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Zusammenfassung

Femtosekunden-stimulierte Raman-Mikroskopie (FSRM) stellt eine neuartige Technik im
Bereich der Schwingungsmikroskopie dar, die die optische Bildgebung mit der chemischen
Sensitivitdt der Raman-Streuung kombiniert. Sie ermdglicht eine quantitative, ortsaufgeloste
Darstellung mikroskopischer Priaparate. In der FSRM beruht der chemische Kontrast auf der
Femtosekunden-stimulierten Raman-Streuung (FSRS), einem nichtlinearen Raman-Prozess,
dessen Signal gegeniiber der spontanen Raman-Streuung um mehrere Gréenordnungen ver-
starkt ist [McCO03]. Die FSRM profitiert daher von verkiirzten Messzeiten sowie einem ver-
besserten Signal/Rausch-Verhiltnis [KukO7]. Obwohl es sich bei der FSRS um einen op-
tisch nichtlinearen Effekt handelt, gleicht ihre spektrale Signatur der (polarisierter) spontaner
Raman-Spektren. Signalbeitriage einer moglichen Autofluoreszenz der Probe tragen nicht bei.
FSRM erweist sich als besonders geeignet fiir die chemische Bildgebung von biologischen
Systemen, wie Zellen und Gewebe. Deren Signalstirken sind duflerst niedrig und erfordern
daher Daten mit hohen Signal/Rausch-Verhiltnissen [Kra09a] fiir eine spezifische Analyse.
All diese Anforderungen kann FSRM erfiillen. Die lineare Abhingigkeit des FSRS-Signals
von der Konzentration der Probe erleichtert zudem die quantitative Analyse der molekularen
Probenzusammensetzung. Die Zusammensetzung zelluldren Gewebes auf molekularer Ebene
ist sehr heterogen [Kra0O9a]. Eine spektral breitbandige Information — wie sie die FSRM liefert
— ist daher zur chemisch-spezifischen Bildgebung unabdingbar. Ziel der vorliegenden Arbeit
war es daher, FSRM in der biologischen und medizinischen Bildgebung zu implementieren.

FSRM ist eine rasternde Mikroskopie-Technik, die auf der nichtlinearen Wechselwirkung
zweier ultrakurzer Laserimpulse mit einem Raman-aktiven Medium beruht. Es kommen ein
spektral schmaler und intensiver Pikosekundenimpuls (Raman-Pumpimpuls) sowie ein spek-
tral breitbandiger und schwacher Femtosekunden-Impuls (Raman-Abtastimpuls) zum Ein-
satz. Beide Laserimpulse werden kollinear in ein rasterndes Mikroskop eingekoppelt, an des-
sen Fokus stimulierte Raman-Streuung in der Probe auftritt. Diese Wechselwirkung fiihrt zu
einer spektralen Modifikation des Raman-Abtastimpulses, dessen Spektrum in An- und Ab-
wesenheit des Raman-Pumpimpulses mit Hilfe eines Vielkanaldetektors aufgezeichnet wird.
Das FSRS-Spektrum ergibt sich aus dem Verhiltnis der beiden detektierten Spektren. Durch
Abrastern der Probe wird das ortsaufgeloste FSRS-Spektrum bestimmt. Als bisherige Laser-
quelle diente ein Laser-/Verstidrkersystem, dessen Lichtleistung nicht kompatibel zu den An-
forderungen biologischer Systemen ist [HopO1, Nie0O4]. Der erste Teil der Arbeit beschreibt
die neuentwickelte Lichtquelle fiir FSRM, welche auf einem hoch-repetierenden Laser-
Oszillator beruht. Dessen ultrakurze Laserimpulse weisen eine spektrale Bandbreite von iiber
3000 cm~! auf und dienen direkt als Raman-Abtastimpulse. Der Raman-Pumpimpuls wird
mithilfe eines Ytterbium-basierten Faserverstirkers aus dem Spektrum des Lasers generiert.

Stimulierte Raman-Mikroskopie gilt als eine storungsfreie, nichtlineare Mikroskopie-Tech-
nik [Owy78, Plo07b, Fre08]. Im Rahmen dieser Arbeit wird erstmals iiber einen zusétzlichen
nichtlinearen Beitrag in der FSRM berichtet, der sich als eine starke Oszillation der Grund-
linie im Spektrum bemerkbar macht. Er fiihrt zu einer Verschlechterung des Signal/Rausch-
Verhiltnisses sowie zur Verringerung der spektralen Selektivitidt. Als Ursache kann eine spek-
trale Interferenz zwischen dem elektrischen Feld des Raman-Abtastimpulses und einem zu-



sitzlichen, in einem Vier-Wellen-Mischprozess zwischen Raman-Pump- und Raman-Abtast-
impuls erzeugten Feld identifiziert werden. Eigenschaften und Methoden zur Unterdriickung
der spektralen Interferenz werden vorgestellt.
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Abstract

Femtosecond stimulated Raman microscopy (FSRM) is an upcoming technique in vibra-
tional microscopy that combines optical imaging with the chemical sensitivity of Raman scat-
tering. It allows for the quantitative, space resolved representation of microscopic samples.
In FSRM, chemical contrast relies on femtosecond stimulated Raman scattering (FSRS), a
nonlinear Raman process providing signal levels, that are strongly amplified with respect to
spontaneous Raman scattering [McCO03]. Therefore, FSRM benefits from shortened exposure
times and improved signal/noise-ratios [Kuk07]. Even though FSRS is an optically nonlinear
effect, its spectral signature resembles the (polarised) spontaneous Raman spectra. Autofluo-
rescence of the sample does not contribute to the FSRS signature. FSRM turns out to be
suitable for chemical imaging of biological systems, as cells and tissues. Since their signal
strengths are quite low, data with high signal/noise-ratios [Kra09a] is essential for the spe-
cific analysis of the sample. These requirements can be provided by FSRM. Moreover, the
linear dependency of the FSRS signal on the sample concentration facilitates the quantitative
analysis of its molecular composition. Given that tissue shows a wide heterogeneity on the
molecular level [Kra09a], spectrally broad information, which is indeed provided by FSRM,
is indispensable for chemically sensitive imaging. The intention of the present work was to
establish FSRM as a tool for biological and medical imaging.

FSRM is a scanning technique that relies on the nonlinear interaction of two ultrashort laser
pulses with a Raman active medium. One of them is a spectrally narrow and intense picose-
cond pulse (Raman pump pulse), the other a spectrally broad and weak femtosecond pulse
(Raman probe pulse). Both pulses are coupled collinearly into a scanning microscope where
stimulated Raman scattering occurs in the sample positioned at the focus. This interaction
leads to a spectral modification of the Raman probe pulse, which is recorded by the aid of a
multi-channel detector. Its FSRS spectrum can be obtained by referencing the femtosecond
pulse in presence of the Raman pump pulse to the one in absence. By raster-scanning the
sample space-resolved FSRS spectra are retrieved. In the first FSRM setup a laser/amplifier
system served as laser source. Its peak intensities are not compatible with the requirements
of biological systems [HopO1, Nie0O4]. Therefore a new light source has been developed for
FSRM. It is based on a laser oscillator running at high repetition rate, which provides ul-
trashort femtosecond pulses with a spectral width over more than 3000 cm~!. These serve
directly as Raman probe pulses. The Raman pump pulse is generated out of the laser spec-
trum by means of a ytterbium based fiber amplifier.

Stimulated Raman microscopy is considered as a disturbance-free, nonlinear microscopy
technique [Owy78, Plo07b, Fre08]. In the context of this work, a further nonlinear contri-
bution to the FSRS signal is reported for the first time. It shows up as a strong oscillation
of the baseline in the spectrum and deteriorates the signal/noise-ratio as well as the spectral
selectivity. This background can be identified as a spectral interference between the Raman
probe pulse and an additional electric field, which is generated by a four-wave-mixing pro-
cess between the Raman pump and Raman probe pulse. Properties and methods to suppress
the spectral interferences are presented.
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1 Einleitung

The microscope image is the
interference effect of a diffraction
phenomenon.

(Frits Zernike - Nobel Lecture, 1953)

Uber Jahrhunderte hinweg war Lichtmikroskopie die wichtigste optische Methode, um Fra-
gestellungen der Zellbiologie zu beantworten. Wihrend die vergroBernde Wirkung von Linsen
bereits im Mittelalter bekannt war [AH21, Bac67], finden sich Mikroskope, die aus Objektiv
und Okular zusammengesetzt sind, erst seit Beginn des 17. Jahrhundert [Hoo65]. Die ersten
aus zwei Linsen bestehenden Systeme werden Johann und Zacharias Janssen sowie Hans Lip-
pershey um 1590 [His11] zugeschrieben. Diese, sowie auch nachfolgende zusammengesetzte
Mikroskope zeichneten sich jedoch durch eine geringe Vergroferung und Bildqualitét aus.
Die technische Entwicklung von abberationsfreien und farbkorrigierten Mikroskopobjektiven
sollte noch rund 250 Jahre auf sich warten lassen [Mul10].

Anfange der Lichtmikroskopie

Erste biologische Studien an pflanzlichem Gewebe und Fossilien gehen auf den Mitbegriinder
der Lichtmikroskopie Robert Hooke im Jahre 1665 zuriick [Hoo65, Mil02]. Er verwendete
erstmalig den Begriff Zelle, um kleine, rdumliche Kompartimente in Korkschichten mittels
seines zweilinsigen Mikroskops zu beschreiben. Im gleichen Zeitraum gelang es Anton van
Leeuwenhoek kurzbrennweitige, bikonvexe Linsen zu fertigen und als Lupen einzusetzen.
Eine 50-200-fache Vergroferung erlaubte es ihm im Jahre 1683 iiber Protozoen, Blut- und
Kapillargefde sowie Bakterien zu berichten [Mil02]. Obwohl der Begriff Zelle zu diesem
Zeitpunkt bereits bekannt war, sollte es weitere 170 Jahre dauern, bis der Botaniker Matthias
Schleiden und der Physiologe Theodor Schwann 1838/39 [Sch38, Sch47] erkannten, dass die
Zelle den kleinsten lebenden Baustein eines Organismus darstellt. Damit hatte die Geburts-
stunde der Zellbiologie geschlagen.

Zu Beginn des 19. Jahrhunderts riickte die Anatomie pflanzlichen Gewebes und ihre sys-
tematische Erforschung in den Vordergrund. Auch der Frage nach Abstammungs- und Ver-
wandtschaftsbeziehungen zwischen verschiedenen Spezies wurde nachgegangen. So entdeck-
te Hugo von Mohl 1835 [JesO1], dass sich Zellen durch Teilung vermehren. Die Entdeckung
des zentralen Teils der lebenden Zelle, des Zellkerns, wird dem schottischen Botaniker Ro-
bert Brown 1831 [Bro66] zugeschrieben, obgleich detaillierte Zeichnungen des Kerns bereits
in Arbeiten iiber Pflanzenzellen von van Leeuwenhoek zu finden sind. Die eigentliche Funk-
tion dieses Zellkompartiments war zu diesem Zeitpunkt jedoch unbekannt. Zur gleichen Zeit,
1835, wird auch der Nucleolus (damals "Keimfleck"genannt) erstmal erwédhnt [Lo06].
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Die Aufkldarung weiterer Zellorganellen in tierischen und pflanzlichen Eukaryontenzellen
wurde im Laufe des 19. Jahrhunderts von verschiedenen Forschern vorangetrieben. Julius
von Sachs brachte 1861 das Molekiil Chlorophyll, welches vom franzdsischen Chemiker Pi-
erre Pelletier im Jahre 1817 isoliert worden war, erstmals mit dem Zellorganell Chloroplast
in Verbindung und wies nach, dass die Photosynthese tatsédchlich innerhalb dieses Organells
stattfindet [Mil02]. Acht Jahre zuvor berichtete Rudolf Albert von Kolliker iiber die Entde-
ckung der Mitochondrien in Tierzellen; der deutsche Mikrobiologe Carl Benda benannte die-
se winzigen Strukturen 1898 schlieBlich Mitochondrien. Im gleichen Jahr verdffentlichte der
Pathologe und spitere Nobelpreistriger Camillo Golgi seine Arbeit iiber eine intrazellulidre
Struktur — den Inneren Retikularapparat — in Neuronen. Die Existenz und Schliisselfunktion
des nach ihm benannten Golgi-Apparats wurde jedoch lange Zeit bestritten und konnte erst in
den 50er Jahren des letzten Jahrhunderts mit Hilfe der Elektronenmikroskopie bestitigt wer-
den [Far98].

Mit Hilfe der optischen Lichtmikroskopie war es nun moglich geworden, systematisch in
den Mikrokosmos vorzudringen und diesen zu erforschen. Es konnten jedoch keine Struk-
turen kleiner als etwa 350 nm aufgelost werden. Lord Rayleigh [Ray74] und Ernst Abbé
[Abb73a, Abb73b] gelang es schlieBlich diesen Sachverhalt physikalisch zu erkldren und ma-
thematisch zu beschreiben. Sie erkannten, dass die abgebildeten Details eines Objekts stark
von der Wellenldnge des verwendeten Lichts und den MaBlen der Linsen des Mikroskops
abhingen. Die am Objekt gebeugten Elementarwellen werden vom Mikroskopobjektiv ge-
sammelt und am Bildpunkt kohérent iiberlagert. Objekt und Abbild stimmen nur dann exakt
iberein, wenn alle Beugungsordnungen durch das Mikroskop erfasst werden konnen. So wur-
de die Auflosungsgrenze als die kleinste Periodizitit A,,;, definiert, die in einem Bild noch
unterschieden werden kann. Diese hiangt gemil3

A

Apin = 0.61 - NA (1.1)
von der Wellenlidnge A der verwendeten Lichtquelle und der numerischen Apertur NA des
Mikroskopobjektivs ab, welche Abbé als NA = n - sin(«) [Abb73a] formulierte. Die nume-
rische Apertur beriicksichtigt dabei den Offnungswinkel 2 des Objektivs sowie den Brech-
ungsindex n des umgebenden Materials. Sie kann fiir gewohnliche Objektive Werte zwischen
0 und ~1 annehmen' und erlaubt beispielsweise im gelben Spektralbereich um 570 nm eine
maximale Auflosung von 350 nm. Durch technischen und wissenschaftlichen Fortschritt in
der Optik gelang es wihrend des 18. und 19. Jahrhunderts Instrumente zu bauen, die diese

Grenze erreichen.

Technische Entwicklung

Ein entscheidender Durchbruch in der strukturellen Zellaufklirung ergab sich durch de Bro-
glies Erkenntnis im Jahre 1924, dass auch elementare Teilchen Welleneigenschaften besitzen.
Dies war der Grundstein fiir die Entwicklung des Transmissionselektronenmikroskops (TEM)

! Fiir Ol- und Wasserimmersionsobjektive, wie sie Giovanni Amici 1840/50 [Dav10] erstmals entwickelte,
kann heute ein Maximalwert von ~1.5 erzielt werden.



im Jahre 1931 durch den spéteren Nobelpreistriager Ernst Ruska. Die Wellenlidnge der Elektro-
nen héngt invers proportional von ihrer Geschwindigkeit ab. Fiir typische Beschleunigungs-
spannungen in der TEM von etwa 100-200 kV [Rei08] bedeutet der Einsatz von Elektronen
an Stelle von Photonen eine rund 10°-fach kleinere Wellenléinge verglichen zur Lichtmikro-
skopie. Die daraus resultierende Auflosungsverbesserung wird jedoch durch die Abbildung
begrenzt, das heilit, durch die Fihigkeit, den einfallenden Elektronenstrahl mit Hilfe von ma-
gnetischen Feldern zu fokussieren. Die Auflosungsgrenze von Transmissionselektronenmi-
kroskopen liegt derzeit im Angstrom—Bereich [Rei08], die von Raster-Elektronenmikroskopen
(SEM) eine GroBenordnung dariiber [Rei98] (vergleiche Abb. 1.1).

2.5-20 ym FTIR/IR microscopy

— 350 nm Optical microscopy, SERS, SRS
— 250 nm CLSM, Confocal Raman, Multiphoton
- 100 nm CARS, SSIM
' 50 nm PALM, STORM, TERS
| 10 nm STED
10nm 100nm 1 pum 10 pm

Centriole - 200 nm

Nucleolus - 300 nm

Nucl -2
Peroxisom - 400 nm ucleus - 2 pm

Membrane - 7 nm

Ribosome - 40 nm

Rough Endoplasmic
Reticulum - 5 pm

Vesicle - 100 nm

Smooth Endoplasmic

Mitochondria - 1 pm Reticulum - 2 ym

Golgi Apparatus - 2 um Lysosome - 250 nm

Cytoskeleton - 10 nm

Abbildung 1.1: Einsatzbereich lichtmikroskopischer Verfahren in der Zellbiologie. Die Aufl6-
sungsgrenze ausgewahlter Mikroskopie-Techniken wird anhand der Zellkompartimente einer euka-
ryontischen Zelle diskutiert (siehe Text). Eine doppelwandige Membran mit einem Durchmesser von
10 um und einer Dicke von 7 nm umgibt die im Zytoplasma eingebetteten Organellen. Organellen mit
einem Durchmesser unter 10 nm sind schwarz, unter 100 nm orange, unter 1 um rot und unter 10 pm
grin gekennzeichnet. Die Auflésungsgrenzen der Mikroskopieverfahren sind dariiber dargestellt und
identisch farblich kodiert. Nach Ref. [Pet10]. Die Werte der lateralen, rAumlichen Auflésung, die der
Abbildung zugrundeliegen, kdnnen im Anhang der Tabelle 1 entnommen werden.

Mit Hilfe der Elektronenmikroskopie gelang es, weitere Strukturen innerhalb der Zelle auf-
zuldsen und deren Organisation und Funktion zu untersuchen. So konnte der Belgier Albert
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Claude 1955 die Struktur des endoplasmatischen Retikulums nachweisen. Die Existenz des
Golgi-Apparats wurde schlielich bestitigt [Far98]. Zudem hatte Claude 1930 das Verfahren
der differentiellen Zentrifugation entwickelt, bei der nach Zellaufschluss einzelne Zellorga-
nellen aufgrund ihrer unterschiedlichen Dichte durch Abzentrifugieren voneinander getrennt
werden konnen. Die Kombination beider Verfahren ermoglichte es, seinem Studenten George
Palade 1955 das Ribosom nachzuweisen. Im gleichen Jahr identifizierte der Brite Christian
de Duve das Lysosom und Peroxisom als weitere organisatorische Bestandteile der euka-
ryontischen Zelle. Fiir diese Entdeckungen wurden sie schlielich 1974 mit dem Medizin-
Nobelpreis fiir ihre Beitrdge zur strukturellen und funktionellen Organisation der Zelle aus-
gezeichnet.

Elektronenmikroskopische Techniken verdnderten unser strukturelles Verstindnis von Zel-
len und Gewebe grundlegend. Eukaryontische Zellen weisen typischerweise einen Durch-
messer zwischen 10-20 pm [AlbO2] auf. Ihre Zellorganellen sind von einer rund 10 nm
dicken, multifunktionalen Membran umgeben (Abb. 1.1). Ihre dreidimensionale Gestalt ver-
dankt die Zelle einem dynamischen Geflecht aus Mikrotubuli, Intermedidrfilamenten sowie
Aktin- und Myosinfilamenten - dem sogenannten Zytoskelett. Die Durchmesser der verschie-
denen Filamente wurden mit Hilfe der Elektronenmikroskopie zu 7 nm (fiir Aktin) bis 25 nm
(fiir Mikrotubuli)® bestimmt [FriO0]. Das Hauptorganell, der Zellkern (zusammen mit sei-
nem Nukleolus), wird vom Endoplasmatischen Retikulum umgeben. Daran benachbart liegt
der Golgi-Apparat, der ebenso wie die Mitochondrien noch mittels Lichtmikroskopie nach-
gewiesen werden konnte. Abgesehen von Ribosomen, die sich an den Membranen des rauen
endoplasmatischen Retikulums befinden, bewegen sich die iibrigen Strukturen wie Lysosome
oder Vesikel frei im Zytoplasma.

Elektronenmikroskopische Techniken liefern hochaufgeldste, jedoch statische Aufnahmen
auf der Nanometer-Skala. Sie sind nicht dazu geeignet, dynamische Prozesse in Echtzeit zu
untersuchen. Lebende Zellen beziehungsweise Organismen konnen nicht in ihrem natiirlichen
Zustand betrachtet werden, da die zu untersuchenden Proben chemisch fixiert und im Vaku-
um behandelt werden [Sch10a]. Der heutige Anspruch der Zellbiologie an mikroskopische
Techniken, das heifit bildgebende Techniken im Sub-Mikrometer-Bereich, besteht weniger
in der Strukturaufkldrung, vielmehr in der Aufkldrung der (chemischen) Zusammensetzung
und Funktion einzelner Bausteine, sowie in der Beobachtung dynamischer Prozesse in leben-
den Systemen [Pet10]. Es gilt dabei, die dreidimensionale, raumliche Bildinformation mit der
analytisch chemischen Information der unpriparierten Probe zu kombinieren und dies nicht
nur in qualitativer, sondern auch quantitativer Form [Day11]. Eine mogliche Fragestellung
aus der Pharmazie wire zum Beispiel die Aufnahme eines Medikaments in den Organismus.
So ist zum einen die lokale Konzentration der Substanz von Interesse, das heifit wo sie sich
anreichert, zum andern der Prozess der Substanzaufnahme in die Zelle selbst. Die Wirkung
des Medikaments, aber auch die Rolle des einzelnen Zellbausteins bei diesem Prozess gilt es
herauszufinden. Die Technik muss also in der Lage sein, zwischen verschiedenen Substanzen
eindeutig zu unterscheiden und dariiber hinaus diese zu quantifizieren.

2 in Abbildung 1.1 ist der Durchschnittswert der Intermedizrfilamente [Ish68] angegeben



Eine Schliisselerfindung hin zur Aufklidrung der Funktionalitiit einzelner Zellkompartimen-
te stellt die Entwicklung des Lasers dar. Sie ermdglichte die nachfolgende Entwicklung der
Fluoreszenzmikroskopie, sowie der konfokalen, laser-scannenden Mikroskopie (CLSM), bei
der die riumliche Auflosung um einen Faktor 1/+/2 besser als in der herkommlichen Licht-
mikroskopie ist [Paw06]. Mit Aufkommen der Immunfluoreszenz-Mikroskopie, bei der Fluo-
reszenzfarbstoffe iiber hochspezifische Antikorper an die Probe koppeln, war es so zum Bei-
spiel moglich, die Vernetzung der einzelnen Bausteine des Zytoskeletts und ihr komplexes
Zusammenspiel sichtbar zu machen [Fri00]. So etablierte sie die Intermediérfilamente als ei-
genstindige Untergruppe.

In der konfokalen Fluoreszenzmikroskopie wird die Probe im Fokus Punkt fiir Punkt ab-
gerastert und das Fluoreszenzsignal (der Marker) beugungsbegrenzt detektiert. In den letzten
Jahren wurden eine Vielzahl von neuen Fluoreszenztechniken entwickelt, die sich zum einen
beziiglich ihrer Photoanregung (Multi-/Einzelphotonen-Fluoreszenzmikroskopie), zum ande-
ren beziiglich ihrer Methodik (Nah-/Fernfeld-Methoden), aber auch der (nicht)linearen Wech-
selwirkung mit dem Chromophor [Sch10a] unterscheiden lassen. Multiphotonen-Mikroskopie
beruht auf der Interaktion zweier (oder mehrerer) Photonen im nahinfraroten Spektralbereich
mit einem Medium. In der Zwei-Photonen-Fluoreszenzsmikroskopie (TPF) [Den90] kommt
es in Folge der Absorption zweier Photonen zur elektronischen Anregung von Zusténden,
die eigentlich nur iiber Photonen im UV/VIS Spektralbereich angeregt werden konnten, und
zur anschlieBenden Fluoreszenz. Die verwendete IR-Strahlung wird — vor allem in Gewebe
— weniger gestreut. Sie ermoglicht so eine groBere Eindringtiefe und hat zugleich weniger
Photoschdden zur Folge [HopO1]. Aufgrund der Nichtlinearitdt des Prozesses ist das Signal
auf den Fokalpunkt des Mikroskops beschrinkt. Trotz hoherer Wellenlidnge 2\ (3 ...) konn-
ten laterale Auflosungen besser als 300 nm erzielt werden (siehe Abb. 1.1). Mit dem Ziel, die
Auflosungsgrenze der optischen Lichtmikroskopie zu verbessern, beziehungsweise zu iiber-
winden, lassen sich bei direkter Fluoreszenzanregung zwei Typen unterscheiden. Mit gingi-
gen Nahfeldmethoden wie TIRF? [Sch10a] und SNOM* [Hec00] werden axiale Auflosungen
im sub-100 nm Bereich erzielt. Eine laterale Auflosung im sub-100 nm Bereich konnte inzwi-
schen auch mit Fernfeldtechniken wie SSIM’, STORM?® und PALM’ erreicht werden (siehe
Abb. 1.1). Mit STED? konnten sogar erstmal 10 nm unterboten werden [Rit09].

Die Mehrzahl der Fluoreszenztechniken heute basiert auf dem Einsatz von Markermolekii-
len. Nicht die Autofluorezenz der Probe selbst, sondern das Fluoreszenzsignal des Markers
wird detektiert. Gruppen-spezifische Marker sind sicherlich gut, um komplexe Systeme, wie
beispielsweise das Cytoskelett, auf einfachem Niveau zu untersuchen, sie verindern jedoch
die natiirliche Umgebung der Probe [Che04]. Mochte man die Wechselwirkung verschiede-

3 Alle verwendeten Abkiirzungen sind im Anhang dieser Arbeit auf Seite 77 zusammengefasst:

engl. total internal reflection fluorescence (microscopy)

engl. scanning near-field optical microscopy — SNOM unterbietet die Beugungsgrenze zugleich auch in
lateraler Ausdehnung um einen Faktor 10-15 [Hec00].

engl. saturated structured illumination microscopy

engl. stochastic optical reconstruction microscopy

engl. photoactivation localization microscopy

engl. stimulated emission depletion
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ner Zellbestandteile miteinander zur gleichen Zeit beobachten, so muss jede Spezies getrennt
markiert und mit einem Farbstoff versehen werden, dessen Emissionsspektrum mit dem der
iibrigen Fluorophore einen geringen spektralen Uberlapp aufweist. Des Weiteren sind Mar-
kermolekiile meist nur fiir Gruppen, wie zum Beispiel fiir Lipide und Fettsduren [S1i09] vor-
handen, jedoch nicht fiir deren einzelne, molekulare Bestandteile. Fiir quantitative Aussagen
wihrend einer Messung eignet sich das Fluoreszenzsignal nur bedingt, da es sich lediglich fiir
geringe Konzentrationen linear verhilt [Lak06]. (Photo)-chemische Reaktionen kénnen zu
Phototoxizitdt und Ausbleichen des Markers fiihren. Letzteres verringert wiederum die Le-
benszeit des Fluorophors und somit den zugédnglichen Beobachtungszeitraum wihrend einer
Messung. Fluoreszenztechniken sind daher nur eingeschrénkt fahig, rdumliche Bildinforma-
tion mit analytisch chemischer Information der eigentlichen Probe zu kombinieren.

Chemisch sensitive Mikroskopie

Chemische Bildgebung basierend auf den molekularen Schwingungsfreiheitsgraden der Pro-
be ermdglicht hingegen den direkten Zugang zu ungefirbten Proben ohne zusétzliches Mar-
kieren [Che04]. Die hohe Korrelation zwischen molekularer Struktur und spektraler Schwin-
gungssignatur der Molekiile ermoglicht eine chemisch spezifische sowie (potentiell) quantita-
tive Identifikation verschiedener Substanzen. Sowohl Raman- als auch Infrarot-Spektroskopie
werden erfolgreich als Kontrastmechanismus zur Bildgebung eingesetzt [Sal09, Kat96]. Bei-
de Techniken sind nichtinvasiv; ihr chemischer Kontrast beruht allein auf den molekularen
Eigenschwingungen des unbehandelten Systems. Ein Einfirben oder Markieren wie in der
Fluoreszenzmikroskopie ist nicht notwendig [Mat07]. Mit der Entwicklung kommerzieller
Vielkanal-Detektoren, ist es moglich geworden, die zur Identifikation der einzelnen Substan-
zen notwendige, spektrale Breitbandinformation gleichzeitig aufzuzeichnen und mit Ortsin-
formation zu kombinieren [Sal09].

(FT)IR-Mikroskopie beruht auf der Absorption von elektromagnetischer Strahlung im in-
fraroten Spektralbereich (IR), bei der die Energie eines absorbierten Photons genau einer mo-
lekularen Schwingungsanregung des Mediums entspricht. Dieser intrinsische Kontrastmecha-
nismus erlaubt es, Systeme sowohl qualitativ als auch quantitativ zu untersuchen. Aufgrund
der groBen Wellenldngen im mittleren IR (2.5-25 um) kommt es zu geringeren Photoschi-
den [HopO1] sowie zur verminderter Streuung des eingestrahlten Lichtes. Neben der geringen
rdumlichen Auflosung im pm-Bereich [Sal09] behindert jedoch die starke Absorption von
Wasser im IR die Anwendung der Infrarot-Mikroskopie fiir Live-Cell-Studien [Che04].

