vier Amidbanden von N-
Methylacetamid (NMA), einem Modellsystem der Amid-
bindung, sind in Abbildung 4 gezeigt. Die Amid-III-
(� 1200 cm�1) und Amid-II-Banden (� 1500 cm�1) werden
der mit der N-H-Biegeschwingung gekoppelten C-N-Streck-
schwingung zugeordnet. Die Amid-I-Bande (1600–
1700 cm�1) entstammt der C=O-Streckschwingung, gekoppelt
mit der phasengleichen N-H-Biegeschwingung und der C-H-
Streckschwingung. Die Amid-A-Bande (� 3500 cm�1) ent-
stammt der fast unvermischten N-H-Streckschwin-
gung.[139, 140, 143] Die TCDs dieser vier Banden sind sehr stark an

Abbildung 3. Amid-Bindungen mit Ramachandran-Winkeln (f und y).
Die Ebenen der Peptideinheiten sind grau gekennzeichnet, „sc“ steht
f�r Seitenkette.

Abbildung 4. Konturdarstellung (0.01 esu/Bohr) der �bergangs-
ladungsdichen (TCDs) der vier Amidbanden von N-Methylacetamid
(NMA). Violette und braune Konturen kennzeichnen f�r positive bzw.
negative Werte.
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den vier an der Amidbindung beteiligten Atomen (O, C, N
und H) lokalisiert. Die elektronische �berlappung zwischen
den Amideinheiten ist gering und auf unmittelbar benach-
barte Peptidbindungen beschr�nkt. Indem man den Hamil-
ton-Operator und die �bergangsdipolmomente aller Amid-
banden (I, II, III and A) durch die Ramachandran-Winkel
parametrisiert, lassen sich redundante Normalmodenberech-
nungen f�r verschiedene Konformere vermeiden.

Die hohe Empfindlichkeit, mit der die Schwingungs-
�berg�nge auf �nderungen der lokalen Struktur und der
Wasserstoffbr�ckenumgebung reagieren, macht die Amid-
banden zu idealen Spektralmerkmalen f�r die Differenzie-
rung sekund�rer Strukturmotive und die Beobachtung von
Umgebungseinfl�ssen.[144] Die intensive und spektral isolierte
Amid-I-Bande ist f�r Strukturbestimmungen besonders ge-
eignet, und die Ver�nderung ihrer Frequenz in Abh�ngigkeit
von der Sekund�rstruktur und der Konformation wird viel-
fach als Indikator f�r die Strukturbestimmung von Polypep-
tiden und Proteinen genutzt.[56, 57,105, 143–146] Bei a-helicalen
Peptiden liegt die Amid-I-Bande bei 1650–1655 cm�1, w�h-
rend b-Faltbl�tter meist eine starke Bande bei 1612–
1640 cm�1 und eine schw�chere bei 1685 cm�1 aufweisen. Bei
ungeordneten Strukturen liegt die Bande gew�hnlich bei
1645 cm�1, nahe am Wert f�r a-Helices. Antiparallele b-
Faltbl�tter zeigen eine starke Amid-II-Bande bei 1510–
1530 cm�1, w�hrend parallele b-Faltbl�tter h�herfrequente
Banden erzeugen (1530–1550 cm�1). Die Substitution mit
Deuterium f�hrt zu einer deutlichen Verschiebung zu nied-
rigeren Frequenzen (� 1460 cm�1). Die Amid-III-Bande ist
meist schw�cher als die Amid-I- und Amid-II-Banden und
wird durch Deuterium-Substitution ebenfalls zu niedrigeren
Frequenzen verschoben (960–1000 cm�1). Die Bande korre-
liert normalerweise nicht mit der Sekund�rstruktur des Pro-
teins, ist aber empfindlich in Bezug auf Wasserstoffbr�cken
und lokale Ramachandran-Winkel.[19] In Kombination mit
der Amid-I-Bande wird die Amid-III-Bande gelegentlich zur
Differenzierung zwischen b-Faltbl�ttern und ungeordneten
Strukturen genutzt, was anhand der Amid-I-Bande allein
nicht m�glich ist. Die �berlappung der Amid-A-Bande mit
den intensiven O-H-Banden von Wasser erschwert die Auf-
zeichnung und Interpretation dieser Bande erheblich.

Ein f�r 2DIR-Simulationen von Peptiden geeigneter
Hamilton-Operatoren wurde durch Reihenentwicklung kon-
struiert (6. Ordnung im Potential der in den einzelnen Pep-
tideinheiten lokalisierten Amid-Moden, 4. Ordnung in be-
nachbarten Kopplungen und 2. Ordnung in nicht-benach-
barten elektrostatischen Kopplungen).[142, 148] Wechselwir-
kungen zwischen LAMs mit nicht-�berlappender TCD sind
rein elektrostatisch und lassen sich durch Gleichung (2) aus-
dr�cken:

Durch Diagonalisierung des lokalen Hamilton-Operators
jeder Amidbindung erhalten wir im Bereich von 0–7000 cm�1

f�r jede Peptideinheit 14 lokale Eigenzust�nde (vier Funda-
mentalschwingungen, vier Obert�ne und sechs Kombinati-
onsbanden), die wir als lokale Amidzust�nde (LAS) be-

zeichnen. Ferner definieren wir die excitonischen Erzeu-
gungs- und Vernichtungsoperatoren des a-ten LAS in der m-
ten Peptideinheit als: B̂ma� jmaihm0 j und B̂Byma� jm0ihma j ,
wobei jm0i f�r den Grundzustand steht. Diese Definition
erf�llt die Kommutationsbeziehung nach Pauli:

½Bma,Bynb� ¼ dn,mda,bð1�
X

cB
y
mcBmcÞ�dm,nBymbBma:

Der Hamilton-Operator des Peptids kann dann unter
Verwendung dieser Operatoren wie in Gleichung (3) ausge-
dr�ckt werden:[148]

Der erste Term steht f�r den lokalen Hamilton-Operator.
Die Kopplungen zwischen benachbarten Peptideinheiten
(zweiter Term) wurden als Funktion der Ramachandran-
Winkel (f und y) auf BPW91/6-31G(d,p)-Niveau berechnet,
wobei ein f�r Glycindipeptid(GLDP)-Konfigurationen ent-
wickeltes anharmonisches Schwingungspotential 4. Ordnung
eingesetzt wurde. Kopplungen zwischen nicht-benachbarten
Gruppen (die beiden letzten Terme) wurden durch ein elek-
trostatisches Modell beschrieben. Die Multipolentwicklung
der �bergangsladungsdichtekopplungen (TCDC; transition
charge density couplings) bis zur 4. Ordnung ergibt Terme f�r
die Dipol-Dipol-Wechselwirkung (�R�3), die Dipol-Qua-
drupol-Wechselwirkung (�R�4) und die Quadrupol-Qua-
drupol- bzw. Dipol-Oktopol-Wechselwirkung (�R�5), wobei
R der Abstand zwischen den Gruppen ist.

Torii und Tasumi (TT) entwickelten eine solche Potenti-
alkarte f�r die Nachbarkopplungen der Amid-I-Bande mit-
hilfe von restriktiven Hartree-Fock(HF)-Elektronenstruk-
turrechnungen von GLDP.[146] Die Kopplung der nicht-be-
nachbarten Peptideinheiten in der Amid-I-Bande wurde
durch das �bergangsdipolkopplungsmodell (TDC; transition
dipole coupling) angen�hert.[149, 150] Gr�ße, Richtung und
Lokalisierung des �bergangsmoments wurden durch An-
gleich ab initio berechneter Kopplungskonstanten f�r zweit-
n�chste Nachbarn analysiert (der Betrag des �bergangsdipols
war (@m/@q) = 2.73 DA�1 bei einem Winkel von 10.08 zur
C=O-Bindung). Gorbunov, Kosov und Stock[151] entwickelten
eine �hnliche Potentialkarte auf h�heren Rechenniveaus
(MP2 und B3LYP). Um die Beitr�ge h�herer Multipole zur
Amid-I-Mode zu ber�cksichtigen, approximierten Woutersen
und Hamm �bergangsladungsdichtekopplungen durch DFT-
Rechnungen der Mulliken-Partialladungen von NMA.[152]

Das Verfahren wurde sp�ter durch Einf�hrung von Multipol-
basierten Ladungen optimiert.[153] Die Genauigkeit der loka-
len Frequenzen und IR-Intensit�ten der Amid-I-Mode be-
z�glich Referenz-DFT-Rechungen konnte durch die Einbe-
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ziehung h�herer Multipole verbessert werden (auf 0.1 cm�1

f�r Frequenzen und 0.02 f�r IR-Intensit�ten; siehe Tabelle V
in Lit. [153]). Die Ber�cksichtigung h�herer Multipole ist vor
allem f�r die II-, III- und A-Bande, weniger aber f�r die
Amid-I-Bande wichtig: Die Amid-II- und Amid-III-Banden
sind st�rker �ber die Peptidbindung delokalisiert, und die A-
Bande hat einen kleineren �bergangsdipol (siehe auch Ab-
bildung 8 in Lit. [147]).

Die Kopplung des Dipols mit dem Strahlungsfeld ist durch
Gleichung (4) gegeben:

Zur Ber�cksichtigung der Chiralit�t wurden magnetische
Momente in die Gleichung einbezogen. Ableitungen der
magnetischen Momente in Bezug auf die lokalisierten Amid-
Moden h�ngen von den Ramachandran-Winkeln y und f ab.
Eine Konturkarte f�r die Ableitungen der magnetischen
Momente einer chiralen Modellpeptideinheit wurde durch
DFT-Rechnungen erhalten (siehe Abbildung 1 in Lit. [148]),
wobei die axialen Atomtensoren und die Normalschwingun-
gen herangezogen wurden.[154]

3.1. Elektrostatische Fluktuationen des lokalen Hamilton-
Operators

Die lokalen Hamilton-Operatoren [Gl. (3)] h�ngen von
der elektrostatischen Umgebung ab, die sich aus den umge-
benden Peptidresten und dem Solvens ergibt. Zum Beispiel
werden die Amid-I-Banden in Wasser durch die Bildung von
Wasserstoffbr�cken rotverschoben. Eine elektrostatische
Modellierung der fluktuierenden lokalen Hamilton-Opera-
toren erfordert iterative Ab-initio-Rechnungen der Schwin-
gungspotentiale der Peptidbindungen in Gegenwart der be-
nachbarten Peptidreste und des L�sungsmittels. Um etwa die
2DIR-Signalform von NMA zu simulieren, muss ein Hamil-
ton-Operator entlang der MD-Trajektorien verwendet
werden, wobei ca. 105 Einzelstrukturen eingehen. Solche
aufw�ndigen Ab-initio-Rechnungen lassen sich durch eine
elektrostatische Parametrisierung des Hamilton-Operators
vermeiden. F�r kleinere Chromophore gen�gt eine lineare
Stark-Modellierung f�r ein elektrisches Feld an einem Refe-
renzpunkt.[120, 155, 156, 157] F�r die Amid-Schwingungen von Pro-
teinen ist dieses Modell jedoch nicht geeignet; in diesem Fall
ist zu ber�cksichtigen, dass an der Peptidbindung ein unein-
heitliches elektrisches Feld anliegt.[142]

Durch Analyse der Normalschwingungen von NMA-
Wasser-Clustern auf RHF-Niveau entwickelten Ham und
Cho (HC) eine Konturkarte zur Parametrisierung der Amid-
I-Bande als lineare Funktion der elektrostatischen Potentiale
an den C-, O-, N- und H-Atomen sowie an zwei Methyl-
gruppen.[158, 159] Schmidt, Corcelli und Skinner (SCS)[160] kon-
struierten mithilfe von DFT-Rechnungen eine �hnliche
Konturkarte der Amid-I-Frequenz von deuteriertem NMA
(NMAD), wobei die Frequenz als eine lineare Funktion der
elektrischen Felder an den C-, O-, N- und H-Atomen para-

metrisiert wurde. Watson und Hirst fanden, dass sich die
Genauigkeit der Amid-I-Frequenzen von NMA in Wasser
durch zus�tzliche Referenzpunkte des elektrostatischen Po-
tentials in der Amidbindung (Mittelpunkte der C-O-, C-N-
und N-H-Bindungen) optimieren l�sst.[161]

Wir haben die Fundamentalschwingungen, die Obert�ne,
die Kombinationsbanden und die �bergangsdipole aller
Amidbanden (I, II, III und A) als quadratische Funktionen
der elektrischen Multipolfelder bis zur zweiten Ableitung des
elektrischen Feldes an einem Mittelpunkt der O- und H-
Atome des Amids parametrisiert (HM-Karte).[142] Die Kon-
turkarte wurde durch Eigenzustandsberechnungen des an-
harmonischen Schwingungspotentials 6. Ordnung (BPW91/6-
31G(d,p)-Niveau) der f�nf relevanten Normalschwingungen
von NMA in Gegenwart unterschiedlicher Multipolfelder
erstellt. Neben der Parametrisierung der Fundamental-
schwingungen und der Anharmonizit�ten wurden auch
Geometrie�nderungen und Modenvermischungen durch die
elektrischen Multipolfelder einbezogen. Der Mittelwert und
die Korrelationen zwischen den Frequenzfluktuationen der
Fundamentalschwingungen und der Anharmonizit�ten be-
stimmen die relativen Positionen und die Intensit�ten der
zwei positiven (stimulierte Emission/Grundzustandss�tti-
gung) und negativen (Absorption angeregter Zust�nde) Si-
gnale im nichtlinearen Infrarotspektrum.[162] Im Unterschied
zu den anderen Konturkarten ben�tigt dieses Modell keine
Anpassung an das jeweilige L�sungsmittel. Jansen und
Knoester[163] wendeten einen �hnlichen Ansatz auf die Amid-
I-Frequenz an und konstruierten dazu anharmonische
Schwingungspotentiale f�r NMA-Einzelmoden, eingebettet
in verschiedene Ladungsverteilungen des L�sungsmittels. Die
Amid-I-Frequenzen wurden durch das elektrische Feld und
Gradienten an den C-, O-, N- und H-Atomen parametrisiert.
Die Konturkarte schließt keine Modenvermischung ein.
Frequenzen und IR-Intensit�ten eines Pentapeptids in ver-
schiedenen Gasphasenkonfigurationen,[161] die mit dieser
Konturkarte in Kombination mit �bergangsladungskopp-
lungen und Nachbarkopplungsmodellen berechnet wurden,
stimmten gut mit DFT-Ergebnissen �berein.[153]

Schon in fr�heren Studien wurden die Torii-Tasumi-
Kopplungen zusammen mit unserem lokalen Hamilton-
Operator genutzt.[164] Der vollst�ndige Hamilton-Operator
[Gl. (3)] wurde f�r zwei a-helicale Peptide (SPE3)[145] ver-
wendet, die sp�ter in diesem Abschnitt beschrieben werden.

Das aus einem gegebenen Amidrest und zwei benach-
barten neutralen Gruppen im CHARMM27-Kraftfeld[165]

gebildete Molek�lsegment wurde als Stammchromophor f�r
die Berechnung elektrostatischer Wechselwirkungen einge-
setzt (Abbildung 3). Der Einfluss des restlichen Proteins und
des Solvens wird durch ein fluktuierendes elektrostatisches
Feld beschrieben. Das elektrostatische Potential U wird in
lokalen kartesischen Koordinaten Xa (a,b = x,y,z) um den
Mittelpunkt zwischen dem Sauerstoff- und Wasserstoffatom
der Amidbindung kubisch entwickelt [Abbildung 5 und
Gleichung (5)].
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Außer dem Grundwert U0 enth�lt Gleichung (5) insge-
samt 19 unabh�ngige Parameter, die in einem Vektor C an-
geordnet sind: C = (Ex,Ey,Ez,Exx,Eyy,Ezz,Exy,Exz,Eyz,Exxx,Eyyy,
Ezzz,Exyy,Exxy,Exxz,Exzz,Eyzz,Eyyz,Exyz) (man beachte dabei die
Symmetrie Eab = Eba).

