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Vorwort

Die vorliegende Arbeit ist in zwei unabhéngige Teile gegliedert. Der erste Teil be-
fasst sich mit der CARS-Mikroskopie. Die Einfithrung zu diesem Teil ist in Kapitel 1
(Seite 3) zu finden. Eine Zusammenfassung der Ergebnisse beinhaltet Kapitel 5
(Seite 69).

Der zweite Teil befasst sich mit dem Aufbau sowie der Charakterisierung einer
Apparatur zur dreidimensionalen Verfolgung von Einzelobjekten in Echtzeit. Die
Einfithrung hierzu befindet sich in Kapitel 7 (Seite 77). Kapitel 13 (Seite 123) bein-
haltet die Zusammenfassung der Ergebnisse.
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Teil 1.

CARS-Mikroskopie






1. Einfiihrung

Das Verfolgen von biologischen Vorgéngen direkt am lebenden Organismus ist eine
der faszinierendsten Herausforderungen der modernen Wissenschaft. Eine heraus-
ragende Bedeutung auf diesem Gebiet hat die Fluoreszenz-Spektroskopie. Das zu
untersuchende Objekt wird hierbei mit einem Farbstoff markiert (englisch: labeln).
Dadurch kann die Position von diesem Objekt im Mikroskop beobachtet werden.
Durch die Verwendung von verschiedenen Fluorophoren lassen sich unterschiedliche
Strukturen selektiv anfdrben. Somit koénnen verschiedene Objekte und deren
Bewegung gleichzeitig beobachtet werden. Im zweiten Teil dieser Arbeit wird ndher
auf die Verfolgung von einzelnen geféarbten Teilchen in einer Zelle eingegangen.

So vielfiltig die Einsatzmoglichkeiten der Fluoreszenzmikroskopie erscheinen, sie
bringt auch einige Schwierigkeiten mit sich. Das wohl gréfite Problem besteht
darin, dass die Fluorophore chemischen Reaktionen unterliegen und dadurch an
Leuchtkraft verlieren (bleichen). Eine weitere Schwierigkeit ist die Toxizitat vieler
Farbstoffe fiir biologische Systeme. Zusétzlich kann das Anlagern eines Farbstoffes
an ein Molekiill dessen Wirkung verdndern und somit physiologisch relevante
Aussagen unmoglich machen. Letztlich kann eine starke Eigenfluoreszenz der Probe
die Detektion der gewiinschten Strukturen beeinflussen.

Wegen dieser Probleme ist eine Ergdnzung zur Fluoreszenzmikroskopie
wiinschenswert. FEine Moglichkeit stellt die Mehr-Photonenmikroskopie dar.
Hierbei handelt es sich insbesondere um die Zwei-Photonenmikroskopie. Jene
Methode erméglicht es, als Anregungswellenldnge Licht im IR Bereich zu verwen-
den. Dieses ist weniger schédlich fiir biologische Proben. Zusétzlich erfolgt die
Detektion blauverschoben (hohere Energie), was die Eigenfluoreszenz der Probe
leicht abtrennbar macht.

Dennoch ist es auch bei dieser Methode vonnéten, die Probe vorher mit Farbstoffen
anzufarben. Auch das Problem des Bleichens besteht weiterhin. Wenn man auf
den Einsatz von Farbstoffen verzichten mochte, kann man auf die Schwingungs-
mikroskopie zuriickgreifen. Hierbei werden statt Fluorophoren die intrinsischen
Schwingungen des Molekiils ausgenutzt, um den nétigen Kontrast zu erreichen.
Dadurch kann die Probe nicht bleichen und Messungen iiber einen sehr langen
Zeitraum sind moglich.



1. Einfiihrung

Die Schwingungsmikroskopie basiert entweder auf der Absorption im infraroten
Bereich oder auf der Raman-Streuung. Erstere hat den Nachteil, dass sie wegen der
groflen Wellenlénge eine sehr niedrige rdumliche Auflosung aufweist. Des Weiteren
bereitet die breite Absorption von Wasser in diesem spektralen Bereich vor allem
in biologisch relevanten Proben grofie Probleme.

Die Raman-Streuung hingegen weist jene Probleme nicht auf, da die Anregungs-
wellenldnge wesentlich kiirzer ist, und Wasser kein nennenswertes Signal im
gewohnlich verwendeten Detektionsbereich zeigt. Ein Problem ist allerdings die
geringe Intensitdt des Raman-Signals. Der Wirkungsquerschnitt ist bei Raman
um mehrere Groflenordnungen kleiner als Fluoreszenzquerschnitte. Fiir ein gutes
Signal-zu-Rauschen-Verhéltnis benétigt man eine hohe Anregungsleistung und
lange Aufnahmezeiten. Zusétzlich wird das Signal oft durch die Eigenfluoreszenz
der Probe {iiberlagert. Eine Losung des Problems stellt die CARS-Mikroskopie
dar, in der durch kohérente Anregung eine signifikante Signalverstirkung erreicht
wird. Die Intensitit des CARS-Signals ist um den Faktor 10%-10° hoher als das
entsprechende Raman-Signal. Allerdings ist CARS nicht frei von Hintergrund.
Dieser nicht-resonante Hintergrund weist keine chemische Selektivitéit auf und fiihrt
zu einem schlechten Signal-zu-Hintergrund-Verhéltnis.

Die CARS-Mikroskopie ist 1982 von der Gruppe um J. Reintjes begriindet
worden [1]. Allerdings gab es damals noch viele technische Schwierigkeiten und
erst 1999 wurde von A. Zumbusch eine praktisch verwendbare Methode vorge-
stellt [2]. Seitdem riickt die CARS-Mikroskopie immer mehr ins Blickfeld der
Wissenschaftler. Dies lésst sich besonders gut an dem Anstieg der Anzahl an
Publikationen und am Interesse an diesem Thema in den letzten Jahren erkennen.
So ist die Veroffentlichung von A. Zumbusch bereits iiber 185 mal zitiert worden.
Insbesondere die Gruppe um X. S. Xie bemiiht sich, biologisch-medizinisch relevante
Anwendungen zu finden [3, 4, 5].

Auch diese Arbeit versucht, die CARS-Mikroskopie nidher an die praktische Anwen-
dung zu bringen. Dies wird vor allem im experimentellen Teil deutlich, wo Messun-
gen an lebenden Systemen vorgestellt werden. Zunéchst musste aber das Problem
des nicht-resonanten Hintergrunds bewdéltigt werden. Das primére Ziel dieser Ar-
beit ist es, eine experimentelle Anordnung zur effektiven Unterdriickung des nicht-
resonanten Hintergrunds zu entwickeln. Sie sollte eine hintergrundfreie Detektion
ohne Intensitétsverlust des eigentlichen Signals ermdglichen. Des Weiteren sollte
keine Verschlechterung der zeitlichen Auflésung erfolgen.

