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Kapitel 1

Einleitung

Die Mikroskopie ist seit einigen Jahrhunderten in Biologie und Medizin ein Hilfsmittel, das
den Fortgang der Forschung wesentlich mitbestimmt hat. Obgleich das Prinzip des Mikroskops
spitestens seit Abbes theoretischen Abhandlungen [1] bekannt ist, werden dennoch immer wie-
der neue Varianten entwickelt, wie zum Beispiel die konfokale Mikroskopie [2, 3] oder in jiingster
Zeit die Zweiphotonen—Mikroskopie [4, 5]. Diese beiden Methoden erméglichen es, iiber die Anre-
gung geeigneter Farbstoffe dreidimensionale Bilder von transparenten Objekten aufzuzeichnen.
Bei der konfokalen Mikroskopie ist dazu ein aufwendiges Detektionsverfahren notwendig. Die
Zweiphotonen—Mikroskopie ermoglicht es hingegen durch die spezielle Art der Anregung, drei-
dimensionale Bilder aufzuzeichnen. Im kleinen Bereich des Fokus ist die Intensitit des Lasers
hoch genug, um eine Anregung des Farbstoffs zu erzielen. Somit entsteht das gesamte Fluores-
zenzlicht ausschliefllich in diesem Bereich. Es konnen dadurch vereinfachte Detektionsverfahren
angewandt werden.

Um die zur Zweiphotonen—Mikroskopie notwendigen Intensitdten zu erreichen, sind entweder
Laser mit hoher mittlerer Energie, die jedoch zu einer hohen Strahlenbelastung fithren oder
Laser mit geringer Pulsbreite notwendig. Besonders geeignet sind Femtosekundenlaser mit einer
hohen Repetitionsrate, denn bei ihnen liegt die zur Anregung notwendige Energie extrem nied-
rig. Femtosekundenimpulse werden beim Durchgang durch Glasmaterialien zeitlich verldngert,
ein Effekt, der hier unerwiinscht ist. Durch geeignete Mittel kann der Pulsverbreiterung entge-
gengewirkt werden und so die Energiebelastung minimiert werden. Um dies zu bewerkstelligen,
miissen geeignete optische Komponenten entwickelt und Autokorrelationsmethoden erprobt wer-
den, die den Erfolg der Mafinahmen zeigen.

Ein erstes Ziel der Diplomarbeit ist es, unterschiedliche kommerziell erhiltliche Femtosekun-
denlaser an ein ebenfalls kommerziell erhiltliches Laserscanning Mikroskop anzukoppeln und
die Eigenschaften des Systems zu charakterisieren. Als Ergebnis dieser ersten Untersuchun-
gen soll ein vollstindig im Femtosekundenbereich charakterisiertes Laser—Scan—Mikroskop zur
Verfiligung stehen, das es ermdglicht, dreidimensionale Bilder von biologischen Objekten mit mi-
nimaler Pulsenergie aufzunehmen.

Weiterhin zeigen die in der konfokalen Mikroskopie gebriuchlichen Farbstoffe bei einer Zweipho-
tonen—Anregung ein abweichendes Verhalten. Die Wirkungsquerschnitte sind wesentlich geringer
und die Absorptionsbidnder breiter. Es konnen somit verschiedene Farbstoffe mit einer festen An-
regungswellenlinge simultan angeregt werden.

Die Emissionsspektren der Farbstoffe sind jedoch unabhingig von der Art der Anregung.

Die Eigenschaften von Farbstoffen, die in der konfokalen Mikroskopie hiufig verwendet wer-
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den, stehen im zweiten Teil der Diplomarbeit im Vordergrund. Diese sollen vor allem auf ihre
Verwendbarkeit in der Zweiphotonen—-Mikroskopie bei einer Anregungswellenlinge von 800 nm
getestet werden. Weiterhin soll ein Parametersatz festgelegt werden, in dem eine Zweiphotonen—
Absorption stattfindet.

Der Einsatz des Laser—Scan-Mikroskops mit einem Femtosekundenlaser als Lichtquelle wire
auch bei der Untersuchung von Halbleitern denkbar. Durch die vorhandenen hohen Intensitéiten
ist die Erzeugung der Zweiten Harmonischen oder eines photoinduzierten Ladungstrigerstroms
in p-n—Ubergiingen méglich, wodurch Aussagen iiber die Kristallstruktur oder Fehlstellen in in-
tegrierten Schaltkreisen getroffen werden. Die speziellen Eigenschaften dieser Effekte werden am
Ende des zweiten Teils des Diplomarbeit untersucht.



Kapitel 2

Uberblick

2.1 Konfokale Fluoreszenzmikroskopie

Ein klassisches Anwendungsgebiet der Lichtmikroskope zur Untersuchung von biologischen Pripa-
raten ist die Fluoreszenzmikroskopie. Hierbei werden bestimmte Farbstoffe zur spezifischen Mar-

kierung von Zellteilen verwendet. Die eingestrahlten Photonen einer bestimmten Energie regen

die Farbstoffmolekiile durch Absorption eines Photons Abb. 2.1a) aus dem untersten Vibra-

tionsniveau des Grundzustands Sy in ein angeregtes Vibrationsniveau eines hoheren Zustands

S1 an. Fiir ein angeregtes Molekiil gibt es mehrere Méglichkeiten, in den Grundzustand zuriick-

zugelangen. Die Prozesse, die hierbei auftreten, sind in Abb. 2.1 dargestellt und werden wie

folgt definiert:

s,

vd)

\L\/

Abbildung 2.1: An- und Abregungsprozesse in einem Molekiil a) Einphotonen—Absorption; b)
Zweiphotonen—Absorption; ¢) Fluoreszenz; d) Relaxation; e) Phosphoreszenz und f) Innere Kon-
version
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Durch St68e mit anderen Molekiilen kann das angeregte Molekiil Vibrationsenergie verlieren.
Durch diesen sehr schnellen Prozef§ (einige Pikosekunden), der als Relaxation (d) bezeichnet
wird, gelangt das Molekiil schrittweise in das unterste Vibrationsniveau von Sj.

Als Fluoreszenz (c) wird der direkte spontane Ubergang vom angeregten Singulettniveau S
in den Grundzustand Sy bezeichnet. Die Wellenlénge A\, des ausgesendeten Lichtes (Emissions-
wellenlidnge) ergibt sich ndherungsweise aus der Energiedifferenz AE der beiden Niveaus mit
AE = hi. Die Lebensdauer des angeregten Singulettniveaus S7 betridgt im Normalfall einige
Nanosekunden. Durch die im Vergleich zum Fluoreszenziibergang sehr schnellen Relaxationspro-
zesse ist die Emissionswellenléinge gegeniiber der Anregungswellenléinge immer rotverschoben.
Diese Verschiebung wird als Stokesverschiebung bezeichnet. Sie ermoglicht eine Trennung des
Fluoreszenzlichtes vom Anregungslicht.

Wenn sich ein Vibrationsniveau von S7 mit einem Vibrationsniveau des ersten Triplettnive-
aus T iiberlagert, kann das angeregte Molekiil strahlungslos von einem Singulettzustand in den
Triplettzustand iibergehen. Dieser Vorgang wird als innere Konversion (f) bezeichnet. Im Tri-
plettzustand gelangt das Molekiil wiederum durch Relaxation in das unterste Vibrationsniveau.
Innere Konversion findet auch zwischen héheren Singulettzustinden S, (n =2,3,...) und dem
S1-Niveau statt. Die Lebensdauer dieser Ubergiinge liegt meist im Pikosekundenbereich. Es fin-
det somit keine Abregung des Molekiils durch Fluoreszenz aus einem hochangeregten Niveau in
den Grundzustand statt, sondern diese relaxieren strahlungslos in das unterste Vibrationsniveau
des ersten angeregten Zustands.

Einen Ubergang vom ersten Triplettniveau T} in den Grundzustand S; unter Aussendung ei-
nes Photons bezeichnet man als Phosphoreszenz (e). Ubergiinge zwischen Triplett- und Sin-
gulettzustinden sind in der elektrischen Dipolndherung aufgrund der Spinerhaltung verboten.
Bei Strahlungsiibergingen sind diese Prozesse nicht absolut verboten. Durch die Spin—-Bahn—
Kopplung kann es zu einem langsamen Zerfall des angeregten Triplettniveaus kommen. Die
Lebensdauer des untersten Triplettzustands 77 ist dadurch sehr grof§ und betrigt einige Mikro-
sekunden bis Sekunden.

Eine innere Konversion ist auch zwischen S7 und Sy moéglich. Nicht alle angeregten Molekiile
gelangen somit unter Aussendung von Fluoreszenz oder Phosphoreszenz in den Grundzustand.
Dies fithrt zum Begriff der Quanteneffizienz.

Die Quanteneffizienz @ ist ein Ma#f fiir die Fluoreszenzausbeute eines Farbstoffs. Sie berechnet
sich aus dem Verhéltnis der Anzahl der Zustinde Ny, die unter Aussendung von Fluoreszenz
zerfallen, zu der Gesamtzahl der angeregten Zustinde Ng entsprechend:

Das Fluoreszenzlicht wird in einem Fluoreszenzmikroskop mit geeigneten dichroitischen Filtern
von der Anregungsstrahlung abgespalten und getrennt detektiert. Dadurch ist die Darstellung
der einzelnen, mit verschiedenen Farbstoffen eingefirbten Zellteile moglich. Zur Anregung der
Farbstoffmolekiile mit Hilfe einer Einphotonen—Absorption ist eine energiereiche, kurzwellige
Strahlung nétig. Die Einphotonen—Absorption wird durch das Lambert-Beersche Gesetz be-
schrieben.

In einem Laser—Scan—Mikroskop (LSM) werden zur Anregung der verschiedenen Farbstoffe
Laser mit verschiedenen Wellenlingen eingesetzt. Der Laserstrahl wird hierzu beugungsbegrenzt
fokussiert. Der Fokus rastert die Probe dann punktférmig in x-y—Richtung ab. Die Einphotonen—
Anregung der Farbstoffe erfolgt jedoch im gesamten Fokuskegel entsprechend Abb. 2.2b. Eine
Untersuchung von dicken Préparaten ist mit dieser Anordnung nicht méglich, da die Auflésung
durch Streu- und Fluoreszenzlichtanteile auflerhalb der Fokusebene beschrinkt wird.
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Abbildung 2.2: Anregung in einem Priparat mit a) Zweiphotonen—-Absorption und b) mit
Einphotonen—Absorption

Eine Methode zur Unterdriickung der Streu- und Fluoreszenzlichtanteile aus anderen Fokusebe-
nen wurde von Minsky im Jahre 1957 aufgezeigt.

Abbildung 2.3: Konfokales Prinzip: (1) Scanner; (2) Objektiv; (3) Praparat; (4) Fokusebene; (5)
Dichroitischer Strahlteiler

Abb. 2.3 zeigt schematisch die als konfokales Prinzip [3] bezeichnete Methode. Das Laserlicht
wird mit Hilfe des Objektivs (2) beugungsbegrenzt iiber die Scanner (1) und die Tubuslinse in
das Préparat (3) abgebildet. Fluoreszenzlicht, das aus der Fokusebene (4) und aus den dariiber-
und darunterliegenden Ebenen emittiert wird, gelangt iiber die Scanner auf einen dichroitischen
Strahlteiler (5). Dieser trennt das Fluoreszenzlicht vom Anregungslicht. Anschliefend wird das
Fluoreszenzlicht auf eine Blende fokussiert, die sich genau in einer zur Fokusebene konjugierten
Ebene befindet. Dadurch wirkt die Blende wie ein Raumfilter, und die Fluoreszenzlichtanteile
auBerhalb des Fokus werden unterdriickt (gestrichelte Strahlenginge). Hinter der Blende be-
findet sich ein Detektor zur Messung des Fluoreszenzlichtes. Von einem dreidimensional ausge-
leuchteten Bild wird somit nur die Ebene (optischer Schnitt) wiedergegeben, die sich in der
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Fokusebene des Objektivs befindet.

Durch die Aufzeichnung mehrerer optischer Schnitte in der x-y—Ebene in verschiedenen Tiefen
z der Probe kann anschliefend rechnergestiitzt ein dreidimensionales Bild der Probe generiert
werden.

Die Dicke der optischen Schnitte, d.h. die Tiefenauflésung des LSM wird durch die Grofle der
konfokalen Blende bestimmt. Dabei gilt: Je kleiner der Blendendurchmesser ist, desto grofler ist
die Tiefenauflésung des konfokalen LSM.

Das konfokale LSM ist somit zur Untersuchung von dicken Priaparaten geeignet. Nachteilig ist
jedoch, daf§ zur Einphotonen—Anregung kurzwellige Laserstrahlung (UV, VIS) verwendet werden
muf, die im gesamten Priparat entlang des Fokuskegels zu Strahlungsschidigungen fithren kann
[6, 7]. Die Anregungswellenléingen werden durch den verwendeten Farbstoff bestimmt. Dadurch
miissen zur Anregung von Mehrfachfluoreszenzen verschiedene Laser eingesetzt werden. Durch
das aufwendige Detektionsverfahren werden weiterhin hohe Anforderungen an die verwendeten
Optiken gestellt.

2.2 Zweiphotonen—Mikroskopie

Eine Anregung der Farbstoffmolekiile kann auch durch die simultane Absorption von zwei Pho-
tonen, entsprechend Abb. 2.1b) auf Seite 6, erfolgen. Dieser nichtlineare Prozess 2. Ordnung
wurde von Maria Goppert—-Mayer im Jahre 1931 vorhergesagt [8]. Die Emissionswellenldnge ist
hier immer kleiner als die Anregungswellenlénge.

Die Farbstoffe zeigen allerdings bei dieser nichtlinearen Anregung im Gegensatz zur Einphotonen—
Absorption ein anderes Verhalten. Die Zweiphotonen—Absorptionsquerschnitte der Farbstoffe,

d.h. die Wahrscheinlichkeiten, ein Farbstoffmolekiil in den angeregten Zustand zu beférdern, sind

cm4s ]

Photon
Deshalb sind zur Anregung eines Zweiphotonen-Ubergangs in Farbstoffen hohe Intensititen
(Photonendichten) von gréBer 2- 108 W/em? notwendig (vgl. Abschnitt 4.1.3 ), die nur im Fokus
der Probe erzielt werden kdnnen.

Diese Eigenschaften der Zweiphotonen—Absorption kénnen in der Fluoreszenzmikroskopie aus-
genutzt werden und fiithren zu folgenden Vorteilen gegeniiber der konfokalen Einphotonen Laser—
Scan—Mikroskopie:

wesentlich geringer als bei der Einphotonen-Absorption und liegen bei einigen 10~°° [

1. Die Anregung der Fluoreszenz erfolgt bei der Zweiphotonen—Absorption aufgrund der not-

wendigen hohen Intensitdten nur im Fokus des Objektivs. Das Zweiphotonen-LSM ist
dadurch ohne konfokale Blende tiefendiskriminiert (siche auch Abb. 2.2a auf Seite 8).
Die Ortsauflosung resultiert also aus der Art der Anregung und nicht mehr wie in einem
konfokalen Einphotonen—-LLSM aus der Art der Detektion. Sie wird nun allein durch die
Grofle des Objektiviokus in der Probe bestimmt. Es konnen dadurch wesentlich einfachere
Detektionsmethoden angewandt werden, da das Fluoreszenzlicht 'nur’ noch aufgesammelt
werden muf.
S. Hell et al. [9] fand beim Vergleich der Auflésung unter gepulster (730 nm, 217 fs,
76 MHz) und unter kontinuierlicher Anregung (730 nm, cw) keine signifikante Anderung
der Auflésung, jedoch eine Erhohung des Kontrastes. Fiir Pulsléingen kleiner 10 fs wird so-
gar eine um 30 Prozent hohere axiale Auflosung (Tiefenauflosung) bei gepulster Anregung
erwartet [10].

2. Bleicheffekte kénnen bei der Zweiphotonen—Anregung minimiert werden, da eine Absorp-
tion und damit ein evtl. Ausbleichen nur im Fokus erfolgt. Die Probe kann somit wenigstens
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einmal abgescannt werden.

3. Strahlungsschiden werden bei der Zweiphotonen—Anregung durch den Einsatz von nah-
infraroter und gepulster Laserstrahlung gering gehalten, da die Einphotonen—Absorption
des meist wissrigen Gewebes im Wellenlingenbereich von 700 - 1400 nm minimal ist.
Die Anregung von speziellen UV—-Farbstoffen ist ebenfalls moglich. Vergleichsmessungen
zwischen der Zweiphotonen—Anregung (710 nm, 140 fs, 82 MHz, 12 mW) und konfokaler
UV-Laser—Scan—-Mikroskopie an biologischen Priparaten wurden von Sako et al. [12] be-
schrieben. Bei der Untersuchung von mit Indo-1 gefirbten F—Zellen fanden sie eine 2— bis
4-fache Ausbleichrate bei der UV—-Anregung im Vergleich zur Zweiphotonen—Anregung.

4. Die Eindringtiefen von nahinfraroter Strahlung sind wesentlich gréfler als z.B. von UV-
Strahlung. Somit kénnen auch wesentlich dickere Proben (gréfer 500 um) untersucht wer-
den. Diese extrem hohen Eindringtiefen sind besonders in der Neurologie bei der Untersu-
chung von dicken Hirnschnitten interessant. Durch die Préiparierung der Schnitte werden
meist die oberen Schichten des Objekts zerstort. Die Informationen kénnen nur aus tieferen
Schichten gewonnen werden.

5. In einem Zweiphotonen—-Mikroskop konnen mit Hilfe einer Anregungswellenlinge meh-
rere Farbstoffe simultan angeregt werden. Dies liegt daran, dal bei der Zweiphotonen—
Absorption auch Zustinde angeregt werden, die fiir Einphotonen-Dipol-Uberginge auf-
grund der Auswahlregeln verboten sind. Die Emissionspektren gleichen denen des Einpho-
tonenfalles, weil das angeregte Molekiil nicht 'weif}’, wie es in diesen Zustand gelangte. Dies
kann sich nachteilig auswirken, wenn sich die Emissionsspektren der Farbstoffe iiberlagern.

Die Zweiphotonen—Mikroskopie ist somit besonders zur Untersuchung von dicken biologischen
Schnitten und von Lebendpriparaten geeignet. Die Detektion kann auf eine einfache Art und
Weise erfolgen.

Die zur Zweiphotonen-Anregung notwendigen hohen Intensititen von gréfler 2 - 108 W/cm?
konnen besonders vorteilhaft durch die Kombination eines Ultrakurzpulslaser mit einem LSM
realisiert werden. In dem LSM wird dazu die Laserstrahlung beugungsbegrenzt auf ein sehr klei-
nes Volumen von etwa 0.1 um? fokussiert. Durch die Verwendung eines Kurzpulslasers wird die
mittlere Laserleistung zusétzlich auf ein kleines Zeitintervall konzentriert.

Ein Kurzpulslaser zeichnet sich durch die Kenngréfien Pulslinge, Pulsenergie und Pulswieder-
holrate (Repetitionsrate) aus. Durch die ersten beiden KenngréBen wird die Spitzenleistung
(Pulsenergie pro Pulslinge) und damit die Intensitéit (Spitzenleistung pro Fliche) eines Pulses
bestimmt. Diese GréBen sind fiir die Anregung des Zweiphotonen-Ubergangs verantwortlich.
Aus der Repetitionsrate, d.h. der Anzahl der Pulse pro Sekunde und der Spitzenleistung kann
die mittlere Leistung berechnet werden. Die Repetitionsrate und damit die mittlere Leistung
bestimmen das Signal- zu Rauschverhiltnis und die Bildaufnahmezeiten. Sie bewirken ein Auf-
heizen des Priparates. Besonders bei Lebendpréiparaten fithren mittlere Leistungen von grofier
6 mW zu einer Storung der Zellteilung, und fiir mittlere Leistungen von grofer 10 mW erfolgt
eine vollstandige Zerstérung der Zellen [6]. Im allgemeinen gilt: Je kiirzer die Pulsldnge ist, desto
hoher ist die Spitzenleistung und desto geringer ist die mittlere Leistung.