Bei jedem Zeitschritt werden die Komponenten von C
durch Fehlerquadratminimierung an das elektrische Feld
angepasst, das an 67 Punkten im Raum abgerastert wird, die
die TCD der vier Amidbanden �berspannen (Abbildung 5).
Wir erwarten, dass in Regionen mit hoher TCD das elektro-
statische Potential die Infrarotaktivit�t der dort befindlichen
Schwingung beeinflusst. Die Verwendung von nur vier Ras-
terpunkten an den Positionen der C-, O-, N- und H-Atome
erwies sich als nicht ausreichend f�r die Beschreibung von
L�sungsmitteleffekten (insbesondere f�r Amid-II und
-III).[142] Dies ist im Einklang mit dem Befund von Watson
und Hirst, dass die Verwendung von mehr Rasterpunkten
eine genauere Amid-I-Frequenz ergibt.[161] F�r NMA[142]

wurde die parametrische Abh�ngigkeit des anharmonischen
Kraftfelds von den elektrostatischen Multipolkoeffizienten C
auf dem BPW91/6-31G(d,p)-Niveau beschrieben.[166] Von
diesem Funktional weiß man, dass es die Normalschwingun-
gen von Peptiden gut reproduziert.[167] Analytische Energie-
gradienten in Gegenwart von Multipolfeldern wurden auch in
Gaussian 03[168] implementiert, um h�here Ableitungen be-
rechnen zu k�nnen.[169,170]

Durch Diagonalisierung des in einen harmonischen Ba-
sissatz entwickelten lokalen Hamilton-Operators wurden die
lokalen Amidzust�nde in einem Gitternetz von elektrostati-
schen Multipolkoeffizienten C ermittelt, wobei zur Berech-
nung der Schwingungskonfigurationswechselwirkung
(Schwingungs-CI) der ARNOLDI-Algorithmus f�r die Ma-
trixdiagonalisierung angewendet wurde. Die �bergangs-
schwingungsfrequenz vom Grundzustand in den LAS a und
die �bergangsdipolmomente zwischen LAS a und b der m-
ten Peptideinheit wurden quadratisch in C entwickelt [Gl. (6)
und (7)]:

F�r die Gasphasenfrequenzen wurden die experimentel-
len Werte[171] verwendet; Oð1Þa und Mð1Þ

ab sind Vektoren mit 19
Komponenten, die die ersten Ableitungen der Frequenz und
des �bergangsdipols bez�glich C darstellen. Oð2Þ

a und Mað2Þ
ab

sind die 19 � 19-Matrizen der zweiten Ableitungen.
Um den Einfluss der elektrostatischen Kr�fte auf die

Frequenzverschiebung der Amidbanden zu ermitteln, wurden
die bei unterschiedlichen Feldern optimierten C=O- und
N-H-Bindungsl�ngen bez�glich C parametrisiert.[142] Wie aus
der Abbildung 6 klar hervorgeht, besteht eine starke Korre-

lation zwischen den vier Fundamentalschwingungen der
Amide und den C=O- und N-H-Bindungsl�ngen, was darauf
hinweist, dass vom elektrischen Feld verursachte Struktur-
�nderungen des NMA[142,146, 155, 172, 173] maßgeblich f�r die Fre-
quenzverschiebungen sind. Die positive Korrelation der
beiden Biegeschwingungen mit der N-H-Bindungsl�nge wird
auf Wasserstoffbr�cken mit H6 zur�ckgef�hrt, die die N-H-
Bindung strecken und das Potential entlang der Amid-I- und
Amid-II-Biegemoden durch Stabilisierung der parallelen N2-
H6···OH2-Struktur versteifen.

Die simulierten Bandenverschiebungen (�59 cm�1) und
Linienbreiten (29 cm�1) der Amid-I-Bande von NMA in
Wasser stimmen gut mit dem Experiment (�80 cm�1 bzw.
29 cm�1) �berein. In einer weiteren Studie wurde der gleiche
Hamilton-Operator auf SPE3 angewendet, ein a-helicales

Abbildung 5. Links: Molek�lstruktur von NMA und das zur Beschrei-
bung des anharmonischen Kraftfelds und des elektrostatischen Poten-
tials verwendete Koordinatensystem. Die vier Atome der Amidgruppe
(O4, C3, N2 und H6) befinden sich in der x,y-Ebene. Der Ursprung ist
der Mittelpunkt zwischen dem Sauerstoff- (O4) und Wasserstoffatom
(H6). Rechts: Konturdarstellungen der elektrischen Felder Ex und Ey

von NMA in H2O. Die roten Punkte kennzeichnen die vier Amidatome
(O4, C3, N2 und H6). Die Rasterpunkte sind durch blaue Kreuze mar-
kiert.

Abbildung 6. Auftragung von Amidfrequenzen als Funktion der Bin-
dungsl�ngen. Lineare Anpassungen ergeben: w = 6549.2�3905RCO

(Amid-I gegen C=O-Bindungsl�nge), w = 24259�20 426RNH (Amid-A
gegen N-H-Bindungsl�nge), w =�3066+ 4278RNH (Amid-III gegen N-
H-Bindungsl�nge) und w = 2768+ 4204RNH (Amid-II gegen N-H-Bin-
dungsl�nge). Die Werte f�r die Gasphase sind durch Kreuze markiert.
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Peptid mit 16 Untereinheiten (YGSPEAAA(KAAAA)3r, r
steht f�r d-Arg).[145] Der fluktuierende Hamilton-Operator
wurde aus 100 Einzelstrukturen einer 2-ns-MD-Trajektorie
konstruiert[164] und die Schwingungseigenzust�nde durch
Diagonalisierung des HM-Hamilton-Operators ermittelt. Ein
gutes Maß f�r die Koh�renzl�nge Ln des n-ten Schwingungs-
eigenzustands erh�lt man �ber das Anteilsverh�ltnis
[Gl. (8)].[54, 65,174]

Cv, ma ist der Reihenentwicklungskoeffizient des n-ten Ei-
genvektors des LAS a in der n-ten Peptideinheit. Die Ver-
teilung von Ln �ber die Frequenzen der Eigenzust�nde ist in
Abbildung 7 dargestellt. In der Amid-I-Region sind die nie-

derfrequenten Eigenzust�nde (� 1600 cm�1) �berwiegend an
nur einer Amidbindung lokalisiert (hLni� 1), w�hrend die
h�herfrequenten Eigenzust�nde st�rker delokalisiert sind.
Die h�herfrequenten Eigenzust�nde der Amid-III-Bande
(�1300 cm�1) sind dagegen lokalisiert. In der Amid-II-
Region tragen zwei bis drei Komponenten zur Verteilungs-
funktion bei. Aufgrund der gr�ßeren �bergangsmomente,
st�rkeren Nachbarkopplungen und geringeren diagonalen
Frequenzfluktuationen sind die Fundamentalschwingungen
der Amid-II-Bande am st�rksten lokalisiert (hLni= 2.3). Die
Fundamentalschwingungen der Amid-I- und Amid-III-
Banden sind �ber 1.8 bzw. 1.6 Amidbindungen delokalisiert.
Die Amid-A-Bande ist aufgrund des geringen �bergangs-
moments und der großen Frequenzfluktuation stark lokali-
siert (hLni= 1.0), was die Interpretation von 2DIR-Signalen
im Hinblick auf lokale Strukturen sehr vereinfachen kann.

4. Gekoppelte lokalisierte Schwingungen im
Liouville-Raum

Koh�rente optische Signale lassen sich nach ihrem Po-
tenzgesetz in Abh�ngigkeit vom treibenden Feld klassifizie-
ren.[66] Die Signale stehen mit der durch externe elektrische
Felder induzierten Polarisation P(t) in Beziehung. Die indu-
zierte Polarisation kann st�rungstheoretisch durch Entwick-
lung der Dichtematrix 1(t) in Potenzen des externen Feldes
erhalten werden.[66] Die Antwortfunktion dritter Ordnung,
Rð3Þn4n3n2n1

(t3,t2,t1), ist der Beitrag niedrigster Ordnung zur indu-
zierten Polarisation in isotropen Systemen [Gl. (9)]:

Hierbei sind t1, t2 und t3 die Wechselwirkungsintervalle
zwischen den aufeinanderfolgenden optischen Pulsen E(r,t)
(siehe Abbildung 1). nj sind die kartesischen Komponenten
der Felder und Polarisationen. Die Antwortfunktionen sind
Tensoren von Systemeigenschaften, die alle relevanten mo-
lekularen Informationen enthalten. R(1) ist ein Tensor zweiten
Ranges, der zwei Vektoren (E und P) verkn�pft; R(3) ist ein
Tensor vierten Ranges.

Ein heterodyn detektierendes Vier-Wellen-Mischungsex-
periment (Abbildung 1)[175] besteht aus vier Pulsen. In idealen
impulsiven Messungen sind diese Pulse alle zeitlich wohlge-
ordnet, gut separiert und viel k�rzer als die relevanten mo-
lekularen Zeitskalen. Unter diesen Randbedingungen lassen
sich alle Integrationen in Gleichung (9) eliminieren, und das
optische Signal ist dann direkt proportional zur Antwort-
funktion. Die Antwort dritter Ordnung ist in Abbildung 8

gezeigt. Zu Beginn ist das System im thermischen Gleichge-
wicht, und die Green�sche Funktion g(tn) beschreibt die
Entwicklung der molekularen Zeitskala (ohne Felder). Zum
Zeitpunkt t = 0 wechselwirkt das System mit dem ersten Puls
(vn1

), propagiert frei w�hrend t1 (g(t1)), wechselwirkt mit
dem zweiten Puls (vn2

) zum Zeitpunkt t1, propagiert im In-
tervall t2 (g(t2)), wechselwirkt mit dem dritten Puls (vn3

) bei
t1 + t2, propagiert w�hrend t3 (g(t3)) und wechselwirkt
schließlich mit dem Signalpuls (vn4

) bei t1 + t2 + t3 unter Er-
zeugung des Antwortsignals. Der Dipoloperator kann dabei
dreimal entweder auf den ket- oder bra-Vektor wirken.

Die Antwortfunktion dritter Ordnung ist als die Summe
von 23 = 8 Vierpunkt-Korrelationsfunktionen[66] gegeben, die

Abbildung 7. Verteilung der Anteilsverh�ltnisse (PR; partition ratios) in
Abh�ngigkeit von der Frequenz der Amidbanden I, II und III und A.
Die mittleren Anteilsverh�ltnisse betragen 1.8 (Amid-I), 2.3 (Amid-II),
1.6 (Amid-III) und 1.0 (Amid-A).

Abbildung 8. Schematische Darstellung der Antwortfunktion dritter
Ordnung.
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den acht Grundpfaden im Liouville-Raum entsprechen
[Gl. (10)]:

Abh�ngig von der Pulsfolge und der Nachweismethode
k�nnen verschiedene Experimente bestimmte Terme in Ab-
bildung 8 selektieren. Zur Berechnung des Anwortsignals
muss das elektrische Feld E in die Moden entwickelt werden
[Gl. (11)]:

Die Pulse j = 1, 2, 3 und s sind mit dem Wellenvektor kj,
der Tr�gerfrequenz wj, der Phase fj und der komplexen
Einh�llenden enj

(t�tj) an tj zentriert (1, 2 und 3 bezeichnen
die drei ankommenden Pulse, s ist der Signalpuls). Der Puls k1

kommt zuerst, gefolgt von k2, k3 und ks . Das heterodyne
Signal S(t), definiert als die von den Strahlungspulsen 1–3
hervorgerufene Transmissions�nderung der Mode s, steht in
Beziehung mit P(3) (der Polarisation dritter Ordnung) und den
externen Feldern [Gl. (12)], wobei r �ber das Wechselwir-
kungsvolumen der Probe integriert wird.

Nichtlineare koh�rente Signale sind stark gerichtet und
erscheinen nur dann, wenn ks entlang einer der phasenglei-
chen Richtungen ks =� k3� k2� k1 (mit den entsprechenden
Frequenzen ws =�w3�w2�w1) liegt. Dieses wichtige
Merkmal der Koh�renzspektroskopie r�hrt daher, dass wir
die von unterschiedlichen Molek�len erzeugten Feldampli-
tuden addieren, wobei die Probe wesentlich gr�ßer ist als die
optische Wellenl�nge.[297] Zuf�llige Phasenausrichtungen
f�hren dann in allen anderen Raumrichtungen zur L�schung
des Signals. Inkoh�rente Signale, z.B. Fluoreszenzsignale,
werden dagegen durch Addition der Intensit�ten (der Am-
plitudenquadrate) erhalten und sind im Wesentlichen isotrop.

�hnlich wie bei der NMR-Spektroskopie hat man f�r die
vielen Kombinationen von Vektoren und Pulsfolgen eine
Vielzahl von Namen und Akronymen eingef�hrt (Photo-
nenecho- und Transientenrasterspektroskopie, CARS, HOR-
SES etc.). Wir m�chten diese Nomenklatur vermeiden und
die Signale auf vier grundlegende Techniken zur�ckf�hren:
kI =�k1 + k2 + k3, kII = k1� k2 + k3, kIII = k1 + k2 � k3 und
kIV = k1 + k2 + k3.

Die wichtigsten Beitr�ge zu den Resonanzsignalen erge-
ben sich aus Termen, die man erh�lt, wenn das Feld und die
molekularen Frequenzen in Gleichung (9) entgegengesetzte
Vorzeichen haben. Andere stark oszillierende Terme (mit

gleichem Vorzeichen) k�nnen dagegen vernachl�ssigt
werden. Mithilfe der daraus folgenden N�herung der rotie-
renden Welle (RWA; rotating wave approximation) kann
jedes phasengleiche Signal durch eine spezifische Kombina-
tion von Pfaden im Liouville-Raum beschrieben werden.
Beispielsweise erhalten wir f�r die kI-Technik Gleichung (13):

Die Abh�ngigkeit von Rð3Þ
ks, n4 n3 n2 n1

(t3,t2,t1) vom Wellenvektor
folgt aus der Selektion der RWA-Pfade.

Um die N�herung der rotierenden Welle anwenden zu
k�nnen, muss das Molek�lmodell
spezifiziert werden. Die Energieni-
veaus der Amide bestehen aus drei
gut separierten Banden (Abbil-
dung 9). Erlaubt sind nur �berg�nge
zwischen dem Grundzustand g und
der Schar des ersten angeregten Zu-
stands e sowie zwischen den Scharen
des ersten und zweiten angeregten
Zustands f. Die Antwortfunktionen
lassen sich durch Summierung aller
m�glichen �berg�nge zwischen
Schwingungseigenzust�nden berech-
nen. Das nichtlineare Antwortsignal
verschwindet f�r harmonische
Schwingungen und l�sst sich daher
Anharmonizit�ten zuschreiben. Die
zum Signal beitragenden Terme
k�nnen durch Feynman-Diagramme
dargestellt werden, die die Entwick-
lung der Dichtematrix abbilden und
nach den folgenden Regeln konstru-
iert werden:
1. Die Dichtematrix wird durch zwei vertikale Linien dar-

gestellt, die dem ket- (linke Linie) und dem bra-Vektor
(rechte Linie) entsprechen.

2. Die Zeitachse verl�uft vertikal von unten nach oben.
3. Wechselwirkungen mit einem Strahlungsfeld werden

durch eine gewellte Linie angedeutet. Nach rechts zei-
gende Pfeile mit der Bezeichnung kj repr�sentieren Bei-
tr�ge von ej exp(�iwjt+ikj·r) zur Polarisation; nach links
weisende Pfeile stellen einen Beitrag f�r den Term
e*

j exp(iwjt�ikj·r) wj(>0) dar.
4. Jedes Diagramm hat das Nettovorzeichen (�1)n, wobei n

die Anzahl der Wechselwirkungen von der rechten Seite
(bra) festlegt (eine Wechselwirkung n̂, die von rechts auf
die Liouville-Gleichung als Kommutator wirkt, tr�gt ein
Minuszeichen).

Die in Abbildung 10 f�r die kI-Technik abgebildeten Fe-
ynman-Diagramme zeigen den Zustand der Dichtematrix in
jedem Zeitintervall. Die Berechnung der Signale erfordert

Abbildung 9. Energie-
niveauschema der be-
trachteten Systeme. g
steht f�r den Grundzu-
stand, e f�r die Schar
der ersten angeregten
Zust�nde und f f�r die
Schar der zweiten an-
geregten Zust�nde. mge

und mef sind die ent-
sprechenden �berg�n-
ge, die durch Pulse in-
duziert werden
k�nnen.
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meist mehrfache Integrationen �ber die jeweiligen Pulsfor-
men [Gl. (9)], denn die Form und relativen Phasen der Pulse
sind Parameter, die das Signal wesentlich beeinflussen. Ko-
h�rente Kontroll- und Pulsformungsalgorithmen k�nnen ge-
nutzt werden, um f�r bestimme Zielstellungen maßge-
schneiderte Signale zu erzeugen.[64] Hier wollen wir uns auf
Experimente mit zeitlich gut separierten Pulsen beschr�nken.
Mehrdimensionale Signale werden in der Frequenzdom�ne
durch mehrfache Fourier-Transformation von S(3)

ks
(t3,t2,t1) in

Bezug auf die Zeitabst�nde der Pulse erhalten. Wir betrach-
ten das mit Gleichung (14) ausgedr�ckte Signal:

Dieses Signal ist in Lit. [176] in Form der Gleichun-
gen (15)–(17) gegeben. Diese Ausdr�cke zeigen, wie Puls-
formen die �berg�nge innerhalb der Pulsbreite selektieren
k�nnen. e und e’ laufen �ber die Schar des ersten angeregten
Zustands, und f enth�lt die Schar des zweiten angeregten
Zustands (Abbildung 9). w1, w2 und w3 sind die Tr�gerfre-
quenzen der drei ersten Pulse. wab = (ea�eb)/�h sind die �ber-
gangsfrequenzen, wobei e f�r die Energien der Zust�nde und
xab = wab�igab f�r die komplexen �bergangsfrequenzen
stehen, die die Phasenentkopplungsraten g enthalten. Im
impulsiven Limit (große Bandbreite) setzen wir einfach
e(w) = 1.