Spontane Raman-Mikroskopie umgeht diese Limitierungen der Infrarot-Mikroskopie. Sie
kombiniert die Eigenschaften der Lichtmikroskopie mit denen der Raman-Spektroskopie. Mit
Hilfe der konfokalen Lichtmikroskopie werden nun Raman-Spektren als Funktion des Or-
tes mit einer lateralen Auflosung im Bereich von ~300-1000 nm (abhingig von der An-
regungswellenldnge) aufgezeichnet. Des Weiteren ist der Einfluss des Wassers sehr gering.
Wasser weist nur kleine Raman-Streuquerschnitte auf und lisst sich beziiglich seiner Ban-
denlage meist gut von den spektralen Signaturen anderer organischer Substanzen abgrenzen.
Raman-Mikroskopie eignet sich daher sehr gut fiir Bio-Imaging, also fiir die chemische Bild-
gebung von Zellen und Gewebe [Sal09]. So findet sie groBe Anwendung im Bereich der



Tumordiagnostik und Krankheitserkennung [Kra06, Kra09a, Beg09], der Stammzellenfor-
schung [Cha09, Chi09] sowie der Echtzeit-Beobachtung metabolischer Aktivititen in Zellen
[Hua03, Hua04, Pul09]. Sie wird jedoch ebenso in der Pharmazie [McGO8], der Archédologie
[Col09, Bio09], der Material- und Nanowissenschaft [Lial0, Dre10] oder sogar zur Spreng-
stoffdetektion [Ali09] eingesetzt.

Der spontanen Raman-Streuung liegt ein inelastischer Streuprozess von elektromagnetisch-
er Strahlung an Materie zugrunde [Ram28]. Inelastisch bedeutet dabei, dass sich die Mole-
kiile des streuenden Mediums vor und nach der Streuung in unterschiedlichen Energiezu-
standen befinden; sie sind schwingungsangeregt. Raman-Streuung ist ein schwacher Prozess:
typische Streuquerschnitte liegen im Bereich von 1072 ¢cm~2 [Lon02], wihrend elektroni-
sche Absorptionsquerschnitte im UV/VIS-Spektralbereich Werte um 10716 cm~2 aufweisen
[Tur09]. Im Gegensatz zur IR-Mikroskopie, deren Signal kollinear detektiert wird, erfolgt
die Raman-Streuung in alle Raumrichtungen, so dass nur ein kleiner Teil, der tatsdchlich ge-
streuten Photonen registriert werden kann. Fiir eine gute Signalqualitét fithrt dieser Umstand
zusammen mit den geringen Streuquerschnitten zu langen Messzeiten, die sich von Sekunden
bis Minuten erstrecken konnen [Lon02, Sal09]. Eine Erhohung der Laserleistungen ist eben-
falls nur eingeschrinkt moglich, da diese verstéirkt zu Photoschdden der Probe aufgrund von
Multiphotonen-Absorption [HopO1] fiihrt. Ferner ist die spontane Raman-Streuung nicht dazu
geeignet, (stark) fluoreszierende Proben zu untersuchen. Die um 12 Gréenordnungen stér-
kere Absorption und daran anschlieBende Fluoreszenz verdeckt das spontane Raman-Signal
vollstindig.

Stimulierte Raman-Mikroskopie

Die vorliegende Arbeit behandelt den Einsatz der Femtosekunden-stimulierten Raman-
Streuung (FSRS) in der Mikroskopie. Im Rahmen meiner Diplomarbeit [Plo07a] konnte ich
erstmals nachweisen, dass FSRS als Kontrastmechnismus zur Bildgebung eingesetzt wer-
den kann. FSRS ist ein nichtlinearer Raman-Prozess, der gegeniiber der spontanen Raman-
Streuung um mehrere Groflenordnungen verstérkt ist [Frol1]. Sein Signal ist selbst-phasen-
angepasst und wird gerichtet emittiert. Im Gegensatz zu anderen verstiarkten Raman-Prozessen,
wie der Resonanz-Raman-Streuung (RRS) [War77], oberflichen-verstiarkten Raman-Streuung
(SERS) [Le 09] und kohérenten anti-Stokes Raman-Streuung (CARS) [Miil07, Eva08], stim-
men FSRS-Spektren mit denen polarisierter, spontaner Raman-Spektren sowohl in Banden-
position als auch Signalhohe tiberein. Ein nichtresonanter Untergrund wie in (CARS) [Miil07,
Eva08] trigt nicht zum Signal bei. Bei einem verstirktem Signalniveau liefert FSRS somit zur
spontanen Raman-Streuung identische Schwingungsspektren und dies bei verkiirzten Mess-
zeiten [KukO7, Frol1]. Das beschleunigte Abtasten der Probe schont vor allem biologische
Proben und ebnet den Weg hin zu Echtzeitaufnahmen von Zellprozessen. Von besonderem
Vorteil ist hierbei die lineare Konzentrationsabhingigkeit der FSRS-Signatur. Sie ermoglicht
eine quantitative Analyse der chemischen Zusammensetzung von Stoffgemischen, wie es zum
Beispiel in Zellen und Gewebe der Fall ist. Der auf FSRS basierende, chemische Kontrast er-
moglicht es der Femtosekunden-stimulierten Raman-Mikroskopie (FSRM), die Zusammen-
setzung unbekannter, unbehandelter Proben ortsaufgelost und zugleich chemisch-selektiv dar-
zustellen.



1 Einleitung

Verschiedene Gruppen haben seit 2007 auf stimulierter Raman-Streuung basierende, ras-
ternde Mikroskope aufgebaut. Sie verwenden zwei Pikosekunden-Laser im 80 MHz-Bereich,
die zum einen optisch [Fre08, Oze09, Gam10], zum anderen elektronisch [Nan(09, S1i09] auf-
einander synchronisiert werden. Die im (N)IR-Spektralbereich angesiedelten Impulse sind
dabei so aufeinander abgestimmt, dass sie exakt eine Raman-Resonanz der jeweiligen Pro-
be adressieren konnen. Beide Impulse werden in (meist) kommerzielle Mikroskopsysteme
eingekoppelt und treten dort mit der Probe in Wechselwirkung. Stimulierte Raman-Streuung
fithrt zu einem Energietibertrag zwischen dem Pump- und Abtastimpuls, wobei die Signa-
landerung des Abtastimpulses mittels Einzelkanal-Lock-in-Detektion mit einer Sensitivitit
von 107% — 1077 [Fre08] aufgezeichnet wird. Dieser Ansatz erlaubt eine schnelle, qualitative
Bildgebung. Dem chemischen Kontrast der FSRM-Aufnahme liegt das Signal einer einzelnen
Raman-Resonanz zugrunde. Fiir Probesubstanzen mit spektral iiberlappenden Schwingungs-
resonanzen ist es nicht moglich, quantitative Aussagen zu treffen. Zur vollstindigen, spek-
tralen Charakterisierung von biologischen Proben, deren exakte Zusammensetzung (meist)
unbekannt ist, muss das Spektrum am Probenort abgerastert werden. Hierfiir wird die Wel-
lenldnge eines der Pikosekunden-Laserimpulse durchgestimmt, wodurch die Aufnahmezeit
deutlich verlidngert wird. Es wird von Scan-Zeiten im Minuten-Bereich berichtet [Gam10].

Femtosekunden-stimulierte Raman-Mikroskopie (FSRM) hingegen erlaubt es, alle Raman-
Resonanzen einer Probe iiber den kompletten Spektralbereich gleichzeitig zu adressieren. Wir
haben diesen Ansatz daher seit 2007 im Rahmen meiner vorliegenden Doktorarbeit weiterver-
folgt und FSRM mit dem Ziel weiterentwickelt, sie als chemische Bildgebung fiir biologische
Anwendungen breitbandig einzusetzen. Die Ergebnisse der Arbeit sind in kumulativer Form
zusammengefasst und in drei Teile gegliedert:

Kapitel 2 behandelt die Eigenschaften und theoretischen Grundlagen der stimulierten
Raman-Mikroskopie. Im ersten Abschnitt wird die stimulierte Raman-Streuung im Rahmen
der nichtlinearen Optik behandelt. Thr chemischer Kontrast wird fiir die hyperspektrale Bild-
gebung verwendet, welche Teil des nachfolgenden Abschnitts ist.

Die FSRM beruht auf der Wechselwirkung zweier synchronisierter, ultrakurzer Laserim-
pulse mit der Probe. In unserem ersten Aufbau werden hierfiir Laserimpulse eines Laser-/
Verstirkersystems mit einer Wiederholrate von 1 kHz [Plo07b] verwendet. Die mittels nicht-
linearer Optik maBgeschneiderten Impulse fithren am Fokus des Mikroskops zur stimulier-
ten Raman-Streuung in der Probe. Die auftretenden Spitzenleistungen sind jedoch fiir bio-
logische Proben nicht vertriglich [Vog05, Cui09]. Eine Verringerung der Impulsenergien,
ist auf der kHz-Anlage nicht moglich, da das FSRS-Signal direkt proportional zur Raman-
Pumpintensitit [PloO7b] ist. Es wurde daher ein neues Laserkonzept basierend auf einem
Laseroszillator bei 75 MHz entwickelt und realisiert [Plo09]. Es ist in Kapitel 3 beschrieben.

Verschiedene Messungen an Fliissigkeiten sowie Festkorpern zeigen eine starke Oszillation
der Grundlinie in den ortsaufgelost aufgenommenen FSRS-Spektren, in Folge derer einzel-
ne Raman-Resonanzen zum Teil unterdriickt, aber auch iiberhoht sind. Dieser Effekt wur-
de bereits in der zeitaufgelosten FSRS-Spektroskopie berichtet [Kuk03, JinO4] und dort als
ein Artefakt der Kreuzphasenmodulation (XPM) zwischen den Raman-Pump- und Raman-



Abtastimpulsen diskutiert. Diese Interpretation kann nicht mit den vorliegenden, experimen-
tellen Ergebnissen in Einklang gebracht werden. Die physikalische Ursache dieses Effektes
konnte mit Hilfe von Messungen und Simulationen ermittelt werden [Plo11] und ist Gegen-
stand des Kapitels 4. Es werden Eigenschaften und Auswirkung der spektralen Modulationen
in der FSRM, sowie experimentelle Moglichkeiten zur Unterdriickung [Plo10] vorgestellt.
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2 Koharente Raman-Bildgebung

A conspicuous phenomenon was
observed by me in ice and in
optical glasses.

(C.V. Raman - Nobel lecture, 1930)

Femtosekunden-stimulierte Raman-Mikroskopie (FSRM) beruht auf einem nichtlinearen
Effekt dritter Ordnung. In diesem Kapitel werden die theoretischen Grundlagen dieser Tech-
nik erarbeitet. Der erste Abschnitt fasst die Entstehungsgeschichte und Eigenschaften der
stimulierten Raman-Mikroskopie zusammen. Ihr chemischer Kontrast basiert auf der stimu-
lierten Raman-Streuung, welche anschlieBend im Rahmen der nichtlinearen Optik behandelt
wird. Der letzte Abschnitt befasst sich mit der hyperspektralen Bildgebung: es wird der Frage
nachgegangen, wie die stimulierte Raman-Streuung (SRS) spektral breitbandig zur Mikros-
kopie eingesetzt wird und wie die ortsaufgeldste, spektrale Information zur chemischen Bild-
gebung genutzt werden kann.

Wie in der Einleitung dargelegt, handelt es sich beim Raman-Effekt um einen schwa-
chen Prozess, der lange Belichtungszeiten zur Folge hat [Lon02, Sal09]. Dies in Kombina-
tion mit der oftmals auftretenden Autofluoreszenz der Probe erschwert den Einsatz sponta-
ner Raman-Mikroskopie fiir mikroskopische Studien an lebenden Systemen [Kra0O9a]. Ein
vielversprechender Ansatz zur Verstirkung des Raman-Signals sind nichtinvasive, kohéren-
te Techniken, wie die kohidrente anti-Stokes Raman-Streuung (CARS) und SRS, welche al-
lein auf der nichtlinearen Interaktion zwischen Licht mit Materie beruhen. Der zuerst in
der Raman-Mikrokopie verwendete kohdrente Verstarkungsmechanismus ist CARS [Miil07].
Seine Eigenschaften werden im Folgenden kurz beschrieben und spektrale Unterschiede zur
spontanen Raman-Streuung herausgearbeitet. Eine ausfiihrlichere Darstellung ist zum Bei-
spiel in den Ubersichtsarbeiten Refn. [Vol05, Rod06, Miil07, Eva08, Dayl1, Paw06] zu fin-
den. Dem gegeniiber steht SRS, dessen verstérkte, spektrale Signatur mit denen polarisierter,
spontaner Raman-Spektren iibereinstimmt. Dies war fiir uns Anlass, SRS als Verstiarkungs-
mechanismus in der Mikroskopie zu verwenden [Plo07b] und sie spektral breitbandig in der
FSRM einzusetzen.

2.1 Koharente Anti-Stokes Raman-Mikroskopie

Kohirente anti-Stokes Raman-Streuung (CARS) wurde erstmals 1965 von Terhune et al.
[Mak65] beschrieben und fand alsbald Einsatz in der Spektroskopie [Beg74, Tol77a, Tol77b].
Ihr Einsatz in der Mikroskopie wurde 1982 von Duncan et al. [Dun82] gezeigt und mit Auf-
kommen abstimmbarer, gepulster Nahinfrarotlaser von Zumbusch et al. [Zum99] schlie$3-
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2 Kohdérente Raman-Bildgebung

lich etabliert. CARS-(Mikro-)Spektroskopie wird heute in verschiedenen Bereichen angefan-
gen von der Katalyse [Dayl1], der Bildgebung biologisch-medizinischer Systeme [Eva08,
Kra09a, Pez11] bis hin zur Untersuchung von Verbrennungsvorgéingen [Roy10] und Mikro-
bischen Typisierungen [Pes08] eingesetzt. In der Zellbiologie und Histologie wird CARS-
Mikroskopie vor allem zur Darstellung von Lipidverteilungen verwendet [Paw06, Le07, Fu08,
Huf08, Bon09, Mey11, Imill].

CARS kann als Sonderfall des Vier-Wellen-Mischens (FWM) betrachtet werden, bei dem
drei elektrische Felder, das des Raman-Pumpimpulses Ep(wp), des Stokes-Impulses Fg(wg)
und des Abtast-Impulses Fp,(wp,) mit der Probe in Wechselwirkung treten. Fillt die Fre-
quenzdifferenz wp —wg mit einer molekularen Eigenschwingung w; des Mediums zusammen,
so wird das Ensemble an schwingenden Molekiilen kohdrent durch die eingestrahlten elektri-
schen Felder angetrieben. Infolgedessen kommt es zur verstirkten Emission eines anti-Stokes-
Signals bei der Frequenz was = wp+wp, —wgs [She84]. Das Schema des CARS-Prozesses ist
in Abb. 2.1(a) dargestellt. Experimentell kommen meist nur zwei Laser zum Einsatz, wobei
die Frequenz des Pumpimpulses wp und Abtastimpulses wp, identisch gewéhlt werden. Man
spricht von 2-Farben-CARS beziehungsweise degeneriertem CARS [Vol05, Miil07]. Wird
einer der monochromatischen Laserimpulse iiberdies durch einen breitbandigen, ultrakurzen
Laserimpuls ersetzt, ist es moglich, mehrere Eigenfrequenzen der Probe gleichzeitig zu adres-
sieren (Abb. 2.1(b)). In der als Breitband-CARS (mCARS) bezeichnete Technik wird meist
der Stokes-Impuls spektral breitbandig gewihlt [Miil07, vV07, Bon09, Par10, Oku08].

virtual virtual
StateS e m——————— S LLLL . StateS e m——————— —_——
A A A
w (V] (V] W,
Wp | Ws | Wer | s ’ . " . Wp | Ws | 00nr | G
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Abbildung 2.1: Schema des CARS-Prozesses. (a) Resonanter Beitrag. Drei elektrische Felder tre-
ten mit einem Medium in Wechselwirkung. Fallt die Frequenzdifferenz wp — wgs mit der Eigenfrequenz
w; des Mediums zusammen, so kommt es zur verstarkten Emission eines anti-Stokes-Signals bei der
Frequenz was. (b) Durch den Einsatz eines spekiral breitbandigen Lichtfeldes lassen sich mehrere
Raman-Resonanzen eines Mediums gleichzeitig adressieren. (c) Nicht-resonanter Beitrag. CARS ist
ein Sonderfall des Vier-Wellen-Mischens. Auch im nicht-resonanten Fall wird ein blau-verschobenes
Feld generiert. Gestrichelte Linien kennzeichnen virtuelle Niveaus.

CARS-Mikroskopie erlaubt es, ebenso wie die spontane Raman-Mikroskopie, ungeférbte
Proben basierend auf ihrem Schwingungskontrast zu untersuchen. Die kohirente anti-Stokes
Raman-Streuung bietet dabei Signalstdrken, die um 4-6 GroBenordnungen [Bon(09, Par10,
Dja07] gegeniiber denen der spontanen Raman-Streuung erhoht sind. Dies hat daher kiir-
zere Aufnahmezeiten bei gleichem Signal/Rausch-Verhiltnis zur Folge. Wird — nicht wie
in mCARS — nur eine Schwingungsfrequenz adressiert, so konnen in Kombination mit ei-
nem laserscannenden Mikroskop Abbildungsgeschwindigkeiten von iiber 20 Bildausschnit-
ten pro Sekunde bei einer Messdauer von 160 ns pro Pixel [Eva0S5] erreicht werden. Die
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2.1 Kohérente Anti-Stokes Raman-Mikroskopie

fehlende spektrale Information verhindert jedoch eine quantitative Analyse der Probenzusam-
mensetzung. Die quadratische Abhingigkeit des CARS-Signals von der Probenkonzentration
erschwert zudem eine Analyse von Stoffgemischen. Im Gegensatz zur spontanen Raman-
Streuung ist das CARS-Signal nicht untergrundfrei. Dies soll Gegenstand des folgenden Ab-
schnitts sein.

Das CARS-Signal

Zur theoretischen Beschreibung des CARS-Prozesses wurden verschiedene-Formalismen
vorgestellt [She76, Lot76, Pen79, Muk86, Boy92, Muk95]. Dieser Abschnitt folgt dem klassi-
schen Formalismus gekoppelter Wellengleichungen nach Ref. [Pen79]. Wihrend des CARS-
Prozesses treten drei elektrische Felder, die des Raman-Pumpimpulses Ep, des Stokes-Impul-
ses Eg und des Abtast-Impulses Ep, mit der Probe in Wechselwirkung. Im Medium in-
duzieren sie eine makroskopische Polarisation P, welche beziiglich des elektrischen Feldes
E = Ep + Eg + Ep, in einer Taylorreihe entwickelt werden kann:

P=cox" E+e(x” EE+x® EEE+..) =P, + Py, 2.1)

¢ ist die Dielektrizititskonstante des Vakuums, Py, und P, die lineare sowie nichtlinearen
Anteile der Polarisation. X(n) stellt den Suszeptibilititstensor n-ter Ordnung dar und bertick-

sichtigt den Einfluss des Mediums. Wihrend X(l) optisch lineare Effekte, wie Absorption
oder Dispersion beschreibt, trigt X@) in isotropen Medien wie Fliissigkeiten hingegen nicht

bei. x® stellt fiir groBe Feldstirken der eingestrahlten ultrakurzen Laserimpulse somit den
dominierenden nichtlinearen Beitrag zur nichtlinearen Polarisation P dar. Die fiir CARS
verantwortliche, nichtlineare Polarisation 3. Ordnung ergibt sich unter Annahme ebener, sich
in z-Richtung ausbreitender Wellen zu'

P(S)(_WAS;WP7 _w57wPr> -

N | —

: {50X(3) (—wAs; wp, —Wg, WPT)EP<WP)E;(WS)EPT(WPT>
[i

x exp [i(kp — ks + kpy)z — iwast] + c.c.}
2.2)

Das detektierte CARS-Signal hingt quadratisch vom emittierten Feld £ 45 ab, dessen Quel-
le die nichtlinearen Polarisierbarkeit P(®) darstellt. Durch Losen der Wellengleichung fiir elek-
trische Felder [Yar07, Eq. 8.3-2] erhalten wir das CARS-Signal

2 . 2
w sin(Akz/2
I o |Ecars|* = (n—:i) O IplsIp, - 2% (iT/;)) : (2.3)

n s beschreibt den frequenzabhingigen Brechungsindex an der Frequenz w 4. Das CARS-
Signal skaliert linear mit den Intensitdten der eingestrahlten Felder. Im Fall des degenerierten

! Fiir in z-Richtung kopropagierende, parallel polarisierte Lichtfelder reduziert sich X (3) auf ein Matrixelement

und kann im Folgenden als skalare GroBe x(®) behandelt werden. Auf eine vektorielle Schreibweise wird im
weiteren Abschnitt verzichtet.
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2 Kohdérente Raman-Bildgebung

CARS ergibt sich fiir den Pump-Impuls eine quadratische Abhingigkeit. Sie ermoglicht
eine verbesserte rdumliche Auflosung in der Mikroskopie [Dayl1]. Das CARS-Signal ist
gerichtet und wird aufgrund seines nichtlinearen Wesens vornehmlich im Fokalvolumen er-
zeugt. Es erlaubt, einzelne Schichten ohne den Einsatz von Irisblenden wie in der Fluores-
zenzmikroskopie abzubilden. Wihrend in der CARS-Spektroskopie die Phasenfehlanpassung
Ak = kas — (kp — ks + kp,), die der letzte Term in Gleichung 2.3 beschreibt, aufgrund des
frequenzabhingigen Brechungsindex von zentraler Bedeutung ist [Miil07], spielt sie in der
Mikroskopie nur eine untergeordnete Rolle [Che04]. Die Schichtdicken relevanter Proben be-
tragen nur einige Mikrometer, so dass die damit verbundene Wechselwirkungsldnge 2 kleiner
als 7/ Ak ist. Das CARS-Signal skaliert quadratisch mit der nichtlinearen Suszeptibilitit ),
Diese dominiert das Frequenzverhalten der CARS-Intensitédt und setzt sich aus zwei Beitrigen
zusammen [Pen79]:

X =x® +xbk (2.4)

Die als resonanter Beitrag bezeichnete Grofe Xg) ist direkt proportional zum Raman-Streu-

querschnitt und zur Konzentration des Mediums [Pen79]. Sie ist komplexwertig und triagt nur
an den Eigenresonanzen des Systems zum CARS-Signal bei. Die reellwertige Grof3e XE\%
gibt die elektronische Antwort der Probe wieder. Sie wird als nicht-resonanter Untergrund
bezeichnet und ist niherungsweise frequenzunabhingig. Thr konstanter Beitrag zu y®) hat
eine zusitzliche, ebenfalls blauverschobene Emission zur Folge, unabhiingig davon, ob eine

Eigenschwingung des Systems adressiert ist oder nicht.

CARS ist ein kohédrenter Prozess, bei dem beide Beitrige, die resonante sowie nicht-resonan-
te Antwort der Probe, interferieren. Die quadratische Abhéngigkeit des CARS-Signals von der
nichtlinearen Suszeptibilitit hat drei Terme zur Folge:

O = XS xWrl? = W12+ XSGR+ 2 xSk Re{x} (2.5)

einen quadratischen Beitrag des resonanten und nicht-resonanten Untergrunds, sowie einen
Mischterms aus beiden. Letzterer erschwert eine einfache Subtraktion des nicht-resonanten
Beitrags. Das CARS-Signal hingt quadratisch vom resonanten Beitrag Xg) ab, welcher li-
near mit der Anzahl der streuenden Molekiile im Probenvolumen verkniipft ist. Fiir stark
Raman-streuende Substanzen skaliert das CARS-Signal daher im Gegensatz zur spontanen
Raman-Streuung quadratisch mit der Konzentration. Dies erschwert eine direkte quantitative
Analyse von Proben, vor allem Gemischen [Day11]. Im Grenzfall einer geringen Konzentrati-
on an Raman-aktiven Molekiilen im Fokalvolumen oder schwach Raman-aktiver Substanzen
skaliert das CARS-Signal ebenfalls linear [Dayl1]. Der nicht-resonante Signalbeitrag kann

das Raman-Signal jedoch vollstindig verdecken [Jurll].
CARS-Spektren besitzen aufgrund des nicht-resonanten Untergrunds eine dispersive Lini-

enform und stimmen nicht mit denen spontaner Raman-Spektren iiberein. In Spektralberei-
chen mit vielen Banden, wie dem Fingerprintbereich lassen sich CARS-Spektren nur schwer
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2.1 Kohérente Anti-Stokes Raman-Mikroskopie
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interpretieren [Eva08]. Die chemische Selektivitit des Spektrums ist aufgrund des nicht-
resonanten Untergrunds deutlich reduziert [Kra09a]. Dies soll in Abbildung 2.2 an einem Bei-
spiel aus der Literatur [Var06] dargestellt werden. Eine Mischung der Biomolekiile Adenosin-
monophosphat (AMP), -diphosphat (ADP) und -triphosphat (ATP) in Wasser wurde mit Hil-
fe von spontaner Raman-Spektroskopie (schwarz) und mCARS-Spektroskopie (blau) unter-
sucht. Wihrend sich das spontane Raman-Spektrum durch lorentzférmige Raman-Resonanzen
[Lon02] auszeichnet, weist die CARS-Signatur einen klaren Offset auf. Ihre Linienform ist
aufgrund des nichtlineare Untergrund stark dispersiv, rotverschoben und gegeniiber dem nor-
malen Raman-Spektrum verzerrt.

Die Existenz des nicht-resonanten Untergrunds hat den Einsatz der CARS-Mikroskopie
lange Zeit behindert [Eva08]. So wurde ein groer Aufwand betrieben, neue Techniken zu
entwickeln, die diesen kohdrenten Storbeitrag unterdriicken, oder zumindest sinnvoll einzu-
setzen wissen [Miil07]. Sie konnen hinsichtlich ihrer Implementierung unterschieden wer-
den. Neben numerischen Verfahren [Liu09, Var06, Rin07, Che07] werden experimentelle
Ansitze verwendet, die beispielsweise die Richtungsabhingigkeit des CARS-Signals [Fan10,
Che01b, Vol01] oder die unterschiedliche Polarisationsabhéingigkeit des resonanten und nicht-
resonanten Beitrags [CheOla, Che04] ausnutzen. Neben anderen Techniken [Gan06, Bur06,
Fanl10, Jurll, Lan09, Kon10, Kra09a] kommen zeitaufgeloste [Vol02] und heterodyne De-
tektionsschematas [Pot06] sowie nichtlineare, interferometrische CARS-Mikroskope [Eva04,
And06, Ors10] zum Einsatz.

Mit Hilfe dieser Techniken lédsst sich der Einfluss des nicht-resonanten Storbeitrags reduzie-
ren. Sie haben jedoch oft eine Verringerung des resonanten Signalbeitrags zur Folge oder sind
mit erheblichem, experimentellen Aufwand verbunden [Fan10]. Die physikalische Ursache
des elektronischen Beitrags XE\% lasst sich zudem nicht unterbinden. Wir haben daher be-
gonnen, die Eigenschaften einer weiteren nichtlinearen Raman-Technik, der Femtosekunden-
stimulierten Raman-Streuung zu nutzen und sie als chemischen Kontrastmechanismus in der
Mikroskopie einzusetzen. Bei dieser erwartet man ein untergrundfreies Signal [Owy78]. Thre
physikalischen Grundlagen sowie technische Implementierung sind Gegenstand des folgen-

den Abschnitts.
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2 Kohérente Raman-Bildgebung

2.2 Femtosekunden-stimulierte Raman-Mikroskopie

Stimulierte Raman-Streuung (SRS) wurde 1962 wihrend der Entwicklung eines modenge-
koppelten Rubinlasers entdeckt [Wo062, Eck62]. Die als Giiteschalter verwendete Kerr-Zelle
enthielt Nitrobenzol, und fiihrte bei hohen Laserintensitidten zur Abschwichung des Pump-
impulses und zu einer zusitzlich rotverschobenen Emission. Zwei Jahre spéter konnte der
inverse Prozess — die stimulierte Raman-Abschwichung — experimentell beobachtet werden
[Jon64]. Eine theoretische Beschreibung beider Entdeckungen folgte unmittelbar [Blo67] und
war Inhalt verschiedener Ubersichtsarbeiten der 70er und 80er Jahre [Kai72, Pen79, Blo87].
Seit der Entwicklung durchstimmbarer Farbstofflaser zu Beginn der 70er Jahre [Zin11] wird
SRS fiir spektroskopischen Untersuchungen verwendet [Owy77, Lau78, Lev79].

Femtosekunden-stimulierte Raman-Streuung (FSRS) hingegen, die auch als breitband-
stimulierte Raman-Streuung bezeichnet wird, ist eine Neuentwicklung. Sie wurde erstmals
1999 von der Gruppe um M. Yoshizawa in der zeitaufgelosten Femtosekunden-Spektroskopie
eingesetzt [ Yos00] und in der Gruppe von R. Mathies schlieBlich etabliert [Kuk07, Frol1].

Der erfolgreiche Einsatz von SRS beziehungsweise FSRS in der Mikroskopie konnte erst-
mals 2007 in meiner Diplomarbeit demonstriert werden [PloO7b]. In der Zwischenzeit haben
auch andere Gruppen [Fre08, Nan09, Oze09, Gam10, Sli10] SRS-Mikroskope entwickelt.
Diese werden mit den in der FSRM verwendeten Aufbauten in Kapitel 3 verglichen.

Stimulierte Raman-Mikroskopie wird in der bio-medizinischen Bildgebung, sowie fiir Fra-
gestellungen der Pharmakologie [Saalla, S1i09] und Lebensmittelchemie [Roell, SaalOb]
eingesetzt. In der bio-medizinischen Bildgebung diente sie zur Visualisierung verschiede-
ner Zell- und Gewebetypen in vitro [Fre08, Nan09, Ozel0a, S1i09] als auch in vivo [Minl1,
Ozel0a, SaalOa, Wan11], zur Darstellung von Substanzverteilung [Fre08, Min11] sowie zum
RNAIi-Screening [Wanl11] in lebenden Organismen.

Stokes Anti-Stokes

Wp - W; wp wp +w; Frequency w

Abbildung 2.3: FSRS-Experiment. Ein spektral schmaler Raman-Pumpimpuls (Frequenz wp) und
ein spektral breiter Raman-Abtastimpuls (Frequenzkomponenten w) treten mit einem Medium in
Wechselwirkung. Bei einer Ubereinstimmung der Frequenzdifferenz Aw = |w — wp| mit der Frequenz
einzelner, molekulare Schwingungsmoden w; der Probe kommt es zur stimulierten Raman-Streuung.
Diese macht sich im Spektrum des Abtastimpulses als Signalabnahme (anti-Stokes-Seite), bezie-
hungsweise Signalzunahme (Stokes-Seite) der zugehdérigen Frequenzkomponenten bemerkbar.
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2.2 Femtosekunden-stimulierte Raman-Mikroskopie

In der FSRS-Technik kommen zwei kurze Laserimpulse zum Einsatz: zum einen ein spek-
tral breiter Femtosekunden-Impuls mit Frequenzen w zur Abfrage — er wird im Folgenden als
Raman-Abtastimpuls bezeichnet; zum andern ein intensiver, spektral schmaler Pikosekun-
denimpuls mit Frequenz wp — er wird im Folgenden als Raman-Pumpimpuls bezeichnet. Bei
zeitgleichem Auftreffen der Felder auf ein Medium kommt es zu einer Anregung solcher mo-
lekularen Schwingungsmoden w; der Probe, deren Frequenz mit der Differenzfrequenz w—wp
der Laserimpulse zusammenfillt. Es gilt

In Folge der kohédrenten Wechselwirkung zwischen den eingestrahlten Laserimpulsen und
den Schwingungsmoden des Mediums fiihrt die stimulierte Raman-Streuung fiir Frequenzen
w < wp (Stokes-Seite) zu einer exponentiellen Verstirkung des Raman-Abtastimpulses und
gleichzeitig zu einer exponentiellen Abschwichung des Raman-Pumpimpulses. Fiir Frequen-
zen w > wp (anti-Stokes-Seite) sind die Rollen vertauscht. Es kommt zur Verstirkung des
Raman-Pumpimpulses und Abschwichung des Raman-Abtastimpulses an den zugehdrigen
Eigenmoden des Systems. Beide Betridge konnen im Spektrum des Femtosekunden-Impulses
beobachtet werden (siehe Abb. 2.3).

In Anlehnung an die Nomenklatur der spontanen Raman-Spektroskopie werden auch fiir
die stimulierte Raman-Streuung die Begriffe Stokes und anti-Stokes verwendet. Sie bezeich-
nen jedoch keine unterschiedlichen Streuprozesse, sondern dienen allein zur Benennung der
beziiglich des Raman-Pumpimpulses rotverschobenen beziehungsweise blauverschobenen
Spektralbereiche. Im Gegensatz zur spontanen Raman-Streuung, bei der ein Signal auf der
anti-Stokes-Seite nur bei Schwingungsanregung des Mediums beobachtet werden kann, ist fiir
die stimulierte Raman-Streuung auf der anti-Stokes-Seite keine Besetzung des angeregten Zu-
standes notwendig. Sowohl im stimulierten Stokes- als auch anti-Stokes-Prozesses wird Ener-
gie, die einem Anregungsquantum der molekularen Schwingung w; des Molekiils entspricht,
aus dem eingestrahlten Strahlungsfeld auf das Molekiil iibertragen. Stimulierte Raman-Streu-
ung erlaubt somit eine spektroskopische Untersuchung von Prozessen im Schwingungsgrund-
zustand der Molekiile. Die spektroskopische Information des FSRS-Prozesses kann durch
Detektion des Raman-Abtastimpulses in Anwesenheit 5 (w) und Abwesenheit des Raman-
Abtastimpulses /p,(w) zuginglich gemacht werden. Durch Referenzieren beider Spektren
gemil

_ )

R(w) = To(@)

-1 (2.7)

erhilt man das FSRS-Signal R(w). Die Signaldnderungen sind in in Abb. 2.4 schematisch
dargestellt. Auf der Stokes-Seite zeichnet sich das FSRS-Spektrum durch ein positives Signal
(Raman-Gain) auf der anti-Stokes-Seite durch ein negatives Signal (Raman-Loss) aus. Beide
Spektren gleichen einem linear polarisierten, spontanen Raman-Spektrum — ihre Signalstér-
ke ist jedoch um mehrere Grolenordnungen [McCO03] erhoht. Die exponentielle Verstirkung
der SRS-Signals sowie ihr zugrundeliegender Mechanismus sind Gegenstand des folgenden
Abschnitts.
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2 Kohdérente Raman-Bildgebung

Stokes Anti-Stokes

‘ " l Frequency w
|

N,

B

Abbildung 2.4: Schematisches FSRS-Spektrum. Durch Referenzieren des Raman-Abtastspektrum
in Anwesenheit des Raman-Pumpimpulses auf das in Abwesenheit erhalt man das FSRS-Spektrum.
Die stimulierte Raman-Streuung macht sich dabei als positives Signal auf der Stokes-Seite und nega-
tives Signal auf der anti-Stokes-Seite bemerkbar.

I
wp

Das SRS-Signal

Stimulierte Raman-Streuung (SRS) ist ein nichtlinearer Raman-Prozess, bei dem Photo-
nen inelastisch an Materie gestreut werden. Eine vollstindige Beschreibung diese Prozes-
ses erfordert eine quantenmechanische Darstellung sowohl des Molekiils, der eingestrahl-
ten, elektromagnetischen Felder, als auch der stimulierten Raman-Wechselwirkung selbst.
Zur theoretischen Beschreibung der stimulierten Raman-Streuung wurden seit ihrer Entde-
ckung 1962 verschiedene, quantenmechanische [Hel63, Muk95] aber auch (semi-)klassische
Ansitze [Lou63, Blo64, She65, Pen79, Boy92] vorgestellt, die in der Lage sind, Teilaspek-
te der SRS, wie beispielsweise das Signal/Rausch-Verhiltnis [Oze10b], zu erklidren. Bei den
Lichtintensitdten, die typischerweise in der stimulierte Raman-Streuung eingesetzt werden,
tritt die Kornigkeit des Lichts, seine Quantisierung, dabei in den Hintergrund und erlaubt
eine klassische Beschreibung in Form ebener, elektromagnetischer Wellen. Dies ist Ausgangs-
punkt fiir die vereinfachte Beschreibung der SRS in (semi-)klassischen Betrachtungen. Der
weitere Abschnitt folgt einer klassischen Beschreibung der stimulierten Raman-Streuung in
Form gekoppelter, elektromagnetischer Wellen [Pen79, Boy92], Die molekulare Antwort wird
in Form eines oszillierenden Dipols beriicksichtigt, der durch das einfallende elektrische Feld
von auBen induziert wird. Die modifizierte makroskopische Polarisation des Mediums, fiihrt
zur Erzeugung neuer Frequenzen. Der gepulste Charakter der FSRS wird zudem in den Arbei-
ten von Lee et al. [Lee04] sowie Yoon et al.[ YooOS5] beriicksichtigt. Eine vollstidndig, quan-
tenmechanische Beschreibung von FSRS ist noch immer Gegenstand aktueller Forschung
[Sun08, Mar10, Meh09].

Im Rahmen der nichtlinearen Optik kann die stimulierte Raman-Streuung als ein kohdren-
ter Prozess zwischen drei eingehenden elektrischen Feldern und einem Raman-aktiven Me-
dium behandelt werden. Er wird im Folgenden fiir die stimulierte Stokes-Streuung beschrie-
ben und anschlieBend auf den Fall der stimulierten anti-Stokes-Streuung iibertragen. Zwei
einfallende Lichtfelder, die des Raman-Pumpimpulses mit Frequenz wp sowie des Stokes-
Impulses mit Frequenz wg, fithren zu einer kohirenten Schwingungsanregung des Mediums,
welche allméhlich mit einer ihr charakteristischen Dephasierungszeit 75 ; zerfillt (siehe Ab-
bildung 2.5). Diese Schwingungsanregung modifiziert die makroskopische Polarisation des
Molekiils periodisch mit der Schwingungsfrequenz w,; des Molekiils und fiihrt in einer wei-
teren Wechselwirkung mit dem elektrischen Feld des Raman-Pumpimpulses zur Emission
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Abbildung 2.5: Schema des SRS-Prozesses. (a) Stokes-Prozess. Die elekirischen Felder des
Raman-Pumpimpulses w, und des Raman-Abtastimpulses w flhren zu einer Schwingungsanregung
w; des Mediums, die mit der Dephasierungszeit T ; zerfallt. Eine weitere Anregung durch den Raman-
Pumpimpuls fihrt schlieBlich zur stimulierten Emission und somit Verstarkung des Abtastimpulses. (b)
Anti-Stokes-Prozess. Die Rolle der elektrischen Felder von Raman-Pump- und Raman-Abtastimpuls
sind vertauscht. Der SRS-Prozess fuhrt nun zur Verstarkung des Raman-Pumpimpulses und zur Ab-
schwéchung des Abtastimpulses.

eines elektrischen Feldes mit Frequenz wg. Die Uberlagerung zwischen dem einfallenden
Raman-Pumpimpuls und dem emittierten Stokes-Impuls wiederum, fiihrt zu einer Schwe-
bung, dessen Frequenz identisch mit der molekularen Schwingungsfrequenz ist. Diese wie-
derum verstirkt die Schwingungsamplitude, welche eine Verstirkung des Stokes-Impulses
zur Folge hat. Das exponentielle Anwachsen des SRS-Signals in Abhiingigkeit der Amplitude
des Pump-Impulses und der Wegstrecke, die das Licht im Medium zuriicklegt, beschreibt der
nachfolgende Abschnitt.

In der FSRM finden zwei linear polarisierte, Gauss-formige Laserimpulse, der Raman-
Pumpimpuls mit Amplitude Ep sowie der Stokes-Impuls mit Amplitude Eg, Verwendung.
Unter der Annahme von bandbreitenlimitierten Laserimpulsen, welche eine Zentralfrequenz
wp und eine Impulsdauer 7 besitzen und sich in z-Richtung ausbreiten, lassen sich ihre elek-
trischen Felder im Frequenzraum in folgender Form beschreiben [Lee(04]

E(z,w) = EgV2rry - exp {—(w —wo)?73/2} - exp (iwpz/c). (2.8)

c stellt die Lichtgeschwindigkeit dar. Der Index 0 dient hierbei als Platzhalter fiir die In-
dizes der beiden Laserimpulse. Die nichtlineare Antwort des Mediums auf die eingestrahlten
Lichtfelder kann durch die nichtlineare Suszeptibilitit 3. Ordnung X(3) beschrieben werden.
Diese reduziert sich in der FSRM fiir isotrope Medien auf ein Matrixelement y*) und wird
in GI. (2.9) ebenso wie die elektrischen Felder der Laserimpulse als skalare GroBe behandelt.
Der fiir die stimulierte Raman-Streuung verantwortliche Term der nichtlinearen Polarisation

P®) [Pen79, Boy92, Yar07] ergibt sich an der Frequenz ws = wp — w; zu

PG (wg, 2,t) = . {50X(3) (ws) |EP((,UP)|2 Es(ws) x exp{iksz} + c.c.} (2.9)

| O
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2 Kohdérente Raman-Bildgebung

Die zeitlichen Abhingigkeit der nichtlinearen Polarisation P® fiihrt zur Erzeugung eines
neuen elektrischen Feldes Es mit Wellenvektor kg = wg/c. Die getriebenen Wellengleichung
fiir das neu erzeugte Feld vereinfacht sich in der SVA-Niherung? zu [Boy92, Eq. 10.3.20]

dE 3w
= O wg) | Ep(wp)|” s (2.10)
z nsCo

wobei ng den Brechungsindex des Mediums an der Frequenz wg beriicksichtigt. Durch
Integration ergibt sich das emittierte Stokes-Feld zu

2 ) B2 . 1)

FEs(z,w) = Es(0,w) - exp {

nsCo

FEs(0,w) bezeichnet den Stokes-Impuls vor der SRS-Wechselwirkung. Dieser erfihrt beim
Durchqueren des Mediums eine exponentielle Verstirkung in Abhiingigkeit der zuriickgeleg-
ten Wegstrecke sowie der Intensitit des Raman-Pumpimpulses. Der Vorfaktor im Exponenten
wird in der Literatur [Pen79] haufig unter dem Begriff des Raman-Verstiarkung-Koeffizient G
zusammengefasst. Er ist linear mit der nichtlinearen Suszeptibilitidt des Mediums verkniipft

30.]5

G(ws) = ——=Im{x® (ws)}. (2.12)

ngsCo

Das kohirente Signal der stimulierte Raman-Streuung liegt bei den gleichen Anregungsfre-
quenzen wie die des transmittierten Stokes-Impulses. Das gemessene FSRS-Signal (verglei-
che Gl. (2.7)) ergibt sich daher aus dem referenzierten Betragsquadrat des Stokes-Impulses
vor und nach der Interaktion mit der Probe.

| Bs(w, 2)[?

R(w) = B OF 1 =exp {2G(w) |Ep(wp)|* 2} — 1 (2.13)

Fiir kleine Werte des Exponenten kann der Ausdruck entwickelt werden. Die gemessene
Raman-Verstirkung ldsst sich schreiben als

R(w) ~2-G(w) |Ep(wp)[* - 2 (2.14)

Wie in Abschnitt 2.1 ausgefiihrt, besitzt die nichtlineare Suszeptibilitit ) sowohl einen

elektronischen, nichtresonanten Anteil X%% als auch einen resonanten Anteil Xg) (siehe Glei-

chung (2.1)). Da nur der resonante Beitrag eine komplexwertige Grof3e darstellt, skaliert das
Signal der stimulierten Raman-Streuung linear mit dem Imaginérteil des resonanten Beitrags

Xg)- Dieser wird auch als Raman-Suszeptibilitit bezeichnet und hat folgende Gestalt

2 engl. slowly varying amplitude - Unter der Annahme, die Feldamplitude #ndere sich langsam beziiglich des

Ortes, d.h. %27]5 < ’“g ZE , vereinfacht sich die Wellengleichung auf eine Differentialgleichung 1. Ordnung.
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2.2 Femtosekunden-stimulierte Raman-Mikroskopie

Abbildung 2.6: Raman-Suszeptibilitat !>
Real- (schwarz) und Imaginarteil (blau)
- RedXPws) =1, 4 der Raman-Suszeptibilitat 3 als Funkti-
on der Stokes- beziehungsweise anti-Stokes-
Frequenz. Wéahrend der Realteil an den Re-

sonanzen wp + w; durch eine dispersive Li-
|1 nienform gezeichnet ist, weist der Imaginér-
Rew,y | tell eine Lorentz-férmige Gestalt auf. Dessen

Halbwertsbreite ist Gber I und seine Ampli-
tude Uber A/T gegeben. Der negativer Wert
fir wg = wp — w; beziehungsweise positiver
: ' : ' : Wert fiir was = wp + w; hat eine Verstarkung

IM{X$(was)}

Raman Susceptibility
o

il Weo We beziehungsweise Abschwéchung des SRS-
Frequency ws or wps Signals zur Folge. Nach Ref. [Boy92].
A
3
X (W) = (2.15)

wi— (wp—w)—i-T

I = 1/T; beschreibt die Halbwertsbreite der Raman-Linie und ist invers proportional zur
Dephasierungszeit 75 ; der Schwingungskohidrenz. w; beschreibt die Frequenz der Raman-
Resonanz und A/T" die Amplitude der Lorenzkurve. Beide Beitridge der komplexwertigen
GroBe sind in Abbildung 2.6 dargestellt. Wihrend sich der Realteil durch seine dispersive
Linienform auszeichnet, weist der Imaginérteil von xﬁ’) eine Lorentz-féormige Gestalt® auf.
Abbildung 2.6 zeigt die nichtlineare Suszeptibilitit als Funktion der Stokes-Frequenz wg so-

wie anti-Stokes-Frequenz w 4. Es gilt [Pen79]
X (ws) = (X (was))* (2.16)

Nachdem der Imaginirteil der nichtlinearen Suszeptibilitit an der Raman-Resonanz wp — w;
negativ ist [Boy92], fiithrt die stimulierte Raman-Wechselwirkung fiir den Stokes-Impuls zu
einer exponentiellen Verstiarkung. Diese kann zum Beispiel zur Verstirkung von Laserimpul-
sen in Faser-Lasern eingesetzt werden [YarO7]. Fiir den anti-Stokes-Impuls hingegen hat die
positive Amplitude eine exponentielle Abnahme wihrend des SRS-Prozesses zur Folge.

Die nichtlineare Suszeptibilitit selbst ist direkt proportional zum spontanen Raman-Streu-
querschnitt g—g R sowie zur Konzentration [C] der Probe [Pen79]. Das detektierte FSRS-
Signal hingt daher insgesamt von folgenden Gré8en ab

R(w) ~ Const. - do

dQ\spR~w.z~Ip~[C} (2.17)

3 Hierbei wird davon ausgegangen, dass die spektrale Auflosung des Experiments besser als die Linienbreite
des molekularen Ubergangs ist, und diese nur homogen verbreitet ist [Pen79].
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2 Kohdérente Raman-Bildgebung

Eigenschaften

Stimulierte Raman-Streung ist eine kohédrente Form der Raman-Streuung, welche im Ge-
gensatz zu CARS untergrundfrei ist. Die elektronische Antwort des Mediums, beschrieben
durch ihre nichtlineare Suszeptibilitit XE\?;)R’ interferiert nicht mit dem zu detektierenden Sig-
nal. Das FSRS-Spektrum ist direkt proportional zum Streuquerschnitt j—g R der spontanen
Raman-Streuung und somit identisch zur spontanen Raman-Signatur der Probe. Zur gleichen
Zeit besitzt SRS aufgrund der exponentiellen Verstiarkung des emittierten Stokes-Strahls ge-
geniiber der spontanen Raman-Streuung ein um 4-7 GréBenordnungen [S1i10, KukO7] hohe-
res Signalniveau. Dieses hat hohere Signal/Rausch-Verhiltnisse der Spektren [Owy77, Kuk07,
Minl1] sowie kiirzere Aufnahmezeiten zur Folge [McCO03]. Stimulierte Raman-Mikroskopie
kann hiervon profitieren und erlaubt — abhéngig von der Anzahl der ausgelesenen Kanile
beziehungsweise gleichzeitig detektierten Spektralkomponenten — Rastergeschwindigkeiten
zwischen 100 ns - 10 ms pro Pixel [SaalOa, Plo09]. Gegeniiber CARS weist SRS vergleichba-
re [Oze09] oder gar iiberlegene Signal/Rausch-Verhiltnisse im Fall schwach Raman-aktiver
Substanzen [Minl1] auf. Im Gegensatz zur spontanen Raman-Streuung ist die stimulierte
Raman-Streuung ein gerichteter Prozess, bei dem das erzeugte Feld mit den eingestrahlten La-
serfeldern kopropagiert. Das gerichtete SRS-Signal kann in der Spektroskopie [Boy92] wie
in der Mikroskopie [Plo09, Fre08, S1i10] sowohl in Verwirts- als auch Riickwirtsstreuung
detektiert werden. Das inkohidrente Signal einer moglichen Autofluoreszenz der Probe trigt
gegeniiber des gerichteten Signals der stimulierten Raman-Streuung kaum bei [S1i10]. Bei
Verwendung hochauflosender Mikroskopobjektive konnte sie zwar auf der Stokes-Seite fiir
einen geringen Untergrunds sorgen, auf das blauverschoben detektierte Signal in der FSRM
hat sie jedoch keinen Einfluss. Im Gegensatz zur CARS, ist SRS selbst-phasenangepasst, das
heift die Impulserhaltung kpsrs = kp — kp + kg = Kg ist automatisch fiir alle Spektral-
komponenten erfiillt. Dies ermoglicht den Einsatz breitbandiger Laserimpulse in der FSRS
beziehungsweise der FSRM und erlaubt sowohl eine kollineare [Plo07b] als auch gekreuzte
[Lai06] Strahlfiihrung*. Die Breite des WeiBlichtimpulses gibt hierbei das spektrale Beob-
achtungsfenster der Raman-Wechselwirkung vor und erlaubt es alle Raman-Resonanzen un-
ter 4000 cm~! gleichzeitig zu adressieren [Plo07b, Plo09]. Die spektrale Breite des Raman-
Pumpimpulses bestimmt die spektrale Auflosung auf etwa 15-20 cm~! [Plo07b, P1o09]. Sti-
mulierte Raman-Streuung skaliert ebenso wie die spontane Raman-Streuung linear mit der
Probenkonzentration, wodurch sie sich sehr gut zur direkten, chemisch-sensitiven Analyse
von Stoffgemischen eignet. Sie ist in der Lage, Konzentrationen im mikro- bis millimolaren
Bereich zu detektieren [Fre08, Lai06, Plo09]. Das Signal der stimulierten Raman-Streuung
beschrinkt sich aufgrund der nichtlinearen Raman-Wechselwirkung ausschlieBlich auf das
Fokalvolumen. FSRM ist daher in der Lage, auch dicken Proben schichtweise abzubilden und
dreidimensionale, beugungsbegrenzte Rekonstruktionen der Probe vorzunehmen [SaalOa].

Bei der stimulierten Raman-Streuung wird das Raman-aktive Medium aus seinem Schwin-
gungsgrundzustand in den ersten angeregten Schwingungszustand angehoben. Ein Unter-
schied in der Wahl des Spektralbereichs beziiglich Stokes- und anti-Stokes-Seite ist dabei
nicht gegeben. Fiir die Raman-Verstirkung gilt [Pen79]

* Eine gekreuzte Strahlfiihrung wird in der FSRM noch nicht verwendet, da sie eine verringerte riumliche
Auflosung zur Folge hat.
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Ws NAs . |G(

G(ws) = wA5)| (218)

ng WAas

wobei wg bzw. w4 g die Frequenz, an der das FSRS-Signal detektiert wird, und ng bzw. n 4¢
den zugehorigen Brechungsindex bezeichnet. Dieser Zusammenhang ist in Abbildung 2.7(a)
anhand der Raman-Gain- und Raman-Loss-Spektren von Cyclohexan gezeigt. Beide Spektren
weisen eine identische spektrale Signatur auf. Die Amplitude des Raman-Loss-Spektrums ist
leicht erhoht. Um eine Vergleichbarkeit der Spektren experimentell zu gewihrleisten, wur-
de wihrend der Messung nur ein Langpass- gegen einen Kurzpassfilter ausgetauscht. Spek-
trale Abweichungen im Bereich der hochfrequenten Raman-Resonanzen im Raman-Loss-
Spektrum sind auf die mangelnde spektrale Auflosung des Gitterspektrographens® zuriickzu-
fithren. Eine nicht-unterdriickte Oszillation der Grundlinie im Raman-Loss-Spektrum (sieche
Kapitel 4) kann hier durch Spline-Substraktion eleminiert werden.
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Abbildung 2.7: Linearitat des FSRS-Signals auf Stokes- und anti-Stokes-Seite. (a) Raman-Gain-
(grau) und Raman-Loss-Spekirum (schwarz) von Cyclohexan. Die Energie des Raman-Pumpimpulses
betragt 100 nd. lhre spektralen Signaturen stimmen Uberein. (b) Auf Detektionsfrequenz normiertes
FSRS-Signal der Raman-Resonanzen von Cyclohexan bei 800 cm~* (blau) und 1200 cm~* (griin) als
Funktion der Raman-Pumpenergie. Stokes- (geflillte Symbole) wie anti-Stokes-Seite (offene Symbole)
weisen ein identisches, lineares Verhalten auf. Die Steigungen der an die Messdaten angepassten
Geraden (durchgezogene Linien) stimmen fir beide Spektralbereiche sehr gut lberein. Die Daten
wurden auf der kHz-Anlage [Plo07b] aufgezeichnet.

Das gemessene FSRS-Signal skaliert fiir geringe Intensitdten des eingestrahlten Raman-
Pumpimpulses linear mit dessen Intensitidt /p. Dies zeigt Abbildung 2.7(b). Es wurden das
Raman-Gain- sowie Raman-Loss-Spektrum von Cyclohexan fiir verschiedene Energien auf-
genommen. Fiir einen Vergleich der Spektren auf Stokes- und anti-Stokes-Seite, wurden die
Bandenhohen auf ihre Detektionsfrequenz o = w/2mwcy normiert (siche Gleichung (2.17)).
Die korrigierte Signalamplitude der in Abb. 2.7(a) farblich markierten Raman-Resonanzen
bei 800 cm~! (blau) sowie 1200 cm™~! (griin) sind als Funktion der Impulsenergie in Abbil-
dung 2.7(b) dargestelllt. Beide Resonanzen zeigen sowohl auf der Stokes- als auch auf der

3> Die Dispersion des Gitters sorgt fiir eine konstante Auflosung A\ auf der Wellenlingenskala A, jedoch nicht
auf der Energieskala ausgedriickt in Wellenzahlen .
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2 Kohdérente Raman-Bildgebung

anti-Stokes-Seite eine lineare Abhéngigkeit auf. Dabei sind ihre Steigungen sowie ihre Sig-
nalstirken identisch. Die spektroskopische Information der (Femtosekunden-)stimulierten
Raman-Streuung ist erwartungsgemil auf Stokes- und anti-Stokes-Seite identisch. Eine zu-
satzliche Signalverstirkung auf der anti-Stokes-Seite, wie es von S. Umapathy [Uma(09] be-
richtet wurde, kann nicht bestitigt werden.

FSRS dient in der vorliegenden Arbeit als Kontrast-Mechanismus in der Mikroskopie. Thr

Einsatz zur chemisch sensitiven, hyperspektralen Bildgebung ist Gegenstand des nachfolgen-
den Kapitels.
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2.3 Hyperspektrale Bildgebung

Chemischer Kontrast in der optischen Mikroskopie beruht auf spektroskopischer Information.
Die stimulierte Raman-Mikroskopie kennt zwei verschiedene Moglichkeiten, spektral aufge-
16ste Bildgebung zu betreiben: zum einen das SRS-Imaging, bei dem Mikroskopaufnahmen
fiir einzelne Wellenldngen bzw. Banden gemacht werden und die Abfragewellenlidnge falls
notig durchgestimmt werden kann; zum anderen das Mapping bei dem ein komplettes Spek-
trum an jedem Punkt der Probe aufgenommen wird.

Beim SRS-Imaging kann das gemessene Signal direkt als Funktion des Ortes aufgetragen
werden. Dieser Ansatz erlaubt hohe Abbildungsgeschwindigkeiten von 100 ns pro Bildpixel
[SaalOa], sowie eine chemisch sensitive, jedoch meist qualitative Bildgebung, da in vielen
Fillen das Signal einer adressierten Raman-Resonanz nicht nur einer Substanz eindeutig zu-
geordnet werden kann. Die fehlende spektrale Information verhindert einen analytischen Ein-
satz von SRS-Imaging.

In der FSRM hingegen wird die Probe an jedem abgerasterten Punkt durch ein komplet-
tes Spektrum charakterisiert. Man spricht von hyperspektraler Bildgebung [Sal09], bei der
spektrale mit zusétzlicher, rdumlicher Information kombiniert wird. Dies geht zu Lasten der
Abbildungsgeschwindigkeit, welche nun durch die Aufnahmezeit pro Spektrum limitiert ist.
Im MHz-FSRM-Aufbau [Plo09] betrégt sie aktuell 10 ms pro Bildpixel. Bei 512 ausgelesenen
Kanilen des Diodenarrays entspricht dies ~ 20 ps pro ausgelesenen Kanal. Ein zusétzlicher
Geschwindigkeitsgewinn kann jedoch durch geringere Mittelungszeiten pro Spektrum, sowie
den Einsatz anderer Rasterverfahren [Sch03, HamO8] erzielt werden. Das Aufzeichnen der
kompletten, spektralen Information der Probe an jedem Bildpunkt erlaubt eine Identifikati-
on sowie quantitative Analyse der Probenzusammensetzung. Die ortliche Verteilung einzel-
ner Probenbestandteile kann chemisch sensitiv angetragen werden. Die Qualitidt der FSRM-
Aufnahme wird dabei von drei Faktoren beeinflusst. Die rdumliche Auflosung des FSRM-
Aufbaus sowie die Rasterung der Probe bestimmen, welche strukturellen Details der Probe
erfasst werden konnen. Die spektrale Auflosung des Aufbaus begrenzt den Zugang zu schwin-
gungsspektroskopischen Details der aufgezeichneten FSRS-Signaturen. Zuletzt entscheidet
die hyperspektrale Datenauswertung der ortsaufgelosten Spektren und ihre Umwandlung in
einzelne digitale Bilder dariiber, welche chemische Information rdumlich verteilt dargestellt
werden kann.

2.3.1 Datenverarbeitung

Abbildung 2.8 fasst den Datenverarbeitungsprozess wihrend der FSRS-Bildgebung zusam-
men. Das gemessene Spektrum /(\) des Raman-Abtastimpuls wird aufgezeichnet und als
Funktion der Wellenldnge A, der An- oder Abwesenheit des Raman-Pumpimpulses (on/off)
sowie des Ortes z,y als Datenmatrix I(\, on/off, x,y) abgespeichert. Die FSRS-Spektren
werden nun gemall Gleichung (2.7) fiir jeden einzelnen Bildpunkt als Funktion der Raman-
Verschiebung bestimmt und zugleich spektral korrigiert. Dies umfasst eine Korrektur der
spektralen Grundlinie (siehe Kapitel 4) sowie das Entfernen eine vertikalen Versatzes der
Grundlinie, wie es beispielsweise aufgrund von thermischen Linsen oder Kerr-Linsen, welche
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2 Kohérente Raman-Bildgebung

vom Raman-Pumpimpuls induziert werden, auftreten kann. Zum anderen kann eine Rausch-
glittung der Spektren [Sav64, Sal09] sowie eine Filterung gegen Storeffekte der Messelektro-
nik (Spikes) vorgenommen werden. Der anschlieBend vorliegende hyperspektrale Datensatz
R(w, z,y) wird mit Hilfe der, in diesem Abschnit behandelten, multivariaten Datenanalysen
ausgewertet: seine spektroskopische Information wird auf eine eindimensionale Grof3e redu-
ziert und mit Hilfe von Farbtabellen (LUT) farblich kodiert als Funktion des Ortes angetragen.
Es entsteht ein digitales Abbild der Probe im Mikroskop, wobei die Pixelgrofle in der FSRM
durch die eingestellte Schrittweiten des rasternden Mikroskops bestimmt ist. Das urspriing-
lich aus der digitalen Signalverarbeitung stammende Nyquist-Kriterium [Pre92] beschreibt
die optimale Schrittweite 0z, um kleinste Details der Probe in der Grofle der Beugungsgrenze
A i auch digital sichtbar zu machen. Ausgehend vom Rayleigh-Kriterium (Gleichung (1.1))
ergibt sich die Schrittweite und somit Pixelgrofle in Abhingigkeit der Numerischen Apertur
NA des Objektivs und der verwendeten Wellenldnge A zu

< ~ 0.265 - —
ow < 55~ 0265 ox

(2.19)

Bei gegebener, experimenteller Konfiguration, d.h. fiir
eine feste Wellenldnge und gewéhltes Objektiv, hat das
Nyquist-Kriterium in der FSRM zur Folge, dass die
Schrittweite wihrend der Messung auf die zu rastern-
de Probe abgestimmt werden muss. Wihrend eine zu
klein gewihlte Schrittweite (Uberabtasten) lange Mess-
zeiten sowie groe Datenmengen zur Folge hat, kommt
es im umgekehrten Falle zu einem Informationsverlust
und fehlerhaften Bildern. Man spricht von Aliasing

‘ Diode array ’ 1)

A/D

.

Raw data
I(A,on/offx,y)

‘ Data aquisition

Spectral correction

«

Hyperspectral
data cube

’ R(w,x,y)

Hyperspectral analysis

.

‘ FSRM data ’ Image I(x,y)

LUT

«

color encoded

‘ FSRM Image ’ Image I(x,y)

[Paw06]. Ebenso hingt der Bildkontrast von der Da-
tenverarbeitung und Digitalisierung ab. Nicht nur das
Signal/Rausch-Verhiltnis der Spektren, sowie der che-
mische Kontrast zwischen verschiedenen Spektren, son-
dern auch die hyperspektrale Analyse mit anschlieen-
der, farblichen Kodierung bestimmen den Informations-
gehalt des Bildes. Bei der Transformation der spektro-
skopischen Information des hyperspektralen Datensatz
R(w, z,y) in ein digitales Bild /(z,y) sollte moglichst
keine Information verloren gehen. Methoden zur chemi-
schen Bildgebung, sogenannte multivariate Datenana-
lysen iibernehmen hierbei ein Schliisselrolle. Die ver-
schiedenen Auswertungsmethoden sind Gegenstand des

Abbildung 2.8: Datenverarbeitung
in der FSRM.

nachfolgenden Abschnitts.
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2.3 Hyperspektrale Bildgebung

Abbildung 2.9: Univariate = Datenaus-
wertung in der FSRM. Eine Probe
- — im vorliegenden Beispiel in Wasser
y-posiion (um)  dispergierte  Polystyrol-Kugeln - wird
schrittweise abgerastert, wobei an jedem
Punkt ein FSRS-Spektrum aufgenommen
wird. Der sich ergebende hyperspektrale
Datensatz enthélt die komplette, spek-
trale Information der Probe. Fir eine
raumliche Darstellung der chemischen
Verteilungen innerhalb der Probe kann
der Datensatz unter anderem univariat
ausgewertet werden. Die Signalstarke
einer Raman-Mode (hier am Beispiel
der C-H-Streck-Schwingung aufgezeigt)
wird als Funktion des Ortes angetragen.
: Blau bedeutet auf der Farbskala einen
- y-position (um)  hohen Wert des FSRS-Signals, rot einen
' niedrigen. Der rote Bereich stimmt in
- —_— diesem Fall mit dem des Wassers uber-
ein. Die strukturelle Information gleicht
der Transmissionsaufnahme unten. Nach
Ref. [Plo07b].

T Wavenumber (cm-1)

X - position (um)

2.3.2 Univariate Datenanalyse

Bei der univariaten Datenanalyse wird die oOrtliche Verteilung einer bestimmte Substanz der
Probe anhand eines einzelnen, spektralen Merkmals, einer Bande beziehungsweise eines Spek-
tralbereichs sichtbar gemacht. Hierfiir wird das FSRS-Spektrum bei einer fiir die Substanz
charakteristischen Schwingungsmode w; im Intervall dw als Funktion des Ortes angetragen

w;+ow
o :/ R(w,z,y) dw (2.20)

i —O0w

I(z,y)

Das sich ergebende, zweidimensionale Abbild der Probe I(z, y) !w. kann nun entsprechend
farblich kodiert dargestellt werden. Abbildung 2.9 zeigt den univariaten Auswertungsprozess
am Beispiel von in Wasser dispergierten Polystyrol-Kugeln (30 um) auf. Die Probe besteht
aus zwei Bestandteilen — Wasser und Polystyrol — deren FSRS-Spektrum kaum miteinander
spektral iiberlappen. Eine univariate Datenauswertung kann daher sowohl iiber einzelne Ban-
den des Polystyrol-Spektrums als auch iiber die breite Bande von Wasser durchgefiihrt wer-
den, um deren chemische Verteilung sichtbar zu machen. In Abbildung 2.9 dient die Raman-
Signatur der C-H-Streck-Schwingungen zwischen 2800 und 3050 cm™! von Polystyrol als
Unterscheidungsmerkmal. Thr Signal pro Pixel wird aufsummiert und gegen den Ort ange-
tragen. Hohe Werte sind dabei farblich blau, niedrige Werte rot dargestellt. Das entstehen-
de FSRM-Bild kombiniert die strukturelle Information mit der chemischen Information der
FSRS-Spektroskopie.

Eine univariate Datenauswertung liefert fiir einzelne, schmalbandige Raman-Resonanzen
identische Aufnahmen wie das SRS-Imaging. Auch in der FSRM muss die Probenzusam-
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2 Kohédrente Raman-Bildgebung

mensetzung bekannt sein, um eine geeignete Raman-Frequenz zur Bildgebung auszuwihlen.
Der GroBteil der Daten wird jedoch nicht genutzt. Mit Hilfe einer univariaten Datenauswer-
tung lassen sich zudem nur solche chemische Bestandteile in der Probe charakterisieren, die
sich spektral in mindestens einer Raman-Bande unterscheiden. Uberlagern sich einzelne Ban-
den, ergibt sich das detektierte Signal als lineare Superposition aller beitragenden Substanzen.
Eine eindeutige Zuordnung ist daher nicht moglich. Bei Multikomponenten-Gemischen, wie
biologischem Gewebe oder Zellen, kann eine univariate Datenauswertung eine eindeutige Zu-
ordnungen zum Beispiel zwischen Proteinen und Lipiden nicht ausreichend vornehmen. An
dieser Stelle kann die FSRM von der Vielfalt der multivariaten Analysemethoden profitieren.
Eine kurze Ubersicht der zur Verfiigung stehenden, sogenannten chemometrischen Verfahren
gibt der folgende Abschnitt.

2.3.3 Multivariate Datenanalyse

Chemometrie ist ein Teilgebiet der analytischen Chemie, die sich verschiedener mathemati-
scher wie statistischer Methoden bedient [Sal09], um chemische — in der FSRM spektrosko-
pische — Messdaten in interpretierbare, leicht darstellbare Information weiterzuverarbeiten.
Hierbei finden vor allem Verfahren der multivariaten Statistik Verwendung. Von multivariater
Analyse wird gesprochen, wenn mindestens 2 (oder mehrere) Merkmale eines Datensatzes zur
Charakterisierung der Probe herangezogen werden. Hauptaugenmerk der Analyse liegt dabei
auf einer effektiven Datenreduktion ohne Verlust relevanter Information. Es gilt vorhandene
Strukturen zu erkennen, und diese von redundanter Information oder Nichtinformation (Rau-
schen) zu separieren [Kes07].

Abbildung 2.10: Potential der multivariaten Datenauswertung. Abbildung einer Hautkrebs-(HelLa)-
Zelle mit Hilfe von Lichtmikroskopie (A) und spontaner Raman-Mikroskopie (B-C). (B) Eine univariate
Auswertung beziiglich der C-H-Streck-Signatur zwischen 2800-3000 cm~! macht den Zellkern und
das Zytoplasma kenntlich. (C) Eine hierarchische Clusteranalyse (9 Cluster) basierend auf dem Spek-
tralbereich zwischen 1200-1800 cm~! erlaubt die chemische Unterscheidung verschiedener Zellor-
ganellen ohne Markierung der Probe. Entnommen aus Ref. [Mat07]. Mit freundlicher Genehmigung
durch Prof. M. Diem. Copyright © 2007 The Biophysical Society.

Im Gegensatz zur univariaten Datenanalyse charakterisieren chemometrische Methoden die
Probenzusammensetzung nicht nur anhand eines spektralen Merkmals, sondern anhand des
vollstindigen Spektrums pro Bildpunkt. Abbildung 2.10 verdeutlicht den Vorzug breitbandi-
ger, spektraler Information in der hyperspektralen Bildgebung. Die Darstellung zeigt Aufnah-
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men einer Hautkrebszelle, die mit Hilfe herkdmmlicher Lichtmikroskopie (A) sowie sponta-
ner Raman-Mikroskopie (B-C) gemacht wurden. Eine univariate Datenauswertung (B) beziig-
lich der Raman-Signatur der C-H-Schwingung zwischen 2800-3000 cm ™! zeigt die riumliche
Verteilung organischen Materials. Zellkern und Zytoplasma heben sich zwar von einander ab,
eine genaue Darstellung der unterschiedlichen Verteilung von Lipiden oder Proteinen ist aber
nicht moglich. Stattdessen erscheinen das Zytoplasma sowie die Nucleoli, deren Hauptbe-
standteil die rRNA darstellt, gleich. Eine multivariate Auswertung (C) basierend auf einer
hierarchischen Clusteranalyse hingegen kann verschiedene Zellorganellen wie Nucleoli und
Plasma aufgrund ihrer verschiedenen spektralen Signaturen ohne zusitzliche Markierungen
unterscheiden [Mat07]. Eine Analyse der zugrundeliegenden Clusterspektren sowie ein nach-
folgender Vergleich mit aus der Literatur bekannten Raman-Signaturen gibt Auskunft tiber
die chemische Zusammensetzung fiir jeden Bildpunkt.

Multivariate Auswertemethoden konnen in zwei Gruppen unterteilt werden, die der struk-
turpriifenden sowie die der strukturentdeckenden Verfahren [BacO8]. Analysemethoden des
ersten Typs suchen nach geeigneten, charakteristischen Merkmalen (basierend auf bestehen-
den Datenmodellen), anhand derer Spektren voneinander unterschieden werden kénnen. In
Kombination mit strukturentdeckenden Methoden, werden sie oftmals verwendet, um ge-
eignete Parameter zu bestimmen, die zur Unterscheidung von Gruppen — beispielsweise bei
Clusteranalysen — herangezogen werden konnen. Zu den strukturpriifenden Verfahren werden
Methoden wie die Diskriminanzanalyse oder Regressionsanalyse gezihlt. Beide haben bereits
in der biomedizinischen Bildgebung Anwendung [Kan09, Osh10, Kra09b, Hed10] gefunden.

Strukturentdeckende Verfahren, zu denen die Faktorenanalyse, Clusteranalysen oder neu-
ronale Netze gezihlt werden [Bac0O8], haben hingegen das Ziel, vorhandene Strukturen in
grofen Datensdtzen aufzuspiiren. Sie klassifizieren und unterteilen diesen. Das Aufdecken
von Strukturen ist immer mit einer Komprimierung der Datengrée verbunden, die durch
Biindelung der Spektren zu einzelnen Gruppen [BacO8] wie beispielsweise in der Cluster-
analyse, oder durch Biindelung der spektralen Merkmale zu einem charakteristischen Wert
wie in der Faktorenanalyse erzielt wird [Kes07]. Die Vielzahl der spektralen Merkmale eines
Spektrums wird auf einen Wert, die Gruppenzugehorigkeit beziehungsweise die gewichte-
ten Gemeinsamkeit zu einer Komponente reduziert. Ihre Analyse hyperspektraler Datensitze
geschieht gewohnlich ohne Kenntnis vorhandener Muster oder Modelle [Bac08]. Sie kann je-
doch mit solchen kombiniert werden; man spricht dann von iiberwachten Methoden [Sal09].

Strukturentdeckende Verfahren werden in der hyperspektralen Bildgebung vorallem dann
eingesetzt, wenn die chemische Zusammensetzung der Probe so komplex ist, dass sich auf-
gezeichnete Spektren zwischen benachbarten Bildpunkten spektral kaum noch unterscheiden.
Diese Stirke wird zunehmend in der biomedizinischen Bildgebung ausgenutzt. Es finden so-
wohl Clusteranalysen [Krall, vMO05, Mat07, Pul09, Las04, Mil10] als auch Faktorenanalysen
Anwendung [Shi09, Clu09]. Eine ausfiihrliche Ubersicht der zur Raman-Bildgebung einge-
setzten, multivariaten Verfahren und ihrer Anwendungen vermitteln beispielsweise folgende
Arbeiten [Sal09, Kes07, Bac08, Gel96, Shi09, Krall]. Ihr Vorgehen zur Datenanalyse und
Bildgebung wird im Folgenden exemplarisch an der in der FSRM angewendeten Hauptkom-
ponentenanalyse aufgezeigt.
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Hauptkomponentenanalyse

Die Hauptkomponentenanalyse (PCA) ist ein hdufig verwendetes Verfahren der angewandten,
linearen Algebra. Sie wird zur Gruppe der Faktorenanalyse gezdhlt. Dieser Begriff wird in
der Chemie synonym fiir die PCA verwendet [KesO7]. In der Mathematik wird sie zudem als
Hauptachsentransformation oder Singularwertzerlegung (SVD) bezeichnet. Thre Aufgabe in
der multivariaten Bildanalyse ist die Strukturerkennung sowie gleichzeitige Komprimierung
der Datengrof3e. Sie wird ebenfalls zur Rauschfilterung verwendet [Wal03]. Eine ausfiihrliche
Ubersicht zur PCA findet sich beispielsweise in [Wal03, Kes07].

Die Zielsetzung der PCA ldsst sich am Beipiels eines mikroskopischen Priparats veran-
schaulichen, das aus zwei sich mischenden Substanzen aufgebaut ist. Charakterisiert man
diese Probe mit FSRM, so lésst sich jedes aufgezeichnete FSRS-Spektrum im Idealfall als Li-
nearkombination der FSRS-Spektren der beiden zugrundeliegenden Substanzen beschreiben.
Sind die FSRS-Spektren der Grundsubstanzen bekannt, so ldsst sich die Probenzusammen-
setzung also allein durch die gewichteten Beitrige beziiglich der zwei Hauptkomponenten
charakterisieren und die Grofle des Datensatzes deutlich reduzieren. Ziel der PCA ist es nun,
den umgekehrten Weg zu gehen und aus vorliegenden Messdaten die Spektren der zugrun-
deliegenden Hauptsubstanzen zu ermitteln. Die Anzahl der gefundenen Komponenten ist im
Idealfall identisch mit der Anzahl der vorliegenden Substanzen. Reale Messdaten besitzen je-
doch ein endliches Rauschen, so dass die ermittelte Anzahl der signifikanten Spektren immer
groBer ist. Der folgende Abschnitt gibt einen kurzen Uberblick iiber das Vorgehen der PCA.

Mathematisch betrachtet, ist die PCA eine lineare sowie orthogonale Transformation. Sie
driickt den urspriinglichen, vieldimensionalen Datensatz mittels Koordinatentransformation
durch latente Spektren, sogenannte Hauptkomponenten (PC) aus. Diese sind nicht miteinan-
der korreliert. Die Hauptkomponenten werden so berechnet, dass sie die maximale Varianz
des Datensatzes in absteigender Reihenfolge an Wichtigkeit beriicksichtigen [Sal09]. Die An-
zahl der berechneten Spektren ist gleich der Anzahl der gemessenen, spektralen Kanile, also
der Wellenzahlintervalle. Alle Hauptkomponenten zusammen ergeben eine neue, nun unkor-
relierte, also orthogonale Basis des Datenraums. Die urspriinglichen Spektren des gemesse-
nen, hyperspektralen Datensatzes werden als Linearkombinationen der Hauptkomponenten
ausgedriickt.

Der mit FSRM gemessene und aufbereitete Datensatz R(w, x, y) wird in der PCA als eine
m x n groBe Datenmatrix® R[m; n] behandelt. n bezeichnet die Anzahl der aufgezeichneten,
spektralen Kanile und m die Anzahl der gemessenen Bildpunkte. Die Hauptkomponenten
werden in zwei Schritten berechnet. Ausgangspunkt der PCA ist die Berechnung der Kovari-
anzmatrix des Datensatzes beziiglich der spektralen Kanéle [Mil10]

C=Cov(R)=R-R" (2.21)

¢ Die Notation orientiert sich an Kapitel 2.1. Skalare werden in kleinen Buchstaben, Vektoren in dicken Buch-
staben und Matrizen mit Unterstrich gekennzeichnet.
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2.3 Hyperspektrale Bildgebung

Diese beschreibt die Korrelation zwischen verschiedenen Kanélen im Spektrum. Die re-
sultierende n x n groBe Matrix C wird im zweiten Schritt diagonalisiert. Die sich erge-
benden Eigenwerte o; beschreiben die spektrale Varianz des Datensatzes. Die zugehdrigen
Hauptkomponenten PC; ergeben sich aus dem Produkt der Datenmatrix und dem berechneten
Eigenvektor E; zu

PC,=R-E, (2.22)

Die urspriinglichen Spektren konnen nun in der neugeschaffenen Basis als Linearkombina-
tion der Hauptkomponenten ausgedriickt werden

R=E"-P (2.23)

wobei E = [Eq, Eo, ..., E,] die Matrix der Eigenvektoren und P = [PC;,PCs,,...,PC,]
die sogenannte Faktorenmatrix bezeichnet. Die zugehorigen Eigenwerte — im Weiteren als
Scores bezeichnet — beschreiben, wieviel Anteil die einzelnen Hauptkomponenten an der
Gesamtvarianz des Datensatzes besitzen. Sie sind innerhalb der Faktorenmatrix nach abstei-
gender Reihenfolge an Wichtigkeit angeordnet. Es tragen daher nur ein geringe Anzahl an
Spektren zur kompletten, spektralen Variation innerhalb des Datensatzes bei. Die {ibrigen
beschreiben die mit dem Rauschen verkniipften Signalbeitrdge [Sal09] und konnen vernach-
lassigt werden.

Durch die PCA reduziert sich die spektrale Information pro Bildpunkt auf eine kleine An-
zahl beziiglich der Hauptkomponenten gewichteter Faktoren. Diese Scores werden nun orts-
verteilt angetragen. Abbildung 2.11 zeigt die Ergebnisse einer PCA-Analyse an Mikroskopie-
Eichstandards bestehend aus Polystyrol” (PS, 10 um, blau markiert) und Melaminharz® (@ >
10 um, griin markiert) eingebettet in Lack®. Die Schrittweite wiihrend der FSRM-Aufnahme
betridgt 2 um. Alle drei Bestandteile sind Polymerverbindungen, deren Raman-Resonzen so-
wohl fiir C-H-Streck-Schwingungen um 3000 cm~! sowie im Fingerprintbereich stark iiber-
lappen. Spektrale Unterschiede innerhalb ihrer FSRS-Spektren sind rot eingerahmt: Wéhrend
das FSRS-Signal gemil GI. (2.7) Werte im Prozentbereich aufweist, liegen die Signalidnde-
rungen eine GroBenordnung darunter. Fiir eine univariate Datenauswertung wire daher ein
sehr detailliertes Wissen iiber die Schwingungsspektren der reinen Substanzen notwendig.
PCA macht deren rdumliche Verteilung innerhalb der Probe ohne Vorwissen iiber die Pro-
benzusammensetzung sichtbar. Die vorliegenden, hyperspektralen Daten konnen durch vier
Hauptkomponenten reprisentiert werden, die 83% der spektralen Information wiedergeben.
Die erste Hauptkomponente stellt ein gewichtetes Durchschnittsspektrum aller beitragenden
Substanzen dar (siehe Abb. 2.11). Thre Relevanz betrigt rund 72%. Die errechnete PC; wird
durch die C-H-Resonanz um 3000 cm~! dominiert. Die zweite Komponente unterscheidet

7 Hersteller: Fluka/Sigma-Aldrich; Art 72822

8 Hersteller: Fluka/Sigma-Aldrich; aus Melamin-Formaldehyd-Derivaten; Art. 96062

9 Hersteller: Mabelline Jade; Express Finish 40: Bestandteile: Propylacetat, Ethylacetat, Nitrocellulose, Iso-
propanol und Acetyl-Tributyl-Citrat.

31



2 Kohérente Raman-Bildgebung

sich von der ersten, vor allem durch Signaldnderungen um 3100 cm™! und 1000 cm™!. Die PS-
Kugeln lassen sich in dieser Darstellung klar vom Lack sowie den Melaminharz-Kugeln unter-
scheiden. In den FSRM-Aufnahmen der dritten und vierten Komponente lédsst sich die Vertei-
lung des Lacks sowie der Melaminharz-Kugeln sichtbar machen. Mikroskopie-Eichstandards
sind optisch sehr inhomogene Proben, die einen groen Anteil des eingestreuten Laserlichts
aufgrund des Unterschieds im Brechungsindex ablenken beziehungsweise streuen. Dies hat
ein schlechteres Signal/Rausch-Verhiltnis der Daten zur Folge. Die fehlenden 17 % der spek-
tralen Information im Datensatz kann hier dem Rauschen beziehungsweise systematischen
Messfehlern zugeordnet werden.

Max. Raman signal [a.u.]: 8 0.25 0.2 0.06
Significance / dataset: 72 % 6.3% 3.2% 1.2%

Raman Shift (cm-1)

0 1000 2000 3000 4000

20

20 |

Raman Loss (10-2)

Abbildung 2.11: PCA-Analyse in der FSRM. Durchlichtaufnahme (links) sowie FSRM-Aufnahmen
(rechts) einer Polymermischung bestehend aus in Lack (schwarz markiert) eingebetteten PS- (10 um,
blau markiert) und Melaminharz-Kugeln (& > 10 um, griin markiert). Die FSRM-Aufnahmen beruhen
auf den ersten vier Hauptkomponenten einer PCA-Analyse. Deren zugehdrigen Spekiren und Rele-
vanz innerhalb des Datensatzes (0-100%) sind darUber dargestellt. (FUr weitere Details siehe Text).

Faktorenanalysen, wie beispielsweise die Hauptkomponentenanalyse sind universell. Sie
eignen sich fiir unbekannte Proben, die aufgrund ihrer komplexen, chemischen Zusammen-
setzung durch eine univariate Auswertung nur unzuldnglich analysiert werden konnen. Sie er-
laubt, einfache Strukturen zunéchst sichtbar zu machen und sich einen groben Uberblick iiber
die Probenverteilung zu verschaffen. Fiir eine eindeutige Identifizierung aller chemischen Be-
standteile der Probe ist eine gleiche Anzahl von Hauptkomponenten nétig. In den meisten
Fillen sind jedoch nur die ersten PCs zur Analyse geeignet, da das Signal/Rausch-Verhiltnis
fiir hohere Komponenten sich deutlich verschlechtert. Fiir Vielkomponenten-Systeme kann
die PCA daher nur eine qualitative Analyse vornehmen. Die den Bildern zugrundeliegen-
den Hauptkomponenten beschreiben keine realen Raman-Spektren. Sie sind Ergebnisse eines
numerischen Algorithmus, wobei die zueinander orthogonalen Hauptkomponenten im Ge-
gensatz zu den positiv-definiten Raman-Spektren sowohl negative wie positive Amplituden
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2.3 Hyperspektrale Bildgebung

besitzen konnen. Hauptkomponentenanalysen eignen sich jedoch recht gut als Ausgangs-
punkt fiir weitere Verfahren [Not06]. Sie sind zum einen in der Lage, die vorliegende Daten-
menge deutlich zu reduzieren, zum anderen erlauben sie in wenig komplexen Probensystemen
die Untersuchung chemischer Gradienten, da die PCA ebenfalls ein linearer Algorithmus ist
[Sal09]. FSRM, deren Signal sich aus der linearen Superposition der chemischen Bestandteile
der untersuchten Probe zusammensetzt, kann hiervon profitieren. Fiir sehr komplexe Unter-
suchungsobjekte, beziehungsweise Proben mit minimalen, spektralen Anderungen zwischen
den Bildpunkten, haben sich allerdings Clustermethoden, wie beispielsweise die hierarchi-
sche Clusteranalyse [Sal09, Kral1] in der hyperspektralen Bildgebung etabliert.

Die im letzten Abschnitt beschriebene hyperspektrale Bildgebung beschreibt die Analy-
se ortsaufgeloster, stimulierter Raman-Spektren, die mit Hilfe eines rasternden Mikroskops
aufgenommen werden. Die fiir die stimulierte Raman-Spektroskopie bendtigten ultrakurzen
Laserimpulse sowie die in der stimulierten Raman-Mikroskopie implementierten Aufbauten
sind Gegenstand des nachfolgenden Kapitels.
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3 Laserquellen in der FSRM

The laser is an intrinsically
nonlinear device.

(Roy Glauber - Nobel Lecture, 2005)

Das vorliegende Kapitel beschiftigt sich mit den technischen Voraussetzungen und physi-
kalischen Eigenschaften der Lichtquellen, die fiir einen Einsatz in der FSRM notwendig sind.
Im Gegensatz zur spontanen Raman-Streuung, bei der nur eine monochromatische Laserquel-
le verwendet wird, beruht die SRS auf der Interaktion zweier, im sub-Pikosekunden-Bereich
synchronisierter Laserimpulse, die mit der Probe in Wechselwirkung treten. Anhand der spek-
tralen Breite des Raman-Abtastimpulses lassen sich in der SRS-Mikroskopie zwei verschie-
dene Ansitze unterscheiden: zum einen das SRS Imaging, im Weiteren als Einkanal-SRS-
Mikroskopie (scSRS) bezeichnet, zum anderen die FSRM. Ihr technischen und konzeptuellen
Unterschiede aber auch Gemeinsamkeiten werden im Folgenden gegeniibergestellt. Nach ei-
nem kurzen Uberblick iiber den in der SRS-Mikroskopie verwendeten Spektralbereich werden
zunichst die technischen Realisierungen der scSRS-Mikroskopie vorgestellt. Der nachfolgen-
den Abschnitt schlieBlich befasst sich mit den fiir die FSRM bendétigten Lichtquellen, sowie
den ihnen zugrundeliegenden Konzepten. Die fiir den Einsatz in der (bio-) medizinischen
Bildgebung entwickelte Laserquelle bildet den Abschluss des Kapitels.

Sowohl in der FSRM als auch scSRS-Mikroskopie werden Laserquellen im NIR zwischen
700 und 1100 nm verwendet. Dies ist sicherlich durch den weitverbreiteten Einsatz von
Titan:Saphir-Lasern [Zinl1] mitbegriindet. Der verwendete Wellenldngenbereich stellt sich
speziell fiir (bio-)medizinische Proben zusitzlich als vorteilhaft heraus. Zellen und Gewebe
sind hoch streuende, nur teilweise transparente Objekte [Ye09], die ein Eindringen elektro-
magnetischer Strahlung erschweren. Ihre Ausbreitung erfolgt in den meisten biologischen
Geweben in Vorwirtsrichtung [NieO4] und wird primér durch Absorption sowie Streuung
beeinflusst [Wel95]. Wihrend im infraroten Spektralbereich die Absorption von Wasser bei-
trigt, dominieren Makromolekiilen wie Aminosduren und Pigmente (zum Beispiel Himoglo-
bin oder Melanin) das Absorptionsverhalten des Gewebes im UV und sichtbaren Spektralbe-
reich [Nie04]. Beide Gruppen weisen eine geringe Absorption im Spektralbereich zwischen
650 und 1200 nm auf [NieO4]. Ein Auslosen chemischer Reaktionen durch Multiphotonen-
Absorption kann dabei fiir geringe Anregungsdichten des Lasers vermieden werden [HopO1].
Ferner wird die Eindringtiefe durch die inverse Abhingigkeit der Streuung! von der Wel-
lenlénge bestimmt. Im NIR-Spektralbereich treten deutlich geringere Eindring- und Ablenk-
verluste auf. Dies eréffnet der FSRM den Zugang zu tieferen Gewebeschichten [Wel95] und
verringert zudem das Anwachsen der effektiven Fokusgrofle aufgrund von Streuung [Eva08].

' Hier sind als Signalbeitriige S zur elastischen Streuung vor allem die Rayleigh- (mit S ~ 1/\%) sowie
Mie-Streuung (mit S ~ 1/\*, 0.4 < z < 0.5) zu nennen.
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3 Laserquellen in der FSRM

In der scSRS-Mikroskopie kommen zwei synchronisierte, monochromatische Laserimpul-
se, ein Pumpimpuls mit Frequenz wp sowie ein Stokes-Impuls mit Frequenz wg < wp, zum
Einsatz, die mit der Probe interagieren. Mindestens einer der beiden Laserquellen ist dabei
durchstimmbar, damit ihre Frequenzdifferenz Aw = w, — wg so abgestimmt werden kann,
dass sie mit genau einer Schwingungsresonanz w; der Probe in Resonanz ist. Stimulierte
Raman-Streung fiihrt dann zu einer exponentiell verstirkten Signaldnderung beider Laserim-
pulse: wihrend die Intensitidt des Raman-Pumpimpuls an der Frequenz wp abnimmt, gewinnt
der Stokes-Impuls an der Frequenz wg in gleichem Male an Signalstirke. Die detektierte
Signaldnderung Alg = Alp nimmt fiir die in der scSRS-Mikroskopie verwendeten La-
serquellen Werte im Bereich 10~* — 107° an [Fre08, Gam10, Nan09, Oze09, S1i09] an.
Diese wird in allen implementierten Aufbauten einkanalig mittels hochfrequenter, phasen-
sensitiver Detektion registriert. Diese besteht aus einem Intensititsmodulator’ und einem
Lock-in-Verstéirker. Mit Ausnahme der Gruppe um Ozeki et al. [Oze09] wird in der scSRS-
Mikroskopie die stimulierte Raman-Abschwichung (SRL) des Pumpimpulses gemessen.

Unter Verwendung zweier Pikosekunden-Laser mit einer Repetitionsrate im 80 MHz-Be-
reich konnen Raman-Resonanzen hochaufgeldst adressiert werden. Die Laserquellen sind da-
bei elektronisch [Nan09, S1i09] oder optisch [Fre08, Oze09, Gam10] aufeinander synchro-
nisiert. Thre spektrale Bandbreite betriigt zwischen 3 und 15 cm™![Fre08, Gam10, Nan09,
S1i09]. In der scSRS-Mikroskopie konnen drei Laser-Konzepte unterschieden werden. Zum
Einen finden zwei baugleiche, moden-gekoppelte ps-Laseroszillatoren [Nan09, SIli09] An-
wendung, die jeweils elektronisch aufeinander synchronisiert werden. Die Synchronisati-
on zweier unterschiedlicher Lasertypen fiir die scSRS-Mikroskopie wurde inzwischen eben-
falls berichtet [Ozel0b, Wanl0, Frel1]. Ausgehend von nur einer Laserquelle verwenden
zwel weitere Gruppen [Fre08, Oze09] einen moden-gekoppelten Laseroszillator als Raman-
Pumpimpuls, der zugleich einen daran angeschlossenen OPO® zur Gewinnung des Stokes-
Impulses betreibt. Die Impulsdauer des jeweiligen Oszillators gibt hierbei die spektrale Auf-
16sung des Experiments zu etwa 5 cm™ ' [Fre08] beziehungsweise 175 cm™[0ze09] vor. Gam-
betta et al. [Gam10] verwendet hingegen einen Femtosekunden-Oszillator, dessen 70 fs-Laser-
impulse durch spektrales Einschrinken wihrend der Frequenzverdopplung in periodisch ge-
polten Lithiumniobat (PPLN) Kristallen als Raman-Pumpimpuls eingesetzt wird. Die Laser-
fundamentale dient dariiber hinaus zur WeiBlichterzeugung in Photonischen Kristallfasern®.
Das erzeugte Kontinuum wird ebenfalls durch Frequenzverdopplung im PPLN-KTristall spek-
tral eingeschrinkt und als durchstimmbarer Stokes-Impuls verwendet.

Die Frequenz der verwendeten Pikosekunden-Laserimpulse wird nun so gewihlt, dass ihre
Frequenzdifferenz eine bestimmte Schwingungsresonanz der zu untersuchenden Probe stimu-
liert anregen kann. Das verstirkte SRS-Signal wird zur chemisch-selektiven Bildgebung der
Probe im Fokus eines rasternden Mikroskops genutzt. Bei Messdauern von 100 ns - 300 us
pro Pixel [Fre08, SaalOa, Saalla] ermdglicht die scSRS-Mikroskopie Abbildungsgeschwin-

2 Es werden Akusto-/elektro-optische Modulatoren sowie Pockelszellen verwendet.

3 engl. optical parametrical oscillator

* Diese Glasfasern werden entlang der Lingsrichtung von Kanilen mit mikroskopischem Querschnitt durch-
zogen. Deren regelmifige Anordnung leitet das Licht wie in einem zweidimensionalen Kristall. [Rus08]
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digkeiten von bis zu 25 Bildausschnitten pro Sekunde. Fiir Proben mit spektral iiberlappenden
Schwingungsresonanzen ist es hierbei nicht moglich, quantitative Aussagen iiber die Proben-
zusammensetzung zu treffen. Hierfiir wird die komplette, spektroskopische Information der
Probe benoétigt, so dass das zugehorige Spektrum Punkt fiir Punkt abgerastert werden muss.
Dies erfordert, mindestens einen der synchronisierten Pikosekunden-Laserimpulse iiber einen
spektralen Bereich von 800-3500 cm~! variieren zu konnen, was mit einem nicht unerheb-
lichen Zeitaufwand verbunden ist. Gambetta et al. [Gam10] sowie Roeffaers et al. [Roel1]

berichten von Scan-Zeiten im Minutenbereich fiir ein Spektrum von 200 cm™.

Die fehlende spektrale Information in der SRS-Mikroskopie war Anlass fiir die Gruppe
um X.S. Xie [Frell] ihr bestehendes Mikroskop zu erweitern. In dieser Anwendung wird
ein breitbandiger Femtosekunden-Oszillator elektronisch mit einem Pikosekunden-Oszillator
synchronisiert. Die spektrale Auflosung ist hierbei durch den Pikosekunden-Impuls gegeben.
Im vorgestellten STE-SRS-Aufbau [Frel1] wird das Abtastspektrum S; des Femtosekunden-
Impulses mit Hilfe eines polarisationmodulierenden Impulsformers so manipuliert, dass aus-
gewihlte Raman-Moden einer einzelnen Substanz in der Probe gezielt angeregt werden kon-
nen. Das gemessene SRS-Signal, der Raman-Gain des Pump-Impulses, ergibt sich als Summe
aller Signaldnderungen im Raman-Abtastspektrum. Probenbestandteile, die (teilweise) iiber-
lappende Raman-Signaturen besitzen, tragen in dieser Einzel-Messung ebenso zum gemesse-
nen Signal bei. Durch eine alternierende Abfrage der Probe mit einem zweiten Abfrageimpuls
S, dessen Spektralkomponenten zum ersten *orthogonal’ sind, ist es moglich, deren Beitrag
zu ermitteln. Das STE-SRS-Signal der untersuchten Substanz ergibt sich aus der Differenz,
der beiden gemessenen Signale zu S = S; — .55. In Kombination mit einem rasternden Mikro-
skop erlaubt STE-SRS die raumliche Verteilung einer einzelnen Substanz chemisch sensitiv
zu verfolgen. Die Form des Abfragespektrums (ebenso seines Negativs) ist jedoch fiir jede
Substanz individuell zu wéhlen und zudem von der Anzahl der zu unterscheidenden Kom-
ponenten abhingig. Deren Quantitét bestimmt die notwendige Anzahl der zu préiparierenden
Spektralkomponenten des Abtastimpulses, um unterschiedliche Probenbestandteile eindeutig
voneinander abgrenzen zu konnen. Fiir jede zu bestimmende Substanz muss ein (spontanes)
Raman-Spektrum zuvor bekannt sein, um den benétigten Abfrageimpuls exakt manipulie-
ren zu konnen. STE-SRS ist daher nicht zur Untersuchung unbekannter Substanzen geeignet
[Frel1] und ist aufgrund der notwendigen, ausgekliigelten Laseranregung technisch sehr an-
spruchsvoll, sowie kostenintensiv. Sie ist fiir den routinemé@figen Einsatz wenig geeignet.

Breitbandige, stimulierte Raman-Mikroskopie [PloO7b, Plo10] erlaubt hingegen — wie in
Kapitel 2 bereits ausfiihrlich dargelegt wurde — die direkte, quantitative Untersuchung un-
behandelter sowie unbekannter Proben(-gemische). In der FSRM kommt ebenfalls ein spek-
tral eingeschrinkter Pikosekunden-Laserimpuls zum Einsatz, dessen spektrale Weite auf die
Linienbreite typischer Raman-Resonanzen abgestimmt ist [KukO7]. Er ist fiir die Raman-
Streuung verantwortlich und in Abb. 3.1 rot dargestellt. Dieser als Raman-Pumpimpuls be-
zeichnete Laserimpuls wird nun mit einem schwachen, blauverschobenen Femtosekunden-
Impuls kombiniert. Seine spektrale Bandbreite ermdglicht eine gleichzeitige Beobachtung
aller Raman-Resonanzen der Probe. Er ist fiir die exponentiell verstirkte Signaldnderung
des FSRS-Spektrums verantwortlich und in Abb. 3.1 in blau gezeigt. Beide Laserimpulse
werden zeitlich und riumlich miteinander in Uberlapp gebracht und kollinear nun in ein
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rasterndes Mikroskop eingekoppelt. Am Fokus des Mikroskops kommt es zur stimulierten
Raman-Streuung an der Probe, welche sich als Signalabnahme im Spektrum des WeiBlicht-
impulses und gleichzeitiger Signalzunahme des Raman-Pumpimpulses bemerkbar macht. Der
spektral modulierte Raman-Abtastimpuls wird nach dem Mikroskop mit Hilfe von Filtern
vom Raman-Pumpimpuls getrennt und anschlieBend per Spektrograph und Vielkanaldetektor
(Diodenarray) aufgezeichnet. In der FSRM wird somit die Signalabnahme (Raman-Loss) im
Spektrum des WeiBlichtimpulses an den zugehorigen Raman-Resonanzen detektiert. Durch
abwechselndes Blocken des Raman-Pumpimpuls kann das unverédnderte und modulierte Spek-
trum des WeiBllichtimpulses aufgezeichnet und das FSRS-Spektrum der Probe am Fokus des
Mikroskops bestimmt werden. Durch Abrastern der Probe kann die chemische Zusammen-
setzung der Probe ortsaufgelost verfolgt werden.

Frequency w Wp Frequency w

Scanning microscope Filter Spectrograph / Diode array Spectrum(x.)

-

Laser pulses —>

Frequency w

A
»~
Frequency w

Frequency w

Abbildung 3.1: Prinzip eines FSRS-Mikroskops. Ein intensiver Pikosekunden-Laserimpuls (rot;
Raman-Pumpimpuls) und ein dazu blauverschobener, schwacher Femtosekunden-Laserimpuls (blau;
Raman-Abtastimpuls) werden kollinear in ein rasterndes Mikroskop eingekoppelt. Stimulierte Raman-
Streuung in der Probe fihrt zu einer spekiralen Abnahme des WeiBlichtimpulses an den zugehd-
rigen Raman-Resonanzen (bei gleichzeitigen Zunahme des Raman-Pumpimpulses). Das Spekirum
des Raman-Abtastimpulses wird wechselweise mit und ohne Anregung des Raman-Pumpimpulses
aufgezeichnet und aufeinander referenziert (in der Darstellung ist nur das WeiB3lichtspektrum nach In-
teraktion mit dem Raman-Pumpimpuls dargestellt). Das sich ergebende FSRS-Spektrum spiegelt die
Probenzusammensetzung am Fokus des rasternden Mikroskops wieder. Durch schrittweises Verfah-
ren der Probe ergibt sich ein hyperspektraler Datensatz der Probe.

Die Laserquelle unseres ersten FSRM-Aufbaus [Plo07b] beruht auf einem Laser-/Verstérker-
system (Abb. 3.2) mit einer Wiederholrate von 1 kHz, welches Femtosekunden-Laserimpulse
mittlerer spektraler Breite um 775 nm liefert. Diese sind jedoch spektral zu breit, um als
Raman-Pumpimpulse dienen zu konnen und gleichzeitig zu schmalbandig, um alle mog-
lichen Raman-Resonanzen der Probe abzufragen. Beide Impulse werden daher durch opti-
sche Manipulation der Laserfundamentalen gewonnen. Der spektral schmalbandige Raman-
Pumpimpuls wird durch spektrales Einschrinken der Fundamentalen gewonnen. Hierfiir
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Abbildung 3.2: Schematische Darstellung der Lichtquelle im kHz-Aufbau. Ein Titan:Saphir ba-
siertes Laser-/Verstarkersystem liefert Laserimpulse mit einer spektralen Breite von 100 cm~—!. Der flr
FSRM benétigte schmalbandige Laserimpuls (Raman-Pumpimpuls) wird durch spektrales Einschran-
ken mittels eines Bandpassfilters gewonnen. Um alle Raman-Resonanzen ( > 3000 cm~1!) einer Probe
adressieren zu kdnnen, wird der zweite Laserimpuls (Raman-Abtastimpuls) durch Superkontinuums-
erzeugung spektral verbreitert.

kommt ein spektral schmaler Bandpassfilter zum Einsatz, um den Aufbau dabei moglichst
einfach zu halten. Eine spektrale Einengung der Impulse wire aber auch durch rdaumliches
Filtern mit Hilfe von Blenden in der Fourier-Ebene eines Null-Dispersion-Impulsformers
in 4f-Anordnung moglich [Ponl1]. Beide Ansitze sind mit einem starken Energieverlust
der Impulse verbunden. Im UV/VIS-Bereich sowie infraroten Spektralbereich werden fiir
die Erzeugung spektral schmalbandiger Impulse zudem y(?)-Prozesse [Xu04] wie Differenz-
Frequenzmischen [Kol07], Summenfrequenz-Erzeugung [Lai06] sowie Parametrische Ver-
starkung in OPA- [Shi06] und NOPA-Prozessen [Co10] genutzt. Diese erzeugen durchstimm-
bare Laserimpulse mit hinreichender Impulsenergie, welche es beispielsweise erlauben, eine
zusitzliche, elektronische Resonanz-Verstirkung des FSRS-Signals im nahen UV zu nutzen
[Lai06].

Eine ausreichende Bandbreite der Raman-Abtastimpulse kann durch Superkontinuumser-
zeugung (SCQG) [Alf89, Cou07] der Laserfundamentalen in stark nichtlinearen Medien er-
zielt werden. Wihrend in MHz-Oszillatoren aufgrund der niedrigen Impulsenergien Photoni-
sche Kristallfasern [Rus03, Dud06] verwendet werden, finden fiir Laser-/Verstirkersysteme
im kHz-Bereich Fliissigkeiten, Gldser sowie Kristalle Verwendung [Alf89, Cou07]. Fiir die
FSRM waurde ein Saphir-Kristall verwendet, da er im sichtbaren bis nahinfraroten Spektral-
bereich ein intensives sowie stabiles WeiBlichtspektrum liefert [Rie00]. Die spektrale Breite
der Laserfundamentalen kann so von zuvor 100 cm™! auf {iber 7000 cm~! erweitert werden.
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3 Laserquellen in der FSRM

Auf der kHz-Anlage [Plo07b] kommen Raman-Pumpimpulse mit einer Energie von 50-
100 nJ zum Einsatz. Die Impulsenergie des Abtastimpulses liegt um einen Faktor 50 darunter.
Beide Impulse werden anschlieBend in ein rasterndes Mikroskop kollinear eingekoppelt, an
dessen Fokus sie eine breitbandig stimulierte Raman-Streuung in der Probe induzieren. Typi-
sche FSRS-Signalhohen liegen fiir die angegebenen Impulsenergien im Prozentbereich. Die
damit verbundenen Spitzenintensitiiten erreichen jedoch Werte zwischen 10! bis 10 W/cm?
und sind ungeeignet fiir biologische Proben wie Zellen oder Gewebe [HopO1]. Durch die
Wechselwirkung ultrakurzer Laserimpulse im Pikosekunden- bis Femtosekunden-Bereich mit
Gewebe konnen verschiedene Formen von Photoschidden auftreten. Die Art und das Ausmaf
der Schidigung hingen dabei vor allem von der Wellenldnge, der Leistungsdichte sowie der
Impulsdauer der verwendeten Laserstrahlung ab [NieO4]. Abhingig vom Gewebetyp kénnen
unterschiedliche Mechanismen durchaus zur gleichen Zeit beitragen. Laserimpulse im sub-
Nanosekundenbereich schidigen das Gewebe bei zu hoher Intensitit vor allem aufgrund von
plama-induzierter Ablation sowie Photodisruption. Diese Prozesse werden unter dem Begriff
Optischer Zusammenbruch zusammengefasst. Ablation beschreibt die Freisetzung einzelner
Molekiilfragmente aus dem Gewebe aufgrund von intermolekularen Bildungsbriichen. Dies
kann zum einen in Folge von Absorption im UV-Bereich (Photoablation) zum anderen aber
auch durch ein laserinduziertes Mikroplasma (plasmainduzierte Ablation) geschehen. Pho-
todisruption bezeichnet das mechanische Zerreilen des Gewebes als Folge der sich ausbrei-
tenden Schockwelle, welche durch die laserinduzierten Plasmaexpansion hervorgerufen wird.
Mit wachsender Intensitéit der eingestrahlten Felder gewinnt dieser Prozess an Bedeutung,
da nun nicht nur Energie an das Gewebe selbst, sondern auch an das erzeugte, absorbieren-
de Plasma abgegeben wird. Der Ubergang zwischen Photoablation und Photodisruption ist
dabei fieend und hédngt von der Leistungsdichte des eingestrahlten Laserfeldes sowie dem
Gewebetyp ab [Nie04].

Zur biologischen Bildgebung darf die Spitzenintensitét der in der FSRM verwendeten La-
serimpulse nur Werte kleiner als ~ 10! W/cm? [Nie04] annehmen. Auf der kHz-Anlage
wird dieser empirische Grenzwert jeweils iiberschritten und wiirde zum optischen Zusam-
menbruch des Gewebes fiihren. Eine Energieverringerung des Raman-Pumpimpulses hat je-
doch eine lineare Abnahme des FSRS-Signals zur Folge (siehe GI. (2.17)). Die Intensitit des
WeiBlichtimpulses kann kaum verringert werden (zum Beispiel mit Graufiltern nach der Er-
zeugung), da der Raman-Abtastimpuls die Seedphotonen der stimulierten Raman-Streuung
zur Verfiigung stellt und das Signal/Rausch-Verhiltnis des FSRS-Spektrums bestimmt. Der
Raman-Abtastimpuls wird zudem in einem nichtlinearen Prozess erzeugt. Wihrend die spek-
trale Form und Intensitédt des Weilllichts von der Leistung der Laserfundamentalen sowie der
Justage des Strahlengangs bestimmt werden, hiingt die Stabilitit des Superkontinuums stark
vom Rauschen des zugrundeliegenden Laser/Verstirkersystems ab. Typische Werte der Leis-
tungsschwankung betragen ~ 1 % (RMS). Dies stellt eine untere Schranke fiir das Schwanken
des WeiBlichts, aber auch fiir das Schwanken des FSRS-Spektrums bei kiirzester Aufnahme-
zeit dar. Dieses wird auf der kHz-Anlage durch Referenzieren zweier aufeinanderfolgender
Weillichtimpulse in An- und Abwesenheit des Raman-Pumpimpulses (sieche Gl. (2.7)) be-
stimmt, um spektrale Schwankungen auszugleichen. Durch ein anschlieBendes Mitteln der
Einzelschluss-FSRS-Spektren kann zwar das Signal/Rausch-Verhiltnis verbessert werden, es
hat aber verldangerte Mittelungszeiten im 100 ms-Bereich zur Folge [Plo07b].
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Fiir den Einsatz der FSRM in der (bio-)medizinischen Bildgebung wurde daher eine neue
Lichtquelle entwickelt, deren Spitzenleistungen mit den Anforderungen biologischer Pro-
ben kompatibel ist. Auf der neuen Anlage wird der Raman-Abtastimpuls nun nicht mehr
durch nicht-lineare Prozesse erzeugt, sondern direkt von einem Femtosekunden-Laser emit-
tiert (Abb. 3). Dies ist von Vorteil, da das Rauschen gédngiger Oszillatoren nur wenige Promille
betrdagt. Im nachfolgend beschriebenen Aufbau sind 0.1% (RMS) spezifiziert.

Femtolasers Fusion |
(75 MHz, 6.5 nJ) |

A

Doped fiber amplifier

A

Y 500pJ, 4000 cm™

To Microscope

1nJ,~20 cm™' Y

Abbildung 3.3: Schematische Darstellung der Lichtquelle im MHz-Aufbau. Ein Titan-Saphir-
basierter fs-Oszillator liefert ultrakurze Impulse. Die damit verknUipfte, spektrale Bandbreite erlaubt es,
die Laserimpulse direkt als Raman-Abtastimpulse in der FSRM einzusetzen. Aus der niederfrequen-
ten Flanke des Laser-Spektrums wird mit Hilfe eines Bandpassfilters ein spekiral schmaler Bereich
abgegriffen und in einen dotierten Faserverstérker eingekoppelt. Dieser Spektralbereich fallt direkt
mit dem Emissionsmaximum des Faserverstarkers zusammen. Der dort nachverstarkte und spektral
eingeschrankte Laserimpuls dient als Raman-Pumpimpuls. Er wird zusammen mit einem Anteil der
Laserfundamentalen ins Mikroskop eingekoppelt.

Das fs-Lasersystem (Femtolasers, Fusion BB) emittiert ultrakurze Laserimpulse mit einer
Dauer von unter 10 fs. Die damit verbundene spektrale Bandbreite von mehr als 125 nm ist
ausreichend, um alle Raman-Resonanzen in organischen Materialien [Sch95] simultan adres-
sieren zu konnen (unter der Primisse, dass sich der Raman-Pumpimpuls spektral an einer
der Flanken des Spektrums befindet). Diese Impulse werden direkt als Raman-Abtastimpulse
verwendet. Im Gegensatz dazu wird nun der Raman-Pumpimpuls in einem weiteren opti-
schen Verfahren generiert. Hierfiir wird aus der langwelligen Flanke des Laser-Spektrums ein
schmaler Bereich mittels Bandpassfilter abgegriffen und in einen dioden-gepumpten, Yb3*-
dotieren Faser-Verstirker eingekoppelt. Die Verstirkung des Seed-Strahls basiert auf einem
3—Niveau—Ubergang von Yb3T Tonen [Pas95, Sel03, Fu04] des Verstirkermediums, welches
von einem 915 nm Diodenlaser gepumpt wird. Die Emissionswellenlédnge des Verstérkers
liegt bei 980 nm, d.h. beziiglich des fs-Laser-Spektrums in der dufersten roten Flanke des
Spektrums. Es konnen somit alle Raman-Resonanzen bzw. ihre zugehorigen Frequenzen im
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3 Laserquellen in der FSRM

Abtastspektrum adressiert werden. Die spektrale Halbwertsbreite des Raman-Pumpimpulses
betriigt 18 cm™! und ist auf die Breite einer typischen Raman-Rresonanz in Losung [Sch95]
abgestimmt. Die Ausgangsleistung des Lasers von etwa 450 mW entspricht bei einer Repeti-
tionsrate von 75 MHz einer Impulsenergie von 6 nJ. Das Lasersystem liefert fiir den Raman-
Abtastimpuls somit einen Faktor 4 mehr Energie als auf der kHz-FSRM-Anlage. Es werden
jedoch nur Raman-Abtastimpulse mit einer Energie von etwa 25-125 pJ verwendet, um eine
Photoschidigung der Probe zu vermeiden. Die Energie des Raman-Pumpimpulses betrdgt am
Fokus des rasternden Mikroskops ~ 500 pJ. Die hohere Wiederholrate des Lasers erlaubt zu-
dem eine hohere Bildaufnahmerate des Mikroskops. Der nachfolgende Abschnitt beschreibt
ausfiihrlich die Laserquelle des neu realisierten FSRM-Aufbaus. Er ist ein Abdruck des Arti-
kels®

Evelyn Ploetz, Benjamin Marx, Thomas Klein, Robert Huber, Peter Gilch: ,A 75
MHz Light Source for Femtosecond Stimulated Raman Microscopy”, Opt. Ex-
press 17 (2009) 18612-18620, DOI: 10.1364/OE.17.018612.

5 Reprinted from Opt. Express 17(21): E. Ploetz, B. Marx, T. Klein, R. Huber, and P. Gilch: A 75 MHz
Light Source for Femtosecond Stimulated Raman Microscopy, p. 18612-18620, ©2009, Optical Society of
America, Inc.
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Abstract: In femtosecond stimulated Raman microscopy (FSRM) a
spectrally broad pulse (Raman probe) and a spectrally narrow pulse (Raman
pump) interact in a sample and thereby generate a Raman spectrum of the
focal volume. Here a novel light source for FSRM is presented. It consists
of an 8-fs laser (repetition rate of 75 MHz) operating as Raman probe. A
Yb>" based fiber amplifier generates the Raman pump light at 980 nm.
The amplifier is seeded by the spectral wing of the 8-fs laser output which
ensures synchronisation of pump and probe pulses. Spectral and temporal
characteristics of these pulses are reported and simultaneous recording of
broadband Raman spectra relying on these pulses is demonstrated.

© 2009 Optical Society of America

OCIS codes: (180.5655) Raman microscopy; (180.4315) Nonlinear microscopy; (320.7090)
Ultrafast lasers; (140.3280) Laser amplifiers
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1. Introduction

Raman microscopy and micro-spectroscopy [1, 2, 3] find applications in, e.g. histology [4,
5], microbial typing [6, 7], and polymer science [8, 9, 10]. These research areas profit from
the good correlation between spectral signatures of Raman scattering and chemical structures.
Raman microscopy thus carries the potential for label-free identification and quantification of
chemical entities on the micrometer length scale.

Conventional Raman microscopy rests on the spontaneous Raman effect. It suffers from low
Raman cross sections and concomitantly small signal levels and/or long acquisition times [1].
This has motivated the introduction of non-linear techniques into Raman microscopy.

During the last decade the focus has hereby been laid on coherent anti-Stokes Raman scat-
tering (CARS) [11, 12, 13, 14]. The CARS effect indeed increases signal levels tremendously
[15] — yet, at certain expenses. Due to a non-resonant background CARS spectra are distorted
in comparison to conventional Raman spectra [14, 16, 17]. The CARS spectrum of a sam-
ple containing several components is not the (weighted) sum of the individual CARS spectra.
CARS signals scale quadratically with sample concentrations [15]. All three properties hamper
the analysis of CARS data.

We have recently demonstrated the applicability of a different non-linear effect in Raman
microscopy, namely femtosecond stimulated Raman scattering (FSRS) [18]. In FSRS which
originates from time resolved spectroscopy [19, 20] two synchronized laser pulses are em-
ployed (Fig. 1). An intense and spectrally narrow pulse (center frequency y) is referred to
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Fig. 1. Scheme of the FSRS effect. Two laser pulses, an intense spectrally narrow pulse
(Raman pump, red, frequency @y) and a spectrally broad pulse (Raman probe, blue), in-
teract with a Raman active medium. For frequency components @, > @y (anti-Stokes side)
satisfying the Raman condition stimulated Raman interactions lead to attenuations of the
Raman probe spectrum. Referencing the modified probe spectrum to the original one af-
fords the Raman spectrum of the medium.

as Raman pump. Its width Ay limits the spectral resolution. A spectrally broad and less in-
tense pulse serves as Raman probe (frequency components @,). Ideally, its spectral width Awp,
should exceed 3000 cm ™!, so that Raman resonances up to the largest frequency shifts can be
detected. Raman pump and probe pulses overlap in space and time at the sample location. Due
to stimulated Raman interactions the probe spectrum experiences modulations whenever the
following condition is fulfilled: |@. — ay| = wg ;. Hereby, wg; denote the Raman resonances
of the sample. On the anti-Stokes side (@, — @y > 0) stimulated Raman interactions lead to a
signal reduction of the probe light (stimulated Raman loss, SRL), whereas on the Stokes side
(@, — ay < 0) enhancements of the probe pulses (stimulated Raman gain, SRG) are observed.
In the experiments described below the first condition applies. The Raman spectrum R(@. — @)
is obtained from the modulated spectrum [gf (0, — wp) — that is the spectrum in presence of
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the Raman pump — by dividing it by the spectrum in absence of the pump 7, (0. — y):

B Ifff(wc — )

Tpr(@c — ax) M

R(wc - (1)()) = 1
Provided that the polarization planes of pump and probe beams are parallel, the spectrum
R(@. — ay) is equivalent to the polarized Raman spectrum in conventional Raman spectroscopy
[21]. The spectra obtained that way are undistorted in comparison to conventional ones, show
additivity with respect to the contributions of individual components and scale linearly with the
concentration.

In our first demonstration of femtosecond stimulated Raman microscopy (FSRM) [18] we
have utilized a femtosecond laser amplifier system running at 1 kHz. Raman pump pulses were
generated by spectrally narrowing the output pulses of the amplifier. Probe pulses were obtained
by continuum generation in a sapphire plate. With this setup a simultaneous (multi-channel)
detection of complete Raman spectra as a function of the position in the sample is possible. For
a couple of reasons this proof of principle setup is not suited for “real world” applications in
microscopy. Because of the low repetition rate of the amplifier (1 kHz) the energy of the Raman
pump pulse needs to be of the order of 100 nJ. This translates into a peak intensity at the focal
point of 10> W/cm? which is deemed to be too high for bio-imaging [22]. Further, generating
the Raman probe light via continuum generation is a substantial source of noise. The white light
continuum has intensity variation of the order of 1072 and its spectral shape shows fluctuations
with time. Finally, laser amplifiers are complex and maintenance intensive instruments and are
thus not very likely to enter microscopy labs.

Several groups have recently shown that stimulated Raman microscopy is feasible with
pulsed lasers operating in the 100 MHz range [23, 24, 25, 26]. In these experiments two syn-
chronized picosecond laser pulses interact with each other. Stimulated Raman processes trans-
fer intensity between these two pulses. Thanks to lock-in detection schemes these setups are
very sensitive (intensity changes down to 10~7 can be recorded [23]). Yet, recording of com-
plete Raman spectra requires the tuning of one of the pulses over a wide range and this tuning
of course increases the acquisition times.

Here, we describe a laser light source, specifically tailored for the application in femtosecond
stimulated Raman microscopy (FSRM). In contrast to a related light source described in ref.
[27], we apply fiber amplification of picosecond laser pulses in the three level regime of a core
pumped single mode fiber for the first time. The ~ 10x higher small signal gain coefficient at
the three level transition around 975 nm enables the application of an extremely short length
of amplification fiber [28], which dramatically reduces the effect of self phase modulation.
This is the key to realize spectrally narrow pump pulses with low chirp at high efficiency and
without external compression. Further, a careful characterisation of relative intensity noise,
power, stability, wavelength and spectral shape is given. We demonstrate high speed Raman
spectroscopy with full spectral coverage to show the suitability of the source for FSRM.

2. Description of the Setup

The light source relies on the large spectral band-width of sub-10-fs lasers. Because of this
width the pulses emitted by such a laser can immediately serve as Raman probe pulses. No
non-linear conversions are required. Raman pump pulses can be obtained by amplification of
spectral components at the low or high frequency edge of the laser spectrum. In the actual setup
(Fig. 2) pulses are supplied by a femtosecond laser (Fusion BB-300 from Femtolasers) emitting
8 fs pulses at a repetition rate of 75 MHz. This laser offers a good compromise between band-
width and spectral smoothness (see Fig. 3). Lasers with even larger bandwidth often exhibit
strong spectral modulations which renders them less suitable for spectroscopy. The average
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Fig. 2. Schematic of the FSRM setup. For description see text. Dichroitic mirror: DM »,
C: Collimator, SMF: single mode fiber, ISO: optical isolator, LD: pump laser diode, WDM:
wavelength division multiplexer, Yb3*: ytterbium-doped fiber, PD: photo diode, DGC: de-
lay generator card, GW: glass wedge, OB: microscope objective.

power of the laser amounts to 450 mW which translates into a pulse energy of 6 nJ.

The pulse train emitted by the laser passes a dielectric turning mirror (Layertec, type 107581)
which transmits a spectrally narrow region around 980 nm. The reflected light serves as Raman
probe. It passes a delay stage with which the temporal overlap between Raman pump and probe
pulses at the sample can be achieved. Excursions of the delay stage in the micrometer range
can be induced by a piezo actuator (Piezomechanik GmbH, type Pst 150/5x5/20). The trans-
mitted light is coupled into a fiber amplifier. In the amplifier the pulses first pass a fiber based
isolator (OFR, type IO-F-980APC) which decreases the amplified stimulated emission (ASE)
and protects the femtosecond laser. The pulses then arrive at a wavelength division multiplexer
(WDM, Optolink, type WDM-T-12-917-90-FA) which allows to feed the laser seed and the
pump light into the amplifier. A diode laser (Axcel Photonics, type BF-915-0200-P5A) oper-
ating at 915 nm pumps the amplifier. Its maximum output power amounts to 200 mW. A Yb>*
doped single mode fiber (Liekki, type YB1200-4/125) of 5.2 cm length is used for amplifica-
tion. Since the transition around 980 nm of the Yb*>* ions on which we rely here is of three-level
nature [29, 30, 31] the length of the fiber needs to be well chosen. Otherwise, amplified light
will be attenuated by absorption. Via a second WDM the pre-amplified seed is sent to a second
amplifier stage and pump light is rejected. The second amplifier is identical in design to first
except for the out-coupling. To minimize self-phase modulation of the amplified pulses after the
second amplifier stage these pulses are coupled out immediately after the second Yb** doped
fiber. Residual pump light is rejected by a bandpass filter (Lot-Oriel, type CH-980-20-24.2U).
Pulses leaving the amplifier (Raman pump in the following) are re-collimated (C collimator,
Thorlabs, type CFC-11-B-APC) and are combined with the Raman probe pulses by a glass
wedge. The wedge transmits most of the Raman pump light and reflects ~ 0.5 % of the Raman
probe power.

Transmitted Raman pump and reflected Raman probe light enter a microscope objective
(Leitz, 20 x, NA 0.4) which focuses the light beam onto the sample. After re-collimation by a
second identical objective the Raman pump light is rejected by a set of filters (Layertec type,
107581, two Laser Components, type HR1035) and the remaining probe light is focused onto
a spectrograph (Princeton Instruments, Acton SP2358). It is equipped with a 300 lines/mm
grating blazed at 775 nm. With this grating the spectrograph features a linear dispersion of
10 nm/mm. The dispersed light is detected with a 512 element diode array (Hamamatsu, type
S3901-512Q). The pixel pitch of 50 um of the diode array limits the spectral resolution of
detection system to 0.5 nm or ~ 7 cm~!. The diode array is controlled by Tec5 electronics.
The detection system is identical to the one described in ref. [18, 32] except that now an array
with a larger fullwell capacity is used. The array is read-out at its maximal rate of 1 kHz. A
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chopper placed in the Raman pump branch operates at 500 Hz. Thereby, alternatingly spectra
with pump on and pump off are recorded. To trigger the chopper and the read-out electronics
a small portion of the laser output is sent to a photo-diode (Thorlabs, type Det10A/M). The
75 MHz signal of this diode is then frequency divided to 1 kHz by a delay generator card

(Bergmann MeBgerite Entwicklung, type BME-SGO05p).

3. Characterisation of the Light Source

The spectrum of the Raman probe pulse (Fig. 3(a)), i.e. the femtosecond laser pulse being
reflected by the dielectric mirror (DM1 in Fig. 2), peaks at 12250 cm~! and has a width of
2000 cm~! (FWHM). Including the spectral wings this width suffices to address even the largest
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Fig. 3. (a) Spectra of Raman pump (solid) and probe pulses (dashed). Due to the spectral
position of the Raman pump pulse and the width of the probe pulse Raman shifts of up to
4000 cm~! can be covered. (b) Oscilloscope trace of the pump pulse train. Its repetition
rate matches the one of the 8 fs laser. The offset of this trace is due to ASE.

Raman shifts of organic compounds of around 3500 cm~!. This is possible provided that the
Raman pump is located at the very edge of the laser spectrum — as for the Raman pump with a
frequency @y of 10230 cm™! used in the present setup. The width Aay of the Raman pump pulse
equals to 49 cm~! (FWHM). The average power of the light leaving the fiber amplifier amounts
to 72 mW. To distinguish between the contribution of the pulses and the ASE to this power, the
emission of the amplifier was analyzed using a fast photodiode (Thorlabs, type Det10A/M)
and a digital oscilloscope. The recorded time trace (Fig. 3(b)) shows that the amplified pulses
feature the repetition rate of the femtosecond laser. The oscilloscope trace shows in addition to
the spikes of the pulses a small pedestal caused by ASE. The temporal integral over one pulse
E puise in relation to the total integral £, over one cycle yields a fraction of s/ Esorar of
0.74. This implies that the amplifier delivers 54 mW (or 0.7 nJ per pulse) of pulsed output. The
power of the seed prior to amplification in the pertinent spectral range was 42 uW. Thus, the
pulses are amplified by 31 dB. The amplification retains the linear polarisation of the light.
The temporal properties of the Raman pump and probe pulses were characterised using an
autocorrelator similar in design to one described in ref. [33]. The autocorrelation traces (Fig. 4)
afforded durations — based on a Gaussian deconvolution — of 14 fs and 1.2 ps for probe and
pump pulses, respectively. Since the pulses have passed 1.4 m of air when they are measured
they are already stretched from the 8 fs specified by the manufacturer to 14 fs. The duration of
the pump pulse is 4 times the duration of a bandwidth limited pulse. This chirp results from the
group velocity dispersion (GVD) the pulses experience while propagating through the fiber. An
estimate based on the Sellmeier coefficients of fused silica and the waveguide dispersion yields
a GVD at 980 nm of ~ 50 ps/(nm km). The Raman pump pulse has a bandwidth of 5 nm and
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propagates through 4 m of fiber. This results in a duration of ~ 1 ps as seen in the experiment.
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Fig. 4. Autocorrelation traces of Raman pump (open squares, lower axis applies) and probe
pulses (solid circles, upper axis applies). The solid lines symbolise Gaussian fits. The de-
convoluted duration of the probe pulse amounts to 14 fs, that of the pump to 1.2 ps.

4. Recording of Raman Spectra

Spectra recorded for neat benzonitrile and water demonstrate that with this laser light source
Raman data can be obtained (Fig. 5 and 6). The liquids were held in 1 mm fused silica cuvettes
placed between the two microscope objectives. We stress that the interaction length for the
stimulated Raman process is not 1 mm but is given by twice the Rayleigh length of the objective.
We estimate that length to be 10 um. When Raman pump (energy of 0.7 nJ) and probe (0.03 nJ)
are made to overlap in space and time at the focal point of the objectives, signal reductions
on the Raman probe spectrum can be observed. Referring to Eq. (1), these reductions yield
the (stimulated) Raman spectrum of the sample. The diode array detection employed here puts
a lower limit to the acquisition time of a Raman spectrum of 2 ms. It requires 1 ms to record
one pump on and one pump off spectrum. For this acquisition time resonances of benzonitrile at
1011, 1194, 1601, 2235, and 3083 cm™! are discernible matching published data [39] (spectrum
(a) in Fig. 5 represents the raw data, spectrum (b) is obtained by applying Savitzky-Golay
smoothing [34]). The stimulated Raman effect amounts to 1073, The noise level as estimated
from spectral regions free from Raman resonances is around 10~#. The line width of the Raman
resonances is ~ 40 cm~! (FWHM). This is smaller than the spectral width of the Raman pump
pulse (50 cm™"). This is surprising at first sight since the width of the Raman pump should limit
the spectral resolution [35]. Yet, the pump pulses employed here are chirped. The Raman probe
light, therefore, does not interact with all spectral components of the pump light. This chirp
is also responsible for the small spikes at the high frequency edge of the Raman resonance.
Simulations (data not shown) based on a coupled wave description of FSRS [35, 36] reproduce
this effect.

Spectra (a) and (b) in Fig. 5 exhibit spectral modulations at wavenumbers larger than
3000 cm™'. These modulations are due to spectral interferences between the Raman probe
pulse and the Raman pump pulse which has experienced non-linear frequency broadening at
the sample location [37]. Eq. (4) in ref. [37] states the effect is most pronounced when the ratio
between the intensity of the broadened pump pulse and that of the probe pulse is large. Since for
Raman shifts larger than 3000 cm ™! the probe spectrum decreases substantially (see Fig. 3) the
modulations are most pronounced here. This effect shows interferometric sensitivity and can
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Fig. 5. (Stimulated) Raman spectra of benzonitrile recorded with the setup described in Fig.
2. For spectrum (a) the lowest possible acquisition time of 2 ms (I ms pump on/off) was
chosen. Spectrum (b) was obtained from (a) by applying Savitzky-Golay smoothing. For
spectrum (c) the acquisition time was 10 ms, no smoothing was applied.

therefore be averaged out by changing the delay between pump and probe on the length scale
of a wavelength [37]. A piezo actuator (see Fig. 2) periodically varies the delay between pump
and probe at a frequency of 80 Hz. Obviously, for an acquisition time of 2 ms this frequency
does not suffice to average the modulations out. For an acquisition time of 20 ms, however,
these modulations are virtually gone.

Benzonitrile features a largest Raman shift of ~ 3000 cm~!. Higher shifts of up to ~
3500 cm ™! are observed for molecules containing OH or NH groups [38]. At least for organic
molecules these may be considered as the largest Raman shifts. The spectrum obtained for wa-
ter (Fig. 6) exhibits the well known broad OH stretching resonance peaking around 3300 cm ™!
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[39]. This demonstrates that with the present setup Raman resonances up to 3500 cm ™! can be
covered.
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Fig. 6. (Stimulated) Raman spectra of water. The acquisition time was 20 ms, Savitzky-
Golay smoothing was applied. The spectrum shows that with the present light source even
modes with the largest Raman shifts can be addressed.

5. Conclusions

These results clearly show that with the light source described here complete Raman spectra of
substances in the focal point of a microscope can be recorded. By raster-scanning the sample
as described in ref. [18] it will be possible to generate Raman images. Presently, the shortest
pixel dwell time in this imaging process will be 2 ms. It is limited by the read-out rate of the
detection system. This system was originally designed for a 1 kHz laser / amplifier light source.
It remains to be seen whether with faster multi-channel detectors even shorter pixel dwell times
are possible.

Our light source is also compatible with lock-in detection schemes described in ref. [23, 24,
25]. It only requires an exit slit in the spectrograph combined with a single channel detector
and an acousto-optical modulator in the Raman pump branch.
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4 Spektrale Modulationen in der FSRM

When a problem has been solved
in principle it is still far from having
been solved specifically.

(Manfred Eigen - Nobel lecture, 1967)

Eine grofe Stirke der stimulierten Raman-Streuung ist ihre Fihigkeit, das Signalniveau
gegeniiber dem spontanen Streuprozess deutlich anzuheben. Es wird von 7 Gro3enordnungen
[KukO7] berichtet. Aufgrund der verstirkten Signale ist es moglich, FSRS-Spektren in we-
nigen Millisekunden aufzuzeichnen, wohingegen bei spontanen Spektren Belichtungszeiten
im Sekundenbereich iiblich sind [Sal09]. Das FSRS-Signal skaliert dabei weiterhin linear mit
der Probenkonzentration und liefert gleichzeitig Spektren, die untergrundfrei [Owy78] und
spektral identisch zu denen polarisierter, spontaner Raman-Signaturen [McC03] sind.

Stimulierte Raman-Streuung beruht auf der nichtlinearen Wechselwirkung zweier Laserfel-
der mit den Schwingungsfreiheitsgraden des Mediums. Wihlt man als Raman-Abtastimpuls
einen ultrakurzen, und somit spektral breitbandigen Laserimpuls so ist es moglich, nicht nur
einzelne Raman-Resonanzen, sondern das komplette Spektrum gleichzeitig abzufragen. Ab-
bildung 4.1 zeigt ein stimuliertes Raman-Spektrum von Benzonitril (schwarz). Die aus der
Literatur bekannten Raman-Resonanzen [Sch75] bei 999, 1026, 1132, 1597, 2228 und 3068
cm~! sind klar zu erkennen. Entgegen theoretischer Vorhersagen [Owy78, Plo07b, Fre08]
wird in der FSRS-Mikroskopie jedoch einen nichtlinearen Storbeitrag in den aufgenommenen
Raman-Spektren beobachtet, welche sich in Form einer oszillatorischen Anderung der Grund-
linie bemerkbar macht. Ihr Einfluss auf das FSRS-Spektrum von Benzonitril ist in Abbildung
4.1 in blau dargestellt. Die Signalamplitude des Effekts ist von vergleichbarer Grée zum
detektierten FSRS-Signal und trédgt iiber einen breiten Spektralbereich gleichermafen bei.
Eine Verfilschung der Raman-Signaturen ist die Folge: In Abhingigkeit der jeweiligen Pha-
se der Oszillation, fithren die Modulationen zu einer Unterdriickung oder Uberhdhung der
Raman-Banden. Diese hat bei der hyperspektralen Datenauswertung eine Verschlechterung
des Signal/Rausch-Verhiltnisses'! der FSRM-Aufnahmen zur Folge. Die spektrale Signalin-
derung ist durch rote Pfeile an den zugehorigen Raman-Resonanzen (grau-gestrichelte Linien)
angedeutet.

Ein Auftreten dieses nichtlinearen Storbeitrags wurde zuvor in zeitaufgelosten FSRS-Experi-
menten beobachtet [Kuk03, Jin0O4] und als Beitrag einer Kreuzphasenmodulation (XPM) zwi-
schen dem Raman-Pumpimpuls und -Abtastimpuls im Medium interpretiert. Diese Erkldarung
lasst sich jedoch nicht mit den in diesem Kapitel beschriebenen Ergebnissen in Einklang brin-

! Bei einer univariaten Auswertung beispielsweise, kann a priori nicht zwischen purem Raman-Signal und der
Modulationsamplitude unterschieden werden.
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Raman Loss ( 10-4)
N
Y
1

1000 2000 3000

Raman Shift (cm1)

Abbildung 4.1: Spektrale Modulationen im FSRS-Spektrum von Benzonitril. Das FSRS-
Spektrum von Benzonitril ist in schwarz darstellt. Zusatzlich zu den aus der Literatur bekannten
Raman-Resonanzen (durch gestrichelte Linien gekennzeichnet) ist eine markante Oszillation der
Grundlinie (blau) von vergleichbarer Hohe zu beobachten. Der Effekt verringert das Signal/Rausch-
Verhaltnis und fiihrt zu verfalschten Signalstérken der einzelnen Raman-Resonanzen. Ihre Abnahme
sowie Zunahme sind durch rote Pfeile dargestellt. In beiden Spektren ist Uber 7.5 - 10° Laserschis-
se gemittelt worden. Die Impulsenergie des Raman-Pumpimpulses betragt 660 pd, die des Raman-
Abtastimpulses 21.3 pJ.

gen. Im Fall einer XPM wiirde der intensive Raman-Pumpimpuls im vermittelnden Medium
eine zeitabhiingige Anderung des Brechungsindex induzieren. Bei zeitlichem Uberlapp der
Impulse fiihrt diese Anderung zu einer spektralen Verschiebung des WeiBlichtimpulses. Des-
sen Frequenzkomponenten werden dabei so durchmischt, dass Komponenten mit Frequenz
wy, die zeitgleich mit dem Intensititsmaximum des Raman-Pumpimpuls die Probe durchwan-
dern, symmetrisch zu grofleren und kleiner Werten verschoben werden. Dies hitte eine Ab-
nahme des WeiBlichtimpulses an der Frequenz w, sowie eine zusitzliche Erzeugung von Fre-
quenzkomponenten bei wy = Aw zur Folge. Die maximale XPM-Verschiebung Aw kann fiir
zwel linear polarisierte Laserimpulse mit einer homogenen Gauf3’schen Intensitédtsverteilung
und der Intensitdt /p des Raman-Pumpimpulses nach folgender Gleichung [Rul05, Vog02]
abschitzt werden

2.ny- L OL(1)
Co ot

Aw = wy 4.1)

L beschreibt die Wechselwirkungslidnge der Laserimpulse im Medium mit nichtlinearem
Brechungsindex ns und ¢y die Lichtgeschwindigkeit. Das spektrale Erscheinungsbild der
XPM hiingt dabei stark vom Chirp des Weilllichtimpulses ab [Lor02]. Je groer hierbei der
zeitliche Versatz zwischen den Spektralkomponenten des Weilllichtimpulses ist, desto stidrker
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und spektral lokalisierter ist der Signalbeitrag der Kreuzphasenmodulation [Lor02]. Die in
der FSRM beobachtete Modulation der Grundlinie zeigt dieses Verhalten hingegen nicht. Die
Oszillation tritt gleichmé@Big tiber einen kompletten Spektralbereich von mehr als 250 nm auf.
Mit zunehmendem Chirp des WeiBlichtimpulses nimmt die Oszillationsfrequenz der Modu-
lation zwar zu (siehe Abschnitt 4.2), die Amplitude sowie der Spektralbereich werden davon
jedoch kaum beeinflusst. Eine Erkldrung fiir die Abhingigkeit der Signalamplitude der Modu-
lation von der WeiBlichtintensitit kann XPM zudem nicht liefern (vergleiche Abschnitt 4.2).

Der in Abbildung 4.1 dargestellte Effekt wird nicht nur in Fliissigkeiten, sondern auch in
amorphen und kristallinen Festkorper beobachtet, d.h. in jeder untersuchten Probe, und be-
hindert den Einsatz der FSRM zur quantitativen, chemischen Bildgebung. Der Effekt wurde
daher eingehend studiert. Die Ergebnisse sind Gegenstand dieses Kapitels.

Die in Abschnitt 4.1 abgedruckte Publikation ,, Disturbing interference patterns in femto-
second stimulated Raman microscopy“ charakterisiert den nichtlinearen Storbeitrag zunéchst
experimentell und stellt Moglichkeiten vor, diesen zu unterdriicken. Die Messungen hierfiir
wurden auf der kHz-Anlage [Plo07b] durchgefiihrt. Es stellt sich heraus, dass der Effekt nur
bei zeitlichem und 6rtlichem Uberlapp zwischen Raman-Pumpimpuls und -Abtastimpuls be-
obachtet werden kann. Des Weiteren reagiert die Amplitude der Modulation duferst empfind-
lich auf eine Dejustage der eingekoppelten Laserimpulse und stellt sich zudem als interfero-
metrisch sensitiv auf Verzogerungen zwischen dem Raman-Pumpimpuls und -Abtastimpuls
heraus. Der Effekt kann somit als eine spektrale Interferenz zwischen dem Raman-Abtastim-
puls und einem zusitzlich erzeugten, elektrischen Feld identifiziert werden. Dieses wird vom
Raman-Abtastimpuls heterodyn verstdrkt und fiihrt zu einer spektralen Interferenz auf dem
Detektor. Als Erzeugungsprozess wird eine einsetzende Kontinuumserzeugung (SCG) des
Raman-Pumpimpulses vermutet. Dies wird zum einen auf die direkte Skalierung der Signal-
hohe mit der Intensitdt des Raman-Pumpimpulses zuriickgefiihrt, zum anderen auf die Tatsa-
che, dass sich die Impulsenergien des Raman-Pumpimpuls an der Schwelle zur einsetzender
Selbstfokussierung befinden. Letztere wird als Vorstufe zur WeiBlichtserzeugung angesehen
[Cou07].

Weitere Untersuchungen zeigten, dass die spektrale Interferenz auch auf der in Kapitel 3
beschriebenen Anlage beobachtet wird. Dem Aufbau liegt ein Laseroszillator zugrunde, der
Impulse mit 2 GroBBenordnungen geringeren Energien zur Verfiigung stellt. Eine durch den
Raman-Pumpimpuls verursachte, einsetzende Weilllichterzeugung muss daher als Hauptbei-
trag des Signals ausgeschlossen werden. Dariiber hinaus zeigt sich, dass die Amplitude der
Modulation ebenfalls mit der Intensitét des eingestrahlen Raman-Abtastimpuls skaliert. Die-
ser Befund kann mit dem Modell eines spektral verbreiterten Raman-Pumpimpulses eben-
falls nicht in Einklang gebracht werden. Die in Abschnitt 4.2 abgedruckte Publikation ,, Ori-
gin of spectral interferences in femtosecond stimulated Raman microscopy stellt daher ein
iiberarbeitetes Modell zum physikalischen Ursprung der spektralen Interferenz vor. Als Me-
chanismus kann ein Vier-Wellen-Mischen (FWM) zwischen den Frequenzkomponenten des
Raman-Abtastimpulses sowie Raman-Pumpimpuls identifiziert werden. Das zusitzlich er-
zeugte FWM-Feld weist einen breiten Uberlapp mit dem Spektralbereich des WeiBlichtim-
pulses auf. Eine Simulation der gemessenen Interferenzen zeigt eine groBe Ubereinstimmung
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zwischen Experiment und Theorie. Sowohl die in Abschnitt 4.1 zusammengefassten Eigen-
schaften, als auch die Abhédngigkeiten der Modulationsamplitude von den Intensitdten der
eingehenden Laserfelder sowie des nichtlinearen Brechungsindex n, des Mediums werden
vom Modell beriicksichtigt und konnen experimentell bestétigt werden.

4.1 Charakterisierung und Unterdriuckung spektraler
Interferenzen

In der FSRM kommen ein schwacher, spektral breiter Femtosekunden-Laserimpuls sowie
ein intensiver Pikosekundenimpuls zum Einsatz, um Raman-Spektren der Probe am Fokus
eines rasternden Mikroskops aufzuzeichnen. Neben den gewiinschten Raman-Signaturen sind
zudem spektrale Modulationen von vergleichbarer Signalstirke zu beobachten. Der folgende
Abdruck des Artikels?

Evelyn Ploetz, Benjamin Marx, Peter Gilch: ,Disturbing interference patterns in
femtosecond stimulated Raman microscopy”, J. Raman Spectrosc. 41 (2010)
609-613, DOI: 10.1002/jrs.2488.

fasst die Eigenschaften der spektralen Modulationen zusammen und stellt Methoden vor,
um deren Storbeitrdge zu unterdriicken. Die der Verodffentlichung zugrundeliegenden Mes-
sungen wurden mit dem kHz-FSRM-Aufbau [PloO7b] aufgenommen, auf dem die Impuls-
energien des Raman-Pumpimpulses nur zwischen 1-200 nJ variiert werden konnten. Da die
Impulsenergien die Schwelle zur Weilllichterzeugung erreichen, werden als Ursache der spek-
tralen Modulationen eine Interferenz des Raman-Abtastimpuls mit einem spektral verbreiter-
ten Raman-Pumpimpuls angenommen.

2 Reprinted from J. Raman Spectrosc. 41(6): E. Ploetz, B. Marx, and P. Gilch: Disturbing interference patterns
in femtosecond stimulated Raman microscopy, p. 609-613, ©2010, with permission from John Wiley &
Sons, Ltd.
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Disturbing interference patterns
in femtosecond stimulated Raman microscopy

E. Ploetz,? B. Marx? and P. Gilch®t*

Femtosecond stimulated Raman microscopy (FSRM) is an upcoming technique in nonlinear microscopy which facilitates rapid
chemical mapping. It employs femtosecond white-light pulses as probe pulses and intense picosecond pulses as pump pulses.
Stimulated Raman scattering (SRS) occurs at the focus of a scanning microscope. Chemical constituents in the sample are
identified via their Raman signatures. In this article, disturbing interference patterns in FSRM are reported. They are caused by a
broadening of the pump pulse due to nonlinear interactions in the focal region of the microscope and reduce the signal-to-noise
ratio. The properties of these modulations are explored, and the methods to suppress them are presented. Copyright (¢) 2009

John Wiley & Sons, Ltd.
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Introduction

Raman microscopy combines the spatial resolution of opti-
cal microscopy with the chemical sensitivity of vibrational
spectroscopy.' It can yield chemical maps of microscopic ob-
jects without resorting to molecular labels.!'”) Conventional Raman
microscopy relies on spontaneous Raman scattering. It thus suf-
fers from low cross sections and concomitant low signal levels
leading to long acquisition times.” During the last decade, huge
efforts have been made to increase the signal levels by means
of nonlinear Raman techniques.>~"" Focus has thereby been laid
on coherent anti-Stokes Raman scattering (CARS).3 = With CARS,
the signal level of Raman microscopy is increased and it nowadays
enables video-rate acquisition of Raman images.'? Unfortunately,
CARS spectra are often severely distorted in comparison with con-
ventional Raman spectra because of a nonresonant background.
This distortion hinders the interpretation of the CARS images.
Different approaches have been suggested to suppress or reduce
this background.>'3-191 |n spectra based on a different non-
linear Raman process - stimulated Raman scattering (SRS) - this
type of background is absent and the spectra match the conven-
tional ones.l'® This property has led to efforts to utilize SRS in
microscopy.” ~>' It has been shown that SRS is superior to CARS
in terms of spectral shapes and that the two techniques feature
the same signal-to-noise level.”!

Present approaches used in SRS microscopy can be divided
into two groups: (1) Setups using high repetition femtosec-
ond lasers (~100 MHz) in combination with ‘single frequency’
lock-in detection;!®®%' (2) Instruments relying on femtosecond
laser amplifiers (repetition rate on the order of 1kHz) and
broad-band detection.”? For the second approach we have
coined the phrase ‘Femtosecond stimulated Raman microscopy’
FSRM).]

In this setup, a portion of the output of a laser/amplifier system
is fed into two branches (Fig. 1). In one branch, the output pulse
is spectrally narrowed to ~15 cm™". This pulse of frequency wy is
referred to as Raman pump. In the second branch, a femtosecond
white-light continuum is generated, e.g. in a sapphire plate. The
white light (frequency components w.) constitutes the Raman

probe. Both pulses are guided into a scanning microscope.
The pulses overlap in space and time at the focal point of
this microscope. Stimulated Raman interactions caused by the
characteristic eigen modes of the sample affect the intensity of
the Raman probe spectrum I, (wc). The spectral position of the
effects are given by |w. — wo| = wg,. Here, wg; are the Raman
resonances of the sample. The effects are positive (Raman gain)
for w. < wp and negative (Raman loss) for wc > wyg. In the present
experiments, the Raman loss signal, o > g, was recorded. By
taking the ratio between the Raman probe spectra in absence
Ipr(@c — wo) and presence I (wc — wo) of the Raman pump pulse,

I8¥ (e — wo)

+1 M

)=
0 Ipr(wc — wo)

one obtains a stimulated Raman spectrum which is equivalent to
a (polarized) spontaneous one. In Figs 2-4, 6, and 7, we refer to
the FSRS signal as Ramanloss or Ratio, depending on whether the
medium features a Raman activity or not.

While recording Raman images with FSRM, we have noticed
spectral modulations of the Raman probe spectrum on top of the
stimulated Raman signature. This effect has also been reported
in time-resolved FSRS spectroscopy!'’'® and was explained as
a cross-phase modulation (XPM) artifact. We describe here the
properties of these modulations and suggest an origin other
than XPM. Based on our findings, techniques to suppress the
modaulations will be presented.
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Figure 1. Schematic of the FSRM setup. SC, supercontinuum generation; BP, bandpass filter; F, notch filter, OB,, Cassegrainian microscope objective; OB,,
refractive microscope objective. The He-Ne laser is coupled in an interferometer used to calibrate the piezo stage.

Experimental

Figure 1 shows our present implementation of FSRM, described
in detail in Ref. [7]. Femtosecond pulses (775 nm) with an energy
of 20 wJ delivered by a 1 kHz Ti: Sapphire amplifier are coupled
into the setup. The pulse energy is distributed equally over two
branches. In the Raman Pump branch, the pulses are spectrally
narrowed to 15cm™' by a bandpass filter (Andover Coorp.,
ANDV10 565, 776 nm) corresponding to a pulse duration of ~1 ps.
The Raman pump pulse passes a chopper wheel (New Focus,
3501 Optical Chopper) blocking every second pulse. An optical
delay line adjusts the temporal overlap of the two pulses in
the microscope. The energy of the Raman pump pulse coupled
into the microscope is ~100 nJ. In the Raman probe branch, a
supercontinuum is generated in a 7-mm sapphire crystal. After
collimation by a spherical mirror (focal length of 75 mm), the
Raman probe and Raman pump pulses are combined by a
dielectric mirror (0.3 mm, HR 635) reflecting the Raman probe
light in the spectral range of 580 to 730 nm. The energy of
the white-light pulse focused on the sample by a reflecting
objective (Ealing, 36 x, NA 0.5) is ~2 nJ and its pulse duration
is about 250 fs. The white light which has passed the sample is
recollimated by a refractive microscope objective (Leitz, 20 x,
NA 0.4) and detected via a spectrograph (Princeton Instruments,
Acton SP2300 equipped with 300 and 600 grooves/mm gratings)
and a 512-element diode array (Hamamatsu $3902-512Q) readout
at 1kHz['"” The Raman pump light is rejected by a notch
filter (Kaiser Optical Systems, HNPF-810-1.0) placed in front of
the spectrograph. To characterize the interference patterns, an
additional piezo translation stage (PiezoJena, PX 100 SG) controlled
by a voltage amplifier system (PiezoJena, ENV 40 SG, RS 232) has
been inserted into the delay stage. The resolution of the piezo is
about 0.8 nm with a repeatability of 29 nm. To ensure the accuracy
of the piezo translation stage by interferometry,??! an additional
He:Ne cw laser (Laser 2000, LHRP-0201, 633 nm, 2 mW) has been
inserted. Its laser light follows the paths of the Raman pump and
probe pulses. The interference pattern and therefore the path
difference is detected via a charge-coupled device (CCD) camera
(Teli, CS8620HCi).

Results and Discussion

The modulations mentioned in the introduction can, for instance,
be observed when recording a stimulated Raman spectrum of neat
cyclohexane (Fig. 2). The spectrum features the well-known Raman
resonances of cyclohexanel?' at 803, 1029, 1267, 1446, and around
2900 cm~". In addition, modulations comparable in magnitude to
the weaker Raman bands are observed, which obstruct their

Wavelength / nm

7461 7193 694.3 671 649.2 628.8 609.6
14—

|

Ramanloss / %

PR S [ S SR S N PR T S T [N S S S SO N S
500 1000 1500 2000 2500 3000
Wavenumber / cm™

3500

Figure 2. FSRS spectrum of neat cyclohexane averaged over 500 Raman
pump pulses. The energy of the Raman pump pulse Egp is ~50 nJ. Arrows
mark the Raman resonances.

Ratio / %

600 650 700
Wavelength / nm

Figure 3. Interference patterns recorded for different materials (averaged
over 500 Raman pump pulses, Egp = 92 nlJ). Spectra of fused silica (dotted),
BK7 glass (dashed), SF5 glass (solid), and SrTiO; (dashed-dotted) are shown.

detection. Some important properties of these modulations are
the following: They require temporal overlap of the Raman pump
and probe pulse. They are more sensitive towards de-adjustments
than the Raman signal, i.e. a small angular misalignment of
pump and probe beams coupled into the microscope reduces
the modulations to a larger extent than the Raman signals. For the
modulations to occur, no Raman resonances in the same spectral
range are required. Different materials with no high-frequency
Raman modes also generate these modulations (Fig.3). Their
magnitudes scale with the nonlinear refractive index n,, i.e. for a

|
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Figure 4. Interference pattern of SF5 as a function of the relative delay of pump and probe pulse. (a) Signal at delay 7 (black) and delay © = 126 nm
(gray). The interference patterns are shifting spectrally. (b) Signal as a function of the delay for fixed wavelengths shown at 665 nm (black), 638 nm (red),
612 nm (green), and 598 nm (blue). The periodicity is identical for all wavelengths.
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Figure 5. Scheme illustrating the interference effect. A supercontinnum probe pulse and an intense, spectrally narrow pump pulse are coupled into
the microscope. Both light fields are spectrally well separated. By nonlinear interaction with the sample, the Raman Pump pulse experiences a spectral
broadening enabling both pulses to interfere. By varying the delay T between Raman pump and Raman probe pulse, the modulation patterns are shifting
spectrally. The added phase shift wg is constant and affects all frequencies equally.

constant energy of the Raman pump, the signals increase in the
following way: (the index n, in multiples of (1072° m?/W is given
in brackets): fused silica (3.67),12% BK7 (3.4),122 SF5 (12), and SrTiO3
(20).123! The value for SF5 has been computed using Eqn (5) in
Ref. [24] and Eqn (2) in Ref. [25]. The pertinent input parameters
were taken from datasheets published by Schott AG.12%!

The modulations turned out to be interferometrically sensitive.
They vanish if mechanical vibrations are introduced into the setup,
e.g. by knocking on the laser table, while averaging over some
spectra (10—100 were sufficient). A more quantitative assessment
of this interferometric property is obtained when the delay time
T between pump and probe pulses is changed by introducing a
path difference Ax = ct with sub-wavelength step size (Fig. 4).
¢ denotes the speed of light. Scanning the delay on this length
scale results in phase changes of the modulations — the maxima
gradually turn into minima and vice versa (Fig. 4(a)). Note that the
periodicity of these phase changes is identical for all detection
wavelengths (Fig. 4(b)). It amounts to 800 nm, which is very close
to the wavelength Ag of the Raman pump light 775 nm.

These findings clearly indicate that the modulations are caused
by spectral interferences similar to the ones used in spectral phase
interferometry for direct electric eld reconstruction (SPIDER)!?728!
to characterize ultrashort laser pulses. Yet, for spectral inter-
ferences to occur, both light fields involved need to contain
frequency components at the spectral location where they are
observed. Prior to passing through the sample, the Raman pump
pulse contains no frequency components in the detection window
(Fig. 5). Obviously, the Raman pump pulse experiences a spectral
broadening in the sample (further discussed below). Due to this
broadening, spectral interference between the electric field of the
Raman probe £, (w) and that of the broadened Raman pump Ey (w)
becomes possible. The detected signal intensity l(a))FR,f is given by

B (@) o [Epr(w) €7/ 4 & () e~ (Pplerteon) 2
o lpr(@) + Ip(@) + 2/Ipr(@)lp(w) cos(P(w) + woT)

with frequency o, the spectral envelopes &y, the delay time
7 between both fields, and the spectral phases @, (w). The

)
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Figure 6. Interference pattern of SF5 glass (averaged over 500 Raman
pump pulses, Egp = 92 nJ, solid line) and phase difference @ retrieved
from this pattern (dotted line).

phase difference ®(w) is given by ®(w) = Pp(w) — Pp(w). When
referencing to the spectrum of the Raman probe I, (w) in absence
of the pump according to Eqn (1), one obtains

15 (@)

a lpr(a))

lp(w)
lpr(a))

)
Ipr(w)

Rlw) =

0s(®(w) + wot) (3)

Since the broadened Raman pump spectrum /p(w) is much
weaker than the Raman probe spectrum, the expression can
be simplified to

lp(@)
lpr(w)

Rlw) ~ cos(P(w) + wot) (4)

According to this expression, the spectrum of the broadened
Raman pump pulse experiences a heterodyne detection. The
envelope of the modulation thus depends on the spectrum Ip(w).
Its magnitude can be estimated to be 4-5 orders smaller than
the Raman probe spectrum (Fig. 2.), so it cannot be detected
directly in the present FSRM setup. The phase of the modulation
is given by the phase difference between the fields Ep(w) and
Ep(w), namely ®(w). It can be evaluated by fast Fourier transform
(FFT) techniques as in a SPIDER apparatus./?®! A second-order term
dominates the phase in the recorded spectra (Fig. 6). This term

corresponds to a group delay dispersion (GDD) of 350 fs2. After its
generation close to the back (in beam direction) of the sapphire
plate, the Raman probe light transverses ~2 mm of sapphire
material. A computation based on its dispersion properties!?!
shows that the pulse thereby gathers ~200 fs? of GDD, matching
the experimental magnitude. If the reflective microscope objective
is replaced by the refractive one, the Raman probe pulse gains
additional GDD while transversing the microscope. Thereby, the
resulting modulations become closer spaced on the frequency
axis (data not shown). Changing the delay time t results in an
additional phase shift given by w7t = 27 /\Lor (Egn (4)). Since the
phase is added to the pump pulse prior broadening, the delay
affects the modulations detected at different frequencies with the
same periodicity. This is exactly what is observed experimentally
(Fig. 4(b)).

As to the origin of the spectral broadening, it is necessarily
caused by a nonlinearity of the sample. The magnitude of the
modulation increases with the nonlinear refractive index n, of the
medium. However, the broadening due to self phase modulation
(SPM) is too weak to explain the effect. The contribution of SPM
can be estimated from

i
= —wo Ny L/ZC &

Aw(t) ar

©)

where L denotes the interaction length and I(t) the intensity of
the propagating light field.2% Inserting the typical parameters
(focal area A ~ 10 um?, pulse duration t, = 1ps, pulse energy
E=100nJ,L = 10 um, n; = 3-1072° m2/W (value for fused silica))
SPM would lead to a broadening of ~107° - wq, which is much
too small. It is well known that white-light generation results
in broadening much larger than predicted by Eqn (5).5" Yet,
‘genuine’ white-light generation can be observed with the naked
eye, which is not the case here. Further, the input peak power
employed here is an order of magnitude below the threshold
for self-focusing collapse in the medium starting white-light
generation.3'~33] Presumably, what is observed here is the ‘onset’
of white-light generation. This onset of white-light generation
can interfere with the genuine white light generated in the
Raman probe branch. Stable phase relations required for these
interferences have also been observed for two genuine (amplified)
white-light continua.34-36

Their interferometric origin paves the way to suppress the
modulations. Periodically changing of the delay time t with a
wobbler averages the modulations out (Fig. 7a). The modulations
are also absent when Raman pump and probe pulses propagate in
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Figure 7. FSRS spectrum of neat cyclohexane averaged over 1000 Raman pump pulses. The energy of the Raman pump pulse was Egp ~ 50 nlJ. (a) Spectra
with (solid)/without (dotted) the wobbler. The driving frequency of the wobbler was f, = 107.64 Hz. (b) Spectra for co-propogating (dotted)/counter
propagating (solid) Raman pump and Raman probe pulses. The Raman signal is reduced because of a smaller interaction length in the sample. (c) Spectra
for parallel (dotted) and perpendicular (solid) relative polarization of Raman pump and Raman probe pulses.
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opposite direction through the scanning microscope (Fig. 7b).
The Raman pump pulse is focused onto the sample by the
second objective OB,, while the supercontinuum pulse follows
the scheme described in Fig. 1. Since the effective interaction
length is reduced in the backward scattering process,>” the
Raman signal is diminished by a factor of ~2. Another possibility
to reduce the interferences between both light fields is to polarize
the Raman probe pulse perpendicular to the pump pulse (Fig. 7¢).
In conventional Raman spectroscopy, intensity depends on the
relative orientation of the polarization plane of the excitation
light and the transmission axis of an analyser in front of the
detector.8 In stimulated Raman spectroscopy it depends on the
relative orientation of the polarization plane of the Raman pump
and the probe light.?%! In either case, the dependencies can be
described by depolarization ratios p. The symmetric CH stretching
vibration of cyclohexane at 2900 cm~' and also the ring mode
at 803 cm~! feature small values of p.2"! They are concomitantly
strongly affected by a change of the relative polarization (Fig. 7c).

In conclusion, we have reported on the disturbing interference
patterns that have been observed in FSRM. The Raman probe
spectrum interferes with the onset of a continuum generated
by the pump pulse in the focal region of the microscope. We
could show that this effect can be suppressed because of its
interferometric origin. The present setup!” is based on a 1-kHz laser
amplifier system and uses Raman pump pulses with rather high
energies of ~100 nJ atthe edge of continuum generation. In setups
for stimulated Raman microscopy employing high repetition lasers
(~100 MHz),2%1 pulse energies are much lower (~50p)). It
remains to be seen whether with such low energies modulations
of the type described here also show up. We further note that the
effect could constitute a time-zero artifact in transient absorption
spectroscopy.
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4 Spektrale Modulationen in der FSRM

4.2 Ursprung der spektralen Interferenz in der FSRM

Die im vorhergehenden Abschnitt vorgeschlagene spektrale Interferenz zwischen dem Raman-
Abtastimpuls und einem vom Raman-Pumpimpuls erzeugten, einsetzenden WeiBlichtkonti-
nuums muss als Ursache der Modulationen ausgeschlossen werden. Die Modulationen tre-
ten wihrend weiterer Untersuchungen ebenfalls auf der neuen MHz-FSRM-Anlage auf. Hier
kommen Raman-Pumpimpulse zum Einsatz, die um 2 GroB3enordnungen geringere Energien
besitzen. Im folgenden Abdruck des Artikels®

Evelyn Ploetz, Benjamin Marx, Peter Gilch: ,Origin of spectral interferences in
femtosecond stimulated Raman microscopy*, J. Raman Spectrosc. (2011), DOI:
10.1002/jrs.2884.

wird daher ein iiberarbeitetes Modell zum physikalischen Ursprung der Modulationen vor-
gestellt. Als Ursache kann ein Vier-Wellen-Mischprozess (FWM) identifiziert werden, bei
dem das elektrische Feld des Raman-Pumpimpulses mit zwei elektrischen Feldern des Raman-
Abtastimpulses iiber ein Medium in Wechselwirkung tritt. Das zusitzlich erzeugte Feld er-
fahrt eine heterodyne Verstirkung durch den WeiBlichtimpuls und interferiert mit diesem auf
dem Detektor. Ausgehend von diesem Modell konnte eine gute Ubereinstimmung zwischen
den durchgefiihrten Simulationen und den gemessenen Modulationen erzielt werden. Die li-
neare Skalierung der Amplitude mit dem nichtlinearen Brechungsindex n, des vermitteln-
den Mediums, konnte fiir verschiedene transparente Proben experimentell bestétigt werden.
Die Abhingigkeit der Modulationsamplitude von den Impulsenergien des Raman-Pump- und
Raman-Abtastimpulses wurden jeweils iiber 4 bzw. 2 GroBBenordnungen experimentell unter-
sucht und stimmen mit dem Modell iiberein.

3 Reprinted from J. Raman Spectrosc.: E. Ploetz, B. Marx, and P. Gilch: Origin of spectral interferences in fem-
tosecond stimulated Raman microscopy, DOI: 10.1002/jrs.2884, ©2011, with permission from John Wiley
& Sons, Ltd.
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Origin of spectral interferences
in femtosecond stimulated Raman microscopy’

E. Ploetz,>P B. Marx®P and P. Gilch®P*

In femtosecond stimulated Raman microscopy (FSRM), a spectrally narrow (Raman pump) pulse and a broad (Raman probe)
laser pulse are employed to generate the Raman spectra of microscopic objects. The resulting spectra exhibit, in addition to the
Raman bands, spectral modulations of comparable amplitude. Here a model is devised that attributes these modulations to a
four-wave mixing (FWM) process. Two light fields of the probe pulse and one field of the pump pulse serve as input fields. The
resulting FWM field experiences a heterodyne amplification by the probe field. Simulations based on this model reproduce the
appearance of the spectral modulations. Furthermore, the amplitude of the modulations exhibits dependences on the energies
of pump and probe pulses as well as on the nonlinear refractive index n,, which are in line with the model. Copyright © 2011

John Wiley & Sons, Ltd.

Keywords: Raman microscopy; stimulated Raman scattering; femtosecond laser pulses; four-wave mixing
]

Introduction

Microscopicimaging techniques based on stimulated Raman scat-
tering have recently attracted considerable interest.'-® As in
coherent anti-Stokes Raman scattering (CARS) microscopy,!”! the
aim is to profit from the chemical specificity of Raman spectra
and to enhance the signal level by a nonlinear process. Stimu-
lated Raman scattering features some advantages over CARS, as
there arel? spectra matching spontaneous (conventional) ones,
linear concentration scaling and additivity in terms of contribu-
tions of components. Setups for stimulated Raman microscopy
can be divided into scanning and broadband ones. Scanning
instruments?=® use two picosecond laser pulses with a fre-
quency difference matching the Raman resonance of interest.
In the broadband approach, which we have termed femtosecond
stimulated Raman microscopy (FSRM),!"! stimulated processes
are induced by an intense picosecond pulse (Raman pump)
and a weaker femtosecond pulse (Raman probe). The spectral
width of the latter is chosen to be so large that all Raman
resonances can be addressed simultaneously (Fig.1). There-
fore, FSRM, though presently lags behind scanning approaches
in terms of sensitivity, yields the complete spectra simultane-
ously.

However, in addition to the (desired) Raman bands, FSRM fea-
tures disturbing spectral modulations.® The essential properties
of the interferences are the following: (1) they require temporal
overlap of pump and probe pulses; (2) they exhibit interferometric
sensitivity; (3) the phase of the modulations changes sign when
varying the spatial delay between the two pulses by Aoump/2
(Apump, being the wavelengths of the pump pulse); (4) the modu-
lations become more closely spaced on the frequency axis when
the chirp of the probe pulse is increased and (5) the amplitude
of the modulations rises with increasing nonlinear refractive in-
dex ny of the sample. These observations led us to a model
for the origin of the interference pattern,’® which turned out
to be incomplete. In the previous model, the Raman pump
pulse was thought to undergo a spectral broadening due to
the nonlinearity of the sample. The broadened pulse would then

be heterodyned by the probe light. This model explains the
five properties of the modulations listed above. Yet, concerning
the mechanism of the broadening, it has its flaws.®! The spec-
tral width gained by self-phase modulation was shown to be
too small. The power of the pump pulse was deemed to be
slightly below the threshold for white light generation.”) The
broadening was finally attributed to the ‘onset of white light
generation’.

The study on the modulations was performed relying on a
1 kHz femtosecond laser-amplifier system as a pulse source.!
The energy of the Raman pump pulse was of the order of
50 nJ. Meanwhile, we have constructed a setup using a 75 MHz
femtosecond laser.) For this setup, the energy of the Raman pump
is around 0.5 nJ. Despite the fact that the pulse energies and - all
other parameters being similar — also the pulse intensities are two
orders of magnitude lower for the 75 MHz setup, modulations
are still observed. This prompted us to reconsider the origin of
the modulations. We will here devise a model that incorporates
the properties listed above, reproduces the spectral shape of the
modulations and accounts for the appearance of the modulations
over a wide range of pump energies.
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Figure 1. Schematic of the FWM processes causing the spectral modula-
tions in FSRM. In the FSRM experiments dealt with here, spectrally narrow
Raman pump pulses (depicted in red) interact with spectrally broad probe
pulses (depicted in gray). The frequency components of the probe pulse
wpr are larger than the frequency of Raman pump w;,. Two FWM processes
involving two light fields of the probe (wpr,1, green and wp,2, blue) and
the field of the pump can generate light fields (frequency wswm) falling
in the spectral range of the probe light. In the first process termed ‘diff’,
the frequency components of the probe light are subtracted, and in the
second one termed ‘sum’ they are added. Since the probe field contains
a continuum of frequency components, the resulting FWM field is also
continuous.

Four-Wave Mixing Model

We ascribe the modulations to a nonresonant four-wave mixing
(FWM) process involving input light fields of the Raman pump
and probe pulse. These input fields generate a field oscillating
at a frequency wsym. For a spectral interference to occur, waym
needs to fall into the interval [wpr,min, @pr,max] — wpr represents the
frequencies of the probe light (Fig. 1). This reduces the various
possible FWM processes to the following two:

diff
Ofym = Wp — Wpr,1 + Wpr2, M

sum
Ofym = —®@p + Dpr,1 + Wpr2. )

Here, wp, is the frequency of the Raman pump pulse. For the FSRM
setups considered here,l'?! the frequency wp is smaller than all
frequency components wy, of the probe light. Two light fields
of the probe light act as input fields, where wp,1 < @pr2. We
refer to the first FWM process as ‘diff(erence)’ since the frequency
components wy, are subtracted. The FWM field ESf (wpym) for this
process is given by (e.g. Ref. [10])

EIT (whwm) = ESN (wp + A)

o0
X X(s)Ep(wp)/ E;r(wpr - A)Epr(a)pr)da)pr- (3)
-0

A > 0is the difference between the two frequencies wp,> and
wpr,1- Epr(wpy) is the electric field of the probe light. Since in the
experiment all fields share the same plane of polarization, the
vector notation is omitted. For the same reason, we treat the
nonlinear susceptibility of third-order x® as a scalar quantity.
Since for the materials studied the light fields are off-resonant
with regard to electronic excitation, x® is taken to be frequency

independent. In Eqn (3) there is no additional convolution integral
for the electric field of the Raman pump pulse Ey(wp) since
the spectral width of the pump pulse is roughly two orders of
magnitude smaller than that of the probe. Therefore, we take its
amplitude spectrum to be delta-shaped. The output field for the
second FWM process, which we refer to as ‘sum’, is computed from

Efs\,l;m(wfwm) = Efsxm(z - wp)
)
X X(3)E;(wp)/ Epr(z - wpr)Epr(wpr)dwpr' (4)
—00

¥ > 0 denotes the sum between the two frequencies wy,» and
wpr,1 This sum lies in the range of [min(2wp,1); Max(2wpr,)]. In the
following, we drop the index ‘fwm’ in frequency argument. The
total FWM field is the sum of the two contributions:

Efwm(@) = Ef (@) + Egam (@). (5)
It is this field that then experiences a heterodyne detection:

|Epr(@) + Efwm(@)]? o Ior (@) + lwm (@)

+ 2/ Ipr(@)lfwm () - cos(®(w)). (6)

lor(w) and lwm(w) are the spectral intensities of the probe and
the FWM light, respectively. ®(w) refers to the phase difference
between the two light fields.

In the following, we will work with referenced values commonly
employed in stimulated Raman spectroscopy. The (stimulated)
Raman spectrum is here computed from the measured probe
spectrum in the absence /(@) and in presence /p(w)P of the
Raman pump via
. lpr(a))p

Ipr(w) '
In the present context, the spectral intensity /o ()P in presence of
the pump pulse is given by Eqn (6) and thus the ‘Raman’ spectrum
becomes

R(w) =1

7)

Rlw) = =2 lpr(w)

- cos(P(w)). (8)

Here, the second term in Eqn (6) has been neglected since the
spectral intensity /fym(w) is much smaller than /,(w) and the cross
term.

From these considerations, it is obvious that one requires the
complex electric fields £, (w) and Ep(w), i.e. amplitude and phase,
to compute the spectral shape of the modulations. The spectral
amplitude of the probe light Ey(w) can be obtained from the
measured spectral intensity of the probe light as detailed in the
methods part. The spectral phase ¢,,.(w) of the probe pulse can be
measured by techniques such as FROG!'"'? or SPIDER.!"3! In the
present study, we have employed a cross-correlation technique
(see below) affording a frequency-dependent delay time t(w). An
integration yields the spectral phase:['¥

qbp,(a)) = —/ 7(w)dw. (9)
0

Asjustified above, the pump light is considered to be delta-shaped
in frequency space and its field £, can thus be written as

Ep = |Eple "pTd, (10)

74 is an ‘arbitrary’ delay time between the pump and probe pulse.
As experimentally verified,’® it is this delay time that leads to an
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Figure 2. Measured and simulated interference patterns in SF5 glass recorded with the 1 kHz setup. The Raman pump and Raman probe energies at
the focal point amounted to 44.8 and 1.1 nJ, respectively. (a) Spectrum (power per wavenumber interval) of the probe light. (b) Measured frequency-
dependent delay 7 (w) (black, dashed line) of the probe light components and the resulting spectral phase ®(w) (red, solid line). (c) Computed amplitudes
of the FWM field Erwm(w) (black, solid line). For better visualization, this graph has been shifted vertically. The two contributions to that field, the
‘difference’ term ES\',f,fM (w) (blue, dotted line) and the ‘sum’ term EXy (w) (green, dashed line) are also depicted. (d) Simulated (red, solid line) and measured
(black, dashed line) phase of the heterodyned FSRM signal in multiples of 2. Whenever the phase difference |®(w) — ®rwm(w)| is a multiple of 27,
maxima in the spectrum given in (e) are observed. (e) Simulated (red, solid line) and measured (black, dashed line) spectral interference pattern. The

dashed vertical and horizontal lines highlight that the phase difference |® () — ®rww(w)| for adjacent maxima equals one cycle.

additional, constant phase shift for all frequencies in the generated
FWM field. Due to the interferometric nature of the effect, this
phase shift allows the elimination of the FWM contributions in
FSRM measurements. In the following section, the measured and
computed contributions of the FWM field to the FSRM signal are
discussed. Moreover, its dependences on experimental parameters
predicted by the FWM model are reviewed.

Results and Discussion
Measured and computed spectral interferences

With the 1 kHz setup, the spectral interference has been observed
for probe frequencies higher and lower than the Raman pump

frequency (data not shown). In the following, we will only discuss
data recorded for probe frequencies higher than the Raman pump
frequency, since the megahertz setup does not supply probe
frequencies lower than the Raman pump frequency.

Relying on experimental input data, we will now compute the
spectral modulations observed in the FSRM signal. The interference
patterns - recorded with both the 1 kHzand 75 MHz setups — were
analyzed and simulated on the basis of the model given in the
last section. Since for the 1 kHz setup the amplitude and phase
data were measured, we will focus on these measurements.
For the 1 kHz setup, the pump and probe pulses were derived
from the output pulses of a laser-amplifier system by spectral
narrowing and white light generation, respectively. The Raman
probe light thus exhibits the spectral characteristics of a white
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Figure 3. Spectral interference patterns in SF5 glass depending on the chirp of the Raman probe pulse. (a) Large chirp. (b) Small chirp. The upper panel
depicts delay times (black, dashed lines) determined experimentally and the respective spectral phase (red, solid lines). In the lower panels, simulated
(red, solid lines) and measured (black, dashed lines) interference patterns are compared. Differences in chirp were introduced by focusing the probe light
with refractive (a) and reflective (b) objectives. All data were recorded on the 1 kHz setup.

light continuum (Fig. 2(a)):l"*'*! an intense peak close to the laser
fundamental (located at 1/775 nm = 12900 cm™'), a plateau at
higher wavenumbers and a dropoff for even higher wavenumbers.
The spectral intensity can be converted into a spectral amplitude
|Epr(wpr)| by taking the square root (Eqn (15)). The spectral phase
was obtained by first measuring the frequency-dependent delay
7(wpr) using a Kerr gate technique (for details see ‘Experimental’
section). In a measurement using refractive microscope objectives
(Fig. 2(b)), the total time delay in the spectral range between
13400 and 17 250 cm~" amounts to 1.21 ps. An estimate of this
value based on the thickness and dispersion parameters of the
material which the probe pulse traverses on the way to the sample
[sapphire plate (3 mm), filters (6 mm of BK7 glass), microscope
objective (modeled by 2 mm of SF2, 2 mm of SF10 and 5 mm of
BK7 glass)]yields a similar value of 1.24 ps. Since the dependence of
T on wpy isroughly linear, the spectral phase ¢, (wpr) computed via
Eqgn (9) is dominated by a quadratic term (Fig. 2(b)). The frequency
at which t equals zero and for which ¢, exhibits a maximum was
located in the center of the probe spectrum (Fig. 2(d)). The electric
field of the probe light
Epr(wpr) = |Epr(wpr)|e_i¢pr(wpr) (11)
is thereby completely characterized. Inserting this field in the
pertinent Eqns (3-5) yields the FWM field Eqym(w). Obviously,
the amplitude of this field (Fig.2(c)) (partially) falls into the
spectral range of the probe light and can thus cause a spectral
interference. The difference contribution E;’M‘,frfn(a)) peaks at the
low-frequency edge of the probe light and the sum contribution
E¢im(w) approximately in the spectral center of the probe light.
The latter term dominates the FWM field in the spectral range of
interest (Fig. 2(c)). The FWM field differs in phase (¢¢,m) from that
of the probe light (Dpr)- When the two fields heterodyne, maxima
(minima) in the spectra are observed when the phase difference
[ppr(@) — Prym(@) equals 2m -7 (2m +1)-7),m=0,1,2,...
(Fig. 2(d)). The phase difference [pr(@) — Ppym ()] based on the
simulation is nearly identical to the one measured. The latter is
obtained by ‘counting’ the maxima in the experimental spectrum
plotted in Fig. 2(e) (details are given in the ‘Methods’ section).
The computed heterodyned spectrum in the referenced
representation (Eqn (8)) shares all properties of the experimental

spectrum. The depicted experimental spectrum was recorded for
SF5 glass. This material was chosen since it features no Raman
resonances in the spectral range covered and exhibits a substantial
nonlinearity. The spectral shape of the modulations is identical for
other materials. The computed spectrum reproduces the shape of
the spectral envelope of the modulations as well as their spacing.
Apart from a general scaling factor for the amplitude of the FWM
field, the only adjustable parameter was the delay t4 between
the pump and probe light. Since the FWM field is dominated by
only one term (the sum term), the effect of this delay is to add the
term w,74 to the phase difference ¢, (w) — ¢pym (). This results
in a shift of the interference pattern along the frequency axis.
When changing wpt4 by 7 or multiples of it, the interference
pattern changes sign. This is exactly what has been observed
experimentally.®

We now turn to the influence of the chirp of the probe pulse
on the interference pattern. For the data presented until now, a
substantial part of the chirp was introduced by the (refractive)
microscope objective. Replacing the refractive objective by a
reflective one reduces the total delay time in the spectral
range covered from 1.2 to 0.5 ps (Fig.3). Concomitantly, the
spectral phase becomes flatter. As a result, the spacing of the
modulations becomes larger. This is observed experimentally and
well reproduced by the simulations.

For the 75 MHz setup,’! the output pulse of an 8 fs laser directly
serves as the Raman probe. Its spectral shape (Fig. 4(a)) differs
substantially from the white light continuum constituting the
Raman probe in the 1 kHz setup. As before, the starting point
for the computation is the spectrum of the probe light which
is converted into a spectral amplitude. Since we had no FROG
or related technique at hand to determine the spectral phase
¢pr of the probe light, we estimated that phase (Fig.4(b)).
We used the thicknesses and dispersion parameters of the
materials the probe light traverses on the way to the sample.
As outlined above, this approach is justified. The referenced
modulation spectrum computed with this input field matches
the experimental one in the central part of the spectrum
(Fig. 4(d)). On the low-frequency side of the spectrum, strong
modulations are measured but not reproduced by the simulation.
Still, the measured modulations exhibit interferometric properties.
On the high-frequency side of the spectrum, the simulated
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Figure 4. Measured and simulated interference patterns in SF5 glass recorded with the 75 MHz setup. The Raman pump and Raman probe energies
at the focal point amount to 0.5 and 0.2 nJ, respectively. (a) Spectrum (power per wavenumber interval) of the probe light. (b) Time delay t(w) (black,
dashed line) and spectral phase ®(w) (red, solid line) of the probe light based on dispersion data. (c) Computed amplitudes of the FWM field Erww (w)
(black, solid line). For better visualization, this graph has been shifted vertically. The two contributions to that field, the ‘difference’ term ESf () (blue,
dotted line) and the ‘sum’ term Exy, (@) (green, dashed line) are also depicted. (d) Simulated (red, solid line) and measured (black, dashed line) spectral

interference pattern.

amplitude is higher than the measured one. Several aspects
might resolve this discrepancy. First, on the 75 MHz setup, the
chirp was not determined experimentally and it strongly affects
the difference term.['®! This term is most pronounced on the low-
frequency edge of the spectrum (Fig. 4(c)) where the measured
amplitude is much higher than the simulated one. Second, the
discrepancies are strong at the spectral edges with low probe
light intensities. Here, the experimental ratio R(w) (Eqn (7)) is less
well defined than in the central part of the spectrum. Third, the
75 MHz setup is not phase-stable, i.e. while accumulating data
over typically 75000 shots, some of the modulations average
out.

The modulations observed using the 1kHz and the 75 MHz
setups extend over the complete Raman window. This favors
the FWM model presented here over the spectral broadening
hypothesis advocated in our earlier paper.!® Spectral broadenings
are expected to start at the input frequency, i.e. the Raman pump
frequency, and spread out to large frequency shifts with increasing
intensity.l'”) The Raman pump intensities on the two setups
differ by two orders of magnitude. Still, the spectral coverage
of the modulations is identical, which —as our simulations have
shown - is in line with the FWM model.

Dependences

In addition to the interference patterns, the FWM model also
implicates certain dependences of the modulation amplitude on
the energies of the laser pulses as well as on the nonlinearity of
the medium. Equations (3-8) predict the following dependences
of the referenced spectrum R(w) on the nonlinear refractive index
n, and the intensities of pump (/) and probe (/) light:

R(w) o< y/Ipr - Ip - N2 (12)
(Note that the nonlinear refractive index n; scales linearly with
x®.08)) These dependences have been tested experimentally
on both the kilohertz setup and the megahertz setup. For these
experiments benzene served as the sample. Benzene exhibits a
high nonlinearity and its (stimulated) Raman bands can be used
to optimize pump/probe overlap and can serve as an ‘internal’
intensity measure. The modulation amplitude is given as half the
difference between minimum and maximum of the referenced
signal in a spectral region without Raman resonances (Raman Shift
between 2400 and 2900 cm~"). At low pulse energies (and thereby
intensities) of Raman probe and pump pulse, the modulation am-
plitude follows the expected square root dependence on Raman
probe and Raman pump intensities (Fig. 5(a)-(c)). Due to the noise
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Figure 5. Dependence of the modulation amplitude on the pump and probe energy as well as on the the nonlinear refractive index n,. Squares
represent experimental data and solid lines are the fits. (a) Variation of the pump energy on the megahertz setup. The energy of the probe pulse was
20 pJ. (b) Variation of the pump energy on the kilohertz setup. The energy of the probe pulse was 1.13 nJ. The orange line at 35 nJ marks the onset of
self-focusing in benzene. (c) Variation of the probe energy on the megahertz setup. The energy of the pump pulse was 0.5 nJ. (d) Amplitude for various
glasses and crystals with largely differing nonlinear refractive indices n,. References for these values are summarized in Table 1.

floor of detector and the laser, a modulation amplitude is also
present for zero pump energy. This effect is only discernible for the
low energies employed in the measurements depicted in Fig. 5(a)
and (). If the pump intensity is increased over a certain value, the
modulation amplitude deviates from a square root dependence
(Fig. 5(c)). This value matches the critical value for self-focusing
in benzene surprisingly well (35nJ) according to Ref. [9,19]).
Self-focusing is the starting mechanism of supercontinuum
generation.”) So the deviation from the square root behavior
might be taken as an indication that for high pump intensities
also the ‘onset’ of continuum generation might contribute to the
spectral modulations as suggested in our previous paper.®!

For fixed Raman pump energies (44.8 nJ) and Raman probe
energies (1.1 nJ), a number of different glasses and cubic crystals
were measured on the kilohertz setup (Fig. 5(d)). The materials
investigated cover a range of nonlinearities from ~1 - 107" to
~50- 107" cm?/W (Table 1). The amplitude changes by the same
factor and exhibits a clear linear correlation.

Conclusion

The comparison of simulated and experimental data presented
here gives strong evidence that the spectral modulations in FSRM
are due to an FWM process in combination with heterodyning.
For the simulations, no assumption on the material properties
was made other than that x© is nonvanishing. Since this applies
to all materials, these modulations will always show up if certain
measures are not taken. For setups using narrowband probe and
pump pulses,2=¢ the ‘sum’ term has no spectral components in
common with its incident fields and will thus not be heterodyned.
The ‘diff’ term, however, might contribute. In broadband SRS
microscopy, the ‘sum’ term will also vanish if the frequency
difference between the smallest probe frequency and the pump

Table 1. Nonlinear refractive indices n, taken from literature
Materials ny (1071 cm?2/W) Reference
Liquids

Benzene 168 [19]
Cubic crystals

BaF, 2.85 [23]
CaF, 1.9 [23]
MgF; 0.92 [23]
SrF, 1.76 [23]
SrTiO; 484 [24]
Glasses (trade names of the Schott AG)

BK7 34 [18]
FS 2.73 [25]
K5G20 3.66 [26]
LF5 7.35 [27]
LF8 6°

SF5 122

SF59 32 [28]
SF6 21.2 [25]
@ The values for LF8 and SF5 are calculated according to Ref. [27] with
parameters from Ref. [29]. All values are given for 1064 nm light.

frequency is larger than the bandwidth of the probe pulse itself.
As shown experimentally, the modulations can be suppressed by
different methods:!® By using (1) perpendicular polarizations or
(2) counterpropagation of probe and pump pulses the interference
is circumvented but the Raman signal is also reduced. (3) By
constantly changing the phase relation of probe and pump pulse
during the measurement, the modulations can be averaged out.
These measures were detailed in our previous paper, and the
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present model is perfectly in line with them. We finally note that,
since the effect depends on the chirp of the probe pulse, it might be
used to characterize the phase properties of ultrashort laser pulses.

Experimental and Computational Methods

The 1kHz!"® and 75 MHz setups®! have been detailed before.
Here, only the pertinent experimental parameters are summarized.
In the 1 kHz setup, the probe light is generated via white light
generation in sapphire. Using long-pass and short-pass filters
it was spectrally restricted to 590-750 nm. The energy of the
probe pulses at the sample amounted to ~1.5nJ. The pump
pulse was obtained by spectrally narrowing the output of a laser
amplifier system to 15 cm™' by a band-pass filter. To characterize
the chirp of the probe light by Kerr gating (e.g. Ref. [20]), the
band-pass filter in the Raman pump branch was removed. Pump
pulses — now exhibiting a duration of ~150fs —served as gate
pulses. The Raman probe light was extinguished using crossed
wire-grid polarizers (Moxtek, PPL04) placed in front of and behind
the scanning microscope. The polarization plane of the gate pulse
was set to an angle of 45° with respect to the transmission axis
of the first polarizer. A cover slip of 170 um thickness located at
the focal point of the microscope served as the Kerr medium.
Spectra of the light transmitted due to Kerr effect were recorded
as a function of the time delay between probe and gate pulses.
The resulting two-dimensional data were analyzed as follows.
For each detection frequency o, the time trace was inspected
and the maximum of the transmitted light located. The temporal
position of this maximum was taken to be the delay time t4(w) at
that frequency. A numerical integration according to Eqn (9) then
afforded the spectral phase ¢(w).

For FSRM measurements relying on the 75 MHz laser system,
the output of the 8fs laser serves directly as the Raman probe
pulse. For the measurement described here, the pulse energy was
attenuated to 30-300 pJ. The Raman pump pulse was obtained
by feeding the spectral components of the laser spectrum around
980 nm into a two-stage Yb>" fiber-based amplifier. A fiber Bragg
grating reduced its spectral width to 18 cm~'. The Raman pump
energy amounted to ~0.5 nJ.

For either setup, the relative polarization of pump and probe
light was parallel. For varying the pulse energies, two additional
wire-grid polarizers were inserted and their transmission axis
rotated with respect to each other. For all measurements, the
scanning microscopes were equipped with two identical refractive
objectives (Leitz, epi-plan, NA 0.4, 20 x), offering a transmission in
the near-infrared (NIR) region of more than 80%. To demonstrate
the dependence of the spectral interference on the chirp, the
focusing objective was replaced by a reflective one (Ealing,
cassegrainian, NA 0.5, 36 x).

To evaluate the dependence of the modulation amplitude on
the nonlinearity, data were recorded for the materials listed in
Table 1.

The array records ‘counts’ in a constant wavelength interval
A ~ 0.5 nm.Usingablackbody radiatoras reference, the spectral
sensitivity of the detection system is corrected for. One thereby
obtains spectral data points N(A)AL which are proportional to
quanta per readout event. These values are converted to the
frequency axis via (c is the speed of light)

N(w) = N(A) - 2rC - A2. (13)

To obtain data points that are proportional to the intensity (in units
of W/m?) N(w) - Aw is multiplied by the energy of one quantum

how:
l(w) = N(w) - Aw - ho. (14)

The related spectral amplitude |E(w)| is then given by (e is the
dielectric constant and n the refractive index)

_ 1 [ He) (15)
Aw\ €ocn

|E(w)]
Since the spectral phase ¢(w) has been determined by the Kerr
gating (see above), the electric field of the probe pulse is now
completely characterized.

The convolution integrals (Eqns (3)-(4)) yielding the two
contribution of the FWM field were approximated by summations.
Forthat purpose, an equidistant frequency axisw = wp+j-Aw, j =
0,1,2,...,Mwasintroduced with a spacing of Aw ~ 1.9 x 10'2 Hz
(wp refers to the frequency of the Raman pump pulse, M + 1 to
the number of data points) The measured spectral data points
of the probe light are equally spaced on a wavelength axis (not
on a frequency axis). Hence, its data points E; for the equidistant
frequency axis were obtained by interpolation. The difference
contribution to the FWM field (Eqn (3)) is approximately given by

M—k
o Ep > E'Eji, Ofmk = 0p + kA, k=0,1,2,..., M.
j=0

(16)
The sum contribution (Eqn (4)) is computed via

k
o E;ZE,-Ek_,, Otwmk = 0p + kAw, k=10,1,2,...,M.
j=0

sum
Efwm,k

(17)
Setting the maximum value of k to M ensures that only frequency
components wsymk are computed that fall into the range of the

probe light. The two contributions are summed to obtain the total
FWM field. The phase of this field is computed via

 Em(@)
Prm() =10 o 18)

The resulting phase is not monotonic, but it shows jumps from —x
to 7. These jumps are removed by shifting the phase by £27 at
locations of the jumps.2" The sign of the shift depends on the slope
at the location of the jump. For comparison, the spectral phase
was also extracted from the measured modulations. Therefore,
first the ‘analytical’ signal’®? was computed and then Eqn (18) was
applied.
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5 Schlussfolgerung und Ausblick

Without discussing this [...] in
detail, let me give you the result.

(Wilhelm Wien, Nobel lecture, 1911)

In der vorliegenden Arbeit wurden die experimentellen Grundlagen geschaffen, um die
Femtosekunden-stimulierte Raman-Mikroskopie (FSRM) zur chemischen Bildgebung fiir bio-
medizinische Fragestellungen zu nutzen. Ihr Kontrastmechanismus beruht auf der stimulierten
Raman-Streuung, deren Signal im Gegensatz zu anderen nichtlinearen Raman-Techniken, wie
CARS oder CSRS!, frei von Beitriigen eines nicht-resonanten Untergrunds ist. Thre spektrale
Signatur gleicht der spontaner Raman-Spektren. Im Rahmen dieser Arbeit konnte nun erst-
mals festgestellt werden, dass in der FSRM aufgrund der spektralen Breite des Abtastimpulses
weitere Vier-Wellen-Mischprozesse (FWM) auftreten, die zur stimulierten Raman-Streuung
simultan ablaufen. Abbildung 5.1 fasst die in der FSRM beobachteten y(*)-Prozesse zusam-
men.

A =) ©+@w) FWM
w Raman active
- Wy ':> medium _> " Wpt Wr SRL
L W
" X®) = X + Xy —> wp SRG
— FWM
—— we Wi = wg - wp| . CSRS

Abbildung 5.1: Beteiligte y(®-Prozesse in der FSRM. Ein schmalbandiger Pumpimpuls mit Fre-
quenz wp und ein spektral breiter Laserimpuls mit Frequenzen w (breiter Pfeil) interagieren mit
einem Raman-aktiven Medium. Der resonante Beitrag der nichtlinearen Suszeptibilitat X§§’> vermittelt
die koharenten Raman-Prozesse SRL, SRG sowie CSRS. Zudem sorgt der elektronische Anteil der
nichtlinearen Suszeptibilitat X(N;;}% fir die Erzeugung neuer Frequenzkomponenten durch verschiede-
ne Vier-Wellen-Mischprozesse (FWM). Im spektralen Beobachtungsfenster der FSRM (graue Boxen)
werden zwei unterschiedliche FWM-Prozesse beobachtet.

W, wp

Die in der FSRM verwendeten Laserimpulse — der Raman-Pumpimpuls (Frequenz wp)
sowie der spektral breite Abtastimpuls (Frequenzkomponenten w) — interagieren mit einer
Raman-aktiven Probe (Schwingungsfrequenz w;). Der resonante Beitrag der nichtlinearen
Suszeptibilitit Xg) vermittelt die kohdrenten Raman-Prozesse SRL, SRG sowie CSRS. Dar-
iiber hinaus werden neue Frequenzkomponenten in unterschiedlichen Vier-Wellen-Misch-

! engl. coherent Stokes Raman scattering
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5 Schlussfolgerung und Ausblick

prozessen zwischen dem Pumpimpuls und den Frequenzkomponenten wq,ws des spektral
breiten Abtastimpulses erzeugt [Plo11]. Im spektralen Beobachtungsfenster der FSRM (graue
Box) tragen zwei Prozesse bei. Auf der Stokes-Seite treten vier weitere FWM-Prozesse auf;
sie sind in Abb. 5.1 stellvertretend durch einen FWM-Prozess dargestellt. Sie werden, ebenso
wie der Signalbeitrag von CSRS, in FSRM nicht registriert. Auf der anti-Stokes-Seite hin-
gegen tragen beide FWM-Beitrige abhingig von den experimentellen Gegebenheiten zum
gemessenen FSRS-Signal bei. Sie machen sich in Form einer spektralen Interferenz mit dem
detektierenden WeiBlichtimpuls im FSRS-Spektrum bemerkbar. In der FSRM wird das Auf-
treten des FWM-Feldes durch die kollineare Strahlfiihrung in der Mikroskopie begiinstigt.
Fiir eine leicht gewinkelte Einkopplung der Laserimpulse kann ihr Storbeitrag verglichen zum
exponentiell verstiarkten Signal des SRS-Prozesses jedoch unterdriickt werden. In der einka-
naligen SRS-Mikroskopie [Fre08] hingegen hat der erzeugte FWM-Beitrag keinen spektralen
Uberlapp; die erzeugten Spektralkomponenten lassen sich leicht vom Raman-Signal trennen.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten verschiedene Techniken entwickelt werden, die in der
Lage sind, eine spektrale Interferenz erfolgreich zu unterdriicken. Der Effekt ldsst sich aber
auch gezielt verwenden. So konnte er zur Impulscharakterisierung ultrakurzer Laserimpul-
se eingesetzt werden, wie es derzeit mit FROG oder SPIDER [Tre97, 1ac99] moglich ist.
Die spektrale Interferenz zwischen dem detektierenden Weilllichtimpuls und dem erzeugten
FWM-Feld eroffnet einen direkten Zugang zur Phase des eingesetzten Raman-Abtastimpulses
[Plo11]. Dariiber hinaus skaliert die Einhiillende der Modulation mit der Amplitude der am
Fokus des Mikroskops anwesenden spektralen Komponenten des Femtosekun-den-Impulses.
Aus einer spektralen Abweichung dieses Spektrums beziiglich des WeiBlichtspektrums konn-
ten mogliche Abbildungsfehler, wie beispielsweise die chromatische Abberation des abbil-
denden Systems ermittelt werden. Dariiber hinaus eignet sich dieser Effekt zur Materialcha-
rakterisierung. So skaliert die Amplitude der spektralen Modulation direkt mit der nichtlinea-
ren Suszeptibilitit y*) und somit dem nichtlinearen Brechungsindex n, des Mediums. Anstel-
le von DFWM- oder z-Scan-Methoden [Hag88, SB90] konnte dieser Effekt zur Bestimmung
der Nichtlinearitdt von Raman-inaktiven, optischen Materialien herangezogen werden.

Fiir den Einsatz der FSRM zur chemischen Bildgebung an bio-medizinischen Systemen
wurde eine neue Laserquelle entwickelt. Diese basiert auf der Kombination eines spektral
superbreitbandigen Laseroszillators mit einem faserbasierten Verstirker und nutzt den nah-
infraroten Spektralbereich zur Untersuchung von Proben. Dies ist nicht nur fiir biologische
Materialien von Vorteil [Nie0O4], sondern auch in Bezug auf die spektralen Modulationen. Der
nichtresonante Anteil der nichtlinearen Suszeptibilitit XE\% erfahrt im nahinfraroten Spek-
tralbereich eine geringere Verstirkung [Eva08]. Der storende Einfluss der FWM-Prozesse in
FSRM ist folglich gemindert. Die hohe Repetitionsrate der neuen Laserquelle hat geringere
Spitzenintensititen der eingesetzten Laserimpulse zur Folge, wodurch mogliche Photoschi-
den an biologischen Materialien erheblich verringert werden konnen. Die hohe, spektrale Sta-
bilitdt des Laseroszillators und somit der Raman-Abtastimpulse erlaubt eine schnellere Auf-
nahme der Spektren (mit einer Breite von mehr als 3000 cm™!), welche derzeit 10 ms pro
Bildpunkt betrdgt. Durch den Einsatz eines Vielkanaldetektors mit schnellerer Ausleserate
konnte die Repetitionsrate des Lasers im MHz-Bereich besser genutzt und die Bildwiederhol-
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rate in der FSRM deutlich erhoht werden. Der aktuelle Aufbau besitzt eine spektrale Auflo-
sung von 18 cm™! sowie eine laterale Auflésung von unter 1 pm.

Die neue Laserquelle ist somit genau auf die Anforderung der Zellbiologie und Histolo-
gie ausgerichtet. Sie ermoglicht es, die analytischen Fidhigkeiten der FSRM zur chemischen
Bildgebung an Gewebe einzusetzen. Es gilt zundchst morphologische Unterschiede verschie-
dener Zelltypen auch auf molekularer Ebene nachzuzeichnen. Das detektierte FSRM-Signal
gleicht einer chemischen Momentaufnahme der Probe im Fokus. Sie erfasst sowohl die einzel-
nen Zellkompartimente des zelluldren Bausteins, als auch dessen aktuellen metabolischen Zu-
stand. Multivariate Datenanalysemethoden konnen hierbei helfen, Unterschiede zwischen ver-
schiedenen Gewebesorten sichtbar zu machen [Sal09]. Aufbauend auf diesen Studien konnte
die FSRM die Histologie im Bereich der morphologischen Diagnostik unterstiitzen, bei der
Gewebeproben allein aufgrund ihrer Erscheinung sowie ihres Verhaltens gegeniiber verschie-
dener Farbstoffe beurteilt werden. In vielen Krankheitsverldufen geht die chemische Verédnde-
rung einer morphologischen Strukturdnderung des Gewebes voraus. Die FSRM konnte in der
Histopathologie daher zur Frithdiagnostik eingesetzt werden. So konnte gezeigt werden, dass
spontane Raman-Mikroskopie zur Klassifizierung verschiedener Tumorarten geeignet ist, je-
doch durch geringe Signalniveaus limitiert ist [Don10]. Das schwache Raman-Signal biolo-
gischen Gewebes [KraO9a] kann hierbei vom verstirkten Signalniveau [S1i10, KukO7] der
stimulierten Raman-Streuung profitieren. Die geringe Aufnahmezeiten pro Bildpunkt konnte
inzwischen eindrucksvoll zur bio-medizinischen Bildgebung [Fre08, SaalOa, Saallb] in vi-
vo eingesetzt werden. Neben der bio-medizinischen Diagnostik konnte die FSRM auch zur
Klassifizierung und schnellen Identifizierung verschiedener Mikroorganismen [WEQ09], wie
beispielsweise Bakterien verwendet werden. Weitere Einsatzgebiete der FSRM liegen sicher-
lich auch im Bereich der Materialwissenschaften oder Festkorperphysik. So konnte sie bei
der Charakterisierung und Optimierung von Lochleitermaterial in pordsen Schichten [Sch09],
wie sie in Solarzellen eingesetzt werden [Rob06], Anwendung finden. Polymerbasierte Solar-
zellen [KroO2] zeigen bei anhaltender Bestrahlung und dem damit verbundenen Ladungs-
transport ein einsetzendes Degradieren der photoaktiven Schichten. Die FSRM konnte deren
thermische beziehungsweise photochemische Zersetzung ortsaufgelost untersuchen und da-
mit zur besseren Fertigung photoaktiver Schichten beitragen. Ein Einsatz in der Polymerfor-
schung ist somit ebenso denkbar. FSRM jedentalls ist eine vielseitige Methode, die Einblicke
in verschiedene physikalische sowie chemische Systeme auf molekularer Ebene vermittelt.
Sie besitzt groes Potential als analytisches Werkzeug in der medizinischen Diagnostik und
wird voraussichtlich auch in Zukunft eine bedeutende Rolle in der chemisch sensitiven Bild-
gebung spielen.
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Anhang

Technik Laterale Auflosung / nm Referenz
CARS 100 [Pet10]
CLSM 180-250 [Sch10a, Hor08]
Confocal Raman 250 [Dayl1]
FTIR / IR microscopy 2500-20000 [Pet10]
Multiphoton 250 [SquO1, Zip03, Pet10]
TPF 250 [Squ01, Zip03]
ThPF 290 [Chu05]
SHG 250 [Squ01, Zip03]
THG 230 [Chu05]
Optical microscopy 250-350 [HorO8]
PALM 20-50 [Sch10a]
SERS 350 [Sch10b]
SSIM 50 [Sch10a]
SRS 250-350 [Plo07a]
SSIM 50 [Hei02, Gus05]
STED ~ 10 [Sch10a, Pet10, Rit09]
STORM 20-50 [Sch10a]
TERS 50 [BaiO8]

Tabelle 1: Laterale Auflésung lichtmikroskopischer Techniken, dargestellt in Abbildung 1.1.
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Abkurzungsverzeichnis

Der iiberwiegende Teil der Abkiirzungen stammt aus dem Englischen. Die deutsche Uberset-
zung ist in diesem Fall kursiv angegeben.

AMP
ADP
APD
ATP
A/D
CARS

mCARS
scCARS
CCD
CF
CLSM
CMOS

CPA
CSRS
DFWM
DNA
FROG
FSRS
FSRM
FTIR
FWM
HCA
IR
LUT
OPA

Adenosinmonophosphat
Adenosindiphosphat
Avalanche-Photodiode
Adenosintriphosphat
Analog-Digital(-Wandlung)

coherent anti-Stokes Raman scattering
Kohdirente anti-Stokes Raman-Streuung

multiplexed CARS - Breitband-CARS

single-channel CARS - einkanaliges CARS

charge-coupled device - ladungsgekoppeltes Bauteil

confocal fluorescence microscopy - konfokale Fluoreszenzmikroskopie
confocal laser scanning microscopy - konfokale laserscannende Mikroskopie

complementary metal oxide semiconductor
komplementdr-symmetrischer Metall-Oxid-Halbleiter

chirped pulse amplifier - Verstdrker gechirpter Impulse

coherent Stokes Raman scattering - Kohdirente Stokes Raman-Streuung
degenerated Four-wave mixing - entartetes Vier-Wellen-Mischen
desoxyribonucleic acid - Desoxyribonukleinsdure

frequency resolved optical gating - frequenz-aufgeldstes optisches Schalten
Femtosekunden-stimulierte Raman-Streuung
Femtosekunden-stimulierte Raman-Mikroskopie
Fourier-Transform-Infrarotspektrometer

Four-wave mixing - Vier-Wellen-Mischen

hierarchical cluster analysis - Hierarchische Clusteranalyse

Infrarot

look-up table - Farbtabelle

optical parametric amplifier - optisch parametrischer Verstdrker
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Abkirzungsverzeichnis

OPO
NA
NIR
PALM

PC

PCA

PMT

PPLN

PS

RIKE
OHD-RIKE

RMS
RNA
RNAi
rRNA
RRS
SCG
SEM
SERS
SHG
SIMS
SLM
SNOM
SPIDER

SRG
SRL

SRS
scSRS
STE-SRS
SSIM

78

optical parametric oscillator - optisch parametrischer Oszillator
Numerische Apertur
Nah-Infrarot

photoactivation localization microscopy
photoaktivierte Lokalisationsmikroskopie

principal component - Hauptkomponente

principal component analysis - Hauptkomponentenanalyse
photomultiplier tube - Photoelektronenvervielfacher

periodic poled lithium niobate - periodisch gepoltes Lithiumniobat
Polystyrol

Raman-induzierter Kerr-Effekt

optical heterodyne-detected Raman-induced Kerr effect
Optisch heterodyn detektierter;, Raman-induzierter Kerr-Effekt

root mean square - quadratisches Mittel

ribonucleic acid - Ribonukleinsdure

RNA-Interferenz

ribosomale RNA

resonance Raman scattering - resonante Raman-Streuung

supercontinuum generation - Superkontinuumserzeugung

scanning electron microscopy - Rasterelektronenmikroskopie
surface-enhanced Raman scattering - oberflichenverstirkte Raman-Streuung
second harmonic generation - Frequenzverdopplung

secondary ion mass spectroscopy - Sekunddrionen-Massenspektroskopie
spatial light modulator - rdumlicher Lichtmodulator

scanning near-field optical microscopy - optische Rasternahfeldmikroskopie

spectral phase interferometry for direct electric field reconstruction
Spektrale Phaseninterferometrie zur direkten Rekonstruktion des elektrischen Feldes

stimulated Raman gain - stimulierte Raman-Verstdrkung

stimulated Raman loss - stimulierte Raman-Abnahme

stimulated Raman scattering - stimulierte Raman-Streuung
single-channel SRS - einkanaliges SRS

spectrally tailored excitation SRS - spektral manipulierte Anregungs-SRS

saturated structured illumination microscopy
gesdittigte strukturierte Beleuchtungsmikroskopie



STED
STM
STORM

SVA
SVD
TERS
TEM
THG
TIRF
TPA
TPE
TPF
ThPF
URLS
Uv
VIS
Yb
x®

x ™
XPM

stimulated emission depletion - stimulierte Emissionsabregung
scanning tunneling microscopy - Rastertunnelmikroskopie

stochastic optical reconstruction microscopy
stochastische optische Rekonstruktionsmikroskopie

slowly varying amplitude - langsam verdnderliche Amplitude

singular value decomposition - Singularwertzerlegung

tip-enhanced Raman scattering - spitzenverstirkte Raman-Streuung
transmission electron microscopy - Transmissionselektronenmikroskopie
third harmonic generation - Frequenzverdreifachung

total internal reflection fluorescence - interne Totalreflexionsfluoreszenz
two photon absorption - 2-Photonen-Absorption

two photon excitation - 2-Photonen-Anregung

two photon fluorescence - 2-Photonen-Fluoreszenz

three photon fluorescence - 3-Photonen-Fluoreszenz

ultrafast Raman loss scattering - Ultraschnelle Raman-Loss-Streuung
Ultraviolett

visible - sichtbar

Ytterbium

Optische Suszeptibilitit

Nichtlineare Suszeptibilitit n. Ordnung

cross-phase modulation - Kreuzphasenmodulation
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Einheiten

Hertz Hz
kHz
MH?

Joule J
mJ
uJ
nJ
pJ
Meter m
mm
um
nm
Sekunde s
ms
us
ns
ps
fs
Watt W
mW

Frequenzeinheit

Kilohertz
Megahertz

Energieeinheit
Millijoule
Mikrojoule
Nanojoule
Pikojoule

Lingeneinheit
Millimeter
Mikrometer
Nanometer

Zeiteinheit
Millisekunde
Mikrosekunde
Nanosekunde
Pikosekunde
Femtosekunde

Leistungseinheit

Milliwatt
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