Zur Zweiphotonen—Mikroskopie sind somit Laser mit moglichst kurzen Pulslingen und damit ho-
hen Spitzenleistungen bei gleichzeitig niedrigen mittleren Leistungen am besten geeignet. Eine
solche Quelle stellen die Femtosekundenlaser dar, die mit einer Pulslinge von einigen 100 fs
kommerziell erhaltlich sind, wobei sich die Wellenldngen im infraroten Spektralbereich von
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> 700 nm bewegen. Mit Hilfe dieser Laser ist zur Bereitstellung der notwendigen Intensitéiten
von > 2-10% W/cem? eine mittlere Leistung von > 5 uW notwendig (vgl. Abschnitt 4.1.3).

Aufgrund der bisherigen Einsatzgebiete des verwendeten LSM wurden die komplexen Optik-
systeme des Mikroskops, inklusive der Objektive, bisher nur fiir den ultravioletten und sicht-
baren Spektralbereich optimiert und charakterisiert. Gepulste Lichtquellen fanden bisher keine
Verwendung.

Ultrakurze Laserpulse besitzen aufgrund ihrer kurzen Pulslingen einige spezielle Eigenschaf-
ten. Zur Charakterisierung des optischen Systems sind deshalb folgende, fiir kurze Laserpulse
charakteristische Techniken zu verwenden: die Messung der Pulslinge durch die Aufnahme der
Autokorrelation, die Beriicksichtigung der Pulsverbreiterung durch den Einflul der Gruppen-
geschwindigkeitsdispersion (GVD) und die Moglichkeiten der Kompensation der GVD in einer
Prechirp-Einheit. Die in den Experimenten verwendeten Techniken sollen im folgenden Kapitel
vorgestellt werden.



Kapitel 3

Ultrakurze Laserpulse

Die Pulsldnge ultrakurzer Laserpulse ist durch die spektrale Breite A\ des Lasermediums gege-
ben. Typisch sind Werte von AM/A; =~ 1...10%, wobei A, die Mittenwellenlinge des Pulses ist.
Die Ausbreitung eines solchen Pulses in einem optischen Medium kann mit Hilfe der Maxwell-
schen Gleichungen beschrieben werden. Dies erfolgt im ersten Teil dieses Kapitels.

Die Pulsform im Zeit- und im Frequenzbereich kann grundsétzlich durch verschiedene Profile
dargestellt werden. Durch das in dieser Arbeit verwendete GauBsche Profil 148t sich ein rela-
tiv einfacher mathematischer Formalismus, der die Ausbreitung eines solchen Pulses in einem
optischen Medium ausreichend gut beschreibt, ableiten. Im zweiten Teil dieses Abschnitts wird
gezeigt, daBl zur vollstéindigen Charakterisierung eines ultrakurzen Laserpulses die Halbwerts-
breiten des Gaufischen Profils im Frequenz- und im Zeitraum ausreichen.

Zur Bestimmung der Pulsldngen sind spezielle Techniken erforderlich, da herkémmliche Mefime-
thoden (z.B. Photodioden) aufgrund ihrer langsamen Antwortzeiten versagen. Spezielle Meme-
thoden werden im dritten Abschnitt aufgefiihrt.

In normal dispersiven Medien, wie z.B. optischen Glisern, breiten sich die im Vergleich zur Mit-
tenwellenlidnge rotverschobenen Wellenléingenanteile mit einer htheren Gruppengeschwindigkeit
aus als die blauverschobenen Wellenléingenanteile. Somit kommt es zu einer zeitlichen Verbrei-
terung des Eingangspulses. Dieser lineare Effekt wird als Gruppengeschwindigkeitsdispersion
(GVD) bezeichnet. Die Wellenlidngenanteile des Pulses sind nach Durchlaufen des Mediums zeit-
lich geordnet. Diese Anordnung der Wellenlingenanteile wird als Phasenmodulation oder Chirp
bezeichnet. Durch einen Gaufipuls mit linearem Chirp kann die Ausbreitung in einem optischen
Medium hinreichend gut und mit einem relativ einfachen mathematischen Formalismus beschrie-
ben werden. Wird zusétzlich ein Chirp h6herer Ordnung betrachtet, dann erfolgt die Berechnung
der Pulsverbreiterung numerisch. Im allgemeinen gilt: Je kiirzer die Pulsldnge ist, desto breiter
ist das Spektrum des Pulses und dementsprechend grofier wird die Verbreiterung des Pulses
beim Durchlaufen des optischen Mediums. Dieser Effekt ist jedoch unerwiinscht, da sich das
Fluoreszenzsignal bei der Zweiphotonen—Absorption mit grofler werdender Pulsldnge verringert.
Der Verringerung des Signals kann zum einen mit Hilfe einer Erh6hung der mittleren Leistung —
was zu einer Verstirkung der Belastung (Aufheizen) der biologischen Priparate fithren wiirde —
oder mit Hilfe von geeigneten Kompensationsmethoden (Prechirping) entgegengewirkt werden.
Beim Prechirpen wird die Phasenmodulation des Pulses in einer Prechirp—Einheit so eingestellt,
daf} die blauverschobenen Wellenldngenanteile den rotverschobenen Wellenldngenanteilen vor-
auseilen. Im normal dispersiven Medium laufen die Wellenldngenanteile wieder zusammen. Die
Phasenmodulation, d.h. die Pulsverbreiterung kann somit kompensiert werden.

Des weiteren konnen bei der Ausbreitung ultrakurzer Laserpulse in optischen Medien nichtlineare
Prozesse (wie Selbstphasenmodulation (SPM) oder Kreuzphasenmodulation (XPM)) auftreten.

12
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Diese nichtlinearen Prozesse sind jedoch an hohe Intensitdten und grole Wechselwirkungsldngen
mit dem Medium gekniipft und wurden mit geeigneten Methoden (wie Abschwichung der mitt-
leren Leistung des Lasers) unterdriickt und sollen deshalb nicht néher erldutert werden.
Nichtlineare Effekte verdndern auBlerdem die Form und das Spektrum des Pulses, wobei die li-
nearen Effekte (GVD) die zeitliche Breite, jedoch nicht das Spektrum verédndern. Die linearen
Effekte (GVD) und die Méglichkeiten ihrer Kompensation sollen im letzten Teil dieses Abschnitts
speziell fiir Gaufische Pulse mathematisch beschrieben werden.

3.1 Kurze Laserpulse

Die Zusammenstellung der wichtigsten Eigenschaften von ultrakurzen Laserpulsen ist an die
Abhandlungen in Referenz [15] angelehnt.

Aus den MAXWELLschen Gleichungen kann man die Wellengleichung fiir die Ausbreitung ei-
nes optischen Feldes in einem homogenen, isotropen, nicht magnetischen Medium ableiten. Sie
lautet:

o P L1
V2E — —z—uoa— mit c—zzeouo

F und P sind die elektrische Feldstiirke bzw. die Polarisation des Mediums. ¢ steht fiir die Licht-
geschwindigkeit im Vakuum, wobei ¢y die Dielektrizitdtskonstante und pg die Permeabilitéitszahl
in Vakuum sind.

Unter der Annahme einer skalaren Wellenausbreitung in z—Richtung und einer quasimonochro-
matischen Welle mit einer Mittenfrequenz wy ergibt sich als eine allgemeine Losung der Wellen-
gleichung;:

E(z,t) = Egexp{i(kz — wot)} + c.c.

c.c. bezeichnet das Komplex—Konjugierte des ersten Terms.

Die zeitlich Einhiillende des Laserpulses Ey variiert im Vergleich zum zweiten Term langsam in
z—Richtung (Slowly Varying Envelope Approximation — SVGA). Fiir einen Laserpuls ist nicht
nur die Einhiillende eine Funktion der Zeit, sondern auch die Phase ¢(t¢). Die Zeitabhingigkeit
des elektrischen Feldes fiir eine beliebige Pulsform an einem festen Ort z = 0 ergibt sich dann
aus:

E(t) = Eo(t) exp {—i¢(t)} (3.1)

In der Realitit hat jeder Puls eine bestimmte spektrale Breite. Die Beschreibung eines beliebigen
Pulses kann alternativ mit Hilfe seiner FOURIERkomponenten erfolgen.

E(t) = F[Bw)] = \/%_ﬁ / dw B(w) exp {—iwt} (3.2)

Entsprechend gilt fiir die Transformation in den Frequenzraum:

B(w) = FIEW) = \/%_ﬂ [ atm o) exp fict) (3.3)
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Diese Transformationen in den Zeit- bzw. Frequenzbereich sind bis auf einen konstanten Pha-
senfaktor eindeutig. Die Halbwertsbreiten im Frequenz- bzw. im Zeitbereich (Full Width Half
Maximum-FWHM) sind wichtige Parameter zur Beschreibung von Laserpulsen. Die FWHM ist
im Zeitraum und analog im Frequenzraum wie folgt definiert:

Ar=2t1/2 mit E(t1/2):%E(O) , (3.4)

wobei angenommen wurde, daf} die maximale Amplitude von E bei ¢ = 0 auftritt. Fiir das Zeit—
Bandbreiten—Produkt aus A7 und Aw ergibt sich, je nach verwendeter Pulsform, ein charakte-
ristischer Wert. Dieser Wert ist minimal fiir einen bandbreitenbegrenzten Puls. Das bedeutet,
daB der Puls keine Phasenmodulation besitzt. Man spricht in diesem Fall auch von einem chirp—
freien Puls.

Die Phase ¢(t) weicht im Normalfall nur geringfiigig von der Phase ¢(0) ab und kann deshalb
in eine TAYLORreihe um ¢(0) entwickelt werden:

1 1
B(t) = ¢(0) + wot + §Aﬂ + EBt?’ + ... (3.5)
Die momentane Kreisfrequenz ergibt sich dann aus folgender Beziehung:

w(t) = %gt) =wy + At + %Bt2 +.., (3.6)
wobei A als linearer Chirpparameter, B als quadratischer Chirpparameter bezeichnet werden.
Beide Parameter beschreiben Prozesse, bei denen sich die Kreisfrequenz zeitlich linear bzw.
quadratisch dndert.

Weder das elektrische Feld noch seine Fouriertransformierte kénnen direkt gemessen werden.
Mefibar sind dagegen die Intensitéiten I(¢) und I(w). Diese hingen mit dem elektrischen Feld

wie folgt zusammen:

1) = ecBOF
1) = adBw)? = FEO)? (37)

Die Intensitidts—Halbwertsbreiten unterscheiden sich von denen des elektrischen Feldes um einen
von der Pulsform abhingigen Faktor. Phaseninformationen sind durch die Messung der Inten-
sitdten nicht gewinnbar.

3.2 Gaufische Pulse

Die im vorigen Abschnitt gewonnenen funktionellen Zusammenhénge sollen nun speziell auf
Gaufische Pulse mit einem linearen Chirp angewendet werden. Die definierten Gréflen bilden die
Grundlage fiir die Ableitungen in den folgenden Kapiteln.
Das elektrische Feld im Zeit- und im Frequenzraum kann fiir einen Gaufschen Puls mit einem
linearen Chirpparameter A wie folgt ausgedriickt werden:
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E(t) = exp -—a2(1 — A + iwot]
= exp (——a2t2) exp [i(a2At2 + wot)] (3.8)
- (w—wp)? ,
E(w) ~ exp 120 +A2)(1 +1i4)
Die Momentanfrequenz ist dann entsprechend Gl. (3.6) :
w(t) = wo + 2a° At, (3.9)
wobei 2a%A dem linearen Chirp entspricht. Fiir die Intensitéiten ergibt sich dann:
I(t) ~ exp [—2a2t2]
(w — wp)? (3.10)

I{w) ~ exp l—m

Tabelle 3.1 fait die Halbwertsbreiten und die Zeit—-Bandbreiten—Produkte fiir einen Gaufischen
Puls zusammen.

Tabelle 3.1: Charakteristische Parameter fiir einen Gaufischen Puls

FWHM Zeit-Bandbreiten-Produkt
t) 2\/111_2

E(w) 4a+/(1 + A%)In2 81n2v1 + A?
(t) AT = \/2(11112
I{w) Aw=2ay/2(1+ A?)In2 4In2v1+ A?

Mit Hilfe des Zeit—-Bandbreiten—Produkts kann der lineare Chirpparameter A aus der Pulslinge
im Zeit- und im Frequenzbereich berechnet werden.

3.3 Pulsdiagnostik

Konventionelle Methoden, wie z.B. die Verwendung von Photodioden oder von Streakkameras,
sind fiir die Untersuchung von Femtosekunden-Pulsen ungeeignet. Deshalb miissen zur Unter-
suchung spezielle Techniken, wie Autokorrelations- oder Kreuzkorrelationsmethoden verwendet
werden. Erstere wurden aufgrund ihrer einfachen Realisierbarkeit in den Experimenten einge-
setzt. Im folgenden sollen die Grundlagen der Autokorrelationsmethode zusammengestellt und
der Aufbau des Autokorrelators beschrieben werden.

Das Prinzip der Methode besteht darin, dafl ein Puls mit Hilfe von Strahlteilern in n gleiche Pulse
aufgeteilt wird, wobei diese gegeneinander zeitlich verschoben werden kénnen. Anschlieflend wer-
den die Pulse in einem nichtlinearen Medium iiberlagert und das von der zeitlichen Verschiebung
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abhingige Signal aufgezeichnet. Aus dem so aufgezeichneten Signal sind Riickschliisse auf die
Pulsldnge moglich. Entsprechend dem verwendeten Versuchsaufbau unterscheidet man zwischen
Korrelationen mit und ohne Hintergrund sowie zwischen Intensitéitskorrelationen und interfero-
metrischen Korrelationen. Fiir die allgemeine interferometrische Korrelation n—ter Ordnung mit

Hintergrund géB) (71,72, ..., Tn—1) ergibt sich entsprechend [15, 16]:

T 1B + B+ ) + o Bl )]

g\ (11,72, ey 1) = (3.11)

n [ |E(t)2rdt

Der in den Experimenten verwendete Aufbau

des Autokorrelators ist in Abb. 3.1 darge- DeIayDi ==—= Spiegel
stellt. Er besteht im wesentlichen aus einem

Michelson—Interferometer, in dem zwei mog-

lichst identische Pulse erzeugt werden. Durch

die Variation eines Interferometerarmes kann 50:50 Teiler
ein Puls gegeniiber dem anderen zeitlich verzo-
gert werden. Als nichtlineares Medium wur- Input Pulse
de die Zweiphotonen-Absorption (siehe Ab- [ mOm
schnitt 411) in einer Farbstoffkiivette [17] Nichtlinearer Prozel}
und die Generierung der zweiten Harmoni- zweiter Ordnung
schen (SHG-Erzeugung in einem Kristall wie

BBO) verwendet. In beiden entstehen nicht- Detektor g,8(0)
lineare Effekte zweiter Ordnung. Die Kom-
ponenten sind so angeordnet, dafl die Auto-
korrelation mit Hintergrund gemessen werden
konnte. Fiir die interferometrische Autokorre-
lation zweiter Ordung mit Hintergrund géB) (1) ergibt sich:

Y

Spiegel

Abbildung 3.1: Aufbau zur Messung der Auto-
korrelation zweiter Ordnung mit Hintergrund

5) (ry _ L t1B) + Bt )|
: 2 dt|E@)"
T ist die zeitliche Verzogerung des einen Pulses gegeniiber dem anderen. Bei der Intensitidtsauto-

korrelation mitteln sich die schnellen Oszillationen heraus. Man erhilt fiir die Intensitatsauto-
korrelation zweiter Ordnung mit Hintergrund GgB)(T):

(3.12)

_ [atI(t)I(t —7)
 [dtI2(t)
Beim Einsetzen von Gl. (3.8) in Gl. (3.12) folgt fiir einen Puls mit einem Gaufiprofil die inter-
ferometrische Autokorrelation zweiter Ordnung mit Hintergrund.

G (r)=1+260(r) und GV(r) (3.13)

53+ A?
4

A 2.2
géB) (1) = 142exp[—a®7?] +4exp [—GQT ] COS a2T cos woT +
exp [—a2(1 + A2)7'2} oS 2w T (3.14)

Die Intensitédtsautokorrelation zweiter Ordnung ist dann:
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G\ (1) =1+ 2exp[—a?7Y (3.15)
MNegative chimp M chir Positive chip

Intensity

-/

Frequency

JAN

_—
/\
<7

A
VAN
=

Tirme or Delay

InteHferamettic
oF Sonogram  Autocomelation  Autocorelation

Spectrogram

Abbildung 3.2: MeBibare Funktionen zur Charakterisierung von Pulsen: Intensitétsverlauf; Fre-
quenzverlauf: Intensititsautokorrelation; Interferometrische Autokorrelation; FROG-Diagramm
(Chirp 3. Ordnung)

Das Kontrastverhéltnis der interferometrischen Autokorrelation und Intensitidtsautokorrelation
zweiter Ordnung mit Hintergrund betrigt 8:1 bzw. 3:1. Die Autokorrelationen zweiter Ordnung
sind immer symmetrisch. Somit konnen keine detaillierten Aussagen iiber die Pulsform getroffen
werden. Man kann nicht erkennen, ob z.B. ein Puls eine steile Kante vorn oder hinten besitzt.
Sind die Pulse phasenmoduliert, schrinkt sich der Bereich, in dem sich die Pulse konstruktiv
iiberlagern kénnen, ein. Die interferometrische Autokorrelationsfunktion schniirt sich dadurch
auf den Verlauf der Intensitéitsautokorrelation ein [18]. Aus dem interferometrischen Autokorre-
lationssignal sind somit Aussagen iiber die Grofle eines Chirpes, aber nicht iiber das Vorzeichen
des Chirpes méglich [19].

Dieser Sachverhalt ist in Abb. 3.2 fiir verschiedene Phasenmodulationen (2. Zeile) (negativer,
kein und positiver Chirp) dargestellt. Aus der Aufnahme des Intensititsverlaufs (1. Zeile) oder
der Intensitidtsautokorrelation (3. Zeile) sind nur die Pulslingen bestimmbar, jedoch keine Aussa-
gen iiber die Phasenmodulation méglich. Aus der interferometrischen Autokorrelation (4. Zeile)
ist der Betrag der Phasenmodulation bestimmbar, jedoch nicht das Vorzeichen der Phasen-
modulation. Wird zusétzlich zur Autokorrelation das Spektrum des Autokorrelationssignals mit
aufgezeichnet, dann kann aus dem Spektrogramm (5. Zeile) auch auf das Vorzeichen der Phasen-
modulation geschlossen werden. Dieses Verfahren wird als frequenzaufgeloste Korrelation (Fre-
quency Resolved Optical Grating — FROG) bezeichnet.
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Die FWHM des Intensitétsprofils A7 ist mit der FWHM der Intensititsautokorrelation Arg
iiber einen konstanten, von der Pulsform abhingigen Faktor verkniipft. Fiir einen Gauflpuls
ergibt sich:

AT 1

vy (3.16)

3.4 Ausbreitung von Laserpulsen in optischen Medien

Die Ausbreitung eines ultrakurzen Pulses in einem optischen System wird durch die Disper-
sion des Systems charakterisiert. Diese bestimmt sich aus den Materialkonstanten des optischen
Mediums und aus der Mittenwellenlénge des Pulses. Mit Hilfe der Dispersion kann die Puls-
verbreiterung, d.h. die Pulslinge in der Probe fiir den entsprechenden Eingangspuls berechnet
werden.

Die Dispersion kann mit folgenden Methoden gemessen werden: Zum einen kann sie aus der
Messung der spektralen Breite, der Pulslinge des Eingangspulses und der Pulsldnge in der Pro-
be, d.h. nach Durchlaufen des Systems ermittelt werden (siche Gl. (3.27)). Man erhélt somit
einen nur von experimentell zu bestimmenden Gréflen abhingigen Wert.

Zum anderen kann die Dispersion durch die Kenntnis der optischen Wege und der genauen
Zusammensetzung der optischen Materialien berechnet werden (siche Gl. (3.21) ). Man erhélt
einen Wert, der nur von den Materialien abhingt und der zum Vergleich mit der experimentell
ermittelten Dispersion herangezogen werden kann.

Einen weiteren Vergleichswert fiir die Dispersion erhéilt man aus der Bestimmung der zur Kom-
pensation der GVD notwendigen negativen Dispersion in einer Prechirp—Einheit (siehe Gl. (3.29)
und Gl. (3.30)).

Die Gleichungen zur Bestimmung der Dispersion mit Hilfe der o.g. drei Varianten sollen in dem
folgenden Abschnitt hergeleitet werden.