4.1. Simulation von 2DIR-Spektren kleiner Peptide mittels
Gauß’scher Frequenzfluktuationen

Wir wenden uns jetzt einer speziellen Klasse von Fluk-
tuationsmodellen zu,[55, 62] die exakt gel�st werden k�nnen und
kompakte, geschlossene Ausdr�cke f�r die Antwortfunktio-
nen liefern. Die 2DIR-Signale kleiner Peptide mit weniger als
30 Resten konnten auf diese Weise modelliert werden.

Wir nehmen zun�chst an, dass rein diagonale Energie-
fluktuationen bestehen, die der Gauß-Statistik unterliegen
und die klein sind im Vergleich zum Abstand zwischen den
Energieniveaus. Dies ist gegeben, wenn die Energien durch
kollektive Koordinaten moduliert werden, die sich als Summe
harmonischer Koordinaten ausdr�cken lassen. Allerdings ist
das Modell auch breiter g�ltig, wenn die kollektiven Koor-
dinaten durch eine Summe von Badkoordinaten beschrieben
werden k�nnen, von denen jede einen kleinen Beitrag liefert.
Ein wichtiges Beispiel ist die Marcus-Theorie des Elektro-
nentransfers,[177] bei der die kollektive Koordinate dem elek-
trischen Feld an einer gegebenen Stelle entspricht, das durch
die Summe der umgebenden Ladungen gegeben ist. Mit der
Condon-N�herung k�nnen wir zudem Fluktuationen in der
Gr�ße des �bergangsdipols vernachl�ssigen.

Die Antwortfunktionen k�nnen durch Kumulantenent-
wicklung zweiter Ordnung exakt berechnet werden. Zu
diesem Zweck definieren wir Uma(t)�wma(t)�w̄ma, um damit
die Fluktuationen der �bergangsfrequenzen zu beschreiben,
wobei w̄ma die mittlere �bergangsfrequenz ist. Die Korrela-
tionsfunktion U f�r zwei Zeiten ist durch Gleichung (18) ge-
geben. C’(t) und C’’(t) sind darin die realen bzw. imagin�ren
Anteile von C und t12 = t1�t2. Unter Verwendung der Fluk-
tuations-Dissipations-Beziehung zwischen C’ und C’’ defi-
nieren wir ferner die Linienverbreiterungsfunktionen als
Gleichung (19). gmn(t) kann durch Gleichung (20) ausge-
dr�ckt werden, wobei C’’mn(w), die spektrale Dichte, durch
Gleichung (21) definiert ist. Die realen und imagin�ren An-
teile von gnm(t) verursachen die Linienverbreiterung bzw. die
Spektralverschiebung. Die nichtlineare Antwortfunktion
dritter Ordnung kann in Termen von g(t) ausgedr�ckt
werden.[66] Wir bezeichnen dieses Modell als Kumulanten-
entwicklung von Gauß�schen Fluktuationen (CGF; Cumulant
expansion of Gaussian fluctuations).

In Abbildung 11 sind simulierte kI- und kIII-Signale aller
Amidbanden von N-Methylacetamid (NMA) in Wasser in der
Kreuzsignalregion dargestellt. Die Simulationen geben die in

Abbildung 10. Darstellung der Pfade im Liouville-Raum durch doppel-
seitige Feynman-Diagramme und ihre Beitr�ge zum kI-Signal innerhalb
der N�herung der rotierenden Welle. Die drei Pfade werden als Emissi-
on des angeregten Zustands (ESE; excited-state emission), Ausblei-
chen des Grundzustands (GSB; ground-state bleaching) und Absorpti-
on im angeregten Zustand (ESA; excited-state absorption) bezeichnet.
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k�rzlichen Kreuzsignalexperimenten erhaltenen An-
harmonizit�ten der Amid-I- und Amid-II-Banden gut
wieder (berechnet: 14 cm�1 bzw. 13 cm�1; exp.: 12 cm�1

bzw. 10 cm�1).
Die Frequenz-Frequenz-Korrelationsfunktion

zweier Schwingungs�berg�nge [Gl. (18)] l�sst sich mit
Gleichung (22) ausdr�cken:

Dmm�
ffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffi
hU2

mai
p

ist die Fluktuationsamplitude, C̄mn

die normalisierte Korrelationsfunktion (C̄mn(0) = 1) und
hmn�hUmaUnai/

ffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffiffi
hU2

maihU2
nai

q
der Korrelationskoeffizi-

ent, der von 1 (volle Korrelation) �ber 0 (keine Korre-
lation) bis �1 (Antikorrelation) l�uft.

Um zu demonstrieren, wie empfindlich koh�rente Infra-
rotsignale von den korrelierten Frequenzfluktuationen ab-

h�ngen, sind in Abbildung 12 die Photonenecho-Kreuz-
signale der Amidbanden I–III von NMA, Im-
[SkI

(W1,t2=0,W3)], f�r verschiedene Kombinationen von Kor-
relationskoeffizienten hmn dargestellt. Negative und positive
Anteile des Signals entsprechen den ESA- bzw. ESE/GSB-
Pfaden in Abbildung 10. Korrelationen zwischen der Amid-I-
und Amid-III-Bande (h13) verursachen die negative Kompo-
nente und Korrelationen zwischen der Amid-III-Bande und
der Kombinationsbande I + III (h19) die positive Kompo-
nente. Das negative Signal wird schw�cher und breiter, wenn
h13 von + 1 nach �1 l�uft, es h�ngt aber unsignifikant von h19

ab. Das positive Signal wird kleiner und mehr in W3-Richtung
verbreitert, wenn h19 von der vollen Korrelation (+ 1) in die
Antikorrelation (�1) l�uft. Die effektiven simulierten Werte
(antikorreliertes h13 =�0.71 und korreliertes h19 = 0.63) er-
geben schw�chere Signale als im voll korrelierten Fall.

Bei Systemen mit mehreren lokalen Minima, deren Dy-
namik in gut separierte Zeitregimes unterteilt werden kann,
k�nnen wir das inhomogene CGF-Protokoll anwenden.[76]

Die Spektren werden erhalten, indem man die Beitr�ge der
sich langsam ineinander umwandelnden Konfigurationen, die
jeweils durch ihre CGF beschrieben werden, aufsummiert.
Das Protokoll wurde z. B. zur Simulation der Amid-I-Region
des Tryptophan-Zipper-Peptids Trpzip2 mit b-Haarnadel-
konformation und seines 13C-Isotopomers verwendet. Das b-
Haarnadelmotiv ist ein h�ufiges Strukturelement von Pro-
teinen und dient als wichtiges Modellsystem f�r die Fal-
tungskinetik gr�ßerer Proteine. Insbesondere das Trpzip-
Motiv bewirkt eine starke Stabilisierung der b-Haarnadel-
konformation in kurzen Peptiden (12–16 	 L�nge). Die
Trpzip-Peptide sind die kleinsten Peptide, die ohne Anbin-
dung von Metallen, ungew�hnlichen Aminos�uren oder Di-
sulfidbr�cken eine terti�re Faltung einnehmen. 500 Mo-
mentaufnahmen in Zeitintervallen von 2 ps aus einer Tra-
jektorie von 1 ns wurden f�r eine inhomogene Mittelung
verwendet, wobei zus�tzlich eine homogene Phasenent-
kopplungsrate g von 5.5 cm�1 eingesetzt wurde.[178] Zwei

elektrostatische Konturkarten (HC[158] und HM,[142] siehe
Abschnitt 3) wurden genutzt, um die Frequenzen der lokalen
Moden in der L�sungsphase zu berechnen. Spektren nicht-
markierter Proben (UL; unlabeled) und von Proben mit 13C-
Markierungen an bestimmten Positionen wurden berechnet.

Abbildung 11. 2D-Signale f�r ein Modellsystem einer Peptidbindung
(NMA) in der Kreuzsignalregion der Amidbanden I, II, III und A. Linke
obere Tafel: Im[SkI

(�W1,t2=0,W3)] in der Kreuzsignalregion der Amid-
banden I–III; linke untere Tafel: Im[kIII

(t1=0,W2,W3)] in der Kreuzsignal-
region der Amidbanden I–III. Die rechten Tafeln zeigen die gleichen
Signale in den Kreuzsignalregionen der Amidbande A mit den Amid-
banden I–III.

Abbildung 12. kI-Kreuzsignale der Amidbanden I–III f�r unterschiedliche Kor-
relationskoeffizienten. Linke Tafeln: Im jSkI

(W1,t2=0,W1) j -Signale f�r unter-
schiedliche Werte von h1,3 und h1,9 ; rechte Tafel: die effektiven simulierten
Signale.
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In Abbildung 13 und 14 sind simulierte und experimentell
erhaltene Signale gegen�bergestellt. Das Peptid L2 enth�lt
einen markierten b-Strang (zweiter Rest), das Peptid L7
einen markierten Turn (siebter Rest).

Die experimentellen Absorptionsspektren der 13C-Iso-
topomere von Trpzip2 in Abbildung 13 lassen zwei Haupt-
�berg�nge erkennen: einen intensiven niederfrequenten

�bergang bei 1640 cm�1, der phasengleichen C=O-Bewe-
gungen zwischen den Ketten und phasenversetzten C=O-
Bewegungen innerhalb der Ketten zugeschrieben wird, und
einen hochfrequenten �bergang bei 1675 cm�1, der vor allem
von phasenversetzten C=O-Bewegungen zwischen den
Ketten und phasengleichen C=O-Bewegungen innerhalb der
Ketten stammt. Die beiden Isotopomere zeigen unter-
schiedliche 13C-Effekte: Die 13C-Bande ist in L7 um 10 cm�1

weiter rotverschoben als in L2 (1590 bzw. 1600 cm�1). Simu-
lierte Spektren sind in den Tafeln B (HC-Hamilton-Opera-
tor) und C (HM-Hamilton-Operator) gezeigt. Beide Modelle
reproduzieren die wesentlichen spektralen Charakteristika
der Haarnadelstruktur, doch ist die Hochfrequenzkompo-
nente im HM-Fall etwas st�rker ausgepr�gt. Beide Verfahren
sagen eine kleine Differenz der 13C-Verschiebungen von L2
und L7 vorher, die bei der HM-Simulation etwas gr�ßer ist.

Die obere Reihe in Abbildung 14 zeigt die experimen-
tellen kI + kII-Spektren der 13C-Isotopomere von Trpzip2. In
Tafel A stammen die Diagonalsignale von 0-1- (rot) und 1-2-
�berg�ngen (blau). Die beiden 0-1-Fundamentalfrequenzen
stimmen mit der experimentellen Absorption �berein, wie die
Projektion der 2D-Spektren auf die W-Achse zeigt. Die
Kreuzsignale werden durch paarweise vibronische Kopplun-
gen entlang der Amid-I-Moden hervorgerufen. Wie in den
Tafeln (B) und (C) gezeigt, �ndern sich die diagonalen und
nicht-diagonalen Kreuzsignale bei 13C-Markierung. Die
mittlere Reihe zeigt die Simulationen mit dem HC-Modell
und die untere die HM-Simulationen. Beide Modelle repro-
duzieren die wesentlichen Charakteristika der 2DIR-Spek-
tren von UL, L2 und L7.

Abbildung 13. IR-Spektren einiger 13C-Isotopomere von Trpzip2. Durch-
gezogene Linien: UL; gestrichelte Linien: L2; gepunktete Linien: L7.
A) Experimentelle Daten, B) elektrostatisches HC-Potentialmodell,[158]

C) HM-Multipolfeldmodell.[142]

Abbildung 14. A–C) Experimentelle kI + kII-Spektren von 13C-Isotopo-
meren von Trpzip2. D–F) Simulationen mit dem HC-Hamilton-Opera-
tor;[158] G–I) Simulationen mit dem HM-Hamilton-Operator.[142] Links:
UL; Mitte: L2; rechts: L7. wt ist W1 in der hier verwendeten Notation,
und wt ist W3.
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Der Effekt der nicht-adiabatischen Kreuzung zwischen
Amid-I-Hyperfl�chen, der in diesen Simulationen vernach-
l�ssigt wurde, wurde in einer k�rzlichen Studie untersucht.[179]

5. Spektrale Diffusion und chemischer Austausch.
Die stochastischen Liouville-Gleichungen

Die im vorigen Abschnitt eingef�hrten Kumulantenaus-
dr�cke liefern eine einfache und kompakte Beschreibung der
Badfluktuationen mit linear an die Frequenzen gekoppelter
Gauß-Statistik. Eine allgemeinere Behandlung von Fluktua-
tionen erfordert die Betrachtung eines erweiterten Phasen-
raums, der die relevanten kollektiven Moden des Umge-
bungsbads mit einschließt, sowie die Entwicklung der Ver-
teilungsfunktionen in diesem expandierten Raum. Dies kann
mithilfe der von Kubo[180–183] eingef�hrten stochastischen
Liouville-Gleichungen (SLEs; stochastic Liouville equations)
erreicht werden. Die SLEs beschreiben die Dynamik der
Verteilung eines Quantensystems bei einer St�rung durch
einen stochastischen Prozess (der wiederum durch eine
Markow-Gleichung beschrieben wird). SLEs finden breite
Anwendung bei der Simulation von ESR-,[184, 185] NMR-[183]

und IR-Spektren.[186, 187]

Im Folgenden zeigen wir die Anwendung dieser Methode
zur Simulation der 2DIR-Spektren und der chemischen
Austauschprozesse eines kleinen Peptids (Trialanin).[188]

Trialanin hat zwei Amidbindungen, die zur Amid-I-Bande
beitragen. Der Hamilton-Operator h�ngt von den Frequen-
zen wa und wb, den Anharmonizit�ten Ka und Kb und der
Kopplungskonstante J der beiden lokalisierten Moden ab.
Die unten dargestellten Simulationen schließen sechs
Schwingungsenergiezust�nde ein: den Grundzustand (g),
zwei einfach angeregte Niveaus (e1 und e2) und drei doppelt
angeregte Niveaus (f1, f2 und f3) (siehe Abbildung 9 in Ab-
schnitt 4). Die Zeitentwicklung der Dichtematrix dieses
Zwei-Moden-Systems kann durch die Liouville-Glei-
chung (23) beschrieben werden.

L(t)1(t) =�i/�h[H0(t),1(t)] beschreibt das isolierte System,
w�hrend Lint(t)1(t) = �i/�h[Hint(t),1(t)] f�r die Kopplung mit
dem Strahlungsfeld steht.

Eine Analyse der Amid-I-Bande von Trialanin[100,189–191]

l�sst erkennen, dass das Tripeptid prim�r in der Polyglycin-II-
Struktur (PII) mit Ramachandran-Winkeln von (y,f) =

(�608, + 1408) sowie als rechtsg�ngige a-Helix (aR) mit
(y,f) = (�608, + 458) vorliegt.[192] Durch Trajektorienanalyse
der kombinierten Verteilungen von Ramachandran-Winkeln
fanden wir 70 % PII-Konfiguration und 30 % aR, wobei f�r
jede Konfiguration die Verteilungsfunktion der Ramachan-
dran-Winkel durch eine Gauß-Funktion approximiert wurde.
Die beiden Konfigurationen sind stabil, und w�hrend einer
Simulation �ber 10 ns erfolgten nur 38 Umwandlungen. Dies

entspricht einer Austauschperiode der beiden Spezies im
Bereich einiger Hundert Pikosekunden, was zu langsam ist,
um signifikant zur 2DIR-Signalform beizutragen. Das Ant-
wortsignal wurde daher als gewichtetes Mittel beider Spezies
berechnet. Auch nicht-adiabatische �berg�nge zwischen den
beiden Zust�nden wurden in diesem Zusammenhang unter-
sucht.[179]

Die Frequenzfluktuationen der beiden Moden (dwa) und
(dwb) lassen sich als unabh�ngige stochastische Variablen
behandeln, wobei die Wechselwirkungen der solvatisierenden
Wassermolek�le in der unmittelbaren Umgebung der Amid-
einheiten dominant eingehen. Die Brown�schen Oszillator-
parameter (Relaxationzeiten ga

�1 = gb
�1 = 220 fs und Inten-

sit�ten Da = Db = 16.1 cm�1) geben die experimentelle Sig-
nalform der isolierten Amid-I-Banden in NMA gut
wieder.[159] Die Fundamentalfrequenzen sind wa = hwai+ dwa

und wb = hwbi+ dwb mit mittleren Frequenzen von hwai=
1652 und hwbi= 1668 cm�1.[189,190] Der Unterschied r�hrt von
der Ladung der terminalen Aminogruppe her; die Amid-
gruppe, die der S�uregruppe am n�chsten steht, hat die
niedrigere Frequenz.