Nachfolgend werden zwei experimentelle Aufbauten vorgestellt, die diesen An-
spriichen geniigen. Um deren Funktionsweise verstehen zu koénnen, bedarf es
zunédchst des Verstédndnisses der Methode selbst. Diese Arbeit beginnt somit mit
einer theoretischen Einfithrung.



2. Theorie

2.1. Streuung

Wenn Licht auf Materie (Molekiile) trifft, so kann es entweder absorbiert oder ge-
streut werden oder keine Wechselwirkung eingehen. Entspricht die Energie der einge-
strahlten Photonen der Energiedifferenz zwischen dem Grundzustand des Molekiils
und einem angeregten Zustand, wird das Photon mit einer hohen Wahrscheinlichkeit
absorbiert und das Molekiil in den angeregten Energiezustand iiberfiihrt. Dieser Vor-
gang wird in der Absorptionsspektroskopie als Verlust von Energie der einfallenden
Strahlung beobachtet.

Bei der Streuung bedarf es nicht der gleichen Energie wie der Differenz zweier
Zustdande im Molekiil. Die gestreuten Photonen kénnen in einem beliebigen Win-
kel zum eingestrahlten Licht beobachtet werden. Besitzen die gestreuten Photonen
die gleiche Energie wie das eingestrahlte Licht, so spricht man von elastischer Streu-
ung. Betrachtet man Licht verschiedener Wellenléngen, so lasst sich feststellen, dass
energiereiches (blaues) Licht stérker gestreut wird als energiedrmeres (rotes) Licht.
Dieser Sachverhalt lasst sich dadurch erklaren, dass alle Molekiile elektronische Re-
sonanzen im UV-Bereich besitzen. Je ndher die eingestrahlte Frequenz einer Reso-
nanzfrequenz kommt, desto stérker interagiert das Molekiil mit dem eingestrahlten
Licht. Dieser Effekt ist auch fiir die blaue Farbung des Himmels verantwortlich. Eine
quantitative Betrachtung lieferte Lord Rayleigh 1871. Er setzte die Intensitit des
Streulichts indirekt proportional zur eingestrahlten Wellenldnge hoch 4.

1
IStreuung X F (21)
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2.2. Raman-Effekt

Setzt man ein Molekiil einem elektrischen Feld F aus, so kommt es zu einer Verzer-
rung der Elektronenhiille, wobei durch die Verschiebung der Ladung ein Dipolmo-
ment i, induziert wird. Die Stérke der Verzerrung wird durch die Polarisierbarkeit
a ausgedriickt. Es gilt:

Hind = aF. (2.2)

Besitzt das Molekiil bereits vor der Einwirkung des elektrischen Feldes ein perma-
nentes Dipolmoment p, so gilt fiir das Gesamtdipolmoment, das als Polarisation P
bezeichnet wird:

Trifft Licht auf das Molekiil, so fiihrt das sich periodisch mit der Kreisfrequenz wy,
dndernde elektrische Feld E zu einem mit der Kreisfrequenz wy, oszillierenden indu-
zierten Dipolmoment 4. Letzteres fithrt wiederum zur Emission elektromagneti-
scher Strahlung der gleichen Kreisfrequenz wy, in iiberwiegend senkrechter Richtung
zum Feld des eingestrahlten Lichtes:

P=p+aF =p+ aFEycos(wpt). (2.4)

Diese so genannte Rayleigh-Streuung des Lichtes an Materie ist frequenzabhéngig,
wobei die Intensitidt der Streuung wie in Gleichung 2.1 erwdhnt proportional zur
4. Potenz der Frequenz der einfallenden Strahlung ist. In einem N-atomigen Mo-
lekiil sind Polarisierbarkeit o sowie dynamisches Dipolmoment p Funktionen der
3N-6 (3N-5 im linearen Fall) Schwingungsfreiheitsgrade des Molekiils. Sie lassen sich
durch eine Taylorentwicklung anndhern, wobei nur die linearen Terme beriicksichtigt

werden:
= p0)+ Y (55) @ 25)
2\,
a4 Y ( s ) Qi (2.6)
=\

1(0) und «(0) sind dabei jeweils Dipolmoment und Polarisierbarkeit im Gleichge-
wichtszustand. Betrachtet man nun die Polarisation des Molekiils in Abhéngigkeit
des eingestrahlten Lichtes sowie der Normalkoordinaten @);, so ergibt sich:

P = p+ aFycos(wrt)
3N—6

- w0+ Y (;&) Q; + (a(O) +3§:6 (ggi) Qi> E, cos (wit) .

i=1 =1




2.2. Raman-Effekt

Fiir kleine Auslenkungen kann Q; durch Q; = QY cos (w,t) angenéhert werden. w, ist
die Schwingungsfrequenz des Molekiils.

3N—-6
o
P=u(0) + ( )@?coswnw
25

3N—6
+ «a(0)Eqcos (wrt) + Z (aag,)Q?E" cos (wrt) cos (wyt)
i=1 t

Der zweite Term steht fiir die Anderung des Dipolmoments durch Normalschwingun-
gen, was in der Infrarotspektroskopie ausgenutzt wird. Der dritte Term beschreibt
die bereits besprochene Rayleigh-Streuung. Der vierte Term ist eine Funktion des
eingestrahlten Lichtes und der Normalkoordinaten. Er lasst sich umschreiben in:

Praman = 3 ; < (986(;@-) QVE° (cos ((w, — wn)t) + cos ((w +wy) 1), (2.7)

Regt man Molekiile mit einem monochromatischen Lichtstrahl der Frequenz wy, an,
sind die Frequenzen wy, — w, und wy, + w, neben der Rayleigh-Streustrahlung detek-
tierbar und enthalten Informationen iiber die Schwingungszustéinde der bestrahlten
Probe (siehe Abbildung 2.1). Dieser Effekt wird nach dem Entdecker, dem indischen
Physiker C.V. Raman, Raman-Effekt genannt. Die Komponenten w; — w,, werden
als Stokes’sche Linien wg; und die Komponenten wy + w, als Anti-Stokes’sche Li-
nien w,s bezeichnet. Voraussetzung fiir das Auftreten der Raman-Streuung ist ein
von Null verschiedenes Differential (%: d. h. die Polarisierbarkeit muss sich wéhrend
der Normalschwingung éndern. Die entsprechenden Normalschwingungen werden als
Raman-aktiv bezeichnet.

Besitzt das Molekiil ein Inversionszentrum, so sind die Raman-aktiven Schwingungen
von den infrarot-aktiven verschieden. Daher ergibt sich aus dem Raman-Spektrum
eine komplementére Information zum Infrarot-Spektrum.

Um die Intensitét der beobachtbaren Linien korrekt wiedergeben zu konnen, muss
der Raman-Effekt quantenmechanisch beschrieben werden. Der monochromatische
Lichtstrahl wird hierbei als ein Strom von Photonen der Energie hw; angesehen,
wobei nur ein geringer Teil der Photonen mit den bestrahlten Probenmolekiilen
wechselwirkt.