3.4.1 Lineare Pulspropagation

In dispersiven Medien ist der Brechungsindex n = n(\) eine Funktion der Wellenlinge. Wie
schon gezeigt wurde, ist jeder Puls aus mehreren spektralen Komponenten zusammengesetzt.
Durch die Dispersion bewegen sich diese Komponenten mit verschiedenen Geschwindigkeiten
durch das Material. Der sich daraus ergebende Einflul auf die Pulse wird in diesem Abschnitt
untersucht.

Der Puls habe am Ort z = 0 die Pulslinge A7y und einen Chirp von A. Die Rechnung zur Aus-
breitung des Pulses wird im Frequenzraum durchgefiihrt [13, 20], da die Antwort des Mediums
auf die einzelnen Pulsfrequenzen durch die Messung der Brechzahlinderungen bekannt ist.

In Abb. 3.3 ist der Algorithmus zur Berechnung der Dispersion dargestellt. Das Eingangsfeld
E(t,0) wird fouriertransformiert, und man erhilt das elektrische Feld im Frequenzraum FE(w, 0)
entsprechend Gl. (3.8) . Nun wird die Phase ®(w), d.h. die Antwort des Systems auf die einzelnen
Frequenzanteile des Pulses, mit dem elektrischen Feld multipliziert. Anschlieend erfolgt eine
Riicktransformation von E(w, z) in den Zeitbereich. Man erhilt auf diese Weise eine Beziehung
zwischen der Dispersion 3(w)z, der Eingangspulslinge A7y, der spektralen Breite AX und der
Ausgangspulslinge A7(z).

Die Phase ®(w), die der Puls nach Durchlaufen des Mediums besitzt, kann in eine TAYLORreihe
um die Zentralfrequenz bis zur dritten Ordnung entwickelt werden. Bei der Ausbreitung werden
Absorptionen vernachlissigt.
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System

E(0,0)—> n(0) 0 mmd —> E(0,2)=E(0,0) e™™

FFT iFFT

E(t,0) jv f E(t,2)
0,2

Abbildung 3.3: Rechenalgorithmus zur mathematischen Beschreibung der Ausbreitung ultrakur-
zer Laserpulse in optischen Medien

d 1 d? d
d(w) = Pp(wy) + ﬁ N (w—wp) + 2 m(ﬁ ) (w—wo)? + 698 (w—wo)®+... (3.17)

0 wo

und mit ¢(w) = B(w)z ergibt sich daraus fiir die Dispersion £(w)z:
B(w)z = Po(wo)z + 1z - (w — wo) + %ﬁzz (w—wp)? + %,83,2 c(w—wo)+... (3.18)

Die Phase des Pulses wird also beim Durchlaufen des Mediums um ¢ = fo(wo)2/wo = 2/Va(w,)
verzogert, wobei vg die Geschwindigkeit der Phase im Medium ist. Die Einhiillende des Pulses
verzogert sich dagegen um t;, = iz = z/vg. vy bezeichnet die Gruppengeschwindigkeit im
optischen Medium. Als GVD wird §s = %%le) bezeichnet.

Die Phase ist weiterhin iiber die Dispersionsrelation mit der Brechzahl n(w) verkniipft. Fiir diese
und die Ableitungen der Phase nach der Frequenz ergeben sich:

Ho) = Bw)z = Zun(w)
@ = o)
2 2
P - %(3%+w%) (3.19)

Die Materialdispersion kann mit Hilfe der Frequenzabhingigkeit des Brechungsindexes n(w) oder
mit der Wellenléingenabhiingigkeit n(A) beschrieben werden. Fiir die Umrechnung der 1. bis 3.
Ableitungen von der Frequenz- in die Wellenléingendarstellung ergeben sich folgende Faktoren:
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4 _ X4

dw 2mwey dA

d? A2 d? d

— = [N 42— 3.20
duw? (2mcp)? ( d\? + d)\> (3:20)
&3 A3 5 d3 5 d? d

P CRon (A o T e gy

Somit folgt aus GI. (3.18) und GL (3.19) mit Gl. (3.20) fiir S22 und fiir f32:

A3z d?
/BQ'Z e 622 _n
2mcs dA? \
Az dn d3n (3.21)
R e Y
g \Cav| T

wobei \. die Mittenwellenlinge im Vakuum ist. Da optische Systeme meist aus mehreren Kompo-
nenten bestehen, ergibt sich die Gesamtdispersion des Systems aus der Summe der Dispersionen
der Einzelkomponenten.

Das elektrische Feld im Frequenzbereich nach der Propagation des Pulses durch das optische
Medium ist proportional zu:

E(w,z) ~ E(w)exp[—if(w)z]
_ (w—wp)?
4a?(1 + A?)

(14 iA)| exp [—if(w)z] (3.22)

exp
Zur Bestimmung des Einflusses der Dispersion auf die Pulsform werden im folgenden zwei Metho-
den beschrieben. Bei der ersten werden nur Dispersionen bis einschlieBlich der zweiten Ordnung

betrachtet. Die Losung des Problems erfolgt hier exakt. In der zweiten Methode wird zusétz-
lich die dritte Ordnung mit beriicksichtigt. Die Pulsverbreiterung wird hier numerisch bestimmt.

1. Ausbreitung ohne Dispersion dritter Ordnung: Gl. (3.22) kann nun folgendermafien
geschrieben werden:

w — wp)?
E(w,z) = exp l—%} (3.23)

Damit ist die Pulsform nach der linearen Propagation immer noch gauférmig. Sie wird also
durch die Dispersion zweiter Ordnung nicht verdndert. Die Riicktransformation in den Zeitbe-
reich ergibt:

E(t,2) ~ expli(wot — foz)]exp [-T(2)2(t — fi2)’]
1 —i2B2a%(1 + A?) (3.24)

2 2
PE = 0 280 1+ 2hread)?

Aus Gl. (3.24) ist ersichtlich, daf sich der Puls verbreitert, wenn (s # 0 ist.
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2V1In2
_ _ 2 2 2 2
AT(E) = T = Aro\/(1+2a2ABy2)? + (2a20,7) (3.25)
Die einzelnen Pulsfrequenzanteile werden zeitlich geordnet. Somit entsteht eine Phasenmodu-
lation.

2B9za%(1 + A?)

(14 202202 A)? + (2022a2)?
Ob diese Phasenmodulation, d.h. der Chirp positiv oder negativ wird, hangt davon ab, ob es sich
um ein normal (B2 > 0) oder anormal (32 < 0) dispersives Medium handelt. Optische Gléser sind
im sichtbaren Spektralbereich immer normal dispersiv. Die gegeniiber der Mittenwellenlidnge rot-
verschobenen Wellenldngenanteile eilen den blauverschobenen voraus. Das Spektrum des Pulses
bleibt von der GVD unberiihrt.

Die Dispersion des durchlaufenen Mediums oder Systemes der Lénge ! kann durch die Messung
der Eingangspulslinge A7y, der spektralen Breite AX und der Pulslinge nach dem Medium oder
System A7 () mit folgender Gleichung bestimmt werden:

—Ai\/(1+A2) (AAT—(Z))z _1] (3.27)

A(z) = Im(T(z)) = (3.26)

1

ol = St a2

T0

Mit Hilfe von Gl. (3.21) kann die Dispersion des Systemes unter Verwendung der Materialkon-
stanten, d.h. unter Verwendung der zweiten Ableitungen der Brechzahl nach der Wellenléinge
berechnet werden. Man erhilt somit einen Vergleichswert fiir die mit Gl. (3.27) berechnete
Dispersion.

Um den Einfluf} der zu messenden Eingangsgroien (A7g, A\, Ac und A7(7)) auf die Bestimmung
der Dispersion 2z zu veranschaulichen, wurden in Abb. 3.4 die Abhingigkeiten dargestellt.
Dabei wurde jeweils eine Mefigrofle variiert, wobei die jeweils verbleibenden Groflen konstant
gehalten wurden. Man erkennt, dafl B2z entscheidend, d.h. nichtlinear von der spektralen Breite
A\ und der Eingangspulslinge A1y abhéngt. Deshalb mufl deren Messung mit besonderer Sorg-
falt erfolgen.

2. Ausbreitung mit Dispersion dritter Ordung: Der EinfluB der Dispersion 3. Ordung
B3 z auf die Pulslinge kann durch die numerische Riicktransformation in den Zeitraum be-
stimmt werden:

[ee]

E(t,z) = / E(w)exp [—i [%ﬁg z+ %,63 z” exp [—iwt] dw (3.28)
Mit obiger Formel und Gl. (3.21) sowie Gl (3.8) kann man die Pulslinge A7(z) nach Durch-
laufen des Mediums unter Verwendung des Chirpes A, der Eingangspulslinge A7y und der
Gesamtdispersion 5(w)z berechnen.
Beim Ausbreiten eines Gauflschen Pulses in einem Medium mit Dispersion dritter Ordnung wird
die Pulsform asymmetrisch. Es entstehen Oszillationen an einer Flanke des Pulsprofiles. Fiir eine
negative Dispersion dritter Ordnung bilden sich die Oszillationen am Anfang des Pulses und fiir
eine positive Dispersion dritter Ordnung am Ende des Pulses [13].
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Abbildung 3.4: Einflul der MeBgrofien a) Spektrale Breite A\ mit (., A7y, A7(l) =const.);
b) Mittenwellenlinge A\, mit (AX, Ary, A7(l) =const.); c¢) Pulslinge nach dem Medium Ar(l)
mit (A., AN\, A1y =const.); d) Eingangspulslinge Aty mit (A\., A\, A7(l) =const.) auf die
Bestimmung der Dispersion 2. Ordnung (sz

3.4.2 Kompensation der Gruppengeschwindigkeitsdispersion (GVD)

Wie in Abschnitt 3.4.1 erwéhnt, erhilt ein bandbreitenbegrenzter Gaufischer Puls beim Durch-
laufen eines normal dispersiven Mediums einen positiven Chirp, wobei das Spektrum unverindert
bleibt. Der Puls verbreitert sich somit zeitlich. Wird der Puls jedoch vor Eintritt in das normal
dispersive Medium durch ein Medium mit anormaler Dispersion geschickt, so verbreitert er sich
ebenfalls zeitlich. Er erhilt jedoch einen negativen Chirp (Prechirping). Ein Puls mit einem
negativen Chirp wird in einem normal dispersiven Medium entsprechend Gl. (3.25) verkiirzt.
Wenn man also ein anormal dispersives Medium mit einem normal dispersiven Medium kombi-
niert, kann man erreichen, dafl die Pulsléinge nach der Propagation durch diese beiden Medien
unveridndert ist. Dies geschieht genau dann, wenn sich die erzeugten Phasenmodulationen (po-
sitiver und negativer Chirp), d.h. die Dispersionen gerade autheben.

Zur Erzeugung einer anormalen Dispersion kénnen Gitter- oder Prismenkompressoren verwen-
det werden. Der Aufbau eines Prismen- bzw. eines Gitterkompressors ist in Abb. 3.5 dargestellt.
Die Funktionsweise des Prismenkompressors soll im folgenden niher erlidutert werden. Der einfal-
lende Strahl (1) wird aufgrund seiner spektralen Breite im Prisma 1 rdumlich in seine spektralen
Anteile zerlegt. Anschlieflend durchlaufen die rotverschobenen Wellenlingenanteile (2) in Pris-
ma 2 einen langeren Glasweg als die blauverschobenen (3). Somit kommt es zu einer zeitlichen
Aufspaltung der spektralen Anteile. Am Spiegel wird der Strahl in sich selbst mit einem Parallel-
versatz reflektiert. Der Parallelversatz ist zur Trennung des einlaufenden und des auslaufenden
Strahls notwendig. Am Ausgang des Prismenkompressors sind die spektralen Komponenten wie-
derum raumlich iiberlagert und der Puls besitzt eine negative Phasenmodulation (Chirp). Fiir
einen Prismenkompressor mit einem Abstand der Prismen (Spitze-Spitze) L und einer Ein-
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Abbildung 3.5: Schematischer Aufbau zur Pulskompression: (a) Prismenkompressor, (b) Gitter-
kompressor

tauchtiefe des Strahls (4) der Mittenwellenléinge im 2. Prisma (Spitze-Strahl) L¢ ergibt sich die
effektive Dispersion bei einem symmetrischen Durchgang durch die Prismen aus [21]:
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G, = &P
7 RO
A4 d’>P 3P (3-29)
Bal ——C(— T il )L
eff AN N x|,
mit:
d2P d2n s\ [dn\?] . dn\?
o7 = 4 W—F(Qn()\)—n()\) )(a> 51n5—8<5> cos §
d3P d3n dn d*n
S = 4% Dsind 24—
N3 axs 0~ 24y e €080
L
wobel § =~ arcsin [TG]

Die effektive Dispersion ist somit proportional zum Abstand der Prismen L. Mit der Ande-
rung dieses Abstands L kann die Dispersion grob vorgewéhlt werden. Die Feineinstellung der
Dispersion geschieht iiber eine Anderung der Eintauchtiefe L, da die Strahlfithrung bei dieser
Verschiebung unverindert bleibt.

Im Vergleich dazu erhilt man bei einem Gitterkompressor fiir die effektive Dispersion [21, 22]:

A2 S
Bolesy = _W ll— (f—smv) ] L

67A. 1+ 2¢siny —sin?y
Balesr = —DBolesy . = dA —7 >
1—(70—sm'y)

wobei d der Abstand zwischen zwei Gitterlinien, v der Einfallswinkel und L der senkrechte Git-

terabstand sind. Die effektive Dispersion ist wie beim Prismenkompressor proportional zum
Abstand der Gitter L.

(3.30)

Wie aus Gl (3.29) und Gl. (3.30) hervorgeht, ist die Dispersion zweiter Ordnung in beiden
Fillen negativ und proportional zum Abstand der Gitter bzw. der Prismen. Mit einem Gitter-
kompressor kann jedoch eine wesentlich héhere Dispersion zweiter Ordnung erzeugt werden. Die
Dispersion dritter Ordnung kann beim Prismenkompressor kleiner Null werden. Ein Prismen-
kompressor eignet sich somit auch zur Kompensation der 3. Ordnung. Dies ist bei Verwendung
eines einfachen Gitterkompressors nicht mdoglich. Durch die Verdnderung des Einfallswinkels
kann die 3. Ordnung minimiert werden. Sie wird jedoch nicht negativ. Wie sich in den Experi-
menten herausstellen wird, ist der Gitterkompressor sogar ausschlaggebend fiir die Erzeugung
der Dispersion 3. Ordnung. Somit wird auch die minimal erreichbare Pulslinge entscheidend
durch den Gitterkompressor bestimmt.

Die Berechnung der Pulsverbreiterung kann wiederum mit Gl. (3.28) oder Gl. (3.25) erfolgen.



Kapitel 4

Wechselwirkungen im Priparat

Nachdem in Kapitel 3 die zur Charakterisierung und Optimierung notwendigen Zusammenhéinge
abgeleitet wurden, sollen in diesem Kapitel die im Préiparat auftretenden nichtlinearen Effekte
vorgestellt werden. Die derzeit moglichen Anwendungsgebiete eines LSM mit einem Femtose-
kundenlaser als Lichtquelle werden in Anwendungen zur Untersuchung biologischer Priparate
und in Anwendungen zur Untersuchung von Festkorper- bzw. Halbleitermaterialien unterteilt.
Wegen der Notwendigkeit hoher Intensititen von grofier 2 - 108 W/em? erfolgt die Generierung
der nichtlinearen Effekte mit einer hohen Ortsauflésung. Aufgrund der gepulsten Anregung kann
das Signal zusétzlich mit einer hohen Zeitauflosung detektiert werden.

4.1 Biologische Priparate

Die Wechselwirkung von Strahlung mit Farbstoffen steht bei der Fluoreszenzmikroskopie zur Un-
tersuchung von biologischen Priparaten im Vordergrund. Ein Modell zur Beschreibung des Ver-
haltens und zur Charakterisierung der Einphotonen- und der Zweiphotonen—Absorptionseigen-
schaften der Farbstoffe soll in diesem Abschnitt vorgestellt werden.

Neben der simultanen Absorption von zwei Photonen kann es auch zu einer simultanen Ab-
sorption von drei und mehr Photonen kommen. Diese Mehrphotonen—Absorptionen sind aber
aufgrund der immer kleiner werdenden Wirkungsquerschnitte an immer héhere Intensitdten ge-
kniipft. Sie sind aber prinzipiell mit der verwendeten Versuchsanordnung anregbar. Deshalb
muf eine Festlegung der Laserparameter (Pulslinge und mittlere Leistung am Ausgang des La-
sers), bei denen eine ’'reine’ Zweiphotonen—Anregung stattfindet, erfolgen. Da es sich bei der
Zweiphotonen—Absorption um einen nichtlinearen Effekt zweiter Ordnung handelt, kann sie ne-
ben der Zweiphotonen—Mikroskopie auch zur Bestimmung der Pulslidnge in der Probe verwendet
werden (vgl. Abschnitt 3.3 ). Zur exakten Auswertung der so aufgenommenen Autokorrelations-
funktionen ist die Festlegung der Laserparameter ebenfalls notwendig.

Dazu sollen im ersten Teil dieses Abschnitts, ausgehend von der Absorption in Farbstoffen, die
Abhingigkeiten des Fluoreszenzsignals von den Laserparametern (Repetitionsrate, Pulslinge,
mittlere Leistung und Wellenléinge), den Mikroskopparametern (Vergréflerung und Apertur des
Objektivs) und den Eigenschaften der Farbstoffe (Konzentration, Quanteneffizienz und Wir-
kungsquerschnitt) abgeleitet werden. Anschlieflend werden, basierend auf den gefundenen Zu-
sammenhéngen, verschiedene Methoden zur experimentellen Bestimmung der Wirkungsquer-
schnitte von verschiedenen Farbstoffen vorgestellt.

Wie schon erwihnt, kann die konfokale Blende bei der Zweiphotonen-Mikroskopie entfallen.
Die Auflésung des Mikroskops wird allein durch die Grofie des Fokus bestimmt. Der letzte Teil

25
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dieses Abschnitts beschéftigt sich deshalb mit dem Auflésungsvermogen eines Zweiphotonen—
Mikroskops.

Bei den Ableitungen in den Abschnitten 4.1.1 bis 4.1.5 wird angenommen, daf} die Tiefenschérfe
sehr viel grofler als die Probendicke oder die Absorptionslinge ist. Das bedeutet, daf sich der Be-
leuchtungsquerschnitt im Praparat nur wenig dndert. Durch diese Annahme wird das Verhalten
der Farbstoffe bei einer Zweiphotonen—Absorption makroskopisch wiedergegeben. Die Verein-
fachung entfillt im letzten Abschnitt bei der Untersuchung des Auflésungsvermogens in einem
Zweiphotonen—Mikroskop.

4.1.1 Absorptionsmechanismen

Einphotonen—Absorption: Die Einphotonen—Absorption, die Licht beim Durchdringen ei-
nes Farbstoffs erfihrt, kann mit Hilfe des Lambert—Beerschen Gesetzes beschrieben werden [24].

dF
e —no1F — F(z) = Fyexp [—noiz]
x

Fy ist hierbei der Photonenflul in [MQM] an der Oberfliche des Farbstoffs und F(z) der

cm=s
Photonenflufl in der Tiefe z. o1 ist der Wirkungsquerschnitt der Einphotonen—Absorption in

[em?]. Die Teilchenzahldichte der Farbstoffmolekiile n in [em ™3] ergibt sich aus n = CyL, wobei
Co die Farbstoffkonzentration in [mol/cm?] und L die Loschmidt—Zahl ist. Typische Werte fiir
Farbstoffe in Zellen sind Cy = 10~* mol/l und o1 = 10717 em?.

Fiir den absorbierten Photonenflufl bei Einphotonen—Anregung folgt:

Fabs($) = Fo— F(CC)
~ nozFy Lfalls noz <<1 (4.1)

Der absorbierte Photonenflul hingt somit in erster Ndherung bei geringer Absorption linear
vom Anregungsflul ab. Die Niherung mit den o.g. typischen Werten n- o1 -z ~ 0.6 cm™! -z ist
nur fiir geringe Eindringtiefen x < 1 mm gerechtfertigt.