Fluktuationen der Ramachandran-Winkel (df und dy),
die vor allem die Kopplungen J zwischen den Moden beein-
flussen, erfordern einen weiteren Satz an stochastischen Va-
riablen. Die quadratische Entwicklung von J liefert Glei-
chung (24).

Cij wurde durch Anpassung an die TT-Konturkarte er-
halten, die die Kopplungskonstanten mit den Ramachandran-
Winkeln verkn�pft.[146] C00 beschreibt die Kopplung bei ge-
mittelten Ramachandran-Winkeln und dient als Referenz-
punkt f�r die Reihenentwicklung. Wir erhielten C00 = 4 cm�1

f�r die PII-Konfiguration und C00 = 10.5 cm�1 f�r aR.
Alle vier stochastischen Variablen (dwa, dwb, df und dy)

lassen sich als Brown�sche Oszillatoren betrachten, von denen
jeder durch zwei Parameter – die Varianz der Fluktuation D

und die zugeh�rige Relaxationszeit g – charakterisiert wird.
Die lokalen Anharmonizit�ten, die als die Differenzen zwi-
schen der Verdopplung der Fundamentalschwingungen und
den Obert�nen definiert sind, wurden auf einen Wert von
16 cm�1 gesetzt (Fluktuationen der lokalen Anharmonizit�-
ten wurden also vernachl�ssigt).[53, 98, 193] Fluktuationen des
�bergangsdipolmoments der lokalen Moden wurden eben-
falls vernachl�ssigt, und ihr Wert wurde auf eins gesetzt.

Die Wahrscheinlichkeitsverteilung P(Q,t) der stochasti-
schen Variablen Q1 = dwa, Q2, = dwb, Q3 = df und Q4 = dy

wird durch die Markow-Gleichung (25) modelliert, wobei
G(Q) die Smoluchowski-Form [Gl. (26)] f�r einen stark ge-
d�mpften Brown�schen Oszillator annimmt.
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Die stochastische Liouville-Gleichung wird schließlich
durch Kombination der Liouville-Gleichung f�r das Exciton-
System [Gl. (23)] mit der Markow-Gleichung (25) f�r die vier
kollektiven Koordinaten der Brown�schen Oszillatoren er-
halten [Gl. (27)].

Die stochastische Liouville-Gleichung kann durch Dar-
stellung der Green-Funktion in einer Kettenbruchmatrix der
Frequenzdom�ne gel�st werden.[188] Das 2DIR-Photonen-
echosignal SkI

(W1,t2,W3) wurde durch R�cktransformation der
Frequenz W2 in die Zeitdom�ne erhalten [Gl. (28)].

Die Green-Funktion des Zeitintervalls t2 kann auch in der
Zeitdom�ne durch eine direkte Zeitintegration der SLE be-
rechnet werden. F�r das gesamtparallele Signal zzzz werden
in Lit. [194] verschiedene Simulationsverfahren verglichen.
Das h�chste Theorieniveau ber�cksichtigt die Fluktuationen
aller vier Badkoordinaten. Der Liouville-Operator wird auf
lokaler Basis aufgestellt, und die Kopplung zwischen den lo-
kalen Moden fluktuiert mit den Ramachandran-Winkeln.
Wie Abbildung 15 zeigt, wird eine zufriedenstellende �ber-
einstimmung mit dem Experiment erhalten. Einige Unter-

schiede ergeben sich aus der �bersch�tzung der aR-Popula-
tion in der MD-Simulation. Stock et al.[195] konnten zeigen,
dass unterschiedliche MD-Kraftfelder deutlich verschiedene
Populationen der Konformere von Trialanin vorhersagen. Es
besteht aber die M�glichkeit, die SLEs auch aus Parametern
von NMR-Experimenten herzuleiten.

Zusammenfassend gen�gen vier kollektive Koordinaten,
um den Einfluss von Fluktuationen auf die zwei Amid-I-
Banden von Trialanin zu beschreiben, wobei Fluktuationen
der Ramachandran-Winkel signifikante Auswirkungen auf
die 2DIR-Signalformen nicht-starrer Peptide haben.

Die gegenseitige Umwandlung der Konformere von
Trialanin („Austausch“) ist langsam, und das Signal l�sst sich
als gewichtete Summe der Beitr�ge der einzelnen Konfor-
mere beschreiben. Schnellere Austauschprozesse, z.B. Was-
serstoffbr�cken- und Isomerisierungsdynamiken, f�hren zu
interessanten spektralen Merkmalen.[196] Solche Prozesse
k�nnen durch Einbeziehung von Mehrzustandsspr�ngen in
die SLE ber�cksichtigt werden. Bewegungen Brown�scher
Oszillatoren und Austauschprozesse lassen sich anhand ihrer
2DIR-Signaturen unterscheiden. In den folgenden Simula-
tionen haben wir unterschiedliche Breiten der u- und d-
Banden zugelassen. Die Aufspaltung 2 D0 = 34 cm�1 (d.h.
1.01 ps�1) und die Austauschgeschwindigkeiten ku = 0.1 ps�1

und kd = 0.125 ps�1 wurden aus dem Anstieg der Kreuzsignale
nach Lit. [136] bestimmt. Alle drei Zeitregimes wurden am
Beispiel der Bildung und der Dissoziation von Phenol-
Benzol-Komplexen in CCl4 experimentell verfolgt.[136] Im
mittleren Bereich der Zeitskala (2 ps) ist das „Ged�chtnis“ an
die Koordinate der Brown�schen Oszillatoren erloschen, wie
die konzentrischen Signalformen belegen. Wir haben daher
eine Relaxationsgeschwindigkeit von L� 0.4 ps�1 angenom-
men. Die Variablen L, W1 und W3 k�nnen aus den Linien-
breiten mithilfe der Pade-N�herung eines Zweizustandssys-
tems erhalten werden.[66] Mit den Werten W1 = 0.33 ps�1 und
W3 =�0.07 ps�1 k�nnen die Simulationen die experimentel-
len Absorptionsspektren reproduzieren. Die 2DIR-Photo-
nenechosignale in Abbildung 16 geben s�mtliche experi-
mentellen Kenndaten wieder, und alle drei Signalregimes
sind deutlich zu sehen: a) elliptische Formen beim Phasen-
ausgleich, b) der relaxierte Brown�sche Oszillator mit kon-
zentrischer Form und c) Kreuzsignale f�r chemischen Aus-
tausch (das niederfrequente Signal ist schw�cher und brei-
ter).[136]

Abbildung 15. Oben: Experimentelles kI-Photonenechospektrum von
Trialanin[194] (links) und das simulierte Spektrum (rechts) f�r parallel
polarisierte Pulse. Unten: entsprechender Vergleich f�r senkrecht pola-
risierte Pulse. Die Spektren sind auf die intensivsten Signale normali-
siert.

Abbildung 16. Simulierte 2DIR-Signale SA = kI + kII mit W1 = 0.5 fs�1

L = 0.4 ps�1; W2 = 0.33 ps�1, W3 =�0.07 ps�1, kd = 0.125 ps�1,
ku = 0.1 ps�1; D0 =�2.0 ps�1; D3 = D1 = 0. Die Totzeiten betragen:
a) t2 = 0, b) t2 = 2 ps, c) t2 = 10 ps. Die Spektren geben die experimen-
tellen Befunde in Lit. [136] sehr gut wieder.
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Die stochastische Liouville-Gleichung kann auf viele
Arten von Fluktuationen aller Elemente des Hamilton-
Operators angewendet werden. Die einzige Voraussetzung
ist, dass sich das Element durch (diskrete oder kontinuierli-
che) kollektive Koordinaten darstellen l�sst, die eine der
Markow-Bewegungsgleichungen erf�llen. Die Markow-
Gleichungen ber�cksichtigen den Effekt der Fluktuationen
kollektiver Badkoordinaten auf nichtlineare IR-Spektren,
indem sie das kombinierte System aus Probe und Umge-
bungsbad entwickeln.

6. Die O-H-Streckschwingung von fl�ssigem Wasser

Fl�ssiges Wasser hat viele einzigartige Eigenschaften, die
auf seiner ungew�hnlichen F�higkeit zur Bildung von Was-
serstoffbr�cken beruhen. Die Fluktuation von Wasserstoff-
br�cken wurde intensiv studiert.[92,121, 175, 197–206]

Die Bande der O-H-Streckschwingung wird durch reso-
nanten Excitonentransfer auf benachbarte Molek�le ver-
kompliziert.[175, 204, 207–210] Das Spektrum von HOD in D2O wird
oft als einfacheres Modellsystem genutzt, da ein solcher Ex-
citonentransfer hier nicht m�glich ist (die O-H-Frequenz von
3400 cm�1 liegt deutlich �ber der O-D-Frequenz bei
2500 cm�1).[211] Die Bandenbreite der O-H-Streckschwingung
in HOD/D2O

[120, 212,213] betr�gt 255 cm�1 (FWHM),[212] und die
Bande ist im Vergleich zur Gasphasenfrequenz von
3707.47 cm�1[214] um 307 cm�1 [212] rotverschoben. Woutersen
und Bakker fanden eine Stokes-Verschiebung der Infrarot-
fluoreszenz von 70 cm�1.[215–219] Die Dynamik der Schwin-
gungsrelaxation und der Wasserstoffbr�cken wurde auch
durch spektrale Lochbrennung, Zweiphotonenechoexperi-
mente und Photonenechoverschiebungen unter-
sucht.[120, 213, 220, 221] Eine beobachtete Oszillation wurde der
koh�renten Bewegung der Wasserstoffbr�cken zugeschrieben
und durch Simulationen best�tigt.[120, 222] �hnliche Photonen-
echo-Experimente wurden am komplement�ren System (O-
D-Streckschwingung von HOD in H2O) durchgef�hrt.[122,223]

K�rzlich wurde vorgeschlagen, dass ein nichtlineares IR-Ex-
periment 5. Ordnung (3D-IR)[224] die Dreipunkt-Korrelati-
onsfunktion der Frequenzfluktuation abbilden kann, wodurch
die Beziehung zwischen den spektroskopischen Koordinaten
und den dynamischen Koordinaten der H-Br�cken-Umlage-
rung aufgekl�rt werden k�nnte.[225]

Das in Abschnitt 3 beschriebene Protokoll zur Erstellung
von elektrostatischen Ab-initio-Konturkarten wurde ver-
wendet, um die Fundamentale der O-H-Streckschwingung
und ihren Oberton zu simulieren.[226] Das anharmonische
Schwingungspotential wurde auf dem MP2/6-31 + G(d,p)-
Niveau zur 6. Ordnung in den drei Normalkoordinaten (H-O-
D-Biegeschwingung, O-H- und O-D-Streckschwingungen) im
elektrischen Multipolfeld entwickelt. Die durch CGF simu-
lierten solvensbedingten Bandenverschiebungen und Ban-
denbreiten (287 cm�1 und 309 cm�1) stimmen gut mit dem
Experiment (306 cm�1 und 250 cm�1) �berein (Abbildung 17).

F�r die O-H-Streckschwingung wurde eine kollektive
elektrostatische Koordinate W (CEC; collective electrostatic
coordinate) eingef�hrt. W ist eine Linearkombination von
Koeffizienten elektrischer Multipolfelder und ist definiert als

linearer Teil der Frequenzkontur [siehe Gl. (6) in Ab-
schnitt 3.1] in C um den Mittelwert hCi [Gl. (29)]

Wir k�nnen das in Abbildung 17 gezeigte Koordinaten-
system verwenden. Die Frequenzfluktuationen lassen sich gut
durch ein quadratisches Polynom in W beschreiben [Gl. (30)].

Eine Auftragung der mit selektierten elektrostatischen
Komponenten berechneten Frequenzen gegen die Frequen-
zen bei vollst�ndigem Komponentensatz (Abbildung 18)
zeigt, dass drei Komponenten (Ez, Ezz und Exx) die Fre-
quenzverschiebung zur Gasphase dominieren. Die nur mit Ez

berechneten Frequenzen (linke Tafel) sind systematisch zu
groß, was auf signifikante Beitr�ge von Exx und Ezz zur O-H-
Streckschwingungsfrequenz hindeutet. Exx wird von den
Wasserstoffbr�cken des HOD-Sauerstoffs zum Deuterium
des Solvens D2O dominiert. Die Partialladung des Deuteri-
ums in D2O erzeugt einen diagonalen, negativen Gradienten
außerhalb der Ebene des elektrischen Feldes, was die gemit-

Abbildung 17. Simulierte Linienform des linearen IR-Signals der O-H-
Schwingung bei Berechnung mit CGF (d�nne Linie) und SLE (gestri-
chelte Linie) sowie experimentelle Daten (dicke Linie).[120] Der vertikale
schwarze Pfeil markiert die Gasphasenfrequenz.[214]

Abbildung 18. Auftragung der mit ausgew�hlten elektrostatischen
Komponenten berechneten Frequenzen gegen den vollst�ndigen Kom-
ponentensatz. Kreuze markieren die Gasphasenfrequenzen,[214] die dia-
gonalen Linien entsprechen perfekter �bereinstimmung. Links Ez,
rechts Ey, Ez, Eyy und Exx. Alle Achsen haben die Einheit cm�1.
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telten Werte hExxi (�0.0094) des simulierten Ensembles be-
st�tigen.

Die Korrelationsfunktion der CEC klingt biexponentiell
ab. Die CEC wurde daher in zwei Summanden zerlegt:
1) eine schnelle Koordinate (W1) f�r den Brown�schen Os-
zillator, die f�r die Fluktuationen der Wasserstoffbr�cken
steht, und 2) eine langsame Koordinate (W2), die die Fluk-
tuationen des Solvens außerhalb der ersten Solvath�lle re-
pr�sentiert (W = W1 + W2). Die Relaxationszeiten von W1 und
W2 betragen t1 = 34.4 fs bzw. t2 = 0.501 ps. Zwei stochastische
Modelle – die bereits eingef�hrte CEC und ein Vierzu-
standssprung (four-state jump, FSJ) – wurden verwendet, um
den Einfluss der H-Br�cken-Fluktuationen W1 auf die Sig-
nalform zu simulieren.[226, 227] Das CEC-Modell geht von zwei
CECs (W1 und W2) aus, die schnelle und langsame Fluktua-
tionen unter der Annahme kontinuierlicher Gauß-Prozesse
beschreiben. Das FSJ-Modell verwendet zus�tzlich zur lang-
samen CEC-Fluktuation W2 eine Master-Gleichung zur Dar-
stellung der �berg�nge zwischen vier Konfigurationen von
Wasserstoffbr�cken. Durch Vorgabe geometrischer Kriterien
wurden zw�lf Wasserstoffbr�ckenkonfigurationen erhal-
ten.[203, 228,229] Diese wurden in vier Gruppen unterteilt: Kon-
figuration I (eine H-Br�cke zu jedem Wasserstoff und zwei
zum Sauerstoff), II (eine H-Br�cke zu jedem Wasserstoff und
weniger als zwei zum Sauerstoff), III (keine H-Br�cken zum
Wasserstoff, aber zwei zum Sauerstoff) und IV (keine H-
Br�cken zum Wasserstoff und weniger als zwei zum Sauer-
stoff).