Die haufigste Wechselwirkung ist die elastische Streuung der Photonen, die Rayleigh-
Streuung. Die eingestrahlte Energie iiberfithrt das System vom Grundzustand Ej in
einen so genannten virtuellen Zustand v (siche Abbildung 2.1). Jener stimmt nor-
malerweise nicht mit einem realen erlaubten Energieniveau des Molekiils iiberein.
Der virtuelle Zustand zerfallt, und es kommt zur Emission eines Photons gleicher
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----- v
Signal wL‘ \wL Rayleigh
A 1Y e
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Abbildung 2.1.: Das theoretische Spektrum bei einem Streuexperiment zeigt neben der Rayleigh-
Bande wy, auch energetisch verschoben die Stokes- wgy und Anti-Stokes-Bande w,s. Oberhalb der
jeweiligen Bande ist das dazugehérige Energiediagramm bestehend aus zwei reellen Niveaus (durch-
gezogene Linie) und einem virtuellen Niveau (gestrichelte Linie) dargestellt.

Energie. Viel seltener kommt es dazu, dass das Molekiil in einen angeregten Zu-
stand relaxiert und das gestreute Photon eine um den Betrag AFE geringere Energie
aufweist (Stokes-Linien). AE ist hierbei die Energiedifferenz zwischen dem Grundzu-
stand des Molekiils und dem angeregten Zustand, der ein Schwingungs-, Rotations-
oder elektronischer Zustand sein kann. Umgekehrt konnen auch angeregte Zustéinde
durch die Photonen in einen virtuellen Zustand iiberfiithrt werden und nach der
Emission eines Photons mit einer um AFE erhohten Energie in den Grundzustand
tibergehen (Anti-Stokes-Linien).

Die Intensitéit der Lichtstreuung héingt von der Anzahl der Molekiile pro Volumen
N, der eingestrahlten Wellenldnge A, dem Brechungsindex der Teilchen n und der
eingestrahlten Intensitit I, ab [6, 7].

2473 n? —1

Istrenung = NNZ 2y e (2.8)

Das Verhaltnis IS':;% wird auch als Streuquerschnitt og bezeichnet.

Der Rayleigh-Streuprozess ist etwa um den Faktor 10° wahrscheinlicher als die
Raman-Streuung [6]. Deshalb ist die Rayleigh-Streuung entsprechend intensiver als
die Stokes- und Anti-Stokes-Linien. Da gemé&f der Boltzmann-Verteilung bei Raum-
temperatur bevorzugt der Schwingungsgrundzustand Fjy besetzt ist, sind bei der
Schwingungs-Raman-Spektroskopie die Stokes-Linien intensiver als die Anti-Stokes-
Linien.
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Die Intensitidt der Raman-Streuung steigt wie die der Rayleigh-Streuung mit der
vierten Potenz der Frequenz des eingestrahlten Lichtes an. Somit wird zur Aufnah-
me von Raman-Spektren Erregerlicht moglichst hoher Frequenz benutzt. Da nur
eines von etwa 10® Anregungsphotonen in ein Raman-Photon konvertiert wird [8],
benotigt man extrem intensive und monochromatische Lichtquellen. In der Pra-
xis benutzt man daher in der Raman-Spektroskopie einen Laser als Lichtquelle.
Um hohere momentane Intensititen zu erreichen, empfiehlt sich der Einsatz eines
gepulsten Lasers. Bei einem solchen Laser wird im Gegensatz zum Dauerbetrieb
(continuous wave Laser oder cw-Laser) nur fiir eine kurze Zeit (ca. 0,001 % der Ge-
samtzeit) ein energiereicher Puls ausgekoppelt. Im zeitlichen Mittel ist die Intensitét
und somit die thermische Belastung der Probe durch den gepulsten Laser mit der
durch einen cw-Laser verursachten Belastung vergleichbar. Fiir eine kurze Zeit er-
reicht man allerdings sehr hohe Anregungsintensititen und damit ein hohes Signal.
Ein Problem stellt die Absorption und die damit verbundene Fluoreszenz einer Probe
dar. Die Fluoreszenzintensitédt ist im Allgemeinen deutlich hoher als die Intensitét
der Raman-Streuung. Somit werden bei einer fluoreszierenden Probe die Raman-
Signale iiberdeckt.

Eine Moglichkeit dieses Problem zu umgehen bietet die CARS-Spektroskopie. Auf
diesen Sachverhalt wird im néchsten Abschnitt eingegangen.
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2.3. CARS

CARS steht fiir Coherent Anti-Stokes Raman Scattering, also die kohdrente Anti-
Stokes-Raman-Streuung. Zum ersten Mal berichteten 1965 P. D. Maker und R. W.
Terhune [9] von diesem Prozess. Er wurde spéter von R. F. Begley und Mitarbeitern
[10] CARS genannt.

Insgesamt kann der CARS-Prozess als eine Mischung von vier Wellen angesehen
werden. Zunéchst wird das Probenmolekiil mit einem so genannten Pumplaser (Fre-
quenz w,) in einen virtuellen Zustand angeregt. Anstatt wie bei der Raman-Streuung
auf eine spontane Emission zu warten, wird gleichzeitig ein Puls mit der Frequenz
wgy eingestrahlt. Dadurch geht das Molekiil mittels stimulierter Emission in den an-
geregten Zustand iiber. Mit einem dritten Puls (meistens wird hierfiir ein zweites
Photon der Frequenz w, verwendet) wird das Molekiil in einen weiteren virtuellen
Zustand angeregt. SchliefSlich relaxiert das Molekiil unter Emission eines Photons
der Frequenz w,s wieder in den Grundzustand. Wie in Abbildung 2.2 ersichtlich,

A  aasssss===

Energie

v Eo

Abbildung 2.2.: Der CARS-Prozess. Ausgehend vom Grundzustand Fy wird das Molekiil mit
einem Pump-Photon der Frequenz w,, in einen virtuellen Zustand v; angeregt. Daraufhin erfolgt
eine stimulierte Emission durch ein Stokes-Photon der Frequenz ws; in einen angeregten Zustand
E4. Nach einer Anregung in einen weiteren virtuellen Zustand vs durch ein zweites Pump-Photon
relaxiert das Molekiil in den Grundzustand unter Emission eines Anti-Stokes-Photons der Frequenz

Was

ist der Energieerhaltungssatz w, + w, — wsy — was = 0 erfiillt. Im Vergleich zur
(spontanen) Raman-Spektroskopie ist das Anti-Stokes-Signal bei CARS dank der
Verwendung von drei Anregungsphotonen und des damit verbundenen Pumpen des
angeregten Zustandes sowie der orientierten Abstrahlung (siehe nichstes Kapitel)
um den Faktor 10*-10° gréfler [11]. Des Weiteren ist die detektierte Frequenz w,g
hoher als jede der eingestrahlten Frequenzen, wodurch sich mit einem geeigneten
Filter die Fluoreszenz der Probe wirksam unterdriicken l&sst.
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2.3. CARS

Der CARS Prozess ist genau dann sehr effizient, wenn die Energiedifferenz h(w,—ws;)
genau einem Ubergang AE im Molekiil entspricht. Darauf wird im nichsten Ab-
schnitt ndher eingegangen.