Zweiphotonen—Absorption: Maria Goppert—Mayer fand bei der Untersuchung eines Zwei—
Niveau-Systems eine quadratische Abhingigkeit der Ubergangswahrscheinlichkeit in den ange-
regten Zustand von der Anregungsintensitit. Fiir den Photonenfluf} in der Tiefe £ nach einem
Zweiphotonen-Ubergang ergibt sich in dhnlicher Weise wie fiir das Lambert-Beersche Gesetz
[24]):

d

%F = —n02F2

Fy
— F = —
(z) 1+ Fynoox

o9 ist hier der Zweiphotonen—Wirkungsquerschnitt in [cn?s].

Die Einphotonen—Absorption kann bei einer Anregungswellenléinge von 800 nm vernachlissigt
werden, da Fynoiz << 1 ist. Fiir den in der Tiefe = absorbierten Flufl Fy;s(z) ergibt sich mit
obiger Formel:
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Finosx
F = F —F = 0
abs($) (37) 0 1+ FO n oy T
— Fas(z) = nooFaz falls Fynogz<<1 (4.2)

Die Niherung in Gl. (4.2) ist fiir die typischen Werte in Tabelle 4.1 (vgl. Abschnitt 4.1.3)
erfiillt, da noyFyz ~ 10~ "cm ™! - z ergeben.

4.1.2 Anregungsfluf

Gepulstes Anregungslicht: Die mittlere Leistung Py,  eines Lasers, der Pulse mit einer Re-
petitionsrate von f und einer Pulslinge A7 aussendet, ergibt sich aus dem Integral iiber das
Gaufische Pulsprofil (Gl. (3.10) ), multipliziert mit der Repetitionsrate und der Pulsspitzenlei-
stung Ppeqp-

o0
Pag = Prearf / dt exp [—2a2t2]
—0oQ
™
4 1n2

4 In2 Py Pyyg
~ 0.94 -
T fAT AT

P, peak f AT

— Ppeak

(4.3)

Fiir den Anregungsfluf Fj in [%]

mit Gl. (4.3):

bei einem Beleuchtungsquerschnitt von Aj ergibt sich

Pyear Ae (4.4)

AO he
——
Ac

— I, . 2¢
0" he

Fy

Iy ist die Intensitit der Anregungsstrahlung in [W/cm?], bezogen auf den Beleuchtungsquer-
schnitt.

Fokussiertes Anregungslicht: Der Anregungsflufl kann, wie aus Gl. (4.4) ersichtlich, durch
eine Fokussierung der Strahlung vergréflert werden. Der minimale Fokus wird mit Hilfe der
Gauflschen Optik berechnet.

Laserstrahlung kann nicht punktformig fokussiert werden, sondern es ergibt sich eine von der
Wellenlinge abhiingige Strahltaille. Die Taille ist weiterhin von der Brennweite fi.,s und dem
Durchmesser der Objektivpupille d,,p; abhingig. Die Grofle der Strahltaille wird mit folgender
Gleichung ndherungsweise bestimmt:

2
wy N —A¢ Jiens (4.5)
U dpupil

Ay = m-wh
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Fiir den absorbierten Anregungsfluf} in [%] bei fokussierter und gepulster Beleuchtung

ergibt sich mit Gl. (4.2) -Gl (4.5):

Fabs =

2n(2) [/\c] 2 . Phy (4.6)

©  Lhc m2ws f2AT?

4.1.3 Fluoreszenz nach Zweiphotonen—Absorption:

Die zeitgemittelte Fluoreszenz So in [Photonen], die in einem Volumen V = A z entsteht, 148t
sich unter Beriicksichtigung der Quanteneffizienz ®5 und Gl. (4.6) folgendermafien bestimmen:

00
SQ = q)Z'AO'/Fabsdt
—00

2-1n(2) [/\C]Q T P2,
= & el p—" (4.7
2 ™ he 7rw§f202 AT
_ . Pc%'ug
v AT

Das Zweiphotonen—Fluoreszenzsignal hingt, wie in Gl. (4.7) ersichtlich ist, quadratisch von
der mittleren Anregungsleistung, der Repetitionsrate und dem Beleuchtungsquerschnitt ab [25].
Entscheidend fiir die Erzeugung eines hohen Fluoreszenzsignals sind somit eine moglichst hohe
Pulsspitzenleistung und eine moglichst starke Fokussierung der Anregungsstrahlung.

Die Fluoreszenzleistung P/! in [W] ergibt sich niherungsweise aus:

he 1

pfl—g, .22,
52 de AT

(4.8)
wobei A, die Mittenwellenldnge des Fluoreszenzlichtes ist.
Die mit einem typischen Photomultiplier (PMT) minimal detektierbare Fluoreszenzleistung Prj;lm
wird durch den Dunkelstrom (14,1 =~ 1 nA), die Quanteneffizienz (Q ~ 30 %) und die Katho-
denempfindlichkeit (Sens = 70 mA /W) bestimmt. Mit den o.g. Werten folgt hieraus:

P!

man

Sens - Q -+ Iyork (4.9)
2-107%W

Die minimale mittlere Anregungsleistung, die zur Detektion eines Zweiphotonen-Fluoreszenz-
signals mit dem o.g. PMT notwendig ist, ergibt sich beim Einsetzen von Prj;lm in GL. (4.8) mit
Gl. (4.7) . Daraus berechnete charakteristische Werte sind in Tabelle 4.1 auf Seite 29 zusam-
mengefaft.

4.1.4 Signal- zu Rauschverhiltnis (SNR)

Die Beschreibung elektromagnetischer Strahlung kann auch mit dem Teilchenmodell erfolgen.
Die daraus entstehende Photonenstatistik gehorcht in guter Ndherung der Poissonverteilung, so-
lange die Anzahl der Fluoreszenzphotonen kleiner als =~ 1000 ist [26]. Fiir das Photonenrauschen
ergibt sich: Ny = /S2, wobei Sy mit Hilfe von Gl. (4.7) berechnet werden kann. Fiir das SNR
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Tabelle 4.1: Charakteristische Groflen und sich daraus ergebende Pulsparameter bei einer
Zweiphotonen—Absorption

Farbstoff Fokus Detektor
o9 D, Cy n Ae X wo Pﬂm
[em®s]  [%] [mol/l] [em™] [nm] | [um] [nm] W]
1070 <70 107* 10 400 1.5 500 2-10°8
GL (4.5) | Gl (4.9)
Puls
At A f pmin ppin Fyrin
[fs)  [nm] [MHZ] W] [W/em?] | [Photonen]
200 800 76 5 2-108 8-10%
GL (4.8) Gl (44) | Gl (4.4)
in [Photonen] erhilt man somit:
So 1
- = Ol(O'Q)— 'Pavg
N. VA
2 N el
YsNr(AT)
1
. 2-1n(2)17 Ao N
t = —/nd 4.10
mit «a(o9) [ - ] oV Qxﬁwo 7 (4.10)

Die in diesem Abschnitt gefundenen Abhingigkeiten des SNR bzw. des Zweiphotonenfluores-
zenzsignals von den Mefiparametern sind in Tabelle 4.2 aufgelistet.

Tabelle 4.2: Funktionelle Zusammenhéinge bei der Zweiphotonen—Absorption

Einheit Py | AT

Sa [Photonen) P2, ~

Z% [Photonen)| Poyg \/IA—T

Ysnr | [Photonen /W] \/IA—T
a(og) [Photonen %]

Mit Hilfe der quadratischen bzw. der linearen Abhéngigkeit des Fluoreszenzsignals bzw. des SNR
von der mittleren Leistung kann iiberpriift werden, ob eine Zweiphotonen—Anregung vorliegt.

4.1.5 Methoden zur Bestimmung des Wirkungsquerschnitts von Farbstoffen

In GL (4.7) und in Gl (4.10) sind die Zweiphotonenwirkungsquerschnitte o9 in den Gréflen
bzw. ysngr enthalten. Daraus leiten sich zwei mogliche Verfahren zur experimentellen Bestim-
mung des Wirkungsquerschnitts ab.
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1. Fluoreszenzsignal als Funktion der mittleren Leistung: Bei der Messung des Fluores-
zenzsignals in Abhéngigkeit von der mittleren Leistung sollte sich eine quadratische Abhéingig-
keit ergeben. Wenn man beide Groéflen in doppelt—logarithmischem Mafistab auftrigt, sollte eine
Gerade mit dem Anstieg zwei und mit einem Nulldurchgang /AT entstehen. Durch die Bestim-
mung der Achsenabschnitte /A7 kann anschliefend mit Gl. (4.7) auf den Wirkungsquerschnitt
o9 geschlossen werden.

2. SNR als Funktion der mittleren Leistung: Hierbei sollte sich beim Auftragen des
SNR iiber der mittleren Leistung eine Gerade mit dem Anstieg ysyr ergeben, die durch den
Koordinatenursprung verliduft. Der Wirkungsquerschnitt kann in diesem Fall aus der Steigung
der Geraden mit GI. (4.10) bestimmt werden.

In beiden Fillen ist zur genauen quantitativen Bestimmung des Wirkungsquerschnitts der Ab-
sorptionsweg x und der Beleuchtungsquerschnitt Ay bzw. die Strahltaille wy unbekannt. Jedoch
ist eine Bestimmung unter Zugrundelegung eines Wirkungsquerschnitts von einem Referenzfarb-
stoff ohne diese beiden Gréflen moglich. Der unbekannte Wirkungsquerschnitt bei Verwendung
des zweiten Verfahrens ergibt sich dann folgendermaflen:

0y By — ysnr(AT)? [02 @2 1,0
’Y;\J;R(AT) n

(4.11)

4.1.6 Auflésungsvermogen in einem Zweiphotonen—Fluoreszenzmikroskop

Wie im vorigen Abschnitt erwidhnt, fehlen zur exakten Bestimmung des Zweiphotonen—Absorp-
tionsquerschnitts noch die Absorptionsweglinge x und der Beleuchtungsquerschnitt Ay bzw. wy.
Die Absorptionsweglinge x entspricht der axialen Fokusausdehnung und der Beleuchtungsquer-
schnitt Ay der lateralen Fokusausdehnung. Im Bereich der lateralen und axialen Fokusausdeh-
nung, dem Fokusvolumen, findet die Zweiphotonen—Anregung statt. Durch die Fokusgrofie wird
das Auflésungsvermégen des Zweiphotonen—-LSM bestimmt.

Die Intensitit entlang eines Gauflschen Strahlprofils fiir einen T'EMyy—Mode ergibt sich aus
folgender Gleichung:

2 2 2 2 wo \2
I(t,p,z) = Iy-exp [—2(12 <t - 2c]g(z)> ] - exp l_2w(pz)2] . ('w(z)> (4.12)

P,
mit Iy = 2% und R(z) ==z

Durch den Term mit R(z) ergibt sich eine gekriimmte Phasenfront. Die Phasenfront kann jedoch
in der Ndhe des Fokus als eben angenommen werden, wodurch dieser Term entfallen kann. p ist
hierbei die laterale und z die axiale Raumkoordinate.

Die Abhingigkeit des Strahlquerschnitts w(z) von der Position z, gemessen von der Hauptebene
der Linse (siehe Abb. 4.1), kann mit folgender Gleichung fiir eine T'EMyy—Mode wiedergegeben
werden.

2 2
w(z) = wp ”(f) mit zr:w% (4.13)
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Abbildung 4.1: Fokussierung von Laserstrahlung — Gaufische Optik

Das zeitgemittelte Zweiphotonen—Fluoreszenzsignal S (p, z) ergibt sich mit Gl. (4.12) und GI. (4.13)
aus:

o
Sa(p,z) = /@gagnI(t,p,z)th (4.14)
—00

Abb. 4.2 zeigt das mittels einer Ein- und einer Zweiphotonen—Absorption erzeugte Fluoreszenz-
signal entlang eines fokussierten Gauflschen Strahls.

a) Einphotonen - Absorption b) Zweiphotonen - Absorption
-8} ] -8t
-6 6}
-4 . -4
2 2t
£ Oy £ Oy
= =
N 2t N 2t
4 . 4
6 . 6
8 . 8
-4 -2 0 2 4 -4 -2 0 2 4
Ofum] Ofum]

Abbildung 4.2: Berechnetes Fluoreszenzsignal entlang eines fokussierten Gaufschen Strahls, wo-
bei p und z die laterale bzw. die axiale Raumkoordinate sind

Die maximale Fluoreszenz ergibt sich fiir z = 0 und p = 0, d.h. im Fokus des Objektivs.
Aufgrund der quadratischen Abhéngigkeit der Fluoreszenz von der Anregungsintensitéit fallt
das Fluoreszenzsignal bei der Zweiphotonen—Absorption aulerhalb des Fokus stirker ab als bei
der Einphotonen—Absorption. Die Zweiphotonen—Anregung erfolgt somit tiefensensitiv in einem
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kleinen Fokusvolumen. Die Einphotonen—Absorption ist nicht tiefendiskriminiert, da die Farb-
stoffmolekiile in einem wesentlich groferen Fokusvolumen (etwa Faktor 4) angeregt werden.
Beim Scannen des Fokus iiber eine beliebige Objektform g(z, z9)- f (p, po) ergibt sich die Abhéngig-
keit des Fluoreszenzsignals von der Scanposition mit folgender Gleichung;:

oo o0
pOaZO / /
—oo 0

po und zj stellen die laterale und
tivfokus dar.

By09nl(t,p,2)°9(2,20) - f(p, po)dt 2mp dp dz (4.15)

\8

3

=2

ie axiale Verschiebung des Objektschwerpunkts vom Objek-

Zwei spezielle Objektformen (Kugel, Farbstoffsee — Kante) eignen sich besonders zur experimen-
tellen Bestimmung der axialen Fokusausdehnung. Gl. (4.15) wird in den folgenden Abschnitten
auf diese beiden Objektformen angewendet.

5 Objekt Bild
A
X
Sy(2,)
Fokus >
FWHM
axial
Kugel Siz) A
a) Fluoreszierende Kugel FWHM
lateral
/

di2

-d/2

k—j
¢
N

b) Farbstoffsee

Abbildung 4.3: Schematische Darstellung von zwei Verfahren zur Bestimmung des Auflésungs-
vermdgens: a) durch die Messung der PSF; b) durch die Detektion des Fluoreszenzsignals beim
Eintauchen in einen Farbstoffsee
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Fluoreszierendes Punktobjekt

Die Bestimmung des Fokusvolumens kann am einfachsten durch die Aufnahme der Punkt-Bild-
Funktion (Point—Spread-Function — PSF) erfolgen [3]. Hierzu wird eine fluoreszierende Kugel
verwendet, deren Durchmesser sehr viel kleiner als das zu erwartende Fokusvolumen ist. Man hat
somit eine Punktlichtquelle im Objektraum zu Verfiigung. Fiir die Objektform g(z, z0) - f(p, po)
wird bei den Berechnungen eine Delta—Funktion angenommen. Die Kugel wird, entsprechend
Abb. 4.3 a), in zp—Richtung durch den Fokus bewegt und das Fluoreszenzsignal aufgezeichnet.
Das Fokusvolumen ergibt sich dann aus der axialen und lateralen Halbwertsbreite der resul-
tierenden PSF, durch die Bestimmung der Halbwertsbreite einer angefitteten GauBfunktion.
Aus Gl. (4.15) folgt fiir das zeitgemittelte Zweiphotonen-Fluoreszenzsignal beim Scannen in
axialer Richtung iiber die fluoreszierende Kugel (Delta—Funktion):

A\ B w\

Die axiale Fokusausdehnung ist wiederum durch die Halbwertsbreite von Sy;(zp) gegeben. Die
axiale Fokusausdehnung berechnet sich numerisch aus der Losung der Integrale in Gl (4.15) .
Im folgenden soll die Abhingigkeit des Fokusvolumens von der Pulsléinge und der mittleren An-
regungsleistung abgeleitet werden.

Das rdaumliche Intensitédtsprofil fiir einen GauBschen Puls wurde in Gl. (4.12) mit Gl. (4.13)
formuliert. Zur Bestimmung des Fokusvolumens wird angenommen, daf fiir die Detektion des
Zweiphotonen—Signals ein Schwellwert Ig existiert. Fiir Anregungsintensititen oberhalb dieses
Schwellwertes findet eine Detektion des Zweiphotonen-Signals statt. Der Schwellwert ist von
den Parametern der Detektionseinrichtung (Transmission im Detektionskanal, Photomultiplier)
abhingig. Das Fokusvolumen kann nun aus der Breite des quadrierten Intensitétsprofils an der

N

1
Soi(z0) = g7

Schwelle ndherungsweise berechnet werden.

10

110 .
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Abbildung 4.4: Profil der axialen quadratischen Anregungsintensitit eines fokussierten Gauf-
schen Strahles fiir verschiedene Pulsldngen bei konstanter mittlerer Leistung — Zusétzlich einge-
zeichnet ist die Detektionsschwelle, die durch die Parameter des verwendeten Detektors bestimmt
wird.

Abb. 4.4 zeigt die quadratische axiale Anregungsintensitit in Abhéingigkeit von der Pulslinge
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bei gleichbleibender mittlerer Leistung. Ahnliche Graphen ergeben sich auch fiir die laterale An-
regungsintensitéit bzw. fiir die Abhéingigkeiten von der mittleren Leistung bei gleichbleibender
Pulslinge. Man erkennt aus dieser Abbildung, daf} fiir die verschiedenen Pulslingen das Fokus-
volumen, in dem ein Zweiphotonensignal registriert wird, fiir die kiirzeste Pulslinge am gréfiten
ist, wenn die mittlere Leistung konstant gehalten wird. Nach Quadrieren und Umstellen von
Gl. (4.12) ergibt sich fir die axiale Fokusausdehnung fiir p = 0:

1.76 P, 22
Az =2 w9 T2 4.17
i \/ © 7 fw} VI Er ( )

und fiir die laterale Fokusausdehnung fiir z = 0:

2 I
Ap =2 _%% In —82 (4.18)
4 (@ Pavg )
s wag

Abb. 4.5 zeigt die Abhéngigkeiten der axialen und der lateralen Auflésung von der Pulslinge
und der mittleren Leistung bei konstanter Detektionsschwelle.
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Abbildung 4.5: Axiale (Az) und laterale Auflosung (Ap) in einem Zweiphotonen—Mikroskop in
Abhingigkeit von der Pulslinge (A7) und der mittleren Leistung (Pyyg): a) Az = f(AT); b)

Az = f(Payg); ¢) Ap = f(AT); d) Ap = f(Payg)

Die Auflésung in der Zweiphotonen—Mikroskopie ist somit nicht nur von der Art der Fokussie-
rung, sondern auch von der Pulsintensitdt abhingig. Maximale Auflésung wird fiir Pulsinten-
sititen nahe der Detektionsschwelle erzielt, da hier das effektive Fokusvolumen, entsprechend
Abb. 4.4, am kleinsten ist. Wird z.B. die Pulslinge verringert, so mufl entweder die mittlere
Leistung ebenfalls verkleinert (siche Abb. 4.5b)) oder die Detektionsschwelle erhoht werden.
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Eine Erhohung der Detektionsschwelle kann z.B. durch die Verkleinerung der Verstirkung des
PMT erfolgen.

Die Abhéingigkeit des Auflésungsvermogens von der Pulsintensitéit ist auf den ersten Blick er-
staunlich, da die axiale und laterale Auflésung in einem konfokalen Einphotonen—LSM nur von
der Art der Fokussierung und der Detektion, d.h. von der Gréfie der konfokalen Blende abhingt.