W�hrend die mit CGF erhaltene Bandenform symme-
trisch ist, sagt das CEC-Modell eine asymmetrische Bande
mit langer Schleppe in den rotverschobenen Bereich voraus,
was mit dem Experiment �bereinstimmt (Abbildung 17).[120]

Die antidiagonalen Signalbreiten der Photonenechos bei
niedriger und hoher Frequenz werden mit CGF und CEC
�hnlich beschrieben (Abbildung 19). Die mit FSJ berechnete
Linienbreite ist bei hohen Frequenzen um 23 cm�1 gr�ßer,
obwohl die Frequenzverteilung der niederfrequenten Konfi-
guration I breiter ist. Beim in Abbildung 19 gezeigten Expe-
riment ist der blaue Schnitt 19 cm�1 breiter als der rote. Wir
definieren den Asymmetrieparameter h als die FWHM-Si-
gnalbreiten der roten (GR) und der blauen (GB) antidiagonalen
Schnitte (Abbildung 19): h = (GB�GR)/(GB+GR). Der FSJ-
Asymmetrieparameter h (0.125) (Abbildung 19, obere Reihe,
mittlere Tafel) ist in besserer �bereinstimmung mit dem
Experiment[230] (0.0848) als der CEC-Wert (0.0138) (Abbil-
dung 19, obere Reihe links). Die CGF-Simulation ergibt eine
symmetrische Bande entlang der diagonalen schwarzen Linie
(Abbildung 19, unten) und verfehlt die beobachtete Asym-
metrie.

Der experimentelle Asymmetrieparameter h impliziert,
dass die k�rzere Lebensdauer der hochfrequenten Wasser-
stoffbr�cken zu einer deutlichen Signalverbreiterung f�hren.
Die Kinetik der Wasserstoffbr�ckenumlagerungen ist we-
sentlich schneller als die langsame Dynamik, die zur Fre-
quenzverteilung der verschiedenen Spezies f�hrt. Die drei-
eckige Form des diagonalen Photonenechos kann der

Abbildung 19. Vergleich von simulierten 2DIR-Photonenechospektren, berechnet mit zwei SLE- und zwei CGF-Modellen, mit dem Experiment. Die
durchgezogene schwarze Linie ist die Diagonale, die gestrichelte Linie ist von der Diagonalen um 100 cm�1 nach oben versetzt. Die roten und
blauen Linien markieren, wo die antidiagonalen Schnitte zur Bestimmung des Asymmetrieparameters h angelegt wurden. CEC(i): SLE-Simulation
mit CEC; FSJ: SLE-Simulation mit FSJ; CGF(i): CGF-Simulation; CGF(ii): CGF-Simulation mit infinit negativer Anharmonizit�t.
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schnellen Femtosekundenkinetik der Wasserstoffbr�cken
zugeschrieben werden. Im FSJ-Modell beeinflusst der Bruch
einer Wasserstoffbr�cke zum Sauerstoff die Fundamentale
der O-H-Streckschwingung und die Anharmonizit�t mehr als
der Bruch einer H-Br�cke zu den Wasserstoffatomen. Die
Bildung von Wasserstoffbr�cken zum Deuterium f�hrt zu
einer Blauverschiebung.

Wir definieren die anharmonische Verschiebung als den
Frequenzunterschied entlang der w3-Achse zwischen den Si-
gnalpositionen f�r die stimulierte Emission und die Ausblei-
chung des Grundzustands. Anharmonische Fluktuationen
tragen 10 cm�1 zur anharmonischen Verschiebung bei. Die
Bildung von Wasserstoffbr�cken zum H-Atom von HOD
verringert das Potential der O-H-Streckschwingung umso
st�rker, je l�nger die O-H-Bindung ist, wodurch auch die
Anharmonizit�t gr�ßer wird. Die 2DIR-Technik ist eine gute
Methode zur Untersuchung von Wasser in r�umlich be-
grenzten Volumina (Membranen, Grenzfl�chen, inverse
Micellen).[231–233] Die Signale geradzahliger Ordnung R(2) und
R(4) verschwinden in isotropen Systemen und bieten sich
damit als spektrales Merkmal zur Untersuchung von Grenz-
fl�chen an.[234–236] Die Summenfrequenzerzeugung ist eine
1D-Methode, doch mehrdimensionale Erweiterungen sind in
Aussicht.[237]

Bei der Simulation der 2DIR-Spektren von reinem fl�s-
sigem Wasser (H2O) m�ssen die stark fehlgeordneten, reso-
nant gekoppelten O-H-Streckschwingungen betrachtet
werden. Neben Modulationen der Dipol�bergangsfrequen-
zen (die auch im HOD/D2O-System existieren) und der An-
harmonizit�ten werden nun auch Fluktuationen der inter-
molekularen Kopplungen innerhalb des ausgedehnten Netz-
werks von H-Br�cken relevant. Die ersten Photonenecho-
studien an reinem H2O

[123, 175] zeigten eine im Vergleich zu
HOD und D2O wesentlich schnellere Dynamik der Struktur,
was einer st�rkeren Kopplung an Librationsbewegungen mit
m�glichen Beitr�gen aus resonantem Energietransfer und der
Delokalisierung der Schwingungsanregungen zugeschrieben
wurde.

Simulationen der 2DIR-Photonenechos und Pump-
Probe-Signale der O-H-Streckschwingung von fl�ssigem
Wasser[238] wurden durch direkte numerische Integration der
Schr�dinger-Gleichung erhalten, wobei symmetrische und
antisymmetrische Streckschwingungen, intermolekulare
Kopplungen, Fluktuationen und Anharmonizit�ten der
�bergangsfrequenzen sowie Dipolmomente ber�cksichtigt
wurden. Diese Art der Simulation l�sst nichtadiabatische
�berg�nge zwischen Schwingungspotentialfl�chen auf jeder
beliebigen Zeitskala zu.

Die Dielektrizit�tskonstante wurde zur Skalierung der
resonanten Dipol-Dipol-Kopplung verwendet und um das
experimentell beobachtete Abklingen der anisotropen Pola-
risation (80 fs) zu reproduzieren. Die beste �bereinstimmung
(12 cm�1) wurde f�r die Kopplung unmittelbar benachbarter
Molek�le gefunden. Eine Lebensdauer von 200 fs wird an-
genommen. Abbildung 20 zeigt, dass die simulierten Signal-
formen, Amplituden und Dynamiken in guter �bereinstim-
mung mit dem Experiment sind. Die negativen und positiven
Signale entsprechen den Fundamentalfrequenzen der �ber-
g�nge bzw. der Absorption im angeregten Zustand. Sowohl

im Experiment als auch in der Simulation ist das Signal der
Fundamentalen entlang der Diagonalen gestreckt, was eine
anf�ngliche Inhomogenit�t bei t2 = 0 fs impliziert. Mit zu-
nehmender Zeit t2 wird die Signalorientierung zunehmend
vertikaler. Die abgeflachten Signale f�r die Fundamentalen
und die Knotenlinien zwischen den beiden Signalen deuten
auf schnelle Fluktuationen und den Verlust der Inhomoge-
nit�t im roten Bereich des Spektrums hin. Die anf�nglichen
Korrelationen im roten Bereich des Spektrums klingen in
100 fs ab, bleiben aber im blauen Bereich bis �ber 200 fs
hinaus erhalten.

Die große Zahl von Akzeptormoden, Anharmonizit�ten
und Fluktuationen im Wasser er�ffnen vielf�ltige Pfade f�r
den intermolekularen Energietransfer, was trotz der schwa-
chen Kopplung (12 cm�1) zum vollst�ndigen Verlust der Po-
larisationsanisotropie in den beobachteten Zeitskalen (80 fs)
f�hrt. Der resonante Energietransfer hat bei kleinen Werten
von t2 (< 200 fs) nur einen geringen Effekt im 2DIR-Photo-
nenechospektrum. Die durch schnelle dynamische Prozesse
verursachten Signale im 2DIR-Photonenechospektrum
stammen haupts�chlich von Fluktuationen der lokalen O-H-
Streckschwingungsfrequenz, deren anharmonisches Potential
sehr empfindlich auf Ver�nderungen in der Wasserstoffbr�-
ckenumgebung reagiert. Die O-H-Streckschwingung ist eine
ausgezeichnete Sonde f�r das Netzwerk von Wasserstoffbr�-
cken in H2O. 2DIR-Spektren anderer Fl�ssigkeiten wie
Formamid sollten mit dem gleichen Protokoll simuliert
werden k�nnen.[239–241]

Die Untersuchung der Dynamik von Wasser in r�umlich
begrenzten biologischen,[249, 250] chemischen[251] und geologi-
schen[252] Volumina findet erhebliches experimentelles und
theoretisches Interesse.[231–233, 242–248]

Mehrere 2DIR-Studien wurden an inversen Micellen,
insbesondere an Aerosol OT (AOT) ausgef�hrt. Messungen
der O-H-Schwingung von verd�nntem HOD in einem Trop-
fen von H2O oder D2O

[242–245] haben gezeigt, dass dynamische
Prozesse in r�umlich begrenzten Umgebungen langsamer als
in der Volumenphase sind. Durch Messung der stimulierten
Schwingungsechos und spektral aufgel�sten Schwingungs-

Abbildung 20. 2DIR-Photonenechospektren (kI =�k1 + k2 + k3) der O-
H-Streckschwingung in H2O f�r Besetzungszeiten von t2 = 0, 50 und
200 fs. Oben: experimentelle Daten;[123] unten: Simulationen mit direk-
ter numerischer Propagation. Jedes Spektrum ist auf den Maximalwert
normalisiert. (Wiedergabe nach Lit. [238]).
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echoverschiebungen konnten Fayer und Mitarbeiter nach-
weisen, dass der in begrenzten Umgebungen schnellste Pro-
zess (die Fluktuation der Wasserstoffbr�ckenl�nge; 50 fs)
�hnlich schnell wie in fl�ssigem Wasser ist, wohingegen der
langsame Prozess der globalen Strukturentwicklung (> 1 ps)
in r�umlich stark begrenzten Systemen um bis zu eine Gr�-
ßenordnung langsamer werden kann.[244, 245] Auch die Dyna-
mik von reinem Wasser in inversen Micellen wurde unter-
sucht.[231, 233, 246] IR-Pump-Probe- und Schwingungsecho-
Spektroskopie sprechen f�r die Existenz zweier unabh�ngig
relaxierender Subensembles in Wasser.[231, 233] In der Trop-
fenmitte (Kern) �hnelt die Dynamik derjenigen in der freien
Phase, in der Randzone (Schale) werden die Prozesse dage-
gen langsamer. Die Dicke der „Schale“ wurde zu 0.4 nm be-
stimmt.[231] Das dynamische Verhalten von Wasser in r�umlich
begrenzten Phospholipidmembranen wurde ebenfalls unter-
sucht.[232, 247, 248] Anders als bei inversen Micellen, die durch die
Wechselwirkung mit dem Wasser eine Kern-Schale-Struktur
einnehmen, wird das dynamische Verhalten des Wassers in
Membranen von starken Wasserstoffbr�cken mit den polaren
Gruppen der Phospholipidmembranen bestimmt.

7. Anwendungen auf Phospholipide. Quasipartikel-
darstellung von 2DIR-Signalen

Als wesentlicher Bestandteil der Zelle[253] stellt die
Membran Informations- und Energiegradienten her und
kontrolliert deren Fluss. Die allgemein bekannten Struktur-
motive in der polaren Oberfl�che von Zellmembranen (Car-
bonyl-, Phosphat- und Chlorgruppen) vermitteln molekulare
Erkennungsvorg�nge und Signal�bertragungen.[253, 254] Mit
den verf�gbaren Untersuchungstechniken ist es jedoch
schwierig, detaillierte Kenntnisse �ber die Anordnung und
Dynamik dieser Gruppierungen zu gewinnen. Zum Beispiel
werden Neutronenbeugungsmuster durch laterale Unregel-
m�ßigkeiten in den Lipiddoppelschichten verschmiert, und
NMR-Resonanzen erscheinen aufgrund der eingeschr�nkten
Bewegungfreiheit verbreitert, �hnlich etwa wie in der Fest-
k�rper-NMR-Spektroskopie. Die IR-Spektroskopie der Car-
bonylgruppen in Phospholipidmembranen hat daher ver-
mehrte Aufmerksamkeit gefunden.[255–259] Die Absorptions-
bande zeigt einen deutlich inhomogenen Charakter und l�sst
sich als �berlagerung mehrerer Subzust�nde beschrei-
ben.[255,256] Die Signalformen der Carbonyl-Schwingungen von
Phospholipiden k�nnten direkte Informationen �ber die
molekulare Architektur und Fluktuationen in der Mem-
branschicht liefern.[260, 261] F�r die großen spektralen Inho-
mogenit�tsunterschiede in der lokalen Umgebung der sn-1-
und sn-2-Carbonylgruppen wurden viele m�gliche Quellen
ausgemacht, darunter die Art der Packung,[256, 258] lokale
Kettenkonformationen,[258, 259, 262–264] die relativen Positionen
der beiden Carbonylgruppen bez�glich der Grenzfl�-
che[132,259, 265] und der Hydratisierungsgrad.[266, 267] In einer ele-
ganten Studie konnten Blume et al.[266] alle Szenarien, die auf
lokalen Strukturunterschieden beruhen, ausr�umen, mit
Ausnahme der Wasserstoffbr�ckenbindungen. In einer an-
deren Studie[268] wurden unterschiedliche Hydratisierungen
als m�gliche Quelle von Inhomogenit�ten ausgeschlossen.

Abbildung 21 zeigt eine Doppelschicht des Phospholipids
Dimyristoylphosphatidylcholin (DMPC). Ein 2DIR-Spek-
trum der C=O-Streckschwingung dieser Doppelschicht ist in
Abbildung 22 gezeigt.[107] Die Entartung der sn-1- und sn-2-
Carbonylgruppen wurde durch 13C-Markierung der sn-2-
Kette aufgehoben, sodass zwei breite Banden bei 1697 und
1740 cm�1 beobachtet wurden.

Die in Abschnitt 3 beschriebene SOS-Methode erfordert
die Diagonalisierung des Terms f�r zwei Excitonen in der
Hamilton-Matrix. Die Skalierung der Zeit mit N4 bedingt bei
großen N-Werten einen kaum zu bew�ltigenden Rechenauf-
wand. Mit dem Ansatz der Quasipartikelstreuung steht aber
eine Methode zur Verf�gung, die den Rechenbedarf deutlich
reduziert. Bei der Quasipartikelstreuung setzt man einen
Hamilton-Operator an, der die Zahl der Anregungen kon-

Abbildung 21. Chemische Struktur des Phospholipids DMPC und eine
Momentaufnahme der DMPC-Doppelschicht aus einer MD-Simulation
(Wassermolek�le sind weggelassen). P orange, N blau, O rot.

Abbildung 22. Linke Spalte: Experimentelle Pump-Probe-Spektren der
Carbonylgruppen in Fragmenten der Phospholipidmembran. Von oben:
Absorptions- und Pump-Probe-Spektren bei paralleler und senkrechter
Polarisierung der Anregungs- und Tastpulse. Rechte Spalte: Die ent-
sprechenden simulierten Spektren. Blaue und violette Klammern
deuten die Regionen der Interbanden- bzw. Intrabanden-Kreuzsignale
an.[107]
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serviert, sowie ein Dipolmoment, das nur eine Anregung er-
zeugen oder annihilieren kann. Die optischen �berg�nge
werden als Quasipartikel („Excitonen“) betrachtet, und ihre
Kollisionen verursachen die Nichtlinearit�t.

Der Hamilton-Operator der Amid-I-Bande [Gl. (3) in
Abschnitt 3] kann durch Terme f�r die Bildung und Annihi-
lierung von Bosonen angen�hert werden [Gl. (31)], wobei B†

und B die Erzeugungs- bzw. Annihilations-Operatoren der
Bosonen sind und die Bedingung [Bm

y ,Bn] = dnm erf�llen.

Die ersten zwei Terme beschreiben die freien Excitonen,
wobei wm die lokale Amid-I-Frequenz ist und Jmn die Kopp-
lung zwischen den Gruppen beschreibt, die die Excitonen-
Spr�nge induziert. Dm und Kmn stehen f�r die Anharmonizi-
t�ten innerhalb der Gruppen bzw. zwischen den Gruppen.

Das Quasipartikelbild entsteht zwanglos aus der L�sung
der nichtlinearen Excitonengleichungen (NEEs, nonlinear
exciton equations).[62,64] Eine Schl�sselkomponente ist die
Green-Funktion, g, die die zeitliche Entwicklung der beiden
Excitonen beschreibt und die Bethe-Salpeter-Gleichung er-
f�llt [Gl. (32)].

g
(0) beschreibt die Dynamik der beiden nichtwechselwir-

kenden Excitonen. G ist die Zwei-Excitonen-Streumatrix. Ihr
Matrixelement Ḡe4e3,e2e1

W[61] beschreibt einen Prozess, in dem
zwei ankommende Excitonen e1 und e2 gestreut werden und
die Excitonen e3 und e4 erzeugen.

Nominell skaliert der Rechenaufwand sowohl der Qua-
sipartikel-Formulierung als auch der SOS �ber N4 mit der
Systemgr�ße. In der Praxis wird aber eine viel vorteilhaftere
Skalierung erreicht, dank der lokalisierten Beschaffenheit der
Excitonen und ihrer Wechselwirkungen (Anharmonizit�-
ten).[55] Zur Verdeutlichung betrachten wir den �berlap-
pungsfaktor zweier Excitonen [Gl. (33)].

Dieser Parameter charakterisiert die Zwei-Excitonen-
Konfiguration im realen Raum; f�r e = e’ folgt hð1Þee0 � 1. F�r
nichtgekoppelte Schwingungen gilt Jmn = 0 und hð1Þee0 = dee’, was
bedeutet, dass die Excitonen nicht wechselwirken. Da Exci-
tonenwechselwirkungen eine kurze Reichweite haben (die
Anharmonizit�t ist lokal), kann die Wahrscheinlichkeit eines
Streuereignisses durch die Annahme gen�hert werden, dass
Excitonenpaare (e1e2) nur dann streuen k�nnen, wenn die

�berlappung einen bestimmten Grenzwert („cutoff“)
hc :hð1Þe1e2

>hc �bersteigt. Das Kriterium l�sst sich ebenso auf das
abgehende Excitonenpaar (e3e4) anwenden. Durch Verwen-
dung dieses Grenzwertes, der jeweils den Abstand sowohl
zwischen den beiden urspr�nglichen als auch zwischen den
beiden resultierenden Excitonen in der Streumatrix einer
Randbedingung unterwirft, skaliert die Zahl der relevanten
Streumatrixelemente mit N2Nc

2 anstatt mit N4, wobei Nc eine
finite Korrelationl�nge ist; die Streumatrix ist nun d�nn be-
setzt.

Eine zweite hilfreiche Randbedingung ergibt sich aus dem
Radius der Exciton-Exciton-Streuung, der bestimmt, wie weit
sich zwei Excitonen w�hrend ihrer Wechselwirkung bewegen
k�nnen und der Entfernung zwischen den urspr�nglichen und
resultierenden Excitonenpaaren eine Obergrenze setzt. Wir
f�hren diesen Grenzwert ein, indem wir einen zweiten
�berlappungsparameter definieren [Gl. (34)].

h(2) ist die Amplitude eines von e zu e’ gehenden Pfades,
der �ber alle m�glichen Zwischenzust�nde e1 verl�uft. Ein
Grenzwert f�r hð2Þee0 kann dazu dienen, die dominierenden e3e2-
Paare in der Streumatrix Ge4e3,e2e1

auszuw�hlen.
Durch Verwendung beider Begrenzungskriterien hð1Þc und

hð2Þc verbleiben nur die Streumatrixelemente, die folgende
Bedingungen erf�llen: hð1Þe2e1

> hð1Þc , hð1Þe4e3
> hð1Þc , hð1Þe3e2

> hð2Þc ,
hð1Þe3e1

> hð2Þc , hð1Þe4e2
> hð2Þc und hð1Þe4e1

> hð2Þc . Die Skalierung des
Rechenaufwandes mit der Systemgr�ße reduziert sich da-
durch auf N. Die Ersparnis, die umso h�her wird, je gr�ßer das
System ist, r�hrt von zwei Faktoren her: 1) Die relevanten
Excitonenzust�nde k�nnen vor der Berechnung der Streu-
matrix identifiziert werden, und ihre Anzahl ist in der Regel
viel kleiner als N4. Die Streumatrix braucht daher nur f�r
ausgew�hlte Streukonfigurationen berechnet zu werden.
2) Der erforderliche numerische Aufwand f�r die Signalbe-
rechnung wird dank der d�nn besetzten Streumatrix deutlich
reduziert.

In Abbildung 22 werden die experimentellen und simu-
lierten Pump-Probe-Spektren von Carbonylgruppen in einer
Phospholipiddoppelschicht f�r parallel und senkrecht pola-
risierte Pump- und Probe-Pulse verglichen. Die lokalen
Amid-I-Frequenzen betragen 1708 cm�1 (13C-markiert) und
1755 cm�1 (unmarkiert) nach Korrektur um den Stark-Effekt:
Dw = k Eproj, wobei Eproj die Projektion des elektrischen
Feldes entlang der C=O-Bindung ist. Nichtdiagonale Ele-
mente wurden durch Anwendung des �bergangsdipolkopp-
lungsmodells erhalten.[149] Im Experiment wurde ein schmaler
Anregungspuls (16 cm�1) und eine kurzer (100 fs), harter
Tastpuls verwendet. Das Signalfeld ist spektral dispers. Die
experimentellen Bandenbreiten, die aus der fluktuierenden
elektrostatischen Umgebung resultieren, sowie auch ihre
charakteristische Form (diagonal verl�ngerte, inhomogene
Verbreiterung) werden durch die Simulationen gut reprodu-
ziert. Die beiden starken Diagonalresonanzen entsprechen
den Absorptionen der beiden Carbonylgruppen.
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Die Kreuzsignale in den 2D-Spektren sind wenig intensiv.
Die zwei horizontalen Ausschnitte der experimentellen und
simulierten Signale werden in Abbildung 23 verglichen.
Sowohl die Intensit�ten als auch die Signalformen der Intra-

und Interbanden-Kreuzsignale werden recht gut modelliert.
Jede Resonanz hat eine negative (blaue) Komponente auf-
grund von GSB und ESE sowie eine positive (violette)
Komponente aufgrund von ESA (siehe Abbildung 10). Die
Rotverschiebung der ESA-Bande spiegelt die Anharmonizi-
t�t der Carbonylschwingung wider. Die Kreuzsignale sind
deutlicher ausgepr�gt, wenn die Anregungs- und Tastpulse
senkrecht zueinander polarisiert sind (Abbildung 22, ? ).
Abbildung 23 B zeigt horizontale Ausschnitte f�r den parallel
(k ) und senkrecht (? ) polarisierten Fall aus Abbildung 22 bei
den Anregungsfrequenzen 1675 und 1752 cm�1 (durch Pfeile
angedeutet). Die Kreuzsignale sind ein direktes Maß f�r die
Schwingungskopplung zwischen den Carbonylgruppen.
Durch quantitativen Vergleich der experimentellen und si-
mulierten Spektren k�nnen strukturelle Informationen wie
die Verteilung der Winkel zwischen den intramolekularen
Carbonylpaaren erhalten werden. Die Anordnung dieser
Paare wird �ber den Winkel zwischen den �bergangsdipol-
momenten und ihren Abstand ausgedr�ckt. Die Schwin-
gungsfrequenzen der beiden gekoppelten Carbonylgruppen,
wn und wm, werden durch Diagonalisierung des Hamilton-
Operators der Excitonen erhalten [Gl. (35)].

Das Ergebnis h�ngt vom Kopplungsparameter Jmn und der
Differenz der Diagonalfrequenzen, w0

n�w0
m, ab. Ferner defi-

nieren wir die Paarkopplungsparameter b’mn [Gl. (36)] und
die gewichtete Verteilungsfunktion der Radialwinkel
[Gl. (37)], wobei sich die Summierungen in m und n auf die
12CO- bzw. 13CO-Carbonylgruppen beziehen.

Abbildung 24 zeigt die berechneten Verteilungsfunktio-
nen h(R,q) bei Ber�cksichtigung aller 12CO,13CO-Paare (A),
nur der intermolekularen Paare (B) und nur der intramole-
kularen Paare (C). In Tafel A verschwindet h(R,q) bei Ab-

st�nden > 6.5 	, was belegt, dass die Kreuzsignale von be-
nachbarten Carbonylgruppen dominiert werden. Die Vertei-
lungsfunktion h(R,q) in Abbildung 24 A besteht aus mehre-
ren Strukturfamilien, deren inter- oder intramolekulare
Herkunft leicht durch den Vergleich mit Abbildung 24B und
C ausgemacht werden kann. Die intermolekulare Vertei-
lungsfunktion (Abbildung 24B) zeigt keine Zufallsorientie-
rungen, obwohl sie breiter als die intramolekulare Funktion
ist. Das scharfe Signal bei q = 408 und R = 5 	 in Abbil-
dung 24C stimmt mit dem Winkel zwischen den aus der ex-
perimentellen Anisotropie erhaltenen �bergangsdipol-
momenten �berein, was auf seine vorwiegende Herkunft aus
intramolekularen Paaren hindeutet. Wir halten aber fest, dass
bei diesem Winkel auch intermolekulare Carbonyl-Paare sig-
nifikant zum Signal beitragen (bis zu 26� 5% der gesamten
h(R,q)-Funktion, siehe Abbildung 24).

Diese Simulationen belegen die wichtige Rolle von elek-
trostatischen Wechselwirkungen an der polaren Grenzfl�che.
Sowohl die Kopplungen der �bergangsdipolmomente als
auch die Fluktuationen des elektrischen Feldes beeinflussen
die Bandenformen der Absorptionsbanden. Die beiden Bei-
tr�ge, die gefaltet und im linearen Antwortsignal ununter-
scheidbar sind, sind in den diagonalen und nichtdiagonalen
Bereichen der 2D-Korrelationsdiagramme deutlich separiert.
Die Intensit�ten der Kreuzsignale sind ein direktes Maß f�r
den Beitrag der Kopplungen zur Form des Gesamtsignals. Die

Abbildung 23. A) Experimentelle Absorption (dicke Linie) und berech-
nete lineare optische Absorption (d�nne Linie) von DMPC in Wasser.
B) Experimentelle (offene Kreise) und berechnete (durchgezogene
Linien) Lochbrennspektren bei Anregung mit 1675 und 1752 cm�1

(siehe Pfeile). Die Farben Schwarz (parallel) und Rot (senkrecht)
geben die Polarisierungsbedingungen der Pulse an; die senkrechten
Spektren sind um den Faktor 3 vergr�ßert. Blaue und violette Klam-
mern deuten die Regionen der Interbanden- und Intrabanden-Kreuz-
signale an (siehe auch Abbildung 22).

Abbildung 24. �ber b’ gewichtete Verteilungsfunktionen der Radialwin-
kel [Gl. (37)] in der simulierten DMPC-Doppelschicht unter Ber�cksich-
tigung A) aller 12CO,13CO-Paare, B) der intermolekularen 12CO,13CO-
Paare und C) der intramolekularen 12CO,13CO-Paare. Die gepunkteten
roten Linien markieren die aus der experimentellen Anisotropie der
Spektren abgeleiteten Winkel. Der farbige Balken kennzeichnet die sta-
tische Verteilung gem�ß Gleichung (37).
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diagonale Elongation entsteht durch die Frequenzdispersion
der Excitonenzust�nde und die lokalen Fluktuationen des
elektrischen Feldes. Die Bandenformen im 2D-Spektrum
bieten so einzigartige Einblicke in die Beschaffenheit der
Schwingungsanregungen.

Die kombinierte Verwendung von 2DIR-Spektroskopie
und Quasipartikelsimulationen bietet eine vielversprechende
Methode zur Untersuchung von Phospholipiddoppelschich-
ten, Lipid-Protein-Komplexen, niederdimensionalen Lipid-
systemen und Polymeren.

8. Doppelquantenkoh�renzspektroskopie

In der NMR-Spektroskopie werden gew�hnlich maßge-
schneiderte Pulssequenzen eingesetzt, um den bestm�glichen
Informationsgewinn zu erzielen. Vergleichbare Strategien
k�nnen auch zur Entwicklung von 2DIR-Verfahren genutzt
werden, indem man die Quantenpfade, die den mehrdimen-
sionalen Signalen zugrunde liegen, manipuliert. Hier zeigen
wir, wie ein Signal so modifiziert werden kann, dass es f�r
nichtwechselwirkende Excitonen verschwindet und damit als
eine hervorragende Sonde f�r solche Wechselwirkungen
dient.

Die bisher diskutierten Anwendungen verwendeten vor
allem die kI- und kII-Signale. Das kIII-Signal (= k1 + k2�k3)
enth�lt andere Arten von Information. Es ist durch die beiden
Quantenpfade ESA1 und ESA2 gegeben (Abbildung 25),

analog zur Doppelquantenkoh�renztechnik in der NMR-
Spektroskopie.[269] In beiden Diagrammen befindet sich das
System innerhalb von t2 in einer koh�renten Superposition
des doppelt angeregten Zustands f mit dem Grundzustand g.
Dieses Zeitintervall erlaubt also eine ungest�rte Betrachtung
von Zwei-Excitonen-Zust�nden. Am g�nstigsten betrachtet
man (W2,W3)-Signale, die durch Variieren der Zeitintervalle t2

und t3 zug�nglich sind. (W1,W2)-Signale sind auch m�glich.
Beim Durchfahren von W2 zeigt das Signal Resonanzen

der verschiedenen doppelt angeregten Zust�nde f. Die Pro-
jektion entlang der anderen Achse, W3, unterscheidet sich in
beiden Diagrammen. In ESA2 befindet sich das System
w�hrend t3 in einer Koh�renz von e’ mit g. Beim Durchfahren
von W3 werden bei W3 = we’g die Einzelexcitonenresonanzen

sichtbar. In ESA1 befindet sich das System in einer Koh�renz
von e’ mit f w�hrend t3. Die Koh�renz verursacht zahlreiche
neue Resonanzen bei W3 = wfe, die allen m�glichen �ber-
g�ngen zwischen doppelt und einfach angeregten Zust�nden
entsprechen. Bemerkenswert ist dabei, dass f�r nichtwech-
selwirkende Excitonen der Zustand f einfach als das direkte
Produkt des Zustandspaars e und e’ gegeben ist und die
Doppelanregungsenergie die Summe der Einzelanregungs-
energien ist, sodass sich die beiden Diagramme exakt l�schen.
Das Resonanzmuster dieser 2D-Korrelationsauftragungen
liefert damit einen charakteristischen Fingerabdruck der be-
teiligten Excitonen.

Die erh�hte Aufl�sung der kIII-Signale ist der Abwesen-
heit der Diagonalsignale zu verdanken, die die kI-Spektren
dominieren und die nichtdiagonalen Kreuzsignale �berde-
cken, sowie der verdoppelten Frequenzbandbreite der Dop-
pelquantenkoh�renzen.

Am Beispiel der Proteindom�ne TB6 zeigen wir, dass
(W2,W3)-Auftragungen von kIII empfindlicher f�r die Kopp-
lungen zwischen Schwingungsmoden sind als (W2,W3)-Auf-
tragungen von kI (Abbildung 26).[270] Wir haben eine Emp-

findlichkeitsanalyse genutzt, um die verschiedenen Regionen
der komplexen Spektren globul�rer Proteine bestimmten
Sekund�rstrukturen zuzuordnen und die �berlagernden Be-
reiche zu separieren. Wir f�hren eine kleine Verschiebung hn

der Energien en
m der zum n-ten Sekund�rstrukturmotiv ge-

h�renden Moden ein (hn sollte deutlich kleiner sein als alle
Jmn). Die Differenz von gest�rtem und ungest�rtem Spektrum
beziffert die Empfindlichkeit des Spektrums hinsichtlich der

Abbildung 25. Darstellung der zum Signal beitragenden Pfade im Liou-
ville-Raum in einem doppelseitigen Feynman-Diagramm unter Verwen-
dung der N�herung der rotierenden Welle. Das Diagramm f�r die Ab-
sorption im ersten angeregten Zustand (ESA1) entspricht R7, das f�r
die Absorption im zweiten angeregten Zustand (ESA2) R’4.

Abbildung 26. Obere Reihe: Simuliertes Signal und Empfindlichkeits-
analyse f�r das kI-Signal der TB6-Proteindom�ne. SkI

ist das Signal,
ab(kI) gibt die zur a-Helix (rote Kontur) und zum b-Faltblatt (schwarze
Kontur) geh�renden Regionen wieder. Jab(kI) gibt die zur Kopplung
zwischen der a-Helix und dem b-Faltblatt geh�rende Region wieder.
Untere Reihe: gleiche Gr�ßen f�r das kIII-Signal.
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St�rung, und die spektrale Region l�sst sich dann der Struktur
des Typs n zuordnen. Abbildung 26 zeigt die simulierten kI-
(SkI

) und kIII-Signale (SkIII
) sowie die Zerlegung in die Signale

der Helix- und der Haarnadelsegmente.

9. Chiralit�tseffekte: Verbesserung der spektralen
Aufl�sung

Die Pulspolarisation bietet eine ganze Reihe einfacher
Kontrollparameter f�r die Manipulation von 2DIR-Signalen.
Dazu definieren wir ein koh�rentes heterodynes Signal dritter
Ordnung nsn3n2n1, wobei die drei einfallenden Pulse entlang
der n1-, n2- und n3-Richtungen und der Signalpuls entlang n4

polarisiert ist (Abbildung 27).

Molek�le sind typischerweise kleiner als die optische
Wellenl�nge, und ihr Antwortsignal l�sst sich dann ad�quat
mit der Annahme beschreiben, dass das Feld �ber das Mo-
lek�l hinweg homogen ist (auch als Dipol- oder langwellige
N�herung bezeichnet). Unsere Analyse hat sich bisher auf
diesen Fall beschr�nkt. Ferner haben wir angenommen, dass
alle Pulse parallel polarisiert sind, sodass wir die Pulspolari-
sation nicht spezifizieren mussten. Das nichtlineare Ant-
wortsignal h�ngt allgemein von dem �ber alle Orientierungen
gemittelten Produkt von vier Dipolen ab, hmns

mmn3
n mn2

k mn1
l i. In

isotropen Proben gibt nur drei unabh�ngige Polarisations-
konfigurationen: xxyy, xyxy und xyyx. Alle anderen Konfi-
gurationen k�nnen durch deren Linearkombinationen aus-
gedr�ckt werden.

Die Phasenmodulation des optischen Feldes entlang eines
Molek�ls kann zu weiteren Signalbeitr�gen f�hren, die von
Interferenzen zwischen den in unterschiedlichen Abschnitten
des Molek�ls erzeugten Signalen verursacht werden und die
typischerweise 1000-mal schw�cher sind als die (vom Dipol
erzeugten) Hauptbeitr�ge (dies entspricht dem Verh�ltnis
zwischen der Chromophorl�nge und der optischen Wellen-
l�nge). Indem man Polarisationskonfigurationen selektiert,
f�r die der Dipol-Term verschwindet (z. B. xxxy), lassen sich
die Interferenzsignale hintergrundfrei erhalten und leicht

detektieren. Werden diese Signale gespiegelt, �ndern sie ihr
Vorzeichen, sodass sie bei Racematen und achiralen Mole-
k�len verschwinden und damit nur bei chiralen Systemen
auftreten.

Der Circulardichroismus (CD), d.h. die Differenz in der
Absorption von links- und rechts-zirkular polarisiertem
Licht,[271–273] ist das einfachste chirale Signal. Diese lineare
1D-Technik wird routinem�ßig zur Untersuchung der Fal-
tungszust�nde und Konformationen von Proteinen eingesetzt.
CD-Spektren haben positive und negative Komponenten,
und die Beitr�ge unterschiedlicher Chromophore interferie-
ren (dagegen sind Absorptionsspektren positiv und additiv
und enthalten keine Interferenzen). Dies macht die Methode
besonders empfindlich f�r die Unterscheidung von Protein-
sekund�rstrukturen. In ganz �hnlicher Weise kann auch die
Empfindlichkeit von 2D-Experimenten durch eine geschickte
Wahl der Polarisationskonfigurationen verbessert werden.
Chiralit�tsinduzierte (CI) 2D-Methoden k�nnen als nichtli-
neare Varianten der CD-Spektroskopie gelten.[274,275] Chira-
lit�t l�sst sich auch anhand der Raman-optischen Aktivit�t
(ROA) messen.[276] Die ROA-Technik quantifiziert die Dif-
ferenz der Raman-Intensit�ten, die durch rechts- und links-
zirkular polarisiertes Licht induziert werden. Die Signalfor-
men der Schwingungs-CD(VCD)-Spektroskopie sind cha-
rakteristisch f�r die Sekund�rstrukturen von Polypeptiden.
Protonierte a-helicale Strukturen ergeben bimodale Signale
f�r die Amid-I- und Amid-A-Bande,[277,278] dagegen nur ein
Signal f�r die Amid-II-Bande.[279] Im deuterierten Fall zeigt
die Amid-I-Bande drei Maxima, charakteristisch f�r recht-
g�ngige Helices.[279] a-Helices und antiparallele b-Faltbl�tter
sind anhand der Frequenzverschiebung der Amid-I-Bande
unterscheidbar, und die Signalform wechselt von der bimo-
dalen Form mit kleiner Aufspaltung zwischen den Maxima zu
zwei separierten negativen Signalen.[280] Die Amid-I-Bande
von Zufallskn�ueln ist ebenfalls bimodal, aber mit umge-
kehrten Vorzeichen wie bei der a-Helix.[280,281] Verglichen mit
der a-Helix liegt die Amid-II-Bande der 310-Helix bei h�herer
VCD-Frequenz und niedrigerer IR-Frequenz. Die Ursache
k�nnten Unterschiede im Wasserstoffbr�ckenmuster sein
(4!1 und 5!1).[282]

Die Antwortfunktion einer chiralit�tsinduzierten kI-
Technik h�ngt vom gemittelten Produkt (38) ab,[64] wobei
jn

e(k) der �bergangsdipol des Excitons im k-Raum ist
[Gl. (39)].

Molekulare Chiralit�t kann in Form von dreidimensio-
nalen Verteilungen der lokalen �berg�nge im Realraum
ausgedr�ckt werden. Der Einfachheit halber vernachl�ssigen
wir die lokale Chiralit�t der einzelnen Peptideinheiten (die
aus ihrem magnetischen Dipol und elektrischen Quadrupol
resultiert) und betrachten nur die globale (strukturelle) Chi-
ralit�t. Chiralit�tsbedingte Signale h�ngen explizit von den

Abbildung 27. Pulskonfiguration f�r die koh�rente Femtosekunden-
Infrarotkorrelationsspektroskopie. Drei Laserpulse (hellblau) wechsel-
wirken mit der Probe, der vierte (rot) tastet die nichtlineare Antwort
ab. Die Parameter zur Kontrolle des Experiments sind die Zeitabst�nde
t1, t2 und t3 der Pulse. Alle Pulse propagieren in z-Richtung. Das
„nichtchirale“ Signal xxxx wird erzeugt, wenn alle Pulse entlang x pola-
risiert sind (blau und rot). Das chiralit�tsinduzierte Signal xxxy wird
durch �nderung der Polarisationsrichtung des ersten Pulses nach y er-
halten (gr�n).
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Positionen der verschiedenen lokalen �berg�nge ab. F�r den
impulsfreien Excitonenzustand definieren wir den Vektor des
�bergangsdipols wie in Gleichung (40) und den Beitrag
erster Ordnung in k wie in Gleichung (41).

Hierbei ist rm die Koordinate des m-ten �bergangs, mm ist
der �bergangsdipol und ye,m die Wellenfunktion des Exci-
tons. Die Gleichung (40) ist unabh�ngig von rm und hat
keinen Chiralit�tsbezug. Die Gleichung (41) geht �ber die
Dipol-N�herung hinaus. F�r Komponenten wie xxxx mit
einer geraden Zahl wiederholender Indizes ist der erste Term
endlich und dominiert das Signal, das demzufolge nicht
chiralit�tssensitiv ist. Bei Komponenten mit ungerader Zahl
wiederholender Indizes, z. B. xxxy, verschwindet der erste
Ausdruck, und das Signal wird nun von chiralit�tssensitiven
Termen bestimmt. Die chiralit�tsinduzierten Signale ergeben
sich aus Produkten der Form hrn5

mn mn4
mmn3

n mn2
k mn1

l i. „Nichtchirale“
Techniken h�ngen nur implizit von der Struktur ab, also �ber
den Einfluss der Struktur auf die Frequenzen und �ber-
gangsdipole, die wiederum die Signalpositionen und Intensi-
t�ten bestimmen. Die explizite Koordinatenabh�ngigkeit der
chiralen Antwortsignale f�hrt zu einer Verst�rkung der
Kreuzsignale, was der Grund daf�r ist, warum diese Techni-
ken empfindlicher f�r strukturelle Details sind.

In isotropen Proben gibt es drei unabh�ngige chiralit�ts-
induzierte Polarisationskonfigurationen f�r kollineare Pulse
und sechs weitere nicht-kollineare Terme.[61] Weiterhin
h�ngen die Signale von der Gr�ße und Richtung der Wel-
lenvektoren ab. Abbildung 28 zeigt Simulationen der chiralen
Antwort der Amid-I-Schwingungen, wenn alle Strahlen ent-
lang z propagieren. Die zum Vergleich gezeigten elektroni-
schen CD-Spektren wurden mit dem Standard-Excitonen-
modell von Woody simuliert, das die elektrischen und ma-
gnetischen Momente der Chromophore ber�cksichtigt,[271]

und somit von der lokalen und globalen Chiralit�t abh�ngt.
Unsere Simulationen zeigen am Beispiel des Trpzip4-Peptids
(Abbildung 28 A),[283] dass CI-Techniken komplement�r zur
CD- und NMR-Spektroskopie sind. Seine robuste Struktur
macht Trpzip4 zu einem ausgezeichneten Modell f�r die
Charakterisierung der Schwingungszust�nde von Peptidkon-
formationen in w�ssriger L�sung.[283] Die Amid-I-Bande
(Abbildung 28 B) besteht aus drei �berlappenden Kompo-
nenten. Das Signal bei 1635 cm�1 und die Schulter bei
1675 cm�1 werden der b-Struktur zugeordnet,[283] w�hrend die
Schulter bei 1655 cm�1 von Turn- und Coil-Strukturen an den
Enden der Peptidkette stammt. Die diagonalen 2D-xxxx-Si-
gnale (Abbildung 28 C) geben die Absorption wieder. NMR-
Spektren werden routinem�ßig genutzt, um Randbedingun-
gen f�r die Analyse von Peptidstrukturen festzulegen; hierzu
werden die Abstandsgeometrien optimiert, wodurch ein Satz

von Konfigurationen resultiert, der mit den NMR-Daten
konform ist.[8] Wir beschr�nken unsere Analyse auf die ersten
zwei von 20 NMR-spektroskopisch bestimmten Trpzip4-
Strukturen, die die niedrigsten Energien haben und daher die
besten Strukturvorschl�ge darstellen. Der RMSD zwischen
den Strukturen betr�gt 1.517 	. Die berechneten elektroni-
schen (Abbildung 28 D und G) und Schwingungs-CD-Spek-
tren (Abbildung 28 E und H) der Konformere sind �hnlich,
wogegen sich die 2D-CI-Spektren (Abbildung 28F und I)
deutlich unterscheiden. Das Konformer I hat intensive
Kreuzsignale bei 1635 cm�1 und 1655 cm�1, w�hrend die
Kreuzsignale von II bei 1655 cm�1 und 1675 cm�1 liegen.

Diese Beispiele demonstrieren, wie mithilfe chiralit�ts-
induzierter 2D-Signale die Kreuzkorrelationen zwischen
verschiedenen Teilen eines Proteins verst�rkt werden
k�nnen, was bei der Zuordnung der Signale zu strukturellen
Eigenschaften sehr hilft. Die Kreuzsignale reagieren sehr
empfindlich auf �nderungen der Sekund�rstruktur, und aus
ihren Vorzeichen kann auf die Konfiguration der einzelnen
Chromophore geschlossen werden (positive und negative
Kreuzsignale entsprechen unterschiedlichen Drehrichtungen
der beteiligten �bergangsdipole). Die Kombination von ko-
h�renten 2D-Techniken mit dem r�umlichen Ansprechver-
m�gen chiralit�tsinduzierter Polarisationskonfigurationen
ergibt ein leistungsf�higes Werkzeug zur Verfolgung von
fr�hen Proteinfaltungsereignissen mit der M�glichkeit, ge-
mittelte Proteinstrukturen und ihre Fluktuationen entlang
des Faltungspfades mit Femtosekundenaufl�sung zu bestim-
men.

Abbildung 28. Anwendung chiralit�tsinduzierter 2D-Korrelationsspek-
troskopie zur Unterscheidung von NMR-spektroskopisch ununter-
scheidbaren Haarnadelstrukturen. A) Haarnadelpeptid Trpzip4 mit 15
Aminos�uren. B) Simulierte (rot) und experimentelle Absorption[17]

(gr�n) der Amid-I-Bande. C) Simulierte xxxx-2D-Signale der Amid-I-
Bande. Mittlere und untere Reihe: Vergleich von simulierten Spektren
f�r zwei Konfigurationen aus Ensembles von NMR-spektroskopisch be-
stimmten Haarnadelstrukturen. D,G) Elektronische CD-Spektren der
Amidbande; E,H) VCD-Spektren der Amid-I-Bande und F,I) xxxy-CI-2D-
Signale der Amid-I-Bande. Die CD-Signale der zwei gezeigten Konfigu-
rationen sind �hnlich. Gr�ßere Differenzen in den 2D-Kreuzsignalen
weisen auf spezifische Kopplungen der Schwingungsmoden hin.
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Chiralit�tsinduzierte 2D-Signale sind schw�cher als ihre
„nichtchiralen“ Gegenst�cke und konnten bisher experi-
mentell noch nicht beobachtet werden. Da es sich um hin-
tergrundfreie Signale handelt, sollte aber die M�glichkeit
bestehen, solche Signale mit modernsten IR-Techniken zu-
g�nglich zu machen. Die hier beschriebene Konfiguration mit
kollinearem Puls ist am einfachsten zu realisieren. Die bei
vielen Techniken vorhandene Selektivit�t bez�glich des
Wellenvektors geht in diesem Fall verloren, kann aber mit-
hilfe von Phasenschleifentechniken wiederhergestellt
werden.[23–25, 48–55, 63,269, 284] Durch sorgf�ltig abgestimmte nicht-
kollineare Pulssequenzen kann es gelingen, die „nichtchiral-
en“ Terme zu l�schen, sodass nur die CI-Terme �brig bleiben.
Die Pulskonfiguration kann zur Untersuchung spezifischer
Tensorkomponenten maßgeschneidert werden. Beispielswei-
se kann das kollineare xxxy-Signal in nicht-kollinearer Geo-
metrie gemessen werden, wenn alle Laserstrahlen in einer
(yz)-Ebene angeordnet sind, der erste, y-polarisierte Strahl
entlang z propagiert und die anderen, x-polarisierten Strahlen
Wellenvektorenkomponenten in y haben. F�r diese Konfi-
guration verschwinden alle „nichtchiralen“ Beitr�ge, und nur
die xxxy-Komponente bleibt �brig.

10. Die Struktur von Amyloidfibrillen

Die Bildung von Amyloidablagerungen,[285] deren
Hauptkomponente ein aus 39 bis 43 Aminos�uren aufge-
bautes Ab-Peptid ist,[286] wurde als wesentliche Ursache der
Alzheimer-Krankheit (AD) identifiziert.[287] Trotz ihrer
identischen Aminos�uresequenz in den Resten 1–39 haben
die Ab-Peptide deutlich verschiedende biochemische Eigen-
schaften. So bildet das Derivat Ab42 (mit 42 Resten) we-
sentlich stabilere Fibrillen und lagert sich schneller ab als die
anderen Amyloide.[288] Ferner ist Ab42 hydrophober als die
k�rzeren Varianten, was durch zwei zus�tzliche, hydro-
phobere Aminos�urereste am Ende des Peptidstrangs verur-
sacht wird.[289] Besonders wichtig ist, dass Ab42 eine drastisch
h�here Resistenz gegen Proteaseabbau zeigt.[289]

Die strukturellen Ursachen dieser Unterschiede sind
nicht vollst�ndig gekl�rt. Wegen der nichtkristallinen, unl�s-
lichen und mesoskopisch-heterogenen Beschaffenheit der
Fibrillen wird vor allem die NMR-Spektroskopie als Methode
zur Strukturuntersuchung genutzt,[285, 290] w�hrend z.B. die
R�ntgenkristallographie eher ungeeignet ist. Die NMR-
Daten geben strukturelle Randbedingungen vor, die in
Kombination mit Geometrieoptimierungen und MD-Simu-
lationen plausible Strukturmodelle liefern. Das allgemein
akzeptierte Strukturmodell f�r Ab42 stammt aus Arbeiten
von Riek et al. und wird als M42 bezeichnet.[290] M42 kann in
drei Molek�lbereiche zergliedert werden: 1) die Reste 1–16,
die ein Zufallskn�uel bilden, 2) die Reste 26–31, die den Turn
bilden, und 3) die �brigen Reste 32–42, die zwei b-Str�nge
bilden. Die meisten NMR-Analysen beziehen sich auf den
Bereich der b-Str�nge. F�r die Turn-Region fehlen experi-
mentelle Randbedingungen, sodass die Geometrieoptimie-
rung in hohem Maße vom Rechenprotokoll und dem empi-
rischen Kraftfeld abh�ngt. 2DIR-Spektren wurden k�rzlich
ver�ffentlicht.[109, 110]

Die simulierte Absorption von M42 (Abbildung 29 links,
Tafel ABS) zeigt ein intensives Signal bei 1635 cm�1 (a), eine
Schulter bei 1655 cm�1 (b), eine Absorption bei 1675 cm�1 (c)
und zwei weitere Signale bei 1695 cm�1 (d) und 1715 cm�1 (i).

Die Tafel NMD in der linken Spalte von Abbildung 29 zeigt
die Zerlegung der Normalschwingungen in die drei Struk-
turmotive (b-Faltblatt-, Turn- und Spiralsegment („Coil“)).
Die Signale a, b und c enthalten starke Beitr�ge der b-Strang-
und Spiralsegmente. Das Signal d enth�lt Beitr�ge der Turn-
und Spiralsegmente, und das Signal i wird ausschließlich
durch das Turn-Segment verursacht. Die Tafel 2D in der
linken Spalte von Abbildung 29 zeigt das simulierte xxyy-
2DCS-Signal, das von starken und breiten Diagonalanteilen
dominiert wird, w�hrend keine Kreuzsignale auftreten. Die
Beitr�ge der drei Strukturmotive �berlappen. Verglichen mit
typischen NMR-Spektren erschweren die geringere Aufl�-
sung und die Delokalisierung der Normalschwingungen die
Interpretation der Kreuzsignale. Durch Isotopenmarkierung
in Kombination mit einer geschickten Auswahl der Polarisa-
tionskonfiguration lassen sich gew�nschte Spektralbereiche
der 2DCS-Spektren jedoch gezielt verbessern. So f�hrt die

Abbildung 29. Linke Spalte von oben nach unten: Normalmodendia-
gramm (NMD), Absorptionssignal (Abs), xxyy-polarisiertes 2D-Kreuz-
spektrum (2D) und das durch kontrollierte koh�rente Polarisation opti-
mierte 2D-Kreuzspektrum (2D(CP)) des unmarkierten Amyloids M42.
Im NMD sind der b-Strang, das Spiralsegment und das Turn-Segment
in Rot, Gr�n bzw. Blau dargestellt. Rechts: gleiche Darstellungen f�r
M42 mit isotopenmarkiertem Spiralsegment.
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13C18O-Markierung eines Peptidrests zu einer Rotverschie-
bung der Amid-I-Bande um 65 cm�1, wodurch das betref-
fende Signal deutlich von den unmarkierten Banden separiert
wird und nun analysiert werden kann.

2D-Signale werden durch Interferenzen vieler Einzelbei-
tr�ge (Pfade im Liouville-Raum) verursacht. Es besteht die
M�glichkeit, diese Interferenzen �ber die relativen Polarisa-
tionen der einzelnen Strahlungspulse zu kontrollieren, um so
die diagonalen Beitr�ge zu l�schen und die Kreuzsignale zu
verst�rken. Im Folgenden zeigen wir, wie ein Algorithmus zur
koh�renten Kontrolle genutzt werden kann, um die 2DIR-
Spektren von Ab42 zu manipulieren und gut aufgel�ste
Kreuzsignale zu erhalten, die die Wechselwirkungen inner-
halb des Turn-Segments sowie zwischen dem Turn-Segment
und den b-Faltbl�ttern direkt wiedergeben.

Wir haben die �berlagerung der drei unabh�ngigen
Tensorkomponenten Tj = xxyy; xyxy; xyyx optimiert, um das
Diagonalsignal bei 1655 cm�1 zu unterdr�cken [Gl. (42)].

Die Koeffizienten cj wurden mit einem genetischen Al-
gorithmus optimiert,[291] um so die Kontrollgr�ße, d.h. das
Verh�ltnis der bez�glich der Intensit�t integrierten Diago-
nallinie des 2D-Spektrums zum integrierten Diagonalsignal
bei 1655 cm�1 (mit d = 10 cm�1), zu minimieren. F�r zehn Mit-
glieder einer Population wurde eine schnelle exponentielle
Konvergenz innerhalb von 100–200 Generationen erreicht.
Im Vergleich zum nicht-kontrollierten xxxx-Signal (Abbil-
dung 29 links, Tafel 2D) hat das Kreuzsignal (Abbildung 29
links, Tafel 2D(CP)) einen h�heren Informationsgehalt.

Das CP-Signal von M42 zeigt starke Kreuzsignale f�r
Korrelationen zwischen den Absorptionen d und i. Die Si-
gnale sind in Abbildung 30 vergr�ßert dargestellt und als AB-
1 (1695, 1715) und AB-2 (1715, 1695) gekennzeichnet. Die zu
den Diagonalkomponenten beitragenden Normalschwingun-
gen wurden auf die lokalen Amidbanden entlang des R�ck-
grats projiziert, um die Kreuzsignale innerhalb der Struktur
lokalisieren zu k�nnen. Die i-Moden (Abbildung 30, A:1715)
sind im Turn-Segment lokalisiert, wobei der gr�ßte Anteil auf
Rest 28 entf�llt. Die d-Moden (Abbildung 30, B:1695) sind
nahezu gleichverteilt im Spiralsegment und den Resten 28–30
des Turns lokalisiert. In Anbetracht der großen Distanz zwi-
schen Spiralsegment und Turn (siehe Abbildung 30) erwarten
wir, dass die Wechselwirkung vernachl�ssigbar ist und ordnen
diese beiden Kreuzsignale stattdessen Wechselwirkungen in-
nerhalb des Turns, insbesondere unter den Resten 28–30 zu.

Die meisten Signale in den M42-Spektren enthalten Bei-
tr�ge von mehr als einem Strukturmotiv, was ihre eindeutige
Zuordnung erschwert. Nimmt man dagegen eine Isotopen-
markierung des Spiralsegments vor (Reste 1–16), so erh�lt
man Signale, die von einzelnen Strukturmotiven dominiert
werden (Abbildung 29, rechte Spalte). Die neue Schulter e im
linearen Absorptionsspektrum (Abbildung 29, rechts, Tafel
ABS) geht vor allem auf das Spiralsegment zur�ck. Die
Komponenten a, b und c werden durch die Faltblattstruktur

dominiert, w�hrend d und i vom Turn-Segment stammen. Das
2D-Spektrum der markierten Probe (Abbildung 29, rechte
Spalte, Tafel 2D) weist eine verbesserte Aufl�sung der
Kreuzsignale auf, das Hauptsignal ist aber nach wie vor un-
aufgel�st. Unser Protokoll zur koh�renten Kontrolle k�nnte
eingesetzt werden, um die Diagonalkomponenten des isoto-
penmarkierten Peptids bei 1655 cm�1 zu unterdr�cken (Ab-
bildung 29, rechte Spalte, Tafel 2D(CP)), wodurch die meis-
ten Kreuzsignale dann klar zuzuordnen w�ren.

Die Signale C:1715 und D:1695 in Abbildung 30 belegen,
dass die Kreuzsignale CD1 (1695,1715) und CD2 (1715,1695)
der im Spiralsegment markierten Probe auf Wechselwirkun-
gen innerhalb der Turns beruhen. Ferner zeigen die Signale
H:1615 und G:1635 in Abbildung 30, dass die Frequenzen bei
1615 cm�1 und 1635 cm�1 vom Strangmotiv bestimmt werden.
Die CH-, DH- und CG-Kreuzsignale lassen sich daher auf
Wechselwirkungen zwischen dem Turn und den nahegelege-
nen Faltblattmotiven zur�ckf�hren (vor allem die Reste 24–
25 und 32–33). Auch die Normalschwingungen bei 1675 cm�1

(Abbildung 30, E:1675) werden vom Faltblattmotiv be-

Abbildung 30. Oberhalb der gestrichelten Linie: 2DCS-Signal von M42
mit der unter koh�renter Kontrolle optimierten Polarisationsfunktion
(Abbildung 29, untere linke Tafel, 2D(CP)) auf einer gespreizten Skala
(1630–1730 cm-1) und Projektion der zu spezifischen Kreuzsignalen
beitragenden Normalschwingungen auf die lokalen Amidmoden ent-
lang des Aminos�urer�ckgrats. Unterhalb der gestrichelten Linie: glei-
che Darstellung f�r M42 mit isotopenmarkiertem Spiralsegment. In
der 2DCS-Auftragung sind die Kreuzsignale aufgrund von Wechselwir-
kungen innerhalb des Turn-Segments (blaue Pfeile), zwischen Turn
und Faltblatt (rot) und innerhalb des Faltblatts (schwarz) unterschied-
lich dargestellt. In den Projektionen der Normalmoden sind die Beitr�-
ge des Turn-Segments (blau), des Faltblatts (rot) und des Spiralseg-
ments (gr�n) gezeigt. Gr�ne Pfeile �ber dem 2DCS-Diagramm geben
die Positionen der Absorptionsmaxima an.
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stimmt, wobei die Population der lokalen Moden uneinheit-
lich ist und die Mode 25 keinerlei Beitrag liefert. Demzufolge
stammt das CE-Signal vorrangig aus der Wechselwirkung
zwischen dem Turn und Rest 32. Dagegen weisen die Nor-
malschwingungen bei 1655 cm�1 (Abbildung 30, F:1655) si-
gnifikante Beitr�ge sowohl des Faltblattmotivs als auch des
Turns auf, sodass die CF-, DF1- und DF2-Signale vermischte
Informationen �ber Wechselwirkungen innerhalb des Turns
sowie zwischen Faltblatt und Turn enthalten. Die mit
schwarzen Pfeilen markierten Kreuzsignale FF und FH
stammen von Wechselwirkungen innerhalb der Faltblatt-
struktur.

11. Zusammenfassung und Ausblick

Das hier vorgestellte Arsenal an Rechenmethoden kann
zur Beschreibung einer Vielzahl von Nichtgleichgewichts-
prozessen verwendet werden, sofern diese langsamer als die
typische Zeitskala eines 2D-Experiments sind (� 200 fs).
Unter dieser Voraussetzung d�rfen wir annehmen, dass das
System w�hrend der Messung station�r ist, aber dennoch
durch zeitabh�ngige Parameter beeinflusst wird, die mit dem
zu untersuchenden Prozess verbunden sind (z. B. Proteinfal-
tung, Konformations�nderungen, Bruch von H-Br�cken).
2D-Spektren k�nnten dann quasi stroboskopische Aufnah-
men derartiger Prozesse liefern. Die stochastischen Liouville-
Gleichungen unterliegen nicht dieser Einschr�nkung und
k�nnen die Dynamik eines Systemen auf einer beliebigen
Zeitskala beschreiben (d.h. schnellere oder langsamere Pro-
zesse als die Messung).

Es ist n�tzlich, einige grundlegende Parallelen zwischen
der 2D-Spektroskopie und dem rasch voranschreitenden Feld
der Einzelmolek�lspektroskopie aufzuzeigen.[292] Innerhalb
eines durch die Pulsfolge festgelegten Zeitabschnitts unter-
liegt jedes Molek�l einer stochastischen Entwicklung, und
seine Eigenschaften (Frequenzen, Orientierungen und Di-
polmomente) fluktuieren aufgrund von Kopplungen mit den
unkontrollierbaren Freiheitsgraden des Umgebungsbads.
Messungen makroskopischer Proben liefern den Mittelwert
der stochastischen Trajektorien des Ensembles. Eine Einzel-
molek�lspektroskopie zerlegt dieses Ensemble „mit roher
Gewalt“, und man beobachtet die individuellen Trajektorien
eines Molek�ls an einem einzelnen Zeitpunkt, was wesentlich
detailliertere Informationen liefert als makroskopische Mes-
sungen. Die nichtlineare Spektroskopie strebt ein �hnliches
Ziel an, nun aber durch Betrachtung des gesamten Ensembles
zu verschiedenen Zeitpunkten. Es sind viele mikroskopische
Modelle mit sehr unterschiedlichen Arten von Trajektorien
denkbar, die denselben Ensemblemittelwert zu einem gege-
benen Zeitpunkt liefern k�nnten. Die Mehrpunktkorrela-
tionsfunktionen der nichtlinearen Spektroskopie sind in der
Lage, zwischen solchen Modellen zu unterscheiden, obgleich
keine individuellen Trajektorien beobachtet werden. Be-
trachten wir z. B. ein chemisch reaktives AÐB-System im
Gleichgewicht. Wenn die Reaktion auf der spektroskopischen
Zeitskala langsam ist, ergibt sich das Absorptionsspektrum
einfach aus dem gewichteten Mittel der Spezies A und B. 1D-
Messungen werden in diesem Fall keine Informationen �ber

die Kinetik des Systems liefern. In einem 2D-Experiment
kann hingegen das Zeitintervall t2 auf der kinetischen Zeit-
skala variiert werden, worauf sich die Kinetik der Reaktion
aus der zeitlichen Entwicklung der Kreuzsignale ableiten
l�sst. Die Kreuzsignale bilden die Wahrscheinlichkeit ab, das
System w�hrend t1 im Zustand A und w�hrend t3 im Zustand
B vorzufinden. Typischerweise sind t1 und t3 viel k�rzer als t2,
sodass es sich um eine durch t2 separierte Zwei-Punkt-Mes-
sung handelt. Dies ist komplement�r zu Triggerexperimenten,
bei denen das System aus dem Gleichgewicht gebracht und
die anschließende Relaxation beobachtet wird.[92, 293] Die
Einzelmolek�lspektroskopie verl�uft auf langsamen Zeit-
skalen (Mikrosekunden und l�nger), wogegen die 2DIR-
Spektroskopie Trajektorien im Femtosekundenbereich ab-
tastet. Ein gemeinsames Problem beider Methoden ist, dass
die Analyse auf Ensembles von Trajektorien, nicht aber auf
Konfigurationen zur�ckgreift.[294]

Im letzten Jahrzehnt hat sich die 2DIR-Spektroskopie als
eine n�tzliche Methode f�r die Strukturanalytik und die
Untersuchung ultraschneller Prozesse etabliert. Die Technik
hat eine geringere Strukturaufl�sung als die NMR-Spektro-
skopie, bietet daf�r aber eine einzigartige Zeitaufl�sung. Dies
und das g�nzlich andere Beobachtungsfenster machen die
2DIR-Spektroskopie zu einer wertvollen, zur NMR-Spek-
troskopie komplement�ren Methode.

Fr�he Studien auf diesem Gebiet zielten darauf ab, das
Funktionsprinzip der Methode zu beweisen und Anwen-
dungsperspektiven aufzuzeigen. Heute gilt das Interesse vor
allem der Identifizierung spezifischer Systeme, bei deren
Analyse die 2DIR-Spektroskopie besonders hilfreich sein
kann. Die Entwicklung der notwendigen Protokolle zur
quantitativen Analyse der 2DIR-Signale ist eine große Her-
ausforderung. Konzertierte experimentelle und theoretische
Studien sind n�tig, um Referenzsysteme zu definieren, die
man zur Verbesserung der gegenw�rtigen Protokolle braucht.
Wir erwarten einen �hnlichen Verlauf der Forschungen wie
bei der Entwicklung der klassischen Kraftfelder f�r die Mo-
lek�lmechanik.

Ein Softwarepaket (SPECTRON) zur Simulation von 2D-
Signalen befindet sich derzeit in der Entwicklung.[55] Wir
streben damit an, eine breite Palette an linearen und nicht-
linearen optischen Signalen komplexer Biomolek�le zu be-
rechnen. SPECTRON enth�lt Module zur Konstruktion der
Hamilton-Operatoren f�r 1) die Amidbanden I, II, III und A
und die elektronischen n-p*- und p-p*-Banden von Peptiden
(basierend auf Simulationen der MD-Trajektorien), 2) die
C=O-Streckschwingung in Guanin, die In-plane- oder Out-of-
plane-, symmetrische oder asymmetrische NH- oder NH2-
Biegeschwingung in Adenin, die Ring-C=N-Streckschwin-
gung in Cytosin, 3) die O-H-Streckschwingung von Wasser
und 4) die C-O-Streckschwingung von Membranlipiden. Der
Code wurde k�rzlich verwendet, um verschiedene Amid-
Diagramme aufzustellen.[295] Die Schnittstelle zwischen
SPECTRON und Standard-MD-Simulationspaketen wie
CHARMM,[58] NAMD[296] und GROMOS[59] ist so gestaltet,
dass die Trajektorien der MD-Simulationen direkt in bin�ren
Formaten oder ASCII gelesen werden k�nnen. Der Code
kann auch 2D-Elektronenspektren von Aggregaten simulie-
ren. Diese Anwendung wurde k�rzlich in einem �bersichts-
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artikel[64] vorgestellt und wird in diesem Aufsatz nicht be-
handelt.
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