2.3.1. Intensitdt des CARS Signals

Die Intensitédt des CARS Signals ist proportional zu
2
Icars o< [X®]" I 1. (2.9)

x®) ist die nichtlineare Suszeptibilitdt dritter Ordnung, I, die Intensitdt des
Pump-Lasers und Ig; die Intensitéit des Stokes-Lasers.

Die nichtlineare Suszeptibilitit besteht aus einem resonanten (r) und einem
nicht-resonanten (nr) Anteil.

X = x® + @ (2.10)

Der elektronische Beitrag XS;*) entspricht einem nicht-resonanten Hintergrund, der

keine spektrale Abhéangigkeit zeigt. Der Wert von Xf;) ist eine reelle Zahl. Xf’) hin-
gegen besitzt sowohl einen reellen als auch einen imagindren Anteil. Setzt man dies

in Gleichung 2.10 ein, so erhélt man:
loars (Xl(n?;)f + 2X1(1§)Re (xr) + Re (Xr)2 + Im (Xr)2 . (2.11)

Betrachtet man eine Raman-Schwingung, so kann man X$3) schreiben als [12, 13]

(3 _ "Ar 2192
Ap reprasentiert die Stirke der Raman-Streuung, n die Anzahl der Streuer, I' die
Halbwertsbreite der Raman-Linie und ¢ die Frequenzverschiebung vom Mittelpunkt
einer Schwingung wyip (0 = wyip, — W)y + Wst).
Durch Erweitern der Gleichung 2.12 um den Faktor ¢ — ¢I" kann der reelle und der
3

imaginére Teil von y ) abgeleitet werden. Der reelle Anteil von X7(«3) lasst sich dann

schreiben als

nAR(5

und der imaginére Anteil als
nARF

11



2. Theorie

Abbildung 2.3.: Der Real- und Imaginérteil von y, in Abhéngigkeit von der Frequenzverschie-
bung §. T" ist die Halbwertsbreite der Raman-Linie und wy;, deren Mittelpunkt.

Setzt man diese Ergebnisse in Gleichung 2.11 ein, so ergibt sich fiir die Intensitéat:

n?A% nAgrd
(B2 4 9 IRT | (3)

52 i 2 + (an ) + 52 + Fanr :

Es ist ersichtlich, dass die detektierte Intensitéit stark von der Hohe des nicht-

resonanten Signals abhédngt. Dies ist insbesondere dann der Fall, wenn die Anzahl

Icars (2.15)

der Streuer n klein ist und der letzte Term in Gleichung 2.15 an Bedeutung gewinnt.
Um ein besseres Signal-zu-Hintergrund-Verhéltnis zu erhalten, ist es somit un-
erlésslich sich mit der Unterdriickung des nicht-resonanten Hintergrunds zu befassen.
Zunichst wird aber noch kurz auf die Eigenschaften eines CARS-Mikroskops einge-
gangen.

2.3.2. Eigenschaften eines CARS-Mikroskops

In Abschnitt 2.3 wurde gezeigt, dass sich ein Molekiil am Anfang und am
Ende des CARS Prozesses im Grundzustand befindet. Durch die Beziehung
Wp + Wy — wsy — was = 0 ist auch der Energieerhaltungssatz erfiillt. Zusétzlich zur
Energieerhaltung muss auch die Impulserhaltung gelten. Laut L.-V. de Broglie (1892-
1987) gilt fiir den Impuls p

h 2w
= — =h— = hk 2.16
P= S (2.16)
bzw. in Vektorschreibweise
7= hk. (2.17)

k ist der Wellenvektor mit dem Betrag k. Somit kann man die Impulserhaltung
schreiben als

— —

2k, = kst + Kas, (2.18)
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2.3. CARS

y*’

K

P P

Abbildung 2.4.: Impulserhaltung beim CARS Prozess.

wobei k die jeweiligen Wellenvektoren sind. Graphisch ist diese Beziehung in Ab-
bildung 2.4 dargestellt. Sie wird auch als Phasenanpassung bezeichnet. Um dieser
Bedingung gerecht zu werden, miisste man die Anregungsstrahlen unter unterschied-
lichen Winkeln einstrahlen. Diese Anordnung ist in der Mikroskopie experimentell
schwer zu realisieren. Aus diesem Grund ist man dazu {ibergangen [2], Objekti-
ve mit einem grofen Offnungswinkel (d.h. hoher numerischer Apertur (NA), siehe
Gleichung 8.1 und den dazugehorigen Abschnitt) zu verwenden. Leuchtet man ein
solches Objektiv mit jedem Anregungsstrahl voll aus, dann gibt es im Fokus fiir jede
Richtung des Pump-Strahls den fiir die Phasenanpassung nétigen Stokes-Strahl. Da
diese Bedingung nur im Fokus erfiillt ist, findet der CARS-Prozess nur in einem sehr
kleinen Volumen statt. Im Vergleich zum konfokalen Mikroskop (siehe Abschnitt 8.2)
kann somit auf eine Lochblende in der Detektion verzichtet werden.

Um das Auflosungsvermogen eines CARS-Mikroskops quantitativ abzuleiten, sind
erweiterte Betrachtungen notig [14, 15]. Diese zeigen, dass das Auflésungsvermogen
nicht nur von dem verwendeten Objektiv und Lichtwellenldnge abhéngt, sondern
auch von der Grofle und der geometrischen Form des untersuchten Objektes und
wie gut die Phasenanpassung eingehalten wird.

Benutzt man Objektive mit einer hohen NA, so kann die Auflésungsgrenze ungefihr
aus der Uberlagerung der Intensititsverteilungsfunktionen (englisch point spread
function, PSF) beider Anregungsstrahlen abgeleitet werden (experimentelle Mes-
sungen siche [16]). Dies entspricht beim konfokalen Mikroskop der Uberlagerung der
Verteilungsfunktion der Anregung und der der Lochblende (siehe Abschnitt 8.2.2).
Quantitativ betragt die Auflosung in der Detektionsebene (laterale Auflosung)
ca. 300 nm und senkrecht dazu (longitudinale Auflésung) ca. 1pm.

Als Beweis fiir das hohe Auflosungsvermdégen sind in Abbildung 2.5 verschiedene
axiale Querschnitte einer He-La Zelle (siehe auch Abschnitt 4.1.6.1) abgebildet. Man
kann klar unterschiedliche Strukturen in den einzelnen Bildern erkennen. Somit muss
die Auflgsungsgrenze niedriger sein als der Abstand zwischen den Schichten (hier
2um).
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2. Theorie

Abbildung 2.5.: Abbildung einer He-La-Zelle bei der CHs Streckschwingung und in unterschied-
lichen z-Ebenen. a) z=0pum, b) z=2pum, c) z=4pm. BildgroBe: 30 x 45,6 1m? (200x 304 Pixel).
Integration iiber 2000 Laserpulse pro Pixel.
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2.4. Unterdriickung des nicht-resonanten Hintergrunds

2.4. Unterdriickung des nicht-resonanten
Hintergrunds

Seit der Wiederbelebung der CARS-Mikroskopie durch A. Zumbusch 1999 [2] sind
viele verschiedene Ansétze entwickelt worden, um den nicht-resonanten Hintergund
zu unterdriicken. Der naheliegendste Ansatz wire, die Wellenldngendifferenz zwi-
schen den Lasern zu verdndern und dann das nicht-resonante Signal auflerhalb der
Schwingungsbande zu detektieren. Da das nicht-resonante Signal iiber einen sehr
breiten Wellenldngenbereich konstant ist, kann man auf das nicht-resonante Signal
bei der Schwingungsbande schliefen und es abziehen. Leider scheitert dieser An-
satz bei einem Standardsystem an der Durchfiihrbarkeit. So ist es meistens nicht
moglich innerhalb einer kurzen Zeit die Wellenléinge von einem der Anregungslaser
zu dndern. Des Weiteren ist es schwierig die Laserintensitéit bei verschiedenen Wel-
lenléngen konstant zu halten.

Die meisten durchgefiithrten Ansétze lassen sich einer von drei Gruppen zuord-
nen. Bei der ersten Gruppe wird mittels eines ps Lasersystems bei einer CARS-
Wellenlénge gearbeitet und das nicht-resonante Signal moglichst unterdriickt. Bei
der zweiten Gruppe wird mit einem reinen fs-Lasersystem oder einem kombinierten
fs- und ps-Lasersystem moglichst gleichzeitig ein breites CARS Spektrum erhalten
und so das nicht-resonante Signal bestimmt. Bei der dritten Gruppe schliefSlich wird
mit drei Anregungspulsen gearbeitet und somit das CARS-Signal an zwei verschie-
denen spektralen Positionen erhalten. Durch den Vergleich dieser beiden Positionen
kann das nicht-resonante Signal bestimmt und abgezogen werden.

Im Folgenden werden die einzelnen Methoden ndher beschrieben.

2.4.1. Pikosekunden-Lasersystem bei einer CARS-Wellenldange

Im Jahr 2001 sind von der Gruppe um X. S. Xie zwei Verfahren zur Unterdriickung
des nicht-resonanten Signals vorgestellt worden. Bei dem ersten Verfahren werden
die beiden Anregungstrahlen unterschiedlich polarisiert [17]. Dieses Verfahren wur-
de schon frither in der CARS-Spektroskopie verwendet [18]. Es erfordert weiterhin,
dass im Detektions-Strahlengang ein Analysator eingefiihrt wird. Da sich die Pola-
risation zwischen dem resonanten und dem nicht-resonanten Signal unterscheidet,
kann der Analysator so eingestellt werden, dass das nicht-resonante Signal maxi-
mal unterdriickt wird. Als problematisch erweisen sich die benétigten Optiken, die
durch Doppelbrechung die Polarisation verdandern. Des Weiteren fithrt der Einsatz
des Analysators zu einer Schwéichung des detektierten Signals.

Das zweite Verfahren beruht auf einer gednderten Detektionsgeometrie. Normaler-
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weise wird das CARS-Signal in Propagationsrichtung (,,vorwérts“) detektiert. Bei
der so genannten epi-Detektion wird das Signal mit dem gleichen Objektiv, das fiir
die Anregung benutzt wird, eingesammelt und somit entgegen der Propagations-
richtung (,riickwérts”) detektiert [19]. Der Vorteil dieser Methode liegt darin, dass
das nicht-resonante Signal bevorzugt nach vorne propagiert und somit riickwérts ein
besseres Signal-zu-Hintergrund-Verhéltnis erzielt werden kann. Der Nachteil liegt in
dem allgemein niedrigen Signal, denn im Gegensatz zur Vorwérts-Detektion wird
das Signal nicht durch konstruktive Interferenz verstiarkt. Somit eignet sich diese
Methode nur fiir Strukturen, die ungefdhr die GroBenordnung der Anregungswel-
lenlénge besitzen. Zusétzlich ist diese Methode sinnvoll, wenn es die Beschaffenheit
der Probe nicht zulésst, dass in Vorwértsrichtung detektiert wird.

2.4.2. Detektion eines CARS-Spektrums

Der Verlauf eines CARS-Spektrums einer nicht-resonanten Probe (d.h. einer Probe,
die keine Resonanzen in dem betreffenden spektralen Bereich aufweist) ist nur von
der Intensitédt der eingestrahlten Laser abhéngig. Tritt eine Resonanz auf, so wird
das Signal verstiarkt und man erhélt einen Peak. Der typische Verlauf eines solchen
Spektrums ist in Abbildung 2.6 dargestellt.

Intensitat

\ 4

Frequenz

Abbildung 2.6.: Beispiel eines CARS-Spektrums. Dargestellt ist ‘X(‘g’)’z. I, und Ig; werden als
konstant angenommen.

Fiir eine solche Aufnahme benotigt man eine Anregung bei verschiedenen Wel-
lenléingen, was mit zwei standardméfligen ps- bzw. zwei fs-Lasern wie bereits oben
erwahnt nicht praktikabel ist.

Eine Losung dieses Problems ist die gleichzeitige Verwendung eines ps-Lasers und ei-
nes fs-Lasers. Diese Methode wird auch als Multiplex-CARS bezeichnet [20, 21]. Im
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2.4. Unterdriickung des nicht-resonanten Hintergrunds

Detail wird als Pumplaser ein ps-Laser und als Stokes-Laser ein fs-Laser verwendet.
Die spektrale Auflosung des erhaltenen CARS-Signals wird durch den Pumplaser
definiert und die erhaltene Bandbreite durch den Stokes-Laser. Durch die wel-
lenldngenselektive Detektion mittels eines Spektrometers und einer CCD-Kamera
erhilt man ein CARS-Spektrum, welches typischerweise 300 cm ™! breit ist und eine
Auflésung von wenigen Wellenzahlen besitzt.

Wg; || |W

vwv

Abbildung 2.7.: Energieschema bei Multiplex-CARS. Die Anregung erfolgt mit einem spektral
schmalen ps-Puls w, und einem spektral breiten fs-Puls wg¢. Das detektierte Signal w,g beinhaltet
dann mehrere spektrale Komponenten.

Ein Problem bei dieser Art von Anregung stellt die Synchronisation von den beiden
Anregungslasern dar. Gibt es eine variable zeitliche Verschiebung zwischen den bei-
den Pulsen, so schwankt die detektierte Intensitdt und das Spektrum wird verfalscht.
Ein weiterer Nachteil besteht darin, dass fiir eine einzelne CARS-Wellenlénge sehr
wenig Intensitdt bei der Anregung zur Verfiigung steht. Dadurch wird das detek-
tierte Signal relativ schwach und man benotigt deutlich ldngere Integrationszeiten.
Somit ist diese Methode fiir die Beobachtung von schnellen Vorgéngen nicht geeig-
net.

Eine experimentelle Erweiterung stellt die Verwendung einer speziellen Faser (pho-
tonic crystal fiber) fiir die Erzeugung der spektral breiten Laserpulse dar [22, 23]. In
die Glasfaser wird der gleiche Laser eingekoppelt, der spéter fiir die schmalbandige
Anregung benutzt wird. Somit entfallen die Probleme mit der Synchronisation. Es
kénnen Bandbreiten von bis zu 2500 cm™! Wellenzahlen erreicht werden. Allerdings
ist das Spektrum der Faser nicht konstant und die erhaltene Intensitdt pro Wel-
lenléinge recht niedrig.

Eine elegante Variante ist das Chirpen von Laserpulsen. Hierbei wird durch zeitli-
che Verschiebung zweier gechirpter Anregungspulse ein Spektrum abgefragt. Diese
Vorgehensweise wird auch als spektral fokussierte CARS-Mikroskopie bezeichnet.
Die Theorie zu dieser von unserer Gruppe entwickelten Methode [24, 25] wird in
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Kapitel 2.5 néher erlautert.

2.4.3. Mischung von drei Anregungsstrahlen

Ein weiterer Ansatz besteht darin, auBlerhalb der Probe ein Referenzsignal zu ge-
nerieren und mit dem eigentlichen Signal zu mischen. Diese Methode wird auch als
Heterodyne-CARS (,,iiberlagertes“ CARS) bezeichnet [26, 27]. Das Referenzsignal
Ero wird aulerhalb von der eigentlichen Probe in einer nicht-resonanten Substanz
(eine Substanz, die bei der gegebenen Wellenlénge keine Resonanzen aufweist) er-
zeugt. Es ist vollkommen nicht-resonant und besitzt die gleiche Wellenldnge wie
das in der Probe generierte anti-Stokes-Signal F,s. Mischt man nun dieses Signal
mit dem in der eigentlichen Probe erzeugten Signal, so erhilt man fiir das gesamte

CARS-Signal S die folgende Gleichung.
S = |Erol’ + |Eus|* + 2E10E} Es, (XY + Re (x!*)) cos @ + (Im (x¥)) sin @]

® ist der Phasenunterschied zwischen Epo und E,s. Der reelle und der imaginére
Teil des Signals besitzen unterschiedliche Abhéngigkeiten von ®. Somit kann man
durch Variation von ® entweder den reellen Teil (¢ = 0) oder den imaginéren Teil
(® = 90) detektieren. Jeweils vorausgesetzt, dass die beiden homodynen Terme
|ELo|® und |E,s|* vernachlissigbar klein sind. Da nur resonante Signale zum Term

Im (X£"3)) sin @ beitragen, kann bei ® = 90 ein hintergrundfreies Signal detektiert

werden. Des Weiteren kann von Im (X£3)) gemafl Gleichung 2.14 unter Vergleich

mit der spontanen Raman-Spektroskopie auf die Anzahl der Streuer und somit auf
lokale Konzentrationen geschlossen werden. Der Nachteil der Methode liegt darin,
dass die Phase ® mittels eines Phasenmodulators eingestellt werden muss. Fiir die
Detektion muss das Signal demoduliert werden. Dies fiihrt zu lingeren Aufnahme-
zeiten. Zusétzlich fithren unterschiedliche Brechungsindices innerhalb verschiedener
Regionen der Probe zu Bildartefakten in der Aufnahme [28].

Um diese Probleme zu umgehen, kann man das nicht-resonante Signal auch inner-
halb der Probe erzeugen. Hierzu bendtigt man zwei Pumpstrahlen w,; und wps,
die zusammen mit dem Stokes-Strahl wg; kombiniert werden. Die Energiedifferenz
wp1 — wgy wird auf eine Resonanz eingestellt. Die Differenz w,s — wg, wird in einen
Bereich ohne Resonanzen eingestellt. Somit wird einerseits die Mischung aus dem re-
sonanten und dem nicht-resonanten Signal, w,s; und andererseits das nicht-resonante
Signal alleine, w,go detektiert. Anschliefend kann das nicht-resonante Signal abge-
zogen werden und man erhélt ein vollkommen resonantes Signal.

Fiir die experimentelle Durchfiithrung in der Mikroskopie gibt es zwei Ansétze. Ei-
nerseits das so genannte FM-CARS (Frequenz-Modulation-CARS) [28] und das von
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unserer Gruppe vorgestellte dual-frequency CARS. Beim FM-CARS werden zwei
verschiedene Laser benutzt, um die beiden Pumpstrahlen zu erzeugen. Diese werden
unterschiedlich polarisiert und anschlieBend wird durch eine Pockels-Zelle entweder
der eine oder der andere Strahl durchgelassen. Darauthin wird dieser Strahl mit
dem Stokes-Strahl kombiniert und auf die Probe fokussiert. Der Detektor zeichnet
in Abhéangigkeit von der Position der Pockels-Zelle w,g; oder w,ss auf. Der grofle
Nachteil dieser Methode besteht darin, dass zwei verschiedene Laser zur Anregung
benutzt werden. Diese miissen synchronisiert werden. Zusétzlich fithren Schwankun-
gen in der Intensitdt von einem Laser zur Verfilschung des Ergebnisses. Ein weiterer
Nachteil ist, dass die beiden Signale nicht gleichzeitig detektiert werden kénnen und
die Aufnahme somit langer benotigt.

Diese Probleme werden durch unseren Ansatz vermieden. In Kapitel 2.6 wird ndher
auf die Theorie unserer Methode eingegangen.
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2.5. Chirpen von Laserpulsen

2.5.1. Phasen- und Gruppengeschwindigkeit

Fiir das Verstdndnis des spektralen Fokussierens ist es notwendig, sich mit der Dis-
persion von Laserpulsen zu befassen. Hierzu geht man am besten ins Jahr 1853
zuriick als J. B. L. Foucault feststellte, dass sich Licht in Wasser langsamer bewegt
als die Lichtgeschwindigkeit. Dieser Versuch wurde lange Zeit als Beweis fiir die
Welleneigenschaften des Lichtes angesehen. Als man spéater den Versuch von Fou-
cault allerdings genau analysierte, stellte man fest, dass das Verhéltnis der Licht-
geschwindigkeit ¢ zur Fortpflanzungsgeschwindigkeit v nicht wie erwartet genau der
Brechzahl n (héufig auch als Brechungsindex bezeichnet) entspricht. Der Unter-
schied zwischen der Brechzahlbestimmung und dem Versuch von Foucault besteht
darin, dass bei letzterem mit einer Folge von Lichtpulsen gearbeitet wird und nicht
mit kontinuierlicher Strahlung. Im Folgenden wird gezeigt, dass Lichtimpulse eine
andere Ausbreitungsgeschwindigkeit besitzen als unendlich ausgedehnte Wellen.

Bei einem Lichtimpuls hat die Lichtwelle als elektromagnetische Welle einen Anfang
und ein Ende. Sie stellt eine Wellengruppe dar, die sich mit der so genannten Grup-
pengeschwindigkeit v, fortpflanzt. Bei einer unendlich langen Welle hingegen wird
die Geschwindigkeit als Phasengeschwindigkeit v, bezeichnet. Sie ist gegeben durch

v, = % (2.19)
Die Gruppengeschwindigkeit wird als
ow
Vg = o (2.20)

definiert. Hierbei ist w die Kreisfrequenz w = 27v und k der Betrag des Wellenvek-
tors k. k wird auch als Kreiswellenzahl bezeichnet und héngt von der Wellenlénge
ab k= 27”

Um eine Beziehung zwischen v, und v, herzustellen, driickt man v, als v, = ¢ aus,
16st nach w auf und setzt in die Gleichung 2.20 ein. Es ergibt sich dann

0 0
Vg = vpk% = vp + k%.

Unter Anwendung der Kettenregel
0 90N _ 90F 9 —2r

Ok~ ONOk O\ Ok  OX k2
erhélt man die fundamentale Beziehung (Lord Rayleigh 1881)
9vp

e (2.21)

Vg = Up —
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Aus dieser Gleichung lasst sich ableiten, dass die beiden Geschwindigkeiten dann
verschieden sind, wenn die Fortpflanzungsgeschwindigkeit der Welle von der Wel-
lenléinge abhéngig ist (%L)f’ #0).

Dies ist auflerhalb des Vakuums immer der Fall und fithrt somit in einem Medium
zu einer Verzogerung der Pulslaufzeit ¢, proportional zur Laufstrecke z.

ty = — (2.22)

Die Gruppengeschwindigkeit stellt also die Geschwindigkeit dar, mit der Energie
bzw. Information in Form von Lichtpulsen durch den Raum transportiert wird.
Zusétzlich beeinflusst bei kurzen Pulsen die Frequenzabhéngigkeit der Gruppenge-
schwindigkeit die Pulsausbreitung entscheidend, da diese eine grofie spektrale Band-
breite (siehe unten) aufweisen. Die Pulsausbreitung wird - ausgehend von Gleichung
2.22 - als Anderung der Pulslaufzeit pro Strecke in Abhéngigkeit von der Frequenz
spezifiziert.

0 (1 0k
Dyw)=— (=) =22 2.2

(w) ow <vg> Ow? (2.23)
D, (w) wird als die Gruppengeschwindigkeitsdispersion (GVD) bezeichnet. IThre Be-
deutung wird nun néher erlautert.

2.5.2. Gruppengeschwindigkeitsdispersion

Betrachtet man einen Laserpuls, so besteht er aus verschiedenen Frequenzkompo-
nenten mit jeweils eigenen Phasengeschwindigkeiten. Normalerweise bezieht man in
einem solchen Fall die Phasengeschwindigkeit auf die Zentralfrequenz. Die Grup-
pengeschwindigkeit beschreibt die Ausbreitungsgeschwindigkeit der Einhiillenden.

Auflerhalb des Vakuums ist diese aber abhédngig von der Wellenlénge. Bei normaler

Ovp,
» 0

gen. Bei einer anormalen Dispersion (F# < 0) gilt das Gegenteil. Fasst man nun be-

Dispersion gilt > (0 und die hohen Frequenzanteile sind langsamer als die niedri-
nachbarte Frequenzen zu Gruppen zusammen, dann besitzt jede dieser Gruppen eine
eigene Gruppengeschwindigkeit und wird unterschiedlich stark verzogert. Dies fiihrt
zu einer Verbreiterung des Laserpulses, deren Mafl durch die GVD beschrieben wird.
Dieser Sachverhalt wird in Abbildung 2.8 verdeutlicht. Dort besitzt der urspriingliche
Puls keine Dispersion, hat also die kiirzeste Pulsdauer 7y, die er fiir seine spektrale
Breite erreichen kann. Man nennt einen solchen Puls (Fourier-)transformlimitiert.
In Folge der Dispersion bewegen sich die unterschiedlichen Frequenzkomponenten
mit einer jeweils anderen Geschwindigkeit. Dies fiihrt nach einer Strecke z zu einer
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Abbildung 2.8.: Auswirkung der Dispersion. Oben ist ein transformlimitierter Laserpuls darge-
stellt. Alle Frequenzkomponenten sind gleichzeitig vorhanden. Bei einer normalen Dispersion laufen
die hohen Frequenzen den niedrigen hinterher (links unten). Bei einer anomalen Dispersion ist es
umgekehrt (rechts unten).

Verlangerung des Pulses. Diese Verlangerung kann mit Hilfe von

T(z) = 7'0\/1 + w (2.24)

To

berechnet werden [29]. Betrachtet man nun die Laufstrecke, die ben6tigt wird, damit
der Puls um den Faktor v/2 verldngert wird (diese Strecke wird auch als Dispersi-
onslédnge Lp bezeichnet), so ergibt sich aus Gleichung 2.24

7(2) = 7|1+ <i)z. (2.25)

Lp

/ 2
Der Ausdruck 4/1 + <ﬁ> wird zur Abkiirzung als Streckungsfaktor F' definiert.

Um sich die Auswirkungen der GVD besser veranschaulichen zu kénnen, betrachten
wir einen GaAs-Diodenlaser (Pulslange 10 ps) und einen Ti-Saphir-Laser (Pulslédnge
100 fs) jeweils bei einer Wellenlédnge von 850 nm. Lésst man beide Laser durch BK7-
Glas laufen, so werden die Pulse dispergiert. Zum Vergleich betrachtet man die
Dispersionslange Lp. Fiir den GaAs-Diodenlaser ergibt dich Lp = 1 m und fiir den
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2.5. Chirpen von Laserpulsen

Ti-Saphir-Laser Lp = 100 um [29]. Es zeigt sich somit deutlich, dass ein zeitlich kur-
zer Puls mit entsprechend grofier Bandbreite im Vergleich zu einem zeitlich langen
Puls innerhalb einer kurzen Strecke sehr stark dispergiert.

2.5.3. Chirpfaktor

Eine Moglichkeit der Darstellung von Laserpulsen ist das so genannte Spektrogramm
(Abbildung 2.9). Hierbei wird auf der x-Achse die Zeit und auf der y-Achse die
Frequenz aufgetragen. Zur besseren Veranschaulichung wird die Intensitéit des La-
serpulses konstant gesetzt. Der Laserpuls entspricht dann in der Darstellung einer

Ellipse.
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Abbildung 2.9.: Das Spektrogramm eines Laserpulses. Links ein transformlimitierter Laserpuls
und rechts ein gechirpter Laserpuls. Awyg, 79: spektrale Bandbreite bzw. Pulsdauer des transform-
limitierten Pulses; F: Streckungsfaktor; Aw: momentane Bandbreite.

Die spektrale Bandbreite des transformlimitierten Laserpulses wird als die Halb-
wertsbreite der Intensitdt in Abhéngigkeit von der Kreisfrequenz definiert und mit
Awg bezeichnet. Die Pulsdauer des transformlimitierten Pulses wird als die Halb-
wertsbreite der Intensitat in Abhéngigkeit von der Zeit definiert und mit 7y bezeich-
net. Es gilt dann die folgende Beziehung [30]

41n2
Awy = — (2.26)
70
beziehungsweise fiir die Frequenz f = 2=
2In2)\ 1
Afo= ( . ) —. (2.27)
™ T0
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2. Theorie

Erfihrt der Laserpuls eine GVD, so variiert die Frequenz mit der Zeit im linearen
Fall gemédf w(t) = wo + kchirpt. kcnip Wird als Chirpfaktor bezeichnet. Diese Be-
zeichnung leitet sich aus der Akustik ab, genauer vom englischen Wort chirp fiir
zwitschern (Anstieg der Frequenz mit der Zeit). Ublich ist auch die Bezeichnung
gechirpter Laserpuls fiir einen Laserpuls, der eine GVD erfahren hat. Man unter-
scheidet zwischen einem positiven Chirp (kcpiyp > 0 bzw. ansteigende Frequenz) und
einem negativen Chirp (kcpiyp < 0 bzw. fallende Frequenz).

Betrachtet man das rechte Spektrogramm in Abbildung 2.9 genauer, so stellt man
fest, dass zu einem bestimmten Zeitpunkt ¢ die momentane Bandbreite Aw um
vieles geringer ist als im fouriertransformierten Fall. Man kann herleiten, dass die
Verschmélerung der momentanen Bandbreite genauso skaliert wie die Verldngerung
der Pulsdauer [30].

. AWO

A
YT TR

& 7=Fr (2.28)

Aus Gleichung 2.26 und Gleichung 2.28 ergibt sich fiir die absolute momentane
Bandbreite
~ 4In2

Aw = . 2.2
w="=— (2.29)

Dieses Ergebnis bedeutet, dass es fiir den Absolutwert der momentanen Bandbreite
unerheblich ist, wie stark der Puls gestreckt wurde bzw. welche Bandbreite er davor
besaf. Es herrschen die gleichen Beziehungen zwischen (momentaner) Bandbreite
und Pulsdauer wie bei einem transformlimitierten Puls.

2.5.4. Anregung mit zwei gechirpten Laserpulsen

Uberlappt man zwei Laserpulse mit der zentralen Wellenlinge w; bzw. wo und mit
der Bandbreite Aw; bzw. Aws, zeitlich und raumlich, so haben diese fiir eine zwei-
Photonen-Anregung die spektrale Auflésung

Aw =/ Aw? + Aws. (2.30)

Verwendet man zwei gechirpte Laserpulse, so haben diese eine momentane Band-

breite von Awchirp1 = Aﬁl bzw. Awchirp2 = AF‘,;&. Fiir die spektrale Auflésung ergibt
sich dann
Aw; )2 Aws \ 2
AWChirP = \/Aw%hirp,l + AW%hirpﬂ = \/( Fll) + (T;) : (231)
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2.5. Chirpen von Laserpulsen
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Abbildung 2.10.: Differenz der Anregungswellenléngen in Abhéngigkeit von der Zeit. Links bei
gleichen Chirpparametern, rechts bei unterschiedlichen Chirpparametern.

Nimmt man F; = F, = F an, so ergibt sich die relative VergroBerung der Auflésung
zu Awchirp = %.

Die bisherige Betrachtung gilt nur fiir einen einzelnen Zeitpunkt. Um die Infor-
mationen fiir alle Zeitpunkte zu erhalten, muss man den Chirpparameter Kcpirp
niher betrachten. Ist dieser fiir beide Laserpulse nicht gleich, so ist die Diffe-
renz der beiden momentanen Wellenldngen zu jedem Zeitpunkt ¢ unterschiedlich
wi(t) — wa(t) = woa1 — woz2 + t (kchirp1 — kcnirp,2). Dies fithrt zu einem breiteren
Anregungsprofil und ist nicht erwiinscht (siche Abbildung 2.10).

Es ist daher von grofler Bedeutung, dass beide Chirpparameter gleich sind, denn
dann gilt wy () — wa(t) = wp1 — wp2 und die Differenz der momentanen Frequenzen
ist iiber die gesamte Pulsdauer konstant.

Fiir die Berechnung des Chirpparameters bedarf es einer erweiterten Herleitung [29],
auf die hier verzichtet wird. Das Ergebnis der Herleitung lautet

z 1 2

A —— 2.32
LDl—i—L%DTO2 ( )

kChirp =

Um diese Gleichung zu vereinfachen, wird der Streckungsfaktor F' eingesetzt.

F? -1

kChirp =2 TOQFQ

Fiir grole Streckungfaktoren kann diese Gleichung weiter vereinfacht werden.

2 2
kchim & —— = — 2.33
Chirp eF 1T ( )
Soll nun kchirp,1 = kcnirp,2 gelten, so muss die folgende Relation erfiillt sein:
n_ T2 (2.34)

T2 To,1
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2. Theorie

Ist diese Relation erfiillt, dann ist die Differenz der beiden Wellenléngen iiber die
gesamte Pulsbreite konstant und man erhélt ein schmales Anregungsprofil. Des Wei-
teren ist die spektrale Auflosung grofler als die der ungechirpten Pulse.

Bis jetzt ist immer davon ausgegangen worden, dass beide Pulse zu dem gleichen
Zeitpunkt eintreffen. Somit entspricht die Frequenzdifferenz der Differenz der beiden
Zentralwellenléngen.

Wpiff = W1 — W2

Verschiebt man die Pulse um die Zeit At zeitlich auseinander, so dndert sich die
Frequenzdifferenz.

WDiff = W1 — Wy + kChirp JAN? (235)

Dieser Sachverhalt ist in Abbildung 2.11 veranschaulicht.

Eine zeitliche Verschiebung der beiden Laserpulse ist der Aufnahme eines Spektrums
von wpig gleichzusetzen. Dies wird auch als Kreuzkorrelation bezeichnet. Geméf
Gleichung 2.35 gibt es eine lineare Beziehung zwischen wp;g und der zeitlichen Ver-
schiebung At. Mochte man die zeitliche Verschiebung in eine Frequenz umrechnen,
so benétigt man den Chirpparameter kcnip 0oder mindestens ein bekanntes Werte-
paar (wpig, At). Wie spéiter gezeigt wird, kann letzteres durch Messung e