5
4
g 3
=
jant
=z 2
S
— Lateral
1
— Axial
0
0 1 2 3 4 5 6 7

Pinhole-Durchmesser [pm]

Abbildung 4.6: Laterale und axiale Auflbsung in einem konfokalen Einphotonen—-LSM auf-
getragen iiber dem Durchmesser der konfokalen Blende: Wellenlinge 488 nm; Objektiv C-
Apochromat 40x/1.2 W

Abb. 4.6 zeigt die laterale und die axiale Auflésung in Abhingigkeit von dem Blendendurch-
messer, berechnet mit folgenden Gleichungen fiir das Objektiv C—Apochromat 40x/1.2 W bei
einer Wellenldnge von 488 nm:

2
Ap = \/[0‘51 ’\e] + P, (4.19)
Ny
2 2
Ay = 0.88 X N lﬁnPH]
n—4/n? — N% Na

N, ist die numerische Apertur des Objektivs und Py der Blendendurchmesser in der Objekt-
ebene. Im Mittel ist die axiale Fokusausdehnung um einen Faktor 2 schlechter als die laterale
Fokusausdehnung (gilt fiir Einphotonen- und Zweiphotonen—Mikroskopie). Als Grenzwerte fiir
die laterale und die axiale Auflésung bei einer infinitisimal kleinen Blende ergeben sich:

0.51 A
Ap = -
Ay — 0.88 A,

ne -

Fluoreszierender Farbstoffsee

In einer weiteren Methode zur Bestimmung der axialen Fokusausdehnung verwendet man einen
Farbstoffsee. Das Aufzeichnen des Fluoreszenzsignals erfolgt nun in x-z—Richtung, entsprechend
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Abb. 4.3b). Im folgenden soll die Abhingigkeit des Fluoreszenzsignals von der Eintauchtiefe
hergeleitet werden. Es wird dabei angenommen, dafl der Anregungsflufl nicht durch Absorp-
tionsprozesse oder Deformationen des Fokus durch Aberrationen geschwécht wird.

Die Objektform des fluoreszierenden Farbstoffsees kann wie folgt geschrieben werden:

9(2,20) - f(p, po) = O(2z — 2) (4.20)

Durch die Integration von Gl. (4.15) bei Verwendung der o.g. Objektform erhélt man fiir das
integrierte Fluoreszenzsignal S5; in Abhéingigkeit von der Eintauchtiefe zy:

T — 2 atan (Z—O>] ! (4.21)

zr/)]a

1 s /A 2 2 2
S2i(z0) = EW2 (E) Dooonlfzrwg

Die axiale Fokusausdehnung Az bestimmt sich aus der Differenz der Eintauchtiefen zg; und zpo.
zo1 und zg2 werden an folgenden Stellen der Kurve Sy;(zg) gemessen:

SQi(Z()l) =0.8 SQim” H SQi(Z()Q) =0.2 SQimaw

Das Signal- zu Rauschverhiltnis ergibt sich entsprechend Gl. (4.21) zu:

1
) 1 93 \ 1 4/®y09nl?z, A -
S —< ) 220 e W—Zatan(z—())Pg (4.22)
c Zr

Ny 8 \7wln2 fwo VT

>

~~

(o)

Die exakte Bestimmung des Wirkungsquerschnitts kann nun folgendermaflen geschehen.

Aus der Messung des Signal- zu Rauschverhéltnisses als Funktion der mittleren Leistung fiir
verschiedene Pulslingen kann ygygr in Abhingigkeit von der Pulslinge A7 berechnet werden.
Aus dieser Abhéngigkeit wird der Anstieg a(os) ermittelt. Der Wirkungsquerschnitt berechnet
sich aus dem Anstieg «, der Eintauchtiefe zg und der Strahltaille wy mit folgendem Ausdruck:

V2rn2 (@)2 (fwo)® 4

(I>20'2 =16 a (02) (4.23)
T — 2 atan (i—g) Ac

N2y

4.2 Halbleiter

Laser—Scan-Mikroskope werden auferdem zur Untersuchung von Halbleitermaterialien einge-
setzt. In p-n—Ubergingen kénnen beispielsweise Ladungstrigerpaare mit Hilfe der Einstrah-
lung von Photonen erzeugt werden (Optical Beam Induced Current — OBIC). Diese Ladungs-
tragerstrome werden anschlieflend pixelsynchron detektiert. Somit sind Fehlstellen in den p-n—
Ubergingen und fehlerhafte Kontaktierungen auf einem fertigen integrierten Schaltkreis detek-
tierbar. Bei der Herstellung von Halbleitern werden durch die immer komplexeren integrierten
Schaltungen immer hohere Anforderungen an die Methoden zur Detektion von Fehlstellen ge-
stellt. Dabei werden auch Verfahren notwendig, die, wie schon praktiziert, nicht nur in zwei Di-
mensionen, sondern auch tiefendiskriminiert Storstellen auflésen kénnen. Durch das Ausnutzen
der Zweiphotonen—Absorption in Halbleitern kénnen Storstellen tiefendiskriminiert mit hoher
Effizienz lokalisiert werden. Das Verfahren wird im ersten Abschnitt vorgestellt.

Ein neues Anwendungsfeld des LSM mit einem Femtosekundenlaser als Lichtquelle ist der Ein-
satz zur Untersuchung von Festkdrpermaterialen. Mit Hilfe der zur Verfiigung stehenden hohen
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Intensitdten konnen Oberwellen (Second Harmonic Generation — SHG) erzeugt werden. Dieser
nichtlineare Effekt ist an die Polarisation des Materials gebunden. Das Material strahlt mit
exakt der halben Wellenlinge ab. Das SH-Signal ist zur tiefendiskriminierten Detektion von
Kristallfehlern einsetzbar. Es konnen Kristallstrukturen unterschieden, Dotierungen bestimmt
und Anlagerungen von Molekiilen an Halbleiteroberflichen iiberwacht werden [27]. Aufgrund
des Entstehungsortes des SH-Signals unterscheidet man zwischen dem Oberflichen- und dem
Volumen—SH-Signal, wobei letzteres nur in Medien ohne Inversionssymmetrie auftritt. Die Ober-
flichen—SH entsteht nur in den obersten Atomlagen eines Mediums, da hier die Symmetrie stets
gebrochen ist. Die Wechselwirkungslinge zur Erzeugung des Oberflichen—-SH-Signals betrigt
deshalb nur einige A. Bei der Volumen-SH betréigt sie dagegen A/27 ~ 1000 A, wodurch das
Volumen-SH-Signal dem Oberflichen—SH—-Signal iiberwiegt.

Herkoémmliche Verfahren zur Oberflichenanalyse verwenden die Rontgenbeugung. Bei ihnen be-
tragt jedoch die Wechselwirkungslinge einige Mikrometer. Sie ist damit wesentlich gréfer als bei
der SH-Erzeugung. Die SH-Erzeugung und besonders die Oberflichen-SH-Erzeugung ist somit
wesentlich oberflichenspezifischer. Dieses Verfahren wird im zweiten Abschnitt ndher beschrie-
ben.

4.2.1 Optical Beam Induced Current (OBIC)

Zur Detektion von Kristalldefekten, z.B. in Siliziumwafern werden standardmiiflig Kontakt—
Techniken, wie z.B. OBIC (Optical Beam Induced Current), LIVA (Light Induced Voltage Al-
teration) [28] und quantitative Emissionsmikroskopie [29] eingesetzt. Dazu wird entweder der
zu untersuchende Wafer kontaktiert (prober station), oder es wird der fertig kontaktierte Chip
verwendet. Beim LIVA-Verfahren wird eine konstante Spannung an die Prober-Elektroden an-
gelegt. Die Spannungsidnderungen werden dann in Abhéngigkeit von der Scanposition registriert.

Beim OBIC—Verfahren werden durch Photo-
nen mit einer Energie grofler als die Band- Leltungsband
liickenenergie Eg in p-n-Ubergiingen Elektron—
Loch Paare erzeugt, siehe Abb. 4.7. Fiir die

Wellenldnge des Anregungslichtes A, muf} gel-

ten:

— +
O O
p-n in Sperrichtung

Ae < XN = Z—Z (4.24)
Ao bezeichnet hier die Wellenlinge, oberhalb
derer keinerlei Absorption im Halbleiter er-
folgt. Beim Anlegen eines elektrischen Feldes
entsteht auf diese Weise ein von der Scan-
position abhingiger Ladungstriagerstrom I.
Dieser Ladungstrigerstrom kann zur Lokali-
sierung von Gitterfehlstellen herangezogen werden. Nachteilig bei dieser Methode ist, da8 hierbei
keine Tiefendiskriminierung erfolgen kann. Deshalb mufl der Wafer nach der Lokalisierung der
Fehlstellen Schicht fiir Schicht abgetragen und jede Schicht mit einem Elektronen—Mikroskop
untersucht werden.
Eine Untersuchung der Chips von der Riickseite (Backside OBIC) ist notwendig, wenn auf der
Vorderseite optisch undurchdringbare Metallschichten aufgebracht sind. Hierzu werden meist
Nd:YAG—-Laser mit einer Wellenldnge von 1064 nm verwendet. Das Licht durchdringt bei dieser

Sperrzone

Valenzband

Abbildung 4.7: Band zu Band Absorption in ei-
nem indirekten Halbleiter wie Silizium
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Wellenldnge nahe der Bandkante von Silizium hinreichend gut auch dotiertes Silizium (E, =
1.12 eV; Ap = 1100 nm).

Material:

Ideal photodetector , sili
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Real device
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2000 4000 6000 8000 10000 12000
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Abbildung 4.8: Spektrale Abhéngigkeit der erzeugten Elektron—-Loch-Paare am Beispiel von
Silizium

Gleichzeitig verringert sich jedoch, wie aus Abb. 4.8 hervorgeht, die Quanteneffizienz zur Er-
zeugung der Elektron-Loch—Paare. Die Quanteneffizienz besitzt fiir Silizium ein Maximum bei
einer Wellenlénge von ca. 1000 nm [30].

Analog zur Zweiphotonen—Absorption in Farbstoffen, konnen durch die gleichzeitige Absorption
von zwei Photonen im infrarotem Wellenldngenbereich oberhalb der Bandkante von Silizium die
oben aufgefiithrten Nachteile iberwunden werden (TOBIC) [31]. Es kommt bei Verwendung die-
ser Methode zu einer effizienten Erzeugung von Elektron-Loch-Paaren. Gleichzeitig verringert
sich die Absorption der Strahlung beim Durchdringen des Substrates.

Das Detektionssignal, d.h. der Ladungstriagerstrom 148t sich analog zur Ein- und Zweiphotonen—
Absorption in Farbstoffen in Abschnitt 4.1 herleiten. Bei einer Zweiphotonenanregung hingt der
Ladungstrigerstrom IToprc vom Quadrat des Anregungsflusses Fy bzw. der mittleren Leistung
P,y ab. Bei der Einphotonenabsorption ist der Ladungstrigerstrom Ippgrc proportional zum
Anregungsflufl Fy bzw. der mittleren Leistung Pyyq-

Itopic = aaFy < ayPy,,
IOBIC = OqF(] O(OqP(wg (4.25)

Im Zweiphotonenfall wird der Ladungstrigerstrom somit nur im Fokus hochaperturiger Mikro-
skopobjektive und am vorteilhaftesten mit Hilfe von Kurzpulslasern bei einer Wellenwellen von
1500 nm erzeugt. Dadurch koénnen mit diesem Verfahren Fehlstellen im Halbleiter mit einer ho-
hen rdumlichen Auflésung detektiert werden.

Der Ladungstrigerstrom ist weiterhin abhéngig von der Grofle des Rekombinationsbereichs, d.h.
von der Grofle der Dotierung und des angelegten Feldes.

4.2.2 Erzeugung der Zweiten Harmonischen (SHG) in Halbleitern

Die Quelle des Signals der Zweiten Harmonischen (SH) ist die nichtlineare Polarisation zweiter
Ordnung. Fiir die Polarisation P;(2w) ergibt sich in der Dipolapproximation:

P(2w) = X7} : Bj(w) Bx(w) (4.26)
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FE; beschreibt die einfallende elektrische Feldamplitude und xg,)c den Suszeptibilitdtstensor zwei-

ter Ordnung. Die Symmetrie des Tensors wird durch die Symmetrie des bestrahlten Kristalls
definiert. Verschiedene Kristallstrukturen (z.B. von Siliziumkarbid (SiC)) werden somit durch
unterschiedliche Tensoren wegen der unterschiedlichen Kristallsymmetrien beschrieben. Weiter-
hin unterscheiden sich die Tensoren des Oberflichenanteils von denen des Volumenanteils der
SH.

Das SH-Signal ergibt sich aus der Losung der Maxwell-Gleichungen unter Verwendung von
Gl. (4.26) . Es hiingt quadratisch von der Anregungsintensitit bzw. von der mittleren Leistung
P,,4 ab. Die Wellenléinge des SH-Signals entspricht genau der halben Anregungswellenlénge.

In Medien mit Inversionssymmetrie, z.B. in Silizium, muf} das einfallende elektrische Feld E(w)
bzw. —E(w) eine Polarisation von P;(2w) bzw. —P;(2w) erzeugen. Dies widerspricht jedoch
Gl. (4.26) . Somit muf} in Medien mit Inversionssymmetrie X'S?I)c identisch Null sein. Eine Er-
zeugung eines SH-Signals ist deshalb nur an der Oberfliche, d.h. in den obersten Atomlagen
moglich, da hier die Inversionssymmetrie gebrochen ist.

In Medien ohne Inversionssymmetrie, z.B. in Siliziumkarbid oder in Gallium Arsenid (GaAs),
ist zusétzlich zur Oberflichen—SH auch eine Volumen—SH erlaubt. Die Volumen—SH dominiert
i.a. iber die Oberflichen—SH aufgrund ihrer lingeren Wechselwirkungslinge von etwa A/27. Es
ist schwierig, diese beiden Signale zu separieren, da sie oft die gleiche azimuthale Rotations-
anisotropie besitzen [32].

Informationen iiber die untersuchte Kristallstruktur kénnen aus dem Suszeptibilitdtstensor durch
die Untersuchung der azimuthalen Rotationsanisotropie des SH-Signals gewonnen werden [33].
Verschiedene Polytypen von SiC erzeugen ein SH-Signal mit unterschiedlicher Effizienz. Durch
das Abrastern der Oberflichen einer Probe kénnen dadurch Regionen mit abweichender Kri-
stallstruktur sichtbar gemacht werden [33].



Kapitel 5

Charakterisierung des Mikroskops
LSM 410

In diesem Kapitel werden Versuchsaufbau und Ergebnisse der Messungen zur Charakterisierung
und zur Optimierung des LSM im Femtosekundenbereich behandelt.

Im ersten Teil des Kapitels wird der verwendete Versuchsaufbau beschrieben.

Der zweite Teil des Kapitels befait sich mit den Ergebnissen der Messungen. Bei den Messungen
wurde wie folgt vorgegangen: In einem ersten Experiment wurde der Femtosekundenlaser direkt
in das Mikroskop eingekoppelt und die Pulsverbreiterung im LSM zusammen mit verschiedenen
Objektiven bestimmt. Daraus 148t sich die Dispersion, die durch diese Komponenten erzeugt
wird, berechnen.

Anschlielend wurde diese GVD mit einem Prismenkompressor kompensiert. Die Messungen er-
folgten exemplarisch fiir das LSM einschlieBlich des PlanNeofluar 40x/1.3 oil Objektivs. Falls
hiermit eine Kompensation der GVD moglich ist, so sollte dies auch fiir alle verbleibenden Ob-
jektive moglich sein.

Nachdem die GVD des LSM erfolgreich kompensiert war, wurde der Femtosekundenlaser iiber
eine 2 m lange Glasfaser an das Mikroskop gekoppelt und die Gesamtdispersion ermittelt. Diese
Art der Kopplung hat gegeniiber der Direktkopplung mehrere Vorteile. Die Justage des Lasers
wird von der Justage des Mikroskops abgekoppelt. Der Laser kann rdumlich von dem sehr
vibrationsempfindlichen Mikroskop getrennt werden. Zusétzlich erhélt man einen ’sauberen’
TEMy—Mode am Ausgang der Glasfaser. Dies ist fiir die Erzeugung eines moglichst idealen
beugungsbegrenzten Fokus notig. Auch hier konnte die Dispersion kompensiert werden. Jedoch
wurde jetzt ein Gitterkompressor verwendet, da mit ihm eine um den Faktor 10 gréfere negative
Dispersion im Vergleich zum Prismenkompressor erzeugt werden kann.

5.1 Versuchsaufbau

5.1.1 Lasersysteme

Zur Erzeugung von Femtosekundenpulsen sind zur Zeit Titan—-Saphir-Lasersysteme am ge-
brauchlichsten. Diese sind jedoch sehr justieraufwendig und platzintensiv. Eine neue und wesent-
lich kleinere Quelle zur Erzeugung vom Femtosekundenpulsen sind Faserlaser. Eine Justage der
Komponenten ist bei ihnen nicht nétig. Somit wire deren Einsatz in einem kommerziellen Pro-
dukt denkbar. Thre Spitzenleistung von 1 kW ist wesentlich geringer als bei den Titan—Saphir—
Lasersystemen, deren maximale Spitzenleistung bei 50 kW liegt. Jedoch sollte zur Anregung
eines Zweiphotonen-Ubergangs eine Spitzenleistung von 1 kW theoretisch ausreichen, so daB

40
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der Titan—Saphir-Laser generell abgeschwicht werden mufite. Beide Lasersysteme wurden in
den Experimenten eingesetzt. In den Experimenten soll geklirt werden, ob die Spitzenleistung
des Faserlasers fiir die Zweiphotonen—Anregung ausreicht. Auf die Funktionsweise der verwen-
deten Laser wird im folgenden eingegangen.

Titan—Saphir—Laser

JEE——
PUMP BEAM i BS4 E
! BS3 |
1 Bs2 !
| LY
| M1 BS?
BP2 SLIT  ouTPUT
COUPLER
M6 BRF
M3
STARTER
BP: Brewster prism L: Focusing lens
BRF: Birefringent filter M: Mirror
BS: Beamsplitter TiAlpO3 . Titanium:sapphire crystal

Abbildung 5.1: Aufbau des Titan—-Saphir-Lasers

Bei dem verwendeten Lasersystem handelt es sich um einen Laser vom Typ '"MIRA 900 F’, (Fa.:
Coherent, Santa Clara, USA). Den prinzipiellen Aufbau zeigt Abb. 5.1 [35]. Als Verstirker-
medium dient ein Titan-Saphir-Kristall. Dieser wird durch einen Multiline-Argon—Ionen Laser
'INNOVA 310’ der gleichen Firma mit einer mittleren Leistung von 8 W gepumpt. Die Pump-
linien reichen von 457 nm bis 514 nm.

Zur Erzeugung des Pulsbetriebs wird OW Beam Cross Section  Modslocked Beam
Cross Section

in diesem Laser der Kerr—Effekt ausge-

nutzt, d.h. die Brechzahl im Pumpkri- |

stall d4ndert sich in Abhéngigkeit von

der Intensitit. Somit wird eine zusétz- |
liche Bikonvex-Linse erzeugt. Der auf- M°"e'°°k;d beam _CW beam
grund seiner geringeren Intensitiit SChwi- o emermossosing  modsiocting - more 4 1

or CW. loss for CW. Aperture

cher fokussierte cw—Anteil wird anschlie-

Bend mit Hilfe eines Spaltes unterdriickt. Ay hi)qung 5.2: a) Strahlquerschnitt und b) Strahlgeo-

Dies ist schematisch in der Abb. 5.2 auf- )t o i) KLM-modengekoppelten TiSa Laser
gefithrt. Somit wird nur der gepulste An-

teil weiter verstirkt. Man erhélt auf diese Weise einen séttigbaren Absorber, dessen Eigenschaf-
ten unabhingig von der verwendeten Wellenlénge sind und der im Gegensatz zu den sonst hiufig
verwendeten Farbstoffen keinerlei Serviceaufwand erfordert.

Durch die hohen Intensitdten im Laserresonator kommt es des weiteren zur Selbst—Phasen—
Modulation (SPM). Dadurch werden neue Frequenzen generiert. Um jedoch am Laserausgang
einen chirpfreien Laserpuls zu erhalten, wird ein Prismenkompressor eingesetzt. Dieser Prozef3
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wird auBerdem zur Selbstregulierung der Pulsleistung verwendet. Wird der Puls intensiver, so
erzeugt er eine groflere Selbstphasenmodulation. Er wird dadurch instabil. Die Pulse sind nur
dann stabil, wenn sich der negative Chirp — erzeugt durch SPM — gerade mit dem positven Chirp
der GVD authebt.

Mit Hilfe derartiger Mechanismen ist es mit diesem Laser moglich, Pulse mit einer minima-
len Pulslinge von 100 fs, einer mittleren Leistung von maximal 1 W bei einer Repetitionsrate
von 76 MHz zu erzeugen. Mit drei Spiegelsitzen ist der Laser auflerdem iiber einen Wellenléingen-
bereich von 680 bis 1100 nm durchstimmbar. In den Experimenten war der Wellenlingenbereich
des Lasers von 680 bis 830 nm einstellbar. Er wurde jedoch fast ausschliellich bei einer Wel-
lenldinge von 800 nm betrieben, um die Ergebnisse mit dem im folgenden Abschnitt niher be-
schriebenen Faserlaser vergleichen zu konnen.

Faserlaser

Bei dem verwendeten Faserlaser 'FA7806’, (Fa.: Imra, Ann Arbor, USA) handelt es sich um
einen Prototyp. Dieser erzeugt Pulse mit einer Pulslinge von 90 fs bei einer Wellenldnge von
780 nm. Die mittlere Leistung betragt 600 W bei einer Repetitionsrate von 6 MHz. Es konnen
somit beachtliche Spitzenleistungen von rund 1 kW erzeugt werden.

Das Verstirkermedium besteht aus einer mit Er®t-Tonen dotierten Glasfaser. Dieses Verstérker-
medium ist fiir den Aufbau von Faserlasern besonders geeignet, da die Emission bei 1560 nm
liegt und bei dieser Wellenldnge die Absorption und die Dispersion in Glasfasern gering sind.
Das Verstarkermedium wird meist bei einer Wellenldnge von 980 nm oder 1480 nm mit speziellen
Laserdioden gepumpt. Zur Erzeugung der gewiinschten Wellenldnge von 780 nm mufl nach dem
Laserresonator noch ein SHG—Kristall zur Erzeugung der zweiten Harmonischen nachgeschaltet
werden.

Der genaue Aufbau des verwendeten Laser-
resonators ist nicht bekannt. In der Litera- ?O‘L'gﬁt_
tur [13, 36] fanden sich zwei mogliche Auf-
bauten eines Er®t-Faserlasers, mit denen die
oben spezifizierten Parameter erreicht werden
konnen. In beiden Fillen sind die Laser pas-
siv modengekoppelt.
Im ersten Fall wird die additive Pulsmoden- e

A Polarization
kopplung ausgenutzt. Der Aufbau, der in der controllers
Literatur auch als 'figure-8’ bezeichnet wird,
ist in Abb. 5.3 zu sehen. Der zentrale 50:50— Abbildung 5.3: Aufbau eines ’figure-8’ Resona-
Koppler spaltet die Strahlung in zwei gleich- tors
grofle, sich entgegengesetzt bewegende Pulse auf. Die dotierte Faser wird in die Néhe eines Aus-
gangs des zentralen 50:50-Kopplers gebracht. Somit wird der entgegen dem Uhrzeigersinn lau-
fende Puls nach und der im Uhrzeigersinn laufende Puls vor dem Durchlaufen der Faserschleife
verstiarkt. Diese Konfiguration wird auch als Nonlinear Amplifying-Loop Mirror (NALM) be-
zeichnet. Beide Pulse erzeugen somit beim Durchlaufen der Faserschleife verschiedene nichtlinea-
re Phasenverschiebungen durch SPM. Im zentralen 50:50—Koppler iiberlagern sich beide Pulse
interferometrisch, und es kommt hierbei zum Abschneiden der sich destruktiv iiberlagernden
Pulsteile. Der NALM wirkt also wie ein séttigbarer Absorber. Die Laserstrahlung wird iiber den

Isolator
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zentralen 50:50-Koppler ausgekoppelt.

Faserlaser konnen weiterhin mit Hilfe einer Polarizing

. Of
intensitdtsabhingigen Anderung der Polari- e

sation durch SPM und Kreuz-Phasen—Modu-

lation (XPM) passiv modengekoppelt werden.

Abb. 5.4 zeigt einen Ringresonator, in dem

sich ein Polarisationsisolator zwischen zwei Po-
larisatoren (polarization controllern) (vgl. Auf-
bau) befindet. Der Polarisationsisolator hat

die Aufgabe eines Isolators und eines Pola-

risators, wodurch die Strahlung linear polari-

siert wird. Nach dem ersten Polarisator (pola- Abbildung 5.4: Aufbau eines passiv modenge-
rization COIltI‘OlleI‘) ist die Strahlung elliptisch koppelten Lasers mit Rjngresonator

polarisiert. Aufgrund der Wirkung von SPM

und XPM éndert sich die Polarisation des Pulses beim Durchlaufen der dotierten Faser. Der
zweite Polarisator (polarization controller) ist so eingestellt, dal nur der intensitétsstarke Teil
des Pulses den Polarisationsisolator passieren kann. Die Flanken des Pulses werden unterdriickt.
Der Puls wird somit bei jedem Umlauf verkiirzt. Die Anordnung wirkt also wiederum wie ein
siattigbarer Absorber. Die Laserstrahlung wird iiber den Auskoppler (output coupler) ausgekop-
pelt.

Isolator

Output

WDM
Coupler Polarization Coupler

Controllers

Doped fiber

5.1.2 Modifikationen am LSM 410

In einem konfokalen LSM wird das Praparat mit den Scannern punktférmig und telezentrisch in
der x-y-Ebene abgerastert. Im LSM 410 (Fa.: Carl Zeiss Jena GmbH) Abb. 5.5 werden dazu zwei
unabhéngig ansteuerbare Galvoscanner verwendet. Dadurch kénnen beliebige Scanfelder mit ei-
ner Scangeschwindigkeit von bis zu 700 Zeilen pro Sekunde realisiert werden. Die so gewonnenen
optischen Schnitte werden anschliefend im Rechner zum Beispiel zu einem dreidimensionalen
Bild weiter verarbeitet.

Zur Detektion stehen zwei verschiedene Fluoreszenzkanile (1,2 — descanned) mit voneinander un-
abhingig steuerbaren konfokalen Blenden (PH) zur Verfiigung. Die konfokalen Blenden kénnen
stufenlos gedffnet werden. Es kann somit im Einphotonenbetrieb die gewiinschte Tiefendiskri-
minierung eingestellt werden.

Fiir die Anregung der Fluoreszenz kénnen bis zu zwei interne Laser (HeNe 543 nm und 633 nm)
verwendet werden. Zusétzlich kann man zwei externe Laser iiber spezielle Einginge einkoppeln.
Beide Eingénge wurden zur Einkopplung der Kurzpulslaser genutzt.

Die Modifikationen am LSM 410 umfassen den Einbau bzw. den Austausch von dichroitischen
Strahlteilern (DBC, DBS) und Emissionsfiltern (EF), entsprechend Abb. 5.5 (blau gezeichnet).
Als Strahlteiler werden Kurzpaffilter (KP 670; Fa.: Zeiss) verwendet, die die Wellenldngenbe-
reiche oberhalb von 670 nm reflektieren und unterhalb von 670 nm transmittieren. Als Emis-
sionsfilter dienen Blockfilter (SWP 685; Fa.: Zeiss), die die Strahlung oberhalb von 685 nm
blocken. Vor jedem Detektor befanden sich zwei dieser Filter, um das Unterdriickungsverhéltnis
zu erhohen. Das Unterdriickungsverhéltnis der Anregungsstrahlung Sgog s zur Fluoreszenz-
strahlung Sgmission ist bei diesen Filtern:

2
SEmission ~ 0.9

~ =1100%2 =1-10°
Ss00 nm 0.00082
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Abbildung 5.5: Schematischer Versuchsaufbau

Da man bei der Zweiphotonen—Mikroskopie tiefendiskriminiert anregt, ist zur Aufnahme eines
optischen Schnittes keine konfokale Blende erforderlich. Deshalb wird zur Detektion die konfo-
kale Blende vollstindig geoffnet.

Zusitzlich zu den bestehenden Detektionskanilen wurde ein externer (nondescanned) Detek-
tionskanal (3, griin gezeichnet) aufgebaut und getestet. Hierbei wird das Fluoreszenzlicht nach
dem Objektiv, d.h. im Unendlichstrahlengang, vom Anregungslicht mit dem DBS, der sich im
Reflektorschieber (RS) befindet, abgetrennt. Anschlieflend wird das Licht direkt auf einem De-
tektor abgebildet, der am TV-Eingang des Mikroskops, entsprechend Abb. 5.5, befestigt ist.
Vor dem Detektor sind Emissionsfilter (SWP 685) fest eingebaut. Durch die geringe Anzahl von
optischen Komponenten wurde eine bessere Effizienz in diesem Emissionstrahlengang erwartet.
Die Transmission in Kanal 3 ist jedoch nur um einen Faktor 1.5 gréfer als in den Kanilen 1
und 2. Das 148t darauf schlieflen, daf§ der kommerziell realisierte Detektionsstrahlengang sehr
effizient ist. Dariiberhinaus ist der Kanal 3 sehr anfillig gegeniiber Raumlicht, da durch das Feh-
len der Scanner Licht aus dem gesamten Offnungswinkel des Objektivs detektiert wird. In den
Kanélen 1 und 2 wird dagegen nur der Weg fiir jeweils einen speziellen Scanpunkt des gesamten
Scanfeldes, abhéingig von der Stellung der Scanspiegel, freigegeben. Der Kanal 3 ist deshalb nur
fiir extrem schwache Fluoreszenzsignale geeignet. Dabei muf} jegliches Fremdlicht unterdriickt
werden.
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Die externen Komponenten zur Ankopplung der Lasersysteme sind in Abb. 5.5 rot eingezeich-
net. Bei ihnen handelt es sich um die Lasersysteme, ein Neutralfilterrad (ND) zur Abschwéichung
der Laser, die Prechirp—Einheit zur Kompensation der GVD, eine Aufweitungsoptik und einen
Michelson—Autokorrelator zur Messung der Pulslinge in der Probe. Direkt vor dem LSM befan-
den sich zwei Justierspiegel (S1/S2). Mit ihnen erfolgte die Justage der externen Laser auf die
optische Achse des LSM unter Verwendung eines internen justierten Lasers als Referenzlaser.
Dazu wurde abwechselnd ein Bild eines Gitterpriparates mit jeweils einem Laser aufgenommen
und der externe Laser solange ’bewegt’, bis beide Bilder des Gitters sich iiberlagerten.

Die Eingangspulslinge A1y wurde direkt nach dem Laser mit einem SHG-Autokorrelator (AC)
(Pulse Check, Fa: APE; Berlin) gemessen. Zur Bestimmung der spektralen Breite A\ wurde ein
Gitterspektrometer (A) (Grating Monochromator, Fa: Zeiss) verwendet, das ebenfalls wahlweise
in den Strahlengang eingebracht werden konnte. Aus diesen beiden Grdfien kann die Phasen-
modulation A des Pulses am Ausgang des Lasers mit Gl. (3.1) bestimmt werden.

Der genaue Aufbau der Komponenten in den einzelnen Experimenten wird in den néchsten
Abschnitten erldutert.

5.1.3 Direktkopplung

Die einfachste Art der Kopplung erfolgt durch die direkte Einspiegelung des Kurzpulslasers in
das LSM iiber einen der beiden zur Verfiigung stehenden Eingéinge (UV-Eingang, VIS-Eingang),
entsprechend Abb. 5.5.

Bei der Einkopplung sind die Polarisation zur effizienten Reflexion der Laserstrahlung und der
Strahldurchmesser zur Ausleuchtung des Objektivs zu beachten. Eine vollstindige Ausleuch-
tung der Objektivpupille ist notwendig, da besonders die Randstrahlen zur beugungsbegrenzten
Fokussierung und damit zur Auflésung beitragen. Die Polarisation mufl an beiden externen
Eingéingen des LSM horizontal sein. Damit wird sichergestellt, daf} die Strahlung am DBC senk-
recht zur Einfallsebene polarisiert ist und optimale Reflexionseigenschaften vorliegen.

Die interne VergroBerung des LSM M; betragt 1.82. Im VIS-Eingang befindet sich zusétzlich
ein fester 1:7-Aufweiter. Der Strahldurchmesser d am Eingang des LSM bestimmt sich aus der
Grofle der Pupille dp,,pi des verwendeten Mikroskopobjektivs und aus den Vergroflerungfaktoren
von LSM M; und Aufweiter My gemif folgender Gleichung:

dpupit
d = wupil 5.1
MM, (5.1)
Die Austrittspupillen der verwendeten Objektive schwanken von 4 mm fiir hochvergréfiernde
Objektive bis 10.7 mm fiir Objektive mit geringerer Vergroflerung. Die Objektivpupille des
PlanNeofluar 63x/1.25 oil wurde als Richtwert zur Berechnung von d verwendet. Deren Grofie
betrigt dypi; = 6.6 mm.

Einkopplung iiber den UV—-Eingang: Entsprechend Gl. (5.1) ist bei Verwendung des UV—
Eingangs ein Strahldurchmesser von d = 3.6 mm am Eingang zur Ausleuchtung des Objektivs
erforderlich. Der "Mira 900F’ besitzt eine doppelte Strahltaille von 0.8 mm bei 1/e?. Deshalb wur-
de zwischen Laser und LSM ein 1:4-Teleskop eingebaut. Die doppelte Strahltaille des 'FA 7806’
betrug bei 1/¢? 3 mm. Beim Einsatz dieses Lasers wurde mit einem 1:2-Teleskop aufgeweitet.

Einkopplung iiber den VIS—Eingang: Durch den zusitzlichen 1:7-Aufweiter ergibt sich,
entsprechend Gl. (5.1), ein Strahldurchmesser am Eingang des LSM von 0.5 mm. Die Strahl-
taille des "Mira 900F’ wurde mit einer Sammellinse durch eine 1:1-Abbildung auf die erste Linse
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des internen Aufweiters transformiert, da der Laserstrahl eine Divergenz von 1.5 mrad aufweist.
Ohne diese 1:1-Abbildung wiirde es zu einer Uberstrahlung des Aufweiters und damit zu einem
Strahlungsverlust kommen. Die Brennweite der Sammellinse wird durch den Abstand Laser—
Aufweiter bestimmt. In den Experimenten betrug die Brennweite 800 mm. Der '"FA 7806’ wurde
nicht iiber diesen Eingang, sondern nur iiber den UV-Eingang eingekoppelt.

Die Kompensation der Dispersion des LSM—-Komponenten erfolgte mit der in Abb. 5.5
dargestellten Prechirpeinheit. Diese bestand im wesentlichen aus zwei Prismen (F7) P, P, und
einem Umlenkprisma P3. Das Prisma P» konnte vertikal zur Strahlrichtung verschoben werden
(siehe Aufbau Prismenkompressor Abb. 3.5a) auf Seite 23). Die Gré8e der Dispersion der Pre-
chirpeinheit war somit feinfiihlig eingestellbar.

Die Transmissionen bei einer Wellenldnge von 800 nm durch die Einzelkomponenten

und durch das Gesamtsystem wurden mit einem Leistungsmesser bestimmt und sind in Tabel-
le 5.1 aufgelistet.

Tabelle 5.1: Transmission im LSM 410 bei 800 nm

Komponente Transmission in Prozent
UV-Eingang VIS-Eingang
Externer Spiegel New Focus 5103 98.5
DBS / DBC (KP 670) 93.9
Mikroskop (Eingang bis zur Objektivpupille) 72 47

Der VIS-Eingang hat damit eine um 35 % geringere Transmission als der UV-Eingang. Des
weiteren ist die Einkopplung iiber den VIS-Eingang storanfiilliger. Dies liegt an der Abbildung
der Strahltaille des Lasers auf die Frontlinse des internen Aufweiters. Der UV-Eingang wurde
deshalb fiir die Einkopplung des Lasers bevorzugt verwendet.

5.1.4 Faserkopplung

Zur mechanischen Entkopplung von Lasersystem und Mikroskop wurde eine 2 m lange polarisa-
tionserhaltende Monomode—Glasfaser (Fa.: PointSource, Winchester, UK) verwendet. Der Kern-
durchmesser betrug 5 um. Die Verwendung einer Monomodefaser ist zur Unterdriickung der
Modendispersion notwendig.

Der Aufbau dhnelt dem Aufbau in Abb. 5.5 zur Direktkopplung des Lasers iiber den UV-
Eingang. Es wurde lediglich der Aufweiter durch die Glasfaser mit fester Lasereinkoppel- und
Auskoppeloptik ersetzt. Die fiir den 'Mira 900F’ erforderliche 1:4—Aufweitung erfolgte durch die
Art der Auskoppeloptik der Glasfaser. Die Transmission durch die Glasfaser betrug etwa 42 %
bei einer Wellenldnge von 800 nm. Ursache fiir die relativ niedrige Koppeleffizienz war das el-
liptische Strahlprofil des Lasers. Laut Herstellerangaben betréigt die maximale Transmission bei
dieser Wellenléinge 62 %.

Zur Kompensation der Dispersion wurde hier ein Gitterkompressor (651 Linien/mm) (Abb. 3.5b)
verwendet. Der Einfallswinkel betrug 0 Grad. Der senkrechte Abstand der beiden Gitter war ein-
stellbar. Zur Umlenkung wurde ein Dachkantenspiegel eingesetzt.
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5.1.5 Messung der Dispersion

Die Pulslange in der Probe A7(l) wurde mit dem im Abschnitt 3.3 beschriebenen Michelson—
Autokorrelator gemessen. Dazu wurde eine Farbstoffkiivette (Microslides 0.2 mm; Nr. 3520;
Vitro Dynamics) gefiillt mit APSS (0.1 Molar) als Probe verwendet und das Zweiphotonen—
Fluoreszenzsignal in Abhéngigkeit von der Stellung des einen Interferometerarmes v aufgezeich-
net. Vor der Aufnahme der Autokorrelationsfunktionen wurden die Parameter (Eingangspuls-
linge und mittlere Anregungsleistung), bei denen eine Zweiphotonen—Absorption erfolgt, festge-
legt (vgl. Abschnitt 6 ). Die Verschiebung des Interferometerarmes erfolgte motorisiert und kon-
tinuierlich wiahrend des Scannens eines Bildes. Durch die Aneinanderreihung der einzelnen Zeilen
des Bildes (512 x 512 Pixel) wurde die interferometrische Autokorrelationsfunktion ¢’ gB) (1) aus
diesem Bild gewonnen.

Die normierte Autokorrelation ggB) (1) ergibt sich aus dem Hintergrundsignal Sp und den Fluo-
reszenzsignalen beim Blocken von jeweils einem Interferometerarm S; und Sy aus folgender

Beziehung:
B
(B) (r) = Q'g )(T) — SB (5.2)

92 _51—1-52—253

Das normierte Autokorrelationssignal géB) (1) wurde anschlieend fouriertransformiert, alle Fre-

quenzanteile um wy und um 2 - wy abgeschnitten und wieder riicktransformiert.

35

Autocorrelation Signal

0 140 280 420 560 700 840 980 1120 1260 1400
Delay Time [f5]
— inv. FFT
Intensitits - AKF (Fit)

Abbildung 5.6: Intensitidts—Autokorrelationsfunktion, berechnet aus einer in der Probe gemes-
senen interferometrischen Zweiphotonen—Autokorrelation; Objektiv PN 40x/1.3 oil

Es wurde somit die interferometrische Autokorrelation in eine Intensitdtsautokorrelation GgB) (1)
umgewandelt. Durch eine Mittelung iiber die schnellen Frequenzanteile der interferometrischen
Autokorrelation entsteht ebenfalls die Intensitétsautokorrelation. Die Fouriertransformation wur-
de jedoch bevorzugt, da ihre Berechnung schneller erfolgt.

Abb. 5.6 zeigt die auf diese Weise gefundene Intensititsautokorrelation fiir das Mikroskop ein-
schlieflich des Objektivs PlanNeofluar 40x/1.3 oil. Das Kontrastverhltnis betrigt in Uberein-
stimmung mit der Theorie 3 : 1. An die so erhaltenen Wertepaare (rote Kurve) wurde Gl. (3.15)
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angefittet (in Abb. 5.6 blau gezeichnet). Daraus ergibt sich die Pulslinge in der Probe A(l).

8 ——
6
— P=20 Perioden <-> [t=54.5fs
]
5
w 4
S
kS
[ 2
g
3
2 o
GIGO ! 6I70 * 6.80 ! 6190 ! 7I00
Delay Time [fs]
10
8 =
o
> oF
(D =
[
.0
s T
o 5
=
3
e
3
< =
oF
Il I Il I Il I Il I Il I Il I Il I Il I
-200 0 200 400 600 800 1000 1200 1400

Delay Time [fs]

Abbildung 5.7: Interferometrische Zweiphotonen—Autokorrelationsfunktion, gemessen in der
Probe mit einem PN 40x/1.3 oil Objektiv; gefittete Einhiillende der interferometri-
schen Zweiphotonen—Autokorrelationsfunktion (rot gezeichnet) und gefittete Intensitits—
Autokorrelation (blau gezeichnet) bei Annahme Gaufischer Pulse

Bei vorgegebener Pulslidnge in der Probe A7(l) und am Laserausgang A7y wurde der Chirp des
Eingangspulses in Gl. (3.14) variiert und der beste Fit der Einhiillenden an die gemessene inter-
ferometrische Autokorrelation bestimmt. Die Einhiillenden fiir konstruktive und fiir destruktive
Interferenz ergeben sich durch das Ersetzen von wor durch 7 bzw. durch 27 in GL (3.14).
Abb. 5.7 zeigt exemplarisch die normierte interferometrische Autokorrelation, die unter oben
genannten Bedingungen mit dem Objektiv PlanNeofluar 40x/1.3 oil gemessen wurde. Zusétz-
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lich eingezeichnet sind die angefitteten Einhiillenden der interferometrischen Autokorrelation
(rot) und der Intensitidtsautokorrelation (blau). Beide Einhiillenden beschreiben den gemesse-
nen Verlauf sehr gut. Das Kontrastverhéltnis betréigt, wie theoretisch ermittelt, 8 : 1. Die gute
Ubereinstimmung der angefitteten Einhiillenden mit dem gemessenen Kurvenverlauf deutet dar-
auf hin, dafl die angenommene Gaufische Pulsform zur Modellierung geeignet ist.

Aus der Periodendauer (siehe Detailzeichnung in Abb. 5.7 ) kann die Zentralwellenléinge A, der
Laserstrahlung mit folgender Gleichung bestimmt werden:

woAt = 27 (Bedingung fiir eine Periode)
At
A = Cc—
c c 2

At ist die Zeitdauer fiir P Perioden. Die Messung der Wellenlidnge erfolgt mit dieser Methode
sehr genau. Der absolute Fehler berechnet sich aus dem Abstand bzw. der Unsicherheit der
Meflpunkte bei der Aufnahme der Autokorrelationsfunktion. Fiir die in Abb. 5.7 dargestellte
Autokorrelationsfunktion ergibt sich bei einer Mittelung iiber 20 Perioden eine Wellenldnge von
(817+1) nm. Wiirde man iiber entsprechend mehr Perioden mitteln, kénnte der absolute Fehler
der Messung noch weiter reduziert werden.

5.2 Messungen und Diskussion

5.2.1 Gruppengeschwindigkeitsdispersion (GVD)

Die Messungen zur Bestimmung der GVD des Mikroskops wurden bei einer Direktkopplung des
Lasers "Mira 900F’ iiber den UV—Eingang durchgefiihrt.

Tabelle 5.2: Pulsverbreiterungen und die daraus resultierenden Dispersionen fiir das gesamte
System einschlieBlich Objektiv

Objectiv Pulsbreite = gemessene Dispersion theoretische Dispersion
in der Probe Gl (3.27) Gl (3.21)
[fs] [fs?] Achsstrahl [fs?] Randstrahl [fs?]
PN40x/1.3 oil 218+ 5 4538 + 600 5119 5028
PN63x/1.25 oil 235+ 5 5390 + 600 4737 4709
PN100x/1.3 oil 232+5 5218 + 600 4441 4373
C-Apod0x/1.2 W 220+ 5 5113 + 600 5335 5228
C-Apo63x/1.2 W 230+ 5 4646 + 600 5249 5317

In Tabelle 5.2 sind die Verbreiterungen von (138 +5) fs Pulsen (spektrale Breite (8.1 +0.5) nm,
Wellenldnge (796 &+ 1) nm) und die daraus resultierenden Dispersionsparameter fiir das gesamte
Mikroskop einschliefllich Objektiv zusammengefafit. Vermessen wurden die folgenden in der kon-
fokalen Mikroskopie hiufig verwendeten achromatisch korrigierten Zeiss—Objektive: PlanNeoflu-
ar 40x/1.3 oil, PlanNeofluar 63x/1.25 oil, PlanNeofluar 100x/1.3 oil, C-Apochromat 40x/1.2 wa-
ter, und C—Apochromat 63x/1.2 water.

Die Dispersionsparameter wurden entsprechend Gl. (3.27) und GL (3.21) aus den experimentell
ermittelten Daten (siehe Abschnitt 5.1.5) und aus den Materialdaten bestimmt. Die Berechnung
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aus den Materialdaten erfolgte fiir einen Strahl auf der optischen Achse und fiir einen Strahl
am duBersten Rand der Eintrittspupille des Mikroskops [37]. Dabei konnten keine starken Ab-
weichungen zwischen diesen beiden Extremwerten des optischen Weges gefunden werden. Die
experimentell bestimmten Dispersionen stimmen mit den berechneten Dispersionen im Rahmen
der Fehlerintervalle {iberein.

Die Werte in Tabelle 5.2 zeigen auch, da} der Verbreiterungsfaktor von 1.5 nahezu unabhingig
vom verwendeten Objektiv ist. Deshalb kann eine Kompensation der Gruppendispersionseffekte
mit einem Prismenkompressor mit einer festen negativen Dispersion erfolgen.

Spektrum, gemessen

120 _— am Laserausgang
. in der Probe
100 W, GauBfit 0= 796 nm;
L 0= 8.1 nm
80 [~
'5‘ L
©
= 60
[o] -
c
()]
n 40
20 [~
o R T R R R R B

Wellenlange [nm]

Abbildung 5.8: Spektrum, gemessen am Laserausgang und in der Probe bei einer direkten Kopp-
Iung des Lasers

Das Spektrum am Laserausgang und in der Probe ist in Abb. 5.8 dargestellt. Es sind keine
Verdnderungen in der Form des Spektrums zu sehen. Somit traten keine nichtlinearen Effekte
(wie SPM) auf.

Zur Bestimmung des Fehlerintervalls der Dispersion wurden als absolute Fehler fiir die Wel-
lenldnge +1 nm, fiir die spektrale Breite £0.5 nm und fiir die Messung der Pulslangen +5 fs
angenommen. Damit ergab sich ein absoluter Fehler fiir die experimentelle Bestimmung der
Dispersion von +600 fs? (Gl (3.27)).

5.2.2 Kompensation der GVD
Direktkopplung iiber den UV-Eingang

Bei der direkten Kopplung des Lasers iiber den UV-Eingang miissen die GVD der optischen
Komponenten des Mikroskops kompensiert werden. Dies kann mit Hilfe des in Abschnitt 3.4.2
beschriebenen Prismenkompressors erfolgen.

In Abschnitt 5.2.1 zeigte sich, daf} die Dispersion, die durch das Mikroskop erzeugt wird, etwa
5000 fs? betragt. Zur Kompensation der GVD muB somit durch den Prismenkompressor der glei-
che Betrag an negativer Dispersion erzeugt werden. Bei Verwendung von Prismen aus F7-Glas
und bei einem Winkel von § = 0.5 Grad ergibt sich laut Gl. (3.29) ein Abstand der Prismen
(Spitze-Spitze) von L = 90 cm zur Kompensation dieser 5000 fs.

Abb. 5.9 zeigt die Pulslinge A7(l) in Abhéngigkeit von der Eintauchtiefe Lg bei einem fe-
sten Prismenabstand L von 90 cm. An die Wertepaare wurde Gl. (3.25) angefittet. Sie ist in
der Abbildung rot eingezeichnet. Die Pulslinge am Laserausgang betrug Ary = (127 + 5) fs,
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Abbildung 5.9: Pulslinge in der Probe At(l) in Abhéngigkeit von der Eintauchtiefe Lg bei
einem Prismenabstand von L = 90 cm und einer direkten Kopplung des Lasers; Objektiv:
PN 40x/1.3 oil

die spektrale Breite AX = (8.3 £ 0.5) nm und die Wellenlinge A = (793 £ 1) nm. Daraus
ergeben sich ein Chirp von A = (0.55 £ 0.20) und eine minimale erreichbare Pulslinge von
(111 £ 5) fs. Aus der Abbildung ist ersichtlich, dafl die Pulslinge — wie mit Gl. (3.29) vor-
ausgesagt — bei einer Eintauchtiefe von Lg = (9.0 £ 1) mm und einem Prismenabstand von
L = (90 £ 1) cm ein Minimum besitzt. Aus den oben aufgefiihrten experimentell bestimmten
Werten und den Materialkonstanten ergeben sich die folgenden Dispersionen 2. und 3. Ordnung;:

Komponente theoretische Dispersion

2. Ordnung [fs?] 3. Ordnung [fs?]
Mikroskop mit PN 40x/1.3 oil 4538 2900 Gl. (3.21)
Prismenkompressor —4382 £+ 570 —16015 £ 520  GI. (3.29)
Gesamt 156 + 570 —13115 £+ 520

Eine vollstindige Kompression der Pulsverbreiterung war jedoch nicht moglich. Stattdessen
wurden (166 + 5) fs erzielt. Ursache hierfiir konnte das Dachkantenprisma zur Umlenkung der
Strahlung im Kompressor gewesen sein. Unter der Annahme einer vollstindigen Kompensation
der Dispersion 2. Ordnung resultiert durch die Dispersion 3. Ordnung von -13000 fs? (G1. (3.29) )
eine Verbreiterung der Eingangspulse (A7y = 111 fs, A=0) auf 115 fs (Gl (3.28) ). Der Beitrag
der Dispersion 3. Ordnung ist somit vernachlissigbar.

In einer genaueren Untersuchung des Kompressors wurde ein unerklirliches Verhalten der Pris-
meneinheit festgestellt. In einer direkt nach dem Kompressor gemessenen Intensitétsautokorrela-
tion entstanden Kurven mit symmetrischen Schultern in etwa 2/3 des maximalen Signals. Diese
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Schultern waren nicht leistungsabhingig (SPM ausgeschlossen). Jedoch war ein Einfluff von der
Linge des Glasweges durch das 2. Prisma erkennbar. Dieses Verhalten des Prismenkompressors
konnte fiir die minimal erreichbare Pulslinge ausschlaggebend gewesen sein. Eine weitere Ursa-
che konnten auch die im Mikroskop vorhandenen dichroitischen Schichten sein. Jedoch konnte
keine Verdnderung des Spektrums nach Durchlaufen des gesamten Mikroskops nachgewiesen
werden.

Faserkopplung

Der Laser wurde, entsprechend dem Aufbau in Abschnitt 5.1.4, an das Mikroskop mit einer
Glasfaser angeschlossen. Zur Vermeidung von nichtlinearen Effekten in der Glasfaser mufite die
mittlere Leistung des Lasers vor Eintritt in die Glasfaser begrenzt werden. Unterhalb dieses
Grenzwertes fiir die mittlere Leistung kénnen nichtlineare Effekte vernachlissigt werden.

Der EinfluBl der SPM wurde fiir eine Faser aus Quarz mit einer Linge von 2 m und einem Kern-
durchmesser von 5 um abgeschitzt. Die Abschitzung ergab eine spektrale Verbreiterung von
127 fs—Pulsen (792 nm, 76 MHz) von 8.9 nm auf 9.8 nm fiir eine mittlere Leistung von 20 mW.
Da der absolute Fehler der Messung der spektralen Breite + 0.5 nm betrug, ist die SPM fiir o.g.
Pulse bis zu einer mittleren Leistung von 20 mW vernachléssigbar. Dieser Schwellwert von max.
20 mW in der Faser ist prinzipiell unabhéngig von Anordung der Gitter als Pulsstrecker oder als
Pulskompressor. Bei der Anordnung der Gitter als Pulsstrecker kann sie sich jedoch durch nicht
komplett komprimierbare Pulse (siehe weiter unten; Pulslinge 200 fs) auf 30 mW erhéhen.

Die Leistung am Eingang der Faser mufite deshalb auf max. 30 mW begrenzt werden. Bis zu
dieser mittleren Leistung blieb das Spektrum der Pulse (spektrale Breite (8.9 + 0.5) nm, Wel-
lenléinge (792 + 1) nm) beim Durchgang unverindert (siehe Abb. 5.10).

120 - Spektrum, gemessen
| am Laserausgang
4 in der Probe
100 | — GauRfit 0=792 nm;
80 - 0J=8.9 nm
3 |
S,
< 60 1
c 4
2
0 40 A
20 +
0 A

T 1
775 780 785 790 795 800 805 810
Wellenlange [nm]

Abbildung 5.10: Spektrum, gemessen am Laserausgang und in der Probe bei Ankopplung des
Lasers iiber eine 2 m lange Glasfaser; Objektiv: PN 40x/1.3 oil

Die Pulslinge dnderte sich jedoch von (127 + 5) fs am Eingang der Faser auf (3.5 £ 0.1) ps am
Ausgang der Faser. Der Verbreiterungsfaktor von 30 wiirde das Zweiphotonen—Fluoreszenzsignal
um drei GroBenordnungen verringern.

Entsprechend G1. (3.21) ergibt sich eine Dispersion 2. Ordnung von 76950 fs? aus den Material-
konstanten der Glasfaser (Annahme Material: Quarz) ohne Koppeloptiken und des Mikroskops
einschliefflich des Objektivs PN 40x/1.3 oil bei dieser Wellenléinge. Bei Verwendung des Prismen-
kompressors aus dem vorigen Absatz miifiten sich zur Kompensation dieser GVD die Prismen in
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einem Abstand von rund 6 m befinden. Deshalb wurde zur Kompensation ein Gitterkompressor
verwendet. Unter Verwendung von Gl. (3.30) ergibt sich fiir einen Einfallswinkel von v = 0 Grad
und einer Linienzahl von 651 /mm ein Gitterabstand von 6.5 cm. Der Beugungswinkel der ersten
Ordnung betréigt bei dieser Anordung 33 Grad.

700 H
600
500

400

00 [fs]

300 H

200

100 +

L [em]

Abbildung 5.11: Pulslinge in der Probe A7(l) in Abhingigkeit vom Gitterabstand L bei An-
kopplung des Lasers iiber eine 2 m lange Glasfaser; Objektiv: PN 40x/1.3 oil

In Abb. 5.11 ist die Abhéingigkeit der Pulsléinge iiber dem senkrechten Abstand der Gitter L auf-
getragen. Die minimale Pulslinge von (197+5) fs wird fiir einen Gitterabstand von (6.2+0.1) cm
erreicht. Dies steht in sehr gutem Einklang mit dem erwarteten Wert von 6.5 cm. An die Wer-
tepaare wurde Gl. (3.25) angefittet. Die Kurve ist in der Abb. 5.11 rot dargestellt.

Mit dem experimentell bestimmten Wert fiir den Gitterabstand von L = 6.2 cm und den Mate-
rialkonstanten fiir die Glaskomponeten ergeben sich folgende Dispersionen 2. und 3. Ordnung;:

Komponente theoretische Dispersion

2. Ordnung [fs?] 3. Ordnung [fs?]
Mikroskop mit PN 40x/1.3 oil 4538 2.9-103 Gl (3.21)
2 m Glasfaser (Quarz) 72420 5.5-10* Gl. (3.21)
Gitterkompressor —73400 +£2000 (5.0+0.1)-10° Gl (3.30)
Gesamt 3558 % 2000 (5.1 £0.1) - 108

Somit ist die Dispersion 3. Ordnung des Gitterkompressors um einen Faktor 100 grofler als die
der 2 m langen Glasfaser und um einen Faktor 2000 grofler als die des Mikroskops. Bei einer
vollstdndigen Kompensation der Dispersion 2. Ordnung und des Eingangschirpes verbleibt eine
Dispersion 3. Ordnung von 5.1-10° fs3. Unter Verwendung von Gl. (3.28) ergibt sich fiir die Pul-



NRArLLLL 9. UVIHOARAN L LIISILINUING DS MIARUSAULRES LolVL 41U

se (A1g = 104 fs, A=0) durch die verbleibende Dispersion 3. Ordnung eine minimale Pulslinge
von 230 fs. Die Dispersion 3. Ordnung des Gitterkompressors ist somit ausschlaggebend fiir die
erreichbare minimale Pulsldnge.

Methoden zur Kompensation der Dispersionen hoherer Ordnung sind in [38, 39] aufgefiihrt. Hier-
zu werden zusétzlich zwei Zylinderspiegel in den Gitterkompressor eingebaut. Durch die Kombi-
nation der sphéirischen Aberration der Spiegel und der Winkeldispersion der Gitter kénnen die
Dispersionen héherer Ordnung kompensiert werden.

5.3 Ergebnis

In diesem Kapitel wurde die Dispersion fiir das LSM 410 einschliellich verschiedener Zeiss—
Objektive bei einer Wellenldnge von 793 nm vermessen. Die Dispersion ist nahezu unabhingig
vom verwendeten Objektiv und betriigt bei dieser Wellenliinge etwa 5000 fs2. Die Kompensation
der GVD ist mit Hilfe eines Prismenkompressors moglich. Die Transmission durch das LSM 410
bei der Nutzung des UV-Eingangs betrigt 72 %.

Die beim Anschlufl des Lasers an das LSM 410 iiber eine 2 m lange Glasfaser entstehende
Pulsverbreiterung ist mit Hilfe eines Gitterkompressors nahezu komplett kompensierbar. Die
minimale Pulslange wird durch die Dispersion 3. Ordnung im Gitterkompressor bestimmt. Die
GVD betriigt in diesem Fall etwa 73000 fs2. Zur Untersuchung der nichtlinearen Effekte im
nichsten Kapitel stehen somit Pulse mit einer Pulslinge von minimal 200 fs, eine Repetitions-
rate von 76 MHz und einer mittleren Leistung von maximal 15 mW bei einer Wellenléinge von
rund 800 nm im Priparat zur Verfiigung.



Kapitel 6

Charakterisierung von Farbstoflen

Die Eigenschaften von verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen bei Beleuchtung mit ultrakurzen
Pulsen sollen in diesem Kapitel experimentell untersucht werden.

6.1 Versuchsaufbau

Verwendet wurde der in Abschnitt 5.1.4 beschriebene Versuchsaufbau. Durch die Verstellung
des Abstandes der beiden Gitter konnte die Pulslinge in der Probe A7(l.fs) in einem Bereich
von 265 fs bis 1900 fs eingestellt werden. Mit Hilfe des vor dem Mikroskop befindlichen Neu-
tralfilterrades (ND) wurde die mittlere Leistung Py,y in der Probe von 200 pW bis 1100 pW
variiert.

Folgende geloste Farbstoffe wurden untersucht: Rhodamin 123 Hydrat in DMF (0.01 M), Rhoda-
min B in DMF (0.01 M), Coumarin 138 in DMF (0.01 M), Coumarin 153 in DMF (0.01 M), Cou-
marin 307 in Ethanol (6-10~3 M) und APSS in DMF (0.1 M). Bei letzterem handelt es sich um
einen speziellen Zweiphotonen—Farbstoff mit einem um den Faktor 100 gréferen Zweiphotonen—
Absorptionsquerschnitt. Die anderen Farbstoffe werden in der Einphotonen—Fluoreszenzmikro-
skopie zur Untersuchung biologischer Préiparate eingesetzt. Die Farbstoffe wurden zur Mes-
sung der funktionellen Zusammenhéinge und der Wirkungsquerschnitte in Kiivetten (Microslides
0.2 mm; Nr. 3520; Vitro Dynamics) gefiillt.

Bei der Bestimmung der Point Spread Function (PSF; Punkt-Bild-Funktion) wurde der Farb-
stoff auf einen Objektriger gebracht, mit einem Deckglas (0.17 mm) bedeckt und mit Lack
versiegelt. Dies war notwendig, da die Objektive unter Beriicksichtigung dieses Deckglases op-
tisch korrigiert sind und die PSF stark von der Dicke des Glases abhingt.

Zur Detektion der Fluoreszenz wurden der kommerzielle Detektionsstrahlengang (CH 1) und das
Objektiv PlanNeofluar 40x/1.3 oil verwendet. Alle Messungen erfolgten bei einer Wellenlinge
von 800 nm mit dem 'Mira 900F’, um diese mit dem 'FA7806’ vergleichen zu kénnen.

6.2 Messungen und Diskussionen

6.2.1 Funktionelle Zusammenhiinge

Die Messungen erfolgten zunéichst mit APSS (0.1 M), da bei diesem Farbstoff eine starke Fluo-
reszenz iiber einen groflen Meflbereich erwartet wurde.

Zur Aufnahme der funktionellen Abhingigkeiten (vgl. Abschnitt 4.1.1) wurde bei einer vorge-
gebenen Pulslinge in der Probe A7(l.ss) die mittlere Leistung in der Probe P,  variiert.

55
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Abbildung 6.1: Gemessene und berechnete (rot gezeichnet) funktionelle Abhéngigkeiten bei einer
Zweiphotonen—Absorption: a) So/No = f(Pawg), aufgetragen fiir verschiedene Pulslangen in der
Probe At(l); b) InSy = f(In P,,,), aufgetragen fiir verschiedene Pulslingen in der Probe At (l);
c) aus Abb. a) resultierende Anstiege ysn g als Funktion der Pulslinge in der Probe A7 (l); d) aus
Abb. b) resultierende Anstiege als Funktion der Pulslinge in der Probe A7(l); e) Notwendige
mittlere Leistung um SNR = 20 fiir verschiedene Pulslingen in der Probe zu erreichen; f)

Sa/Ny = f(AT(1)) fiir Pyyy = 200 W
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Aufgezeichnet wurden das Zweiphotonen—Fluoreszenzsignal und das SNR. Dies geschah durch
die Aufnahme eines x-y—Bildes aus dem ein Histogramm erstellt wurde. Das Histogramm sollte
einer Gaufischen Glockenverteilung geniigen. Aus dem Verhiltnis des Signals S (Maximum der
Glockenkurve) zur Standardabweichung der Glockenkurve Ny ergibt sich das SNR Sa/No.
Abb. 6.1a) zeigt die gemessene Abhingigkeit des SNR von der mittleren Leistung fir ver-
schiedene Pulsléngen in der Probe. Jeweils rot eingezeichnet sind die angefitteten theoretisch zu
erwartenden Abhéngigkeiten (vgl. Gl. (4.10) ). In Abb. 6.1 ¢) sind die aus a) ermittelten Anstiege
des Signal- zu Rauschverhiltnisses iiber der Pulslinge dargestellt. Nach Anfitten von Gl. (4.10)
ergab sich a(oy) = (0.570 & 0.005) Photonen - mW =1 - f59-,

In Abb. 6.1b) ist das Zweiphotonen—Fluoreszenzsignal doppelt logarithmisch iiber der mittleren
Leistung fiir verschiedene Pulsléingen aufgetragen. Abb. 6.1 d) zeigt die resultierenden Anstiege
der Geraden als Funktion der Pulslange. Als Fitfunktion diente Gl. (4.7) .

Aufgrund der guten Ubereinstimmung der Mewerte mit den Kurvenverliufen der Fitfunktionen
liegt im Bereich von 260 fs bis 1800 fs fiir die Pulslinge und im Bereich von 200 4W bis 1100 uW
fiir die mittlere Leistung eine 'reine’ Zweiphotonen—Absorption vor, die mit dem Modell in Ab-
schnitt 4.1.1 beschrieben werden kann. Weiterhin kann das Photonenrauschen in diesem Bereich
mit einer Poisson—Verteilung beschrieben werden.

Ausschlaggebend fiir die visuelle Qualitéit eines Bildes, z.B. eines Priparates, ist das SNR, das
einen moglichst grofen Wert annehmen sollte. Aus Abb. 6.1f) geht hervor, dafl das SNR. nicht-
linear mit kleiner werdender Pulslinge bei konstanter mittlerer Leistung anwéchst. Somit sind
fiir die Aufnahme von Bildern mit hoher Qualitdt kurze Pulslingen nétig.

Des weiteren kann durch die Verwendung von moglichst kurzen Pulsen die mittlere Leistung
minimiert werden, da diese nichtlinear mit kleiner werdender Pulslinge bei konstantem SNR
sinkt Abb. 6.1¢). Eine geringe mittlere Leistung ist besonders bei der Untersuchung von Le-
bendpraparaten wichtig, da diese sonst die Zellen schidigen kann.

6.2.2 Wirkungsquerschnitte
Vergleichsmessungen

Die Messungen erfolgten analog zu den Messungen in Abschnitt 6.2.1, jedoch jetzt bei einer
konstanten Pulslinge von 200 fs in der Probe. Die Abhingigkeiten des SNR, von der mittleren
Leistung in der Probe fiir die einzelnen Farbstoffe sind in Abb. 6.2 dargestellt. Zusétzlich ein-
gezeichnet sind die theoretisch zu erwartenden Kurvenverlidufe (vgl. Tabelle 4.2 ). Diese Kurven
geben die experimentell gefundenen Wertepaare sehr gut wieder. Unter der Verwendung des
effektiven Wirkungsquerschnitts ®909 eines Farbstoffs (hier Rhodamin B in DMF) kénnen aus
den Anstiegen der Geraden sy (200 fs) die Wirkungsquerschnitte der verbleibenden Farbstoffe
berechnet werden (vgl. Gl. (4.11) ). Tabelle 6.1 zeigt die auf diese Weise bestimmten Wirkungs-
querschnitte mit den in der Literatur gefundenen Werten. Eine gute Ubereinstimmung konnte
gefunden werden. In Spalte 2 ist der Anstieg des Zweiphotonen—Fluoreszenzsignals in Abhéngig-
keit von der mittleren Leistung fiir einige Farbstoffe eingetragen. Der Anstieg 2 zeigt, dafl eine
Zweiphotonen—Absorption vorlag.

Exakte Bestimmung

Entsprechend Abschnitt 4.1.1 fehlen zur exakten Bestimmung des Wirkungsquerschnitts die Ab-
sorptionslinge Az und die Strahltaille wgy. Deren Bestimmung soll am Beispiel eines Farbstoffs
(APSS) erfolgen.
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Abbildung 6.2: SNR in Abhingigkeit von der mittleren Leistung fiir verschiedene Farbstoffe bei
konstanter Pulslinge in der Probe von A7(l) = 200 fs und einer Wellenldnge von A = 800 nm

Tabelle 6.1: Zweiphotonen—Absorptionsquerschnitte fiir verschiedene Farbstofflésungen bei einer
Wellenlidnge von A = 800 nm

Farbstoff Konzentration Anstieg Zweiphotonen
Absorptionsquerschnitte
M] [1075% cm? s / photons]
gemessen Literatur Ref.
APSS in DMF 0.1 1.96 £0.02 110+ 6 87.4 [40]
Rhodamin 123 in DMF 0.01 80+ 5
Coumarin 307 in Ethanol 0.006 2.01+0.04 65 +4
Coumarin 138 in DMF 0.01 10+1
Coumarin 153 in DMF 0.01 47 4+ 2
Rhodamin B in DMF 0.01 2.03+0.04 Referenz 84 [25]

Die Absorptionslinge Az wurde mit Hilfe der Aufnahme des Zweiphotonen—Fluoreszenzsignals
in Abhéngigkeit von der Eintauchtiefe in einen Farbstoffsee, entsprechend Abschnitt 4.1.1, be-
stimmt. Abb. 6.3 zeigt das aufgezeichnete Signal. Aus dem Anstieg der Kante ergibt sich die
Grofle des Fokus in axialer Richtung zu Az = (1.540.1)um. Die Strahltaille ist entsprechend den
Messungen der Punkt—Bild-Funktion (Abschnitt 6.2.3 ) wy = (450+10) nm. Die Eintauchtiefe z,
betrug (2.040.1)um. Der Parameter a(o9) = (0.57040.005) Photonen - mW ~1 - fs%5 wurde bei
der Messung der funktionellen Zusammenhéinge bestimmt. Mit diesen Parametern ergibt sich,
entsprechend Gl. (4.23) , fiir APSS ein Wirkungsquerschnitt von ®s09 = (100 4 20) - 10~%cm?s
bei einer Wellenléinge von 800 nm. Dieser Wert ist in sehr gutem Einklang mit dem im vorigen
Abschnitt bestimmten Wert von (110 4 6) - 10~%¢cm?s.
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Abbildung 6.3: Abhingigkeit des Zweiphotonen—Fluoreszenzsignals beim Eintauchen des Fokus
(Eintauchtiefe z) in einen Farbstoffsee (APSS (0.1 Molar)); Objektiv: PN 40x/1.3 oil; A =
800 nm; A7(l) =200 fs
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Abbildung 6.4: Abhéingigkeit des Fluoreszenzsignals beim Eintauchen des Fokus (Eintauchtiefe
z) in einen Farbstoffsee (Rhodamin B (0.01 Molar)): a) Einphotonen-Anregung mit HeNe-
Laser (543 nm) und b) Zweiphotonen—Anregung mit 800 nm und A7(l) = 200 fs; Objektiv:
PN 40x/1.3 oil

Der gleiche Versuchsaufbau wurde anschlieBend zur Untersuchung des Verhaltens des Fluores-
zenzsignals beim Eindringen in einen Farbstoffsee verwendet. Als Fluoreszenzfarbstoff diente
diesmal Rhodamin B (0.01 Molar). Abb. 6.4 zeigt die Abhéngigkeit zum einen bei einer Ein-
photonen—Anregung mit 543 nm und zum anderen bei einer Zweiphotonen—Anregung mit 800 nm.
Bei der Anregung mit 543 nm ist ein stirkerer Abfall (Halbwertstiefe: 17 pym) als bei der Anre-
gung mit 800 nm (Halbwertstiefe: 45.5 pum) zu erkennen. Dies verdeutlicht die geringe Absorption
der Anregungsstrahlung bei 800 nm. Dadurch kénnen mit Hilfe der Zweiphotonen—Anregung
wesentlich dickere Priparate untersucht werden. Die Eindringtiefe wird beschrinkt durch die
Absorption der Fluoreszenz und durch Aberrationen. Aberrationen entstehen durch Brechzahl-
unterschiede zwischen der Immersion und dem Priparat, wodurch es zu Abweichungen vom
optimalen Fokus kommt.
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6.2.3 Punkt—Bild—Funktion (PSF)

Das Verfahren zur Aufnahme der PSF wurde in Abschnitt 4.1.1 beschrieben. Als Punktobjekte
wurden Fluoreszenzkiigelchen mit einem Durchmesser von 175 nm (Point Source Kit (505/515);
Molecular Probes), die entsprechend der beiliegenden Anleitung préipariert wurden, verwendet.
Als Objektiv wurde das C-Apochromat 40x/1.2 W verwendet, da es sich bei diesem um ein
speziell fiir die Anwendung in der konfokalen Mikroskopie entwickeltes Objektiv handelt.

PSF 300 I I I 300 T | 1
225
- T 2001 -
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= 150 ~
» »
100 |- .
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Abbildung 6.5: Point Spread Function einer 175 nm Kugel, aufgenommen mit dem C-
Apochromat 40x/1.2 W bei einer Pulslinge von At(l) = 200 fs und einer Wellenlinge von
A =800 nm

In Abb. 6.5 ist eine aufgenommene PSF dargestellt. Die Pulslinge in der Probe und die Wel-
lenldnge betrugen (200 + 5) fs bzw. 800 nm. Die Auswertung der PSF fiir die Zweiphotonen—
Anregung ergab eine laterale FWHM von (520 + 10) nm und eine axiale FWHM von (1.48 +
0.01) pm. Die axiale Breite stimmt mit der Messung in einem Fluoreszenzsee iiberein. Mit Hilfe
von Gl (4.16) oder Gl. (4.21) ergibt sich eine effektive Strahltaille von wy = (450 £ 10) nm.
Mit Gl. (4.5) folgt hieraus ein effektiver Pupillendurchmesser von 5.8 mm. Da die Randstrahlen
besonders zur beugungsbegrenzten Abbildung beitragen, hingt die Grofle der Strahltaille stark
vom Ausleuchtungsprofil der Objektivpupille ab. Theoretisch ergibt sich mit Gl. (4.5) bei An-
nahme einer gleichméfigen Ausleuchtung der Pupille (9.5 mm) eine Strahltaille von wy = 215 nm
im Fokus des Objektivs. Die starke Abweichung vom gemessenen Wert ist deshalb durch die Aus-
leuchtung der Objektivpupille mit einem Gauflprofil zu erkliren. Zur Erhohung des Auflésungs-
vermégens miifite der Strahl vor dem Eintritt in die Objektivpupille noch stirker aufgeweitet
werden (etwa Faktor 2). Dies wiirde jedoch speziell bei Objektiven mit einer hohen Vergroflerung
zu starken Energieverlusten durch eine Uberstrahlung der Objektivpupille fithren.

Bei Verwendung des Argon—Lasers (488 nm) und einer extrem kleinen konfokalen Blende (Pinho-
le 0.6 pm) ergab sich im Einphotonenbetrieb eine laterale Auflésung von (2504 10) nm und eine
axiale Auflésung von (650 & 10) nm. Die laterale und die axiale Auflésung ist im Einklang mit
der mit Gl. (4.19) theoretisch erwarteten lateralen Auflésung von 218 nm und axialen Aufldsung
von 600 nm.

Die Auflésung des Zweiphotonen—-LSM ist unter den oben genannten Bedingungen um einen Fak-
tor 2 schlechter als die des konfokalen LSM. In vielen Féllen bei der Untersuchung von schwach
fluoreszierenden Priparaten kann die konfokale Blende jedoch nicht so weit geschlossen werden,
da sich das SNR zu stark verschlechtern wiirde. Somit kann die Auflésung im Zweiphotonen-LSM
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bei extrem schwachen Fluoreszenzsignalen sogar besser als die im konfokalen Einphotonen-LSM
werden, wenn der Blendendurchmesser groler als 1.2 ym ist (vgl. Abb. 4.6 auf Seite 35).
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Abbildung 6.6: Gemessene und mit den Gl. (4.17) bzw. (4.18) berechnete Abhéngigkeit der
lateralen Ap und der axialen Fokusausdehnung Az von der Pulslinge in der Probe At(l) bei
gleichbleibender mittlerer Leistung von Py,q = 1 mW; Objektiv: C-Apo 40x/1.2 W

In einem weiteren Experiment wurde die Pulsléinge im Bereich von 190 fs bis 700 fs variiert. Die
Abhingigkeit der lateralen und der axialen Auflésung von der Pulsléinge bei konstanter mittler-
er Leistung und bei einer konstanten Detektionsschwelle (Einstellung des PMT) ist in Abb. 6.6
dargestellt. Man erkennt in beiden Diagrammen eine Verringerung der Auflésung mit kleiner
werdender Pulsldnge.
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Abbildung 6.7: Gemessene und mit Gl. (4.17) bzw. (4.18) berechnete Abhéingigkeit der lateralen
Ap und der axialen Fokusausdehnung Az von der mittleren Leistung P4 bei gleichbleibender
Pulslinge in der Probe von At(l) = 200 fs; Objektiv: C-Apo 40x/1.2 W

Abb. 6.7 zeigt die Abhingigkeiten der axialen und der lateralen Auflésung von der mittleren
Leistung bei gleichbleibender Pulsldnge von 200 fs und bei einer konstanten Detektionsschwelle.
Mit groBer werdender mittlerer Leistung nimmt das Fokusvolumen zu.

Die Tendenzen der funktionellen Abhéingigkeiten des Auflésungsvermogens von der Pulslinge
bzw. von der mittleren Leistung sind in beiden Messungen im Einklang mit den in Abschnitt-
4.1.6 berechneten Kurven. Das minimale Fokusvolumen ergibt sich fiir Pulsintensititen nahe
der Detektionsschwelle. Die Detektionschwelle wurde durch die Einstellung der Verstirkung des
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PMT auf die minimal eingesetzte mittlere Leistung bzw. die maximal verwendete Pulslinge ab-
geglichen. Die grofle Streuung der Mefiwerte entsteht durch die starke Abnahme des SNR bei
der Verringerung der mittleren Leistung bzw. der Vergréflerung der Pulslinge. Der Einsatz von
Lock—In Techniken wére bei einer erneuten Messung der Abhéingigkeiten angebracht.

6.3 Ergebnis

Mit dem verwendeten Versuchsaufbau ist eine Zweiphotonen-Anregung und eine Bestimmung
der Zweiphotonen—-Wirkungsquerschnitte moglich. Ein Zweiphotonen—Fluoreszenzsignal ist mit
einer Anregungswellenlinge von 800 nm in verschiedenen, in der konfokalen Fluoreszenzmikro-
skopie verwendeten Farbstoffen detektierbar. Die Auflésung im Zweiphotonen—-LSM ist besser
als 520 nm in lateraler und 1.48 pm in axialer Richtung. Fiir die Aufnahme von Zweiphotonen-
bildern mit hoher Qualitit ist eine kurze Pulslinge notwendig, um ein moglichst hohes SNR zu
erzielen.



Kapitel 7

Anwendungsbeispiele des LSM mit
fs—Laser

In Abschnitt 2.2 wurden mehrere Vorteile des Zweiphotonen—-LLSM gegeniiber dem konfokalen
Einphotonen-LSM aufgefiihrt. Diese Vorteile wurden schon im Abschnitt 6 anhand von Mes-
sungen in Farbstoffkiivetten iiberpriift und sollen im ersten Teil dieses Kapitels noch bei der
Untersuchung von biologischen Praparaten mit dem optimierten LSM nachgewiesen werden.

Der zweite Teil des Kapitels beschiftigt sich mit der Anwendung des optimierten Mikroskops
zur Detektion von Materialeigenschaften und von Fehlstrukturen in integrierten Schaltkreisen.

7.1 Untersuchung biologischer Préparate

Der Versuchsaufbau ist in Abb. 5.5 auf Seite 44 dargestellt. Fiir die Messungen wurden beide
Lasersysteme verwendet, wobei wahlweise der Faserlaser direkt und der "Mira, 900F’ mit der 2 m
langen Glasfaser in das LSM gekoppelt wurde.

Die Vorteile des Zweiphotonen-LSM werden im folgenden noch einmal aufgelistet.

1. Die Anregung der Fluoreszenz erfolgt bei der Zweiphotonen—Absorption aufgrund der not-
wendigen hohen Intensitdten nur im Fokus des Objektivs. Die Zweiphotonen—Mikroskopie
ist dadurch ohne konfokale Blende tiefendiskriminiert.

Abb. 7.1a) zeigt optische Schnitte durch einen Maiglockchenstengel (Convalaria Stem).
Die Gesamtdicke des Priparates betrug 40 ym. Gemessen wurde die Eigenfluoreszenz des
Priparates. Zur Detektion wurde das PlanNeofluar 40x/1.3 oil Objektiv verwendet. Das
Scanfeld betrug 107 x 107 pum?.

Bei der Verwendung eines Einphotonen-LSM ohne konfokale Blende wiirde der Betrachter
das grofle Hintergrundbild sehen. Durch die Fluoreszenzlichtanteile auflerhalb der Fokus-
ebene gehen die Tiefeninformationen verloren. Erst durch den Einsatz einer konfokalen
Blende (Durchmesser: 0.8 pm) (Teilbild 1) kénnen diese Anteile unterdriickt und opti-
sche Schnitte aufgezeichnet werden. Im Teilbild 2 ist das Signal zu sehen, das sich bei
Zweiphotonen—Anregung ergibt. Die konfokale Blende wurde bei dieser Messung ge6fi-
net. Es wird deutlich, daf die optische Schnittdicke in der Zweiphotonen—Mikroskopie mit
der der konfokalen Mikroskopie vergleichbar ist. Diese Aussage wird zusétzlich durch die
Messungen an Fluoreszenzkugeln in Abschnitt 6.2.3 gestiitzt. Da in vielen Fillen bei der
Untersuchung von schwach fluoreszierenden Priparaten die konfokale Blende nicht wei-
ter geschlossen werden kann, weil sich das SNR zu stark verschlechtern wiirde, kann die
Auflésung beim Zweiphotonen—-LSM sogar besser als beim konfokalen Einphotonen-LSM

63
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a) b)

Abbildung 7.1: Tiefendiskriminierung a) optische Schnitte: Einphotonen—Anregung (A =
543 nm) ohne konfokale Blende (grofies Bild), Einphotonen—Anregung mit konfokaler Blen-
de (A = 543 nm, Blendendurchmesser = 0.8 um) (Teilbild 1), Zweiphotonen—-Anregung
(A = 780 nm, A7(l) = 200 fs) ohne konfokale Blende (Teilbild 2); b) aus 57 optischen Schnit-
ten berechnetes Stereobild aufgenommen mit einer Zweