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1. Einleitung

Chemie ist die Wissenschaft der Zusammensetzung,
Struktur und Eigenschaften von Materie sowie deren viel-
f�ltigen Reaktionen. Vom physikalischen Standpunkt aus
betrachtet beruht Chemie auf Elektronenaffinit�ten. Daher
ist das Wissen um elektronische Strukturen und deren Dy-
namik eine Voraussetzung f�r ein grundlegendes Verst�ndnis

der Reaktivit�t. Moderne Elektro-
nenmikroskope erm�glichen bereits
die Abbildung von Elektronendichte –
Chemiker sprechen von den Orbita-
len.[1] Die Bewegung von Elektronen
kann heutzutage in Echtzeit durch
Attosekunden-Spektroskopie (ent-
sprechend einem Zeitbereich von
10�18 s) verfolgt werden.[2] Vor kurzem
konnte mithilfe zeitaufgel�ster Elek-

tronen[3]- und R�ntgenbeugung[4, 5] solch eine Aufl�sung sogar
in allen vier Dimensionen erreicht werden. Die M�glichkei-
ten dieser Methoden sind enorm, jedoch wird ihre Anwend-
barkeit auf biologisches Material durch die f�r die Struktur
und dynamische Integrit�t notwendige Gegenwart von Was-
ser eingeschr�nkt. Zudem werden die biologischen Proben
durch die unvermeidlich hohe Strahlungsintensit�t leicht
zerst�rt.

Die Schwingungsspektroskopie ist eine der wichtigsten
biophysikalischen Analysenmethoden f�r biologische Mate-
rialien, da sie eine hohe zeitliche Aufl�sung bei enormer
Strukturempfindlichkeit bietet. Zudem beeinflusst die Infra-
rot-Spektroskopie dank der geringen Photonenenergie das zu
untersuchende System praktisch nicht (minimal-invasiv). Die
Untersuchung lebender Organismen auf atomarer Ebene
befindet sich zwar noch im Anfangsstadium, allerdings wird
die Schwingungsspektroskopie bereits erfolgreich auf Mo-
dellsysteme angewendet. Typischerweise verk�rpern solche
Modelle Teile des Organismus unter m�glichst naturnahen,

Neue schwingungsspektroskopische Techniken sind sehr vielver-
sprechende Methoden zur Untersuchung biologischer Materialien, da
sie eine sehr hohe r�umliche und zeitliche Aufl�sung bei gleichzeitiger
minimaler Einflussnahme auf das zu untersuchende System erm�gli-
chen. In diesem Kurzaufsatz werden diese Techniken und ihre po-
tenzielle Bedeutung f�r biologische und biomimetische Systeme dis-
kutiert. Vorgestellt werden z. B. die Verfolgung von Konformations-
�nderungen in Peptiden mit fs-Aufl�sung und nm-Empfindlichkeit
mit 2D-IR-Spektroskopie sowie die Untersuchung des Effekts eines
angelegten Membranpotentials auf einzelne Protonentransferschritte
innerhalb integraler Membranproteine mit oberfl�chenverst�rkter
Infrarot-Differenz-Absorptionsspektroskopie. Schwingungsspektren
einer molekularen Monoschicht k�nnen mithilfe der Summenfre-
quenz-Erzeugung registriert werden, w�hrend die Rasternahfeld-IR-
Mikroskopie die Aufnahme chemischer Abbilder einer Oberfl�che mit
einer lateralen Aufl�sung <50 nm erm�glicht.
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physiologischen Bedingungen (Biomimetik). Dieser Kurz-
aufsatz erl�utert aktuelle technische Fortschritte bei der
schwingungsspektroskopischen Charakterisierung von Pro-
teinen, unterteilt in Techniken, die die Untersuchung von
a) d�nnen Probenschichten bis hinunter auf die Ebene ein-
zelner Monoschichten und b) kleinen Bereichen unterhalb
der Beugungsgrenze erm�glichen und c) die ausreichend
schnell sind, um Elementarreaktionen zu erfassen (Abbil-
dung 1). Eine Diskussion der THz-Spektroskopie, bei deren
Anwendung auf Biomolek�le bereits beeindruckende Fort-
schritte zu verzeichnen sind,[6, 7] �bersteigt den Umfang dieses
Kurzaufsatzes.

2. D�nner

Die Anwendung der Infrarot-Spektroskopie auf Mono-
schichten hat eine lange Geschichte, die bis in die 1960er
Jahre zur�ckreicht, als die Infrarot-Reflexions-Absorptions-
Spektroskopie (IRRAS) entwickelt wurde.[8] Erste Versuche
erfolgten an Festk�rpern unter Ultrahochvakuum,[9] wurden
jedoch bald auf Fest-fl�ssig-Grenzfl�chen (mit Metallen)[10–12]

oder Luft-fl�ssig-Grenzfl�chen[13] erweitert. Um die Eigen-
schaften der Luft-fl�ssig-Grenzfl�chen bez�glich biomimeti-
scher Membranen zu untersuchen, wurden IRRAS-Experi-
mente an einzelnen Lipidmonoschichten durchgef�hrt, die
mithilfe der Langmuir-Blodgett-Technik (LB-Technik) her-
gestellt worden waren. Schließlich wurde dieser Ansatz auch

auf die Analyse der Sekund�rstruktur von Peptiden oder
Proteinen erweitert, die in eine Lipiddoppelschicht einge-
bettet waren. Thakur and Leblanc gelangen auf diese Weise
die Bestimmung der Orientierung von Lysozym in Langmuir-
Schichten und der Nachweis von �nderungen der Protein-
sekund�rstruktur in Abh�ngigkeit von der Oberfl�chen-
spannung.[14] Kouzyzha et al. wendeten dieselbe Methode auf
das Alanin-reiche Polypeptid K3A18K3 an.[15]

Trotz der bereits erheblich verbesserten IRRAS-Emp-
findlichkeit bleibt die Funktionsanalyse von Proteinen mit-
hilfe der IR-Spektroskopie �ußerst anspruchsvoll, besonders
bei der Untersuchung von Proteinmonoschichten. Funkti-
onsstudien an Enzymen stehen vor der beschwerlichen Auf-
gabe, geringste Struktur�nderungen vor dem Hintergrund der
enorm großen Zahl an Normalmoden des Proteins zu de-
tektieren. Die entsprechenden Absorptions�nderungen der
IR-Banden liegen dabei in der Gr�ßenordnung von 10�6.
Leider ist die IRRAS-Empfindlichkeit normalerweise nicht
ausreichend f�r die Erfassung solch kleiner Differenzsignale.
In solchen F�llen ist die oberfl�chenverst�rkte IR-Absorpti-
on mithilfe der SEIRAS-Technik zu bevorzugen.

2.1. Oberfl�chenverst�rkte IR-Absorptionsspektroskopie (SEIRAS)
an Monoschichten

Die IR-Absorption eines Molek�ls kann verst�rkt wer-
den, wenn es auf einer nanoskalig rauen Metalloberfl�che
gebunden ist.[16] Diese Verst�rkung ist darauf zur�ckzuf�hren,
dass eine dielektrische �nderung des Metallfilms bei jener
Frequenz auftritt, bei der die adsorbierten Molek�le
schwingen. Metallfilme zeigen wegen des Auftretens der
Oberfl�chenplasmonenpolaritonen (surface plasmon polari-
tons, SPPs) eine sehr breite Absorption vom nahen bis zum
mittleren IR-Bereich. Der schwingende Dipol der adsor-
bierten Molek�le moduliert diese Absorption in einem
schmalen Spektralbereich mit einer St�rke des 10- bis 100-
Fachen der urspr�nglichen Molek�lschwingung. Infolgedes-
sen wird die Schwingung der adsorbierten Molek�le ver-
st�rkt, wobei die reale Verst�rkung durch die Wechselwir-
kung mit der Metallabsorption hervorgerufen wird. Dieses
Ph�nomen wird oberfl�chenverst�rkte IR-Absorption (sur-
face-enhanced infrared absorption, SEIRA; Abbildung 2 a)
genannt. Wie bei jedem optischen Nahfeldeffekt ist die Si-

Kenichi Ataka promovierte 1996 an der
Tohoku University (Sendai, Japan). W�hrend
seines Postdoktorats (1996–2001) forschte
er bei M. Osawa im Catalytic Research
Centre an der Hokkaido University (Sappo-
ro). Als Alexander von Humboldt-Stipendiat
wechselte er 2001 in die Gruppe von J.
Heberle, zun�chst am FZ J�lich, dann an
der Universit�t Bielefeld. Unterst�tzt von
der „Japan Science and Technology Agency“
arbeitet er nun als PREST-Stipendiat an der
FU Berlin. Er befasst sich mit der Entwick-
lung und Anwendung analytischer Oberfl�-
chentechniken zur Funktionsuntersuchung
von Proteinen und anderen Biomolek�len.

Tilman Kottke studierte Chemie an der Phi-
lipps-Universit�t Marburg, mit einem Auf-
enthalt am Imperial College London. Seine
Doktorarbeit f�hrte er in physikalischer Che-
mie an der Universit�t Regensburg (2003)
bei B. Dick durch. Als Helmholtz-Nach-
wuchsgruppenleiter ging er an das For-
schungszentrum J�lich und sp�ter an die
Universit�t Bielefeld in die Gruppe von J.
Heberle. Derzeit ist er Habilitand in Biele-
feld. Sein Hauptinteresse gilt der elektroni-
schen und Schwingungsspektroskopie an
biologischen Blaulichtrezeptoren.

Abbildung 1. Gr�ßen- und Zeitskalen biologischer Proben, die mit den
hier vorgestellten Methoden untersucht werden k�nnen.

IR-Spektroskopie
Angewandte

Chemie

5545Angew. Chem. 2010, 122, 5544 – 5553 � 2010 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de

http://www.angewandte.de


gnalverst�rkung bei der SEIRA-Spektroskopie auf die un-
mittelbare Umgebung der Oberfl�che begrenzt und klingt
innerhalb der ersten 10 nm ab. Dadurch ergibt sich die
M�glichkeit, die Schwingungsbeitr�ge der oberfl�chenge-
bundenen Molek�le von denen der in L�sung befindlichen zu
unterscheiden. Obwohl der SEIRA-Effekt auch in Trans-
mission genutzt werden kann, hat sich die so genannte ab-
geschw�chte Totalreflexion (ATR) in praktischer Hinsicht als
sehr vorteilhaft erwiesen. Dazu wird ein 10–100 nm d�nner
Film auf der Reflexionsoberfl�che eines ATR-Prismas abge-
schieden, was in interner Reflexion den direkten Zugang zur
Probe und damit eine einfache Manipulation der Bedingun-
gen erleichtert. So sind unter anderem die Bestimmung der
Proteinadsorption auf dem Metallfilm, ein Austausch der
umgebenden L�sung, die Belichtung der Probe sowie die
Anlegung einer Potentialdifferenz �ber den Metallfilm m�g-
lich.[17]

Da die Feldverst�rkung auf die unmittelbare Umgebung
der Oberfl�che beschr�nkt ist, muss die biologische Probe an

der Metalloberfl�che fixiert werden. Dabei muss jedoch un-
bedingt beachtet werden, dass Proteine sehr empfindlich auf
�nderungen in der Umgebung reagieren und durch die di-
rekte Adsorption an eine Metalloberfl�che m�glicherweise
denaturieren. Selbst ohne eine vollst�ndige Denaturierung ist
die Proteinfunktion gef�hrdet, wenn bestimmte Anforde-
rungen wie Orientierung, Bindungsart oder der Abstand von
der Oberfl�che nicht korrekt erf�llt sind. Zur Steuerung der
Adsorptionsbedingungen wird die Festk�rperoberfl�che
chemisch modifiziert. Dies hat den zus�tzlichen Vorteil, dass
die m�gliche Beeintr�chtigung der Funktionalit�t der Bio-
molek�le durch das Metall durch die Unterschichtung mit
organischen Molek�len abgemildert wird. Hierbei wird h�u-
fig auf selbstorganisierte Monoschichten (self-assembled
monolayers, SAMs) zur�ckgegriffen. Hierf�r wird die starke
Neigung endst�ndiger Thiolgruppen zur Bildung quasi-ko-
valenter Bindungen mit metallischen Oberfl�chen genutzt.[18]

SEIRAS wurde schon h�ufig zur Untersuchung elektro-
chemischer Grenzfl�chen eingesetzt, indem der feldverst�r-
kende Metallfilm auch als Elektrode genutzt wurde.[19,20]

Dabei k�nnen die Struktur�nderungen im adsorbierten Pro-
tein nach direktem Elektronentransfer von der Elektrode
in situ beobachtet werden. Dieser Ansatz wurde bei Funkti-
onsstudien redoxgetriebener Proteine genutzt, um zum ersten
Mal die Struktur�nderungen einer Monoschicht aus Cyto-
chromc (Cyt c) nachzuweisen.[21, 22] Cytc wurde dabei �ber
chemische Modifikation der Goldoberfl�che orientiert ge-
bunden, wodurch ein gerichteter Elektronentransfer durch
das extern angelegte Elektrodenpotential induziert werden
konnte. Die Aufnahme der Spektren erfolgte simultan zur
Cyclovoltammetrie, wodurch eine direkte Korrelation der
Struktur�nderungen im Protein (als Ergebnis der IR-Spek-
troskopie) mit dem Elektronentransfer (�ber die Elektro-
chemie) m�glich wurde. Diese Experimente zeigen, dass mit
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Abbildung 2. Experimentelle Aufbauten f�r a) SEIRAS, b) SFG-Spektroskopie, c) SNIM und d) SFG-2D-IR-Spektroskopie.
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SEIDAS (Surface-Enhanced IR Difference Spectroscopy)
auch kleinste Struktur�nderungen, die w�hrend der Redox-
reaktion von Cyt c auftreten, analytisch zug�nglich sind. Im
n�chsten Schritt konnte die Kinetik der Redoxreaktion im
Mikro- bis Millisekundenbereich durch zeitaufgel�ste SEI-
RAS in Kombination mit einer Potentialsprungmethode er-
mittelt werden.[23]

Eine �hnliche Strategie wurde in Funktionsstudien von
Hydrogenasen angewendet.[24] Wisitruangsakul et al.[25] nah-
men hierf�r SEIRA-Spektren einer [NiFe]-Hydrogenase auf,
die Protonen zu molekularem Wasserstoff reduziert. Mit
SEIRAS wurde die Molek�lstruktur der CO- und CN-Li-
ganden des zweikernigen Ni,Fe-Zentrums der Hydrogenase
w�hrend der enzymatischen Wasserstoffproduktion unter
Spannungskontrolle aufgel�st. Krassen et al.[26] nutzten eine
Hydrogenase, um zusammen mit Photosystem I aus Cyano-
bakterien einen Hybridkomplex herzustellen, der in der Lage
ist, photobiologisch Wasserstoff zu entwickeln. Der Hybrid-
komplex wurde entlang einer Elektrodenoberfl�che schritt-
weise aufgebaut und durch SEIRAS in situ kontrolliert.

Aufgrund ihrer Monoschichtempfindlichkeit ist SEIDAS
eine ausgezeichnete Methode f�r die Untersuchung der
Funktion von Membranproteinen[27] – schließlich sind diese
als Monoschicht in Zellmembranen eingelagert. �ber die
Steuerung der Proteinorientierung durch eine chemisch mo-
difizierte Oberfl�che[28,29] kann ein biomimetisches Modell
einer Zellmembran auf einer Metallelektrode aufgebaut
werden, �ber die ein elektrisches Feld angelegt werden kann.
Solch ein Membranpotential spielt eine zentrale Rolle f�r die
Funktion eines jeden Membranproteins. Allerdings gibt es
bisher keine biophysikalische Methode, die die sehr geringen
mit der Funktion einhergehenden Struktur�nderungen in ei-
ner Proteinmonoschicht nachweisen kann. Jiang et al.[30]

wendeten SEIDAS auf die Lichtreaktion des sensorischen
Rhodopsins II an, eines von zwei Lichtsensoren, die die
phototaktische Reaktion von Archaebakterien steuern. In
diesen Experimenten wurde die Elektrodenspannung vari-
iert, was einer �nderung des Membranpotentials entspricht.
Das angelegte elektrische Feld hat eine spezifische Wirkung
auf einen einzelnen Protonentransferschritt, nicht aber auf
die Struktur�nderungen des Proteins. Somit konnte nun nicht
nur der Einfluss des Membranpotentials auf dieses Mem-
branprotein auf molekularer Ebene aufgekl�rt werden – die
Methode ebnet auch neue Wege zur mechanistischen Cha-
rakterisierung spannungsgesteuerter Ionenkan�le. Wegen
deren Bedeutung in der Neurologie gilt dieser Anwendung
gr�ßtes biomedizinisches Interesse.

Die SEIRA-Spektroskopie ist in ihrer Anwendung nicht
nur auf isolierte Proteine begrenzt, sondern wurde bereits an
ganzen Zellen durchgef�hrt. Busalmen et al.[31, 32] verfolgten
das Absorptionsverhalten und die Redoxreaktion des Bak-
teriums Geobacter sulfurreducens an einer Goldelektroden-
oberfl�che mit SEIRAS. Diese Eisen(III) reduzierenden
Bakterien unterst�tzen ihr eigenes Wachstum, indem sie
Elektronen an die Metalloberfl�che abgeben, um organische
Verbindungen oxidieren zu k�nnen. In der Außenmembran
gibt es viele Cytochrome vom c-Typ, die im Kontakt mit einer
Elektrode den direkten Elektronentransfer erm�glichen. Bei
einem Potential von 0.17 V (gegen Ag/AgCl) treten große

Signal�nderungen in den SEIRA-Spektren auf, deren spek-
trale Signatur �hnlich denen des isolierten Cytc sind.

2.2. Summenfrequenz-Erzeugung (SFG)

Bei der Untersuchung von Proteinmonoschichten hat sich
die Summenfrequenz-Erzeugung (Sum Frequency Generati-
on, SFG) als �ußerst leistungsstarke schwingungsspektro-
skopische Methode erwiesen (Abbildung 2b). Hinter der
SFG verbirgt sich ein nichtlinearer optischer Prozess zweiter
Ordnung, bei dem zwei Lichtstrahlen einen Dritten erzeugen,
dessen Frequenz der Summe der optischen Frequenzen der
beiden erzeugenden Strahlen entspricht.[13] In der SFG-
Spektroskopie werden zwei gepulste Laser verwendet, von
denen typischerweise einer auf eine feste Frequenz im sicht-
baren Bereich eingestellt wird, w�hrend der andere durch-
stimmbar im Infrarotbereich ist. Beide Strahlen treffen
r�umlich und zeitlich aufeinander abgestimmt an einer
Grenzfl�che aufeinander. Dort wird Licht mit der Energie der
Summenfrequenz reflektiert und anschließend gesammelt.
Da als Voraussetzung f�r die Erzeugung der Summenfre-
quenz die Probe �ber keine Inversionssymmetrie verf�gen
darf, ist die SFG-Spektroskopie intrinsisch eine oberfl�chen-
spezifische Methode. Inversionssymmetrische Medien wie
L�sungen verhindern die SFG, doch an Oberfl�chen wird
eine Inversionssymmetrie zwangsl�ufig gebrochen, sodass das
SFG-Signal ausschließlich von der Monoschicht an Molek�-
len an der Oberfl�che ausgeht, ohne weiteren Einfluss des
umgebenden Materials.

Die Theorie der SFG-Spektroskopie ist seit den 1960er
Jahren bekannt, wurde jedoch wenig beachtet.[33, 34] Erst in
den 1980er Jahren wurde sie als analytisches Hilfsmittel f�r
die Oberfl�chencharakterisierung, mit dem sich Proben mit
einer St�rke von weniger als einer Monoschicht empfindlich
nachweisen lassen, wiederentdeckt.[35, 36] Zur Erzeugung des
SFG-Signals sind intensive Laserpulse erforderlich (z. B. E =

5–15 mJ pro Puls, Dt = 3 ps). Zu Beginn der SFG-Entwicklung
war das Fehlen geeigneter durchstimmbarer Laserquellen mit
ausreichend hoher Intensit�t im mittleren und fernen Infrarot
ein großes Problem, sodass die Anwendung auf den nahen
IR-Bereich von 3–5 mm (> 2000 cm�1) beschr�nkt blieb. Aus
diesem Grund konzentrierten sich SFG-Experimente an
Peptiden und Proteinen anf�nglich nur auf die C-H- oder die
O-H-Streckschwingungen,[37] die ausschließlich Informatio-
nen �ber hydrophobe Seitenketten lieferten. Einzige Aus-
nahme bildete die Nutzung der hochintensiven und durch-
stimmbaren Emission eines Freie-Elektronen-Lasers f�r den
mittleren IR-Bereich.[38] Erst in den vergangenen f�nf Jahren
gelangen dank der Entwicklung von leistungsstarken und
kompakten IR-Lasern SFG-Experimente im Amid-I-Bereich
(ca. 1650 cm�1).[39]

Der entscheidende Vorteil der SFG-Spektroskopie liegt
in ihrer Einsetzbarkeit entlang nahezu jeder Grenzfl�che
(fest-fl�ssig, Luft-fl�ssig oder fl�ssig-fl�ssig wie bei �l-Was-
ser-Grenzfl�chen).[40] Mit diesem Vorteil �bertrumpft sie an-
dere oberfl�chenempfindliche Schwingungsmethoden wie
SERS oder SEIRAS, die auf Grenzfl�chen zu Metallen an-
gewiesen sind. Die Oberfl�chenempfindlichkeit von SFG-
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Spektroskopie wurde k�rzlich durch die Entwicklung der
breitbandigen SFG-Spektroskopie mit �berlagerungsdetek-
tion verbessert,[47] die den Nachweis von Bruchteilen einer
Monoschicht erm�glicht. Die Anwendung der SFG-Spek-
troskopie auf biologische Proben konzentrierte sich anfangs
auf die Strukturuntersuchung von Lipidschichten an der Luft-
Wasser-Grenzfl�che,[41] wurde jedoch schnell auf Sekund�r-
strukturanalysen an Membranproteinen, die in Lipidschich-
ten eingebettet waren, erweitert. Chen und Mitarbeiter haben
die SFG-Spektroskopie intensiv als In-situ-Analysenmethode
zur Untersuchung der Struktur kleiner Proteine (z.B. Fibri-
nogen,[42,43] Melittin[44] und das foot-Protein aus Mytilus edu-
lis[45]) oder Membranproteinfragmente (G-Protein-bg-Un-
tereinheit (Gbg)

[46]) in Lipiddoppelschichten verwendet. So
wurde beispielsweise die Amid-I-Bande analysiert, um die
Adsorption und Orientierung der Gbg-Untereinheit innerhalb
einer POPC(1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocho-
lin)-Lipiddoppelschicht zu ermitteln.[47] In der Amid-I-Bande
sind die Sekund�rstrukturelemente einer komplexen Prote-
instruktur enthalten, allerdings erschwert die spektrale
�berlappung der einzelnen Elemente eine detaillierte Se-
kund�rstrukturanalyse, die auf der Anpassung der Einh�l-
lenden basiert. Durch die Einbeziehung der Polarisation und
ihrer Variation in Anregungs- und Messstrahl ergeben sich
weitere Struktparameter f�r die Bandenanalyse. Diese Er-
weiterung der SFG wird als SSP oder PPP (entsprechend der
senkrechten (S) oder parallelen (P) Vis- bzw. der IR-SFG-
Polarisation) bezeichnet. Aufbauend auf solchen polarisati-
onsabh�ngigen Daten konnte festgestellt werden, dass die
Gbg-Orientierung um �358 gegen�ber der Oberfl�chennor-
malen der Lipidschicht gekippt ist.

Die SFG-Spektroskopie ist eine sehr vielseitige Methode
zur Untersuchung molekularer Prozesse an praktisch jeder
beliebigen Grenzfl�che, setzt jedoch hochmoderne Laser-
technik voraus. Dagegen liegt die St�rke der SEIRA-Spek-
troskopie in der einfacheren Durchf�hrung sowie der M�g-
lichkeit zur Untersuchung von Konformations�nderungen
und Protonentransferschritten in Proteinen, w�hrend diese
katalytisch aktiv sind.

3. Kleiner

3.1. Rasternahfeld-IR-Mikroskopie (SNIM)

Obwohl mit der Schwingungsspektroskopie die Molek�l-
struktur auf der Ebene von Monoschichten (entsprechend
weniger nm) aufgel�st werden kann, ist die laterale Aufl�sung
beugungsbegrenzt (ca. 5 mm im mittleren IR-Bereich). Die
Einf�hrung von Nahfeldsonden hebt diese Einschr�nkung
auf. Das optische Rasternahfeldmikroskop (scanning near-
field optical microscope, SNOM) l�st Details unterhalb der
eingesetzten Wellenl�nge auf, da es eine Nahfeldsonde an-
statt einer Strahlfokussierung verwendet.[48] SNOM erfordert
eine winzige Apertur mit einem Durchmesser deutlich un-
terhalb der Wellenl�nge. Das durch diese Apertur austre-
tende Licht bleibt innerhalb einer kurzen Distanz hinter der
Apertur eingegrenzt. Innerhalb dieses Bereichs muss daher
die Probe f�r eine Nahfeldaufnahme positioniert sein. Wegen

der geringen Durchl�ssigkeit metallischer Aperturen bei l/10
(ca. 50 nm) begrenzen diese weiterhin die derzeitig erreich-
bare Aufl�sung einer SNOM-Aufnahme. �bertr�gt man
dieses Prinzip auf den mittleren IR-Bereich, f�hrt das zu einer
Begrenzung der technischen Aufl�sung auf 1 mm, die f�r die
abbildende Mikroskopie von subzellularen Strukturen oder in
der Nanoelektronik vollkommen unzureichend ist. In der so
genannten „scattering type“-Rasternahfeldmikroskopie (s-
SNIM)[49] wird die r�umliche Aufl�sung durch eine apertur-
lose Spitze erreicht. Solch eine spitze Metallnadel wird �bli-
cherweise in der Rasterkraftmikroskopie (atomic force mi-
croscopy, AFM) verwendet (Abbildung 2 c). In der s-SNIM
entspricht die Funktion dieser Nadel der einer optischen
Antenne, die ein verst�rktes elektrisches Feld im Bereich der
�ußersten Spitze hervorruft. Der Durchmesser des verst�rk-
ten Feldes entspricht ungef�hr dem Kr�mmungsradius der
Spitze, der damit die Aufl�sung des Mikroskops definiert
(gegenw�rtig 10–20 nm[48]). Die Wechselwirkung zwischen
dem Feld an der Spitze und der Probe wird durch eine kleine
senkrechte Oszillation der Spitze moduliert, was durch den
Tapping-AFM-Modus des metallbeschichteten Federhebels
erreicht werden kann. Das modulierte Nahfeldsignal wird
demoduliert und durch einen Lock-in-Verst�rker zur Unter-
dr�ckung der Hintergrundstreuung verst�rkt. Folglich setzt
sich ein s-SNIM-Experiment aus einem Standard-AFM in
Kombination mit einer IR-Streu-Messapparatur zusammen.

Die erste s-SNIM-Aufnahme wurde von Keilmann und
Knoll ver�ffentlicht.[49,50] Dabei wurde das chemische Abbild
einer gemischten Schicht aus Polymethylmethacrylat und
Polystyrol mit einer Aufl�sung von 100 nm erstellt, was etwa
einem Hundertstel der eingesetzten Wellenl�nge entspricht
(l = 9–11 mm eines CO-Lasers). An der Grenze zwischen den
beiden Polymeren konnten Kontrastver�nderungen beob-
achtet werden, die auf unterschiedliche IR-Absorption zu-
r�ckzuf�hren sind. Es wurde eine deutliche Kontrastverst�r-
kung beobachtet, was die Beteiligung des SEIRA-Effekts im
Nahfeldbereich der Spitze vermuten l�sst.

Kopf et al. ver�ffentlichten k�rzlich s-SNIM-Experimen-
te an einem SAM-Film von 1-Octadecanthiolat und biotiny-
liertem Alkylthiolat (BAT) auf einer Goldschicht.[51] Dabei
waren die Muster der beiden unterschiedlichen SAMs mit
einer lateralen Aufl�sung von ca. 90 � 90 nm2 zu erkennen,
was einer Nachweisgrenze von 27 Attogramm (10�18 g) oder
etwa 30 000 BAT-Molek�len gleichkommt. s-SNIM wurde
zwar bislang nicht auf Monoschichten oder Oberfl�chen
biologischer Molek�le angewendet, verspricht aber eine gute
M�glichkeit zu werden, um Schwingungsspektroskopie an
Einzelmolek�len ohne invasive Markierung des Materials
durchzuf�hren.

SNIM kann mit der spitzenverst�rkten Raman-Spektro-
skopie (Tip-Enhanced Raman Spectroscopy, TERS) vergli-
chen werden, die ebenfalls das Prinzip der Streulichtdetekti-
on nutzt.[52, 53] Wegen des Einsatzes sichtbarer Laserstrahlung
ist TERS gegen�ber SNIM deutlich im Vorteil, da keine
durchstimmbaren Laser im mittleren IR-Bereich eingesetzt
werden m�ssen. Allerdings kann das starke elektromagneti-
sche Feld an der TERS-Spitze zu Sch�den in den empfindli-
chen (biologischen) Proben f�hren.
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4. Schneller

4.1. Zeitaufgel�ste IR-Spektroskopie von Mikro- bis
Femtosekunden

Viele wichtige Zwischenschritte im Funktionsablauf von
Proteinen finden in einem Zeitfenster von Mikro- bis Milli-
sekunden statt. In diesem Bereich kann konventionelle dis-
persive Spektroskopie zwar eingesetzt werden, ist jedoch
meist durch die geringe Strahlungsemission der verf�gbaren
Breitband-IR-Quellen eingeschr�nkt. Stattdessen k�nnen
durchstimmbare Laserquellen wie Bleisalzlaserdioden ein-
gesetzt werden.[54] Dieser Ansatz k�nnte sich durch die Ent-
wicklung neuartiger Quantenkaskadenlaser f�r den mittleren
IR-Bereich weiter durchsetzen, die sich durch hohe Leistun-
gen bei leichter Bedienbarkeit auszeichnen. Eine deutliche
Verbesserung der spektralen Aufl�sung und des Signal/
Rausch-Verh�ltnisses wurde durch die Anwendung des Step-
Scan-Verfahrens der Fourier-Transformations-Spektroskopie
erzielt, mit ihrem Vorteil der breitbandigen (Multiplex-)De-
tektion.[55] Diese Technik ist als Erweiterung moderner FT-
IR-Spektrometern erh�ltlich, muss jedoch vom Anwender
modifiziert werden, um komplexe biologische Systeme mit
ihren kleinen Differenzsignalen zu analysieren.[56] Die Step-
scan-Spektroskopie wurde und wird noch immer als wichtige
Methode bei der Aufkl�rung von Reaktionsprozessen in
Proteinen, die meisten davon lichtgesteuert, eingesetzt. Ak-
tuelle Beispiele reichen von der archaebakteriellen Proto-
nenpumpe Bacteriorhodopsin[57] �ber Blaulichtrezepto-
ren[58,59] bis hin zum Lichtsammelkomplex des Photosynthe-
seapparates[60] und seines Photosystems I.[61, 62] Das Prinzip
kann sogar auf einzelne, nur einige Mikrometer große Pro-
teinkristalle angewendet werden.[63]

Zeitaufgel�ste Spektroskopie an Proteinen mit einer
Aufl�sung von Femtosekunden im mittleren IR-Bereich ist
noch immer eine schwierige Aufgabe. Die Anregungs-Ab-
frage-Methode (Pump-Probe-Methode) wird seit Jahren im
sichtbaren Spektralbereich eingesetzt, doch sind die breiten
elektronischen Banden weniger aussagekr�ftig f�r chemische
Reaktionsabl�ufe als die Schwingungsbanden mit ihrem ho-
hen Informationsgehalt. Urspr�nglich wurden Messungen bei
einzelnen Wellenl�ngen durchgef�hrt, bei denen das Anre-
gungslicht eines kontinuierlichen IR-Lasers f�r die Detektion
in den sichtbaren Spektralbereich konvertiert wurde.[64] Erst
die Entwicklung von IR-Array-Detektoren erm�glichte die
Anwendung der Anregungs-Abfrage-Technik mit gepulsten
Lasern. Dabei wird ein spektral breiter Puls durch ein Beu-
gungsgitter aufgespalten und die vollst�ndige spektrale In-
formation nach einer Verz�gerungszeit aufgenommen.[65] Die
Einf�hrung eines stabilen Titan-Saphir-Festk�rper-Lasers f�r
Anregungs- und Abfragepulse f�hrte zu einer deutlichen
Verbesserung der spektroskopischen Anwendungen. Diffe-
renzsignale im Infrarotbereich sind wegen der geringen Ex-
tinktionskoeffizienten der IR-Absorptionsbanden mehr als
zwei Gr�ßenordnungen kleiner als im sichtbaren Bereich.
Deshalb und wegen der starken IR-Absorption von Wasser
im mittleren IR-Bereich m�ssen Proteinproben stark kon-
zentriert vorliegen. Trotz dieser Schwierigkeiten konnte der
Reaktionsverlauf aus dem angeregten Zustand einer F�lle

verschiedener Proteine mithilfe ultraschneller, dispersiver
IR-Spektroskopie in einem breiten Spektralbereich verfolgt
werden. Besonderes Interesse galt dabei Isomerisierungen in
Photorezeptoren. So ist die 200-fs-Umschaltung des Retinals
im visuellen Rhodopsin eine der schnellsten Reaktionen in
der Natur.[66] Mithilfe der IR-Spektroskopie konnte eine
Zeitkonstante von 500 fs f�r die Isomerisierung des Retinals
im lichtgetriebenen Bacteriorhodopsin ermittelt werden.[67]

Aktuelle Beispiele sind die bistabile Umschaltung von li-
nearem Tetrapyrrol in Phytochromen, bei denen das lichtin-
duzierte Ein-[68] und Ausschalten[69] erstmals mit ultraschnel-
ler IR-Spektroskopie verfolgt werden konnten. Eine weitere
St�rke der IR-Spektroskopie ist die Detektion von Wasser-
stoffbr�cken. So konnte z.B. die Bedeutung des Bruchs einer
Wasserstoffbr�cke f�r die Isomerisierung des Chromophors
p-Cumars�ure im Photoactive-Yellow-Protein nachgewiesen
werden.[70] Außerdem wurde eine Umlagerung des Wasser-
stoffbr�ckennetzwerks um den Chromophor einer BLUF-
Dom�ne (eines FAD-haltigen Blaulichtsensors) herum als
erster Schritt nach dem Elektronentransfer zum Flavin-Co-
faktor postuliert.[71]

4.2. Zweidimensionale IR-Spektroskopie

Das Problem der herk�mmlichen (1D-)IR-Spektroskopie
an komplexen Systemen wie Biomolek�len ist der Mangel an
r�umlicher Information. F�r eine Interpretation der Signale
im Rahmen eines Modells auf molekularer Ebene m�ssen
daher Informationen aus NMR-Spektroskopie oder R�nt-
genstrukturanalyse herangezogen werden. Im Unterschied
dazu liefert die zweidimensionale (2D-)IR-Spektroskopie
r�umliche Information durch direkte Analyse von Kreuz-
korrelationen, die durch Schwingungskopplung entstehen,
unter Einbeziehung von theoretischen Modellen. Sie ist damit
komplement�r zur NMR-Spektroskopie, bei der die Zeit-
aufl�sung im Bereich von Millisekunden liegt, und zur zeit-
aufgel�sten R�ntgenkristallographie. Es lassen sich mit der
2D-IR-Spektroskopie Wechselwirkungen zwischen entfern-
ten funktionellen chemischen Gruppen untersuchen und
nachweisen.

Mit 2D-IR-Spektroskopie ist in diesem Kontext die fs-
gepulste Spektroskopie gemeint, im Unterschied zur kon-
ventionellen 2D-FT-IR-Spektroskopie, der so genannten
Korrelationsspektroskopie. Ein 2D-IR-Experiment wird
entweder in der Frequenz-[72] oder in der Zeitdom�ne[73]

durchgef�hrt. Der erste Fall unterscheidet sich nicht von der
konventionellen Anregungs-Abfrage-Spektroskopie und
kann durch Variation der Frequenz des schmalbandigen An-
regungslasers und Aufnahme der transienten Spektren durch
einen Breitbandpuls nach voreingestellten Verz�gerungszei-
ten realisiert werden. Die Nutzung der Zeitdom�ne nennt
sich auch Echo-Spektroskopie und ist in ihrer Pulssequenz
�hnlich der NMR-basierten Korrelations(COSY)- oder Kern-
Overhauser-Effekt-Spektroskopie (NOESY).[74] Dabei wird
die Schwingungskoh�renz zun�chst aufgebaut, dann unter-
brochen und schließlich der erzeugte freie Induktionszerfall
(free induction decay, FID) zeitlich verfolgt. Der FID klingt
deutlich schneller ab als bei der NMR-Spektroskopie, wo-
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durch eine Zeitaufl�sung von einigen zehn Pikosekunden
durch 2D-IR-Spektroskopie erreicht werden kann. Analog
zur NMR-Spektroskopie ergeben sich die 2D-IR-Spektren
durch Fourier-Transformation des FID-Signals.

In einem 2D-IR-Spektrum entstehen durch Vergleich ei-
ner Messung mit und ohne Pump-Puls zwei grunds�tzliche
Merkmale: Elemente auf der Diagrammdiagonale stammen
von Schwingungs�berg�ngen der angeregten Oszillatoren.
Diese Signale reflektieren die Absorption des angeregten
Zustands (positives Signal) und die stimulierte Emission
(negatives Signal). Zus�tzlich tr�gt die Grundzustandsab-
sorption des Messpulses nach Entv�lkerung durch den An-
regungspuls zum negativen Signal bei. Das Signalpaar wird
durch die Anharmonizit�t in seiner Frequenz getrennt (Ab-
bildung 3). Das zweite wichtige Merkmal ist das Auftreten
von zus�tzlichen Kreuzkorrelationen abseits der Diagonalen,
die durch anharmonische Kopplung verschiedener Oszillato-
ren entstehen. Diese Kopplung gibt Aufschluss �ber Struk-
turdetails des Systems.

Einer der Schwerpunkte bisheriger 2D-IR-spektroskopi-
scher Experimente an komplexen Molek�len war die Amid-I-
Schwingung von Peptiden und Proteinen. Die C=O-Streck-
schwingung des Peptidr�ckgrats ist ein starker Oszillator, der
mit umgebenden Schwingungen �hnlicher Frequenz koppelt.
Diese Kopplung kann auch durch den Raum hindurch statt-
finden, z. B. �ber dipolare Wechselwirkungen und �ber ko-
valente Bindungen (wie �ber das Ca-Atom des R�ckgrats)
oder sogar �ber Wasserstoffbr�cken. Daher wurde die
Strukturinformation nicht direkt aus der Kopplung, sondern
aus der Analyse der Winkelabh�ngigkeit und der Orientie-
rung der Oszillatoren zueinander abgeleitet. Hierbei wird
entweder ein theoretisches Modell angewendet, um die
Spektren zu simulieren und die Information zu extrahieren,
oder man nutzt die unterschiedliche Polarisationsabh�ngig-
keit der Kreuzkorrelationen.[75] Das Potenzial der 2D-IR-
Spektroskopie und die Korrektheit der damit erstellten Mo-
delle wurden anhand der bekannten Struktur eines cyclischen
Pentapeptids �berpr�ft.[76] Im n�chsten Schritt wurden die
Kopplungsst�rke und der Winkel zwischen den �bergangs-
dipolmomenten im Tri-Alanin mit seinen zwei Peptidcarbo-

nylen bestimmt.[77] Unter Zuhilfenahme quantenmechani-
scher Rechnungen erh�lt man �ber die Kopplungsst�rke den
Diederwinkel des R�ckgrats. Auf diese Weise k�nnen also
dreidimensionale Parameter aus den infrarotspektroskopi-
schen Experimenten abgeleitet werden. Um diesen Durch-
bruch in der Analyse der schwachen Kreuzkorrelationen zu
erm�glichen, wurden die starken Diagonalsignale unter-
dr�ckt, indem ihre abweichende Polarisationsabh�ngigkeit
genutzt wurde.[77, 78] Beim �bergang zu gr�ßeren Systemen
verschwimmt diese Information zwar wegen der Vielzahl
�berlappender Banden und der vielf�ltigen Kopplungsme-
chanismen, dennoch ist bei Peptiden und Proteinen eine
Unterscheidung von Sekund�rstrukturelementen anhand der
spezifischen Position, Aufspaltung, Amplitude und Linien-
form der Kreuzkorrelationen und der Signale auf der Spek-
trendiagonalen m�glich. Dies konnte f�r antiparallele ß-
Faltbl�tter verschiedener Modellproteine[79] und 310-a-Helices
von Octapeptiden[80, 81] demonstriert werden. Die Analyse der
Unterschiede in der Kopplung der Amid-I’- zur Amid-II’-
Schwingung verbessert die Spezifit�t weiter.[82] 2D-IR-Spek-
troskopie erm�glicht daher eine Optimierung der quantitati-
ven Beschreibung der Exciton-�hnlichen Amidmoden durch
theoretische Methoden. Diese Verbesserung wird einen gro-
ßen Einfluss auf die Sekund�rstrukturbestimmung von Pro-
teinen im Allgemeinen haben.

Wie bereits erw�hnt, erschwert die spektrale �berf�llung
der 2D-IR-Spektroskopiedatens�tze eine Auswertung. Die
Einf�hrung ortsspezifischer Isotopenmarkierungen kann
diese Informationsflut verringern, sodass man die Beitr�ge
und die Umgebung einzelner Seitenketten aufl�sen kann.
13C=16O- und 13C=18O-Markierung der Seitenketten erm�gli-
chen die Bestimmung von Kopplungskonstanten, z.B. inner-
halb einer Helix.[83] Dieser Ansatz wurde auf die gesamte
Transmembranregion (27 Aminos�uren) eines menschlichen
Membranproteins angewendet, indem die inhomogene Lini-
enverbreiterung auf Fluktuationen in den unterschiedlichen
Sektionen des Proteins innerhalb und außerhalb der Mem-
bran zur�ckgef�hrt wurde.[84] Isotopenmarkierung kann
ebenfalls dazu genutzt werden, Kopplungen in komplexen
Systemen wie in Amyloidfibrillen, die in Form von Plaques in
Hirngewebe von Alzheimerpatienten gefunden werden, zu
entfernen.[85] Die Abst�nde zwischen den Fibrillen wurden
�ber die Kopplungskonstanten ermittelt. Die Bildung der
Amyloidstruktur durch Aggregation kann direkt durch 2D-
IR-Spektroskopie sichtbar gemacht werden, wodurch man
Zugang zur Kinetik der Polypeptidaggregation mit seiten-
kettenspezifizischer Aufl�sung und ohne externe Markierung
erh�lt.[86, 87] In einer aktuellen Studie am M2-Kanal des In-
fluenzavirus wurde empirisch die Abh�ngigkeit der Linien-
breiten einer Reihe isotopenmarkierter Seitenkettencarbo-
nyle innerhalb der Kanalpore genutzt, um Strukturinforma-
tionen �ber Rotationsbewegungen zu erhalten, die mit der
Kanalschließung einhergehen.[88] Bemerkenswert ist die er-
folgreiche Untersuchung eines Membranproteins in einer
natur�hnlichen Umgebung, wodurch ein kritischer Vergleich
der voneinander abweichenden Strukturen aus Festk�rper-
NMR-Spektroskopie und R�ntgenkristallstrukturanalyse
m�glich ist. Diese Entwicklung zeigt eindrucksvoll, dass 2D-
IR-Spektroskopie bereits leistungsf�hig genug ist, um biolo-

Abbildung 3. Schematisches 2D-IR-Spektrum mit den negativen Beitr�-
gen aus der stimulierten Emission und der Grundzustandsabsorption
sowie mit den positiven Signalen aus der Absorption des angeregten
Zustands. Die zus�tzlichen Signale außerhalb der Diagonalen erm�gli-
chen die Bestimmung von Schwingungskopplungen zwischen den Os-
zillatoren, woraus die 3D-Strukturinformation gewonnen wird.
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gische Schl�sselfragen zu beantworten, obwohl die Methode
selbst erst am Beginn ihrer Entwicklung steht.

Der große Vorteil der 2D-IR-Spektroskopie liegt in der
M�glichkeit, die Kinetik ultraschneller Prozesse mit r�umli-
cher Aufl�sung zu untersuchen. Einen wesentlichen For-
schungsschwerpunkt bildet dabei die Aufkl�rung von Prote-
infaltungsprozessen. Die hohe r�umliche Empfindlichkeit
unterhalb der Angstr�m-Skala wird dazu genutzt, kleinste
�nderungen von Wasserstoffbr�cken zu verfolgen, die mit
dem Faltungsprozess einhergehen. Spektrale �berlagerungen
verhindern die Aufl�sung dieser �nderungen mit konven-
tioneller 1D-FT-IR-Spektroskopie. Die zus�tzliche Dimensi-
on erm�glicht den Vergleich mit Molek�ldynamik(MD)-Si-
mulationen. Als direktes Ergebnis dieser Kombination von
Theorie und Experiment konnte die Geschwindigkeit der
Kontaktbildung von Proteinseitenketten von seinerzeit
20 ns[89] auf derzeit 160 ps verbessert werden.[90] Diese Be-
funde wurden durch Verfolgung der Wasserstoffbr�cken-
st�rke in kleinen Modellpeptiden mit einem b-Schleifenmotif
erhalten, das durch eine Disulfidbr�cke stabilisiert wird. Der
Entfaltungsprozess wurde dabei durch den Bruch der Disul-
fidbr�cke mithilfe eines Femtosekunden-UV-Pulses ausge-
l�st. Beispielhaft f�r die Anwendung auf ein gr�ßeres System
ist die Beobachtung der Entfaltungsdynamik von Ubiquitin
nach einem Temperatursprung.[91] Dabei ist die Aufkl�rung
schneller Prozesse nicht nur auf den Amidbereich beschr�nkt
– andere starke Oszillatoren wie CO k�nnen zur Verfolgung
von Enzymkinetiken genutzt werden. So konnte der Aus-
tausch von Zwischenzust�nden bei der Bindung von CO an
Myloglobin �ber die Analyse der Kreuzkorrelationen unter-
sucht werden.[92] Die hohe Zeitaufl�sung der 2D-IR-Technik
wurde anhand des Verlaufs des Austauschs mit einer Zeit-
konstante von 50 ps gezeigt.[93] Hamm und Andresen de-
monstrierten, dass die Selektivit�t der 2D-IR-Spektroskopie
durch Differenzbildung weiter erh�ht werden kann und
wendeten diesen Ansatz auf ein bei der Methodenentwick-
lung beliebtes Modellprotein an, die lichtgetriebene Proto-
nenpumpe Bacteriorhodopsin.[94] Die Autoren verfolgten
dabei nur diejenigen Schwingungen, die sich im Laufe der
Reaktion ver�nderten. Mit diesem (bekannten) Kunstgriff
der Differenzspektroskopie wird die 2D-IR-Spektroskopie
auf einen wesentlich gr�ßeren Bereich des Schwingungs-
spektrums erweitert.

Schließlich wurde die 2D-IR-Technik mit der SFG-Spek-
troskopie (siehe Abschnitt 2.2) kombiniert. Ebenso wie die
oben diskutierte SEIRAS wird die 2D-IR-Spektroskopie
damit empfindlich bis hinunter zur Monoschichtebene unter
Nutzung der Oberfl�chenauswahlregeln. Hierf�r wird der
Pulssequenz ein vierter Nah-IR-Puls beigemischt (SFG-2D-
IR-Spektroskopie), wodurch das ausgestrahlte IR-Signal in
den sichtbaren Bereich verschoben wird (Abbildung 2d).[95]

Außer der Oberfl�chenselektivit�t liefert diese Methode
durch geeignete Polarisation der Laserpulse auch die M�g-
lichkeit zur Richtungsbestimmung von vor-orientierten
Schwingungsdipolen. Diese Technik wurde bislang lediglich
auf eine Dodecanol-Wasser-Grenzschicht angewendet,[96] gilt
jedoch als sehr aussichtsreicher Ansatz in Richtung komple-
xer Systeme.

Zusammenfassend liegt die St�rke der 2D-IR-Spektro-
skopie in der Kombination von Strukturempfindlichkeit mit
inh�rent hoher Zeitaufl�sung. Es sollte jedoch angemerkt
werden, dass die Entfernung zweier Gruppen mit dieser
Methode nur abgesch�tzt werden kann. Die Zahl an Entfer-
nungsparametern ist bei der 2D-IR-Spektroskopie deutlich
geringer als bei der mehrdimensionalen NMR-Spektroskopie.
Allerdings konnten Diederwinkel zwischen funktionellen
Gruppen bestimmt werden, die sehr n�tzliche Parameter f�r
die Strukturbestimmung sind. Die hohe Zeitaufl�sung der
2D-IR-Spektroskopie erm�glicht somit die Aufkl�rung von
Reaktionsmechanismen unter Einschluss der Geometriebe-
stimmung von �bergangszust�nden[97] im Pikosekundenbe-
reich, der mit der NMR-Spektroskopie nicht zug�nglich ist.

Diese Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemein-
schaft (SFB 613, K8 und D11 an J.H., FOR 526 an J.H. und
T.K.) und dem PRESTO-Programm der Japan Science and
Technology agency (an K.A.) unterst�tzt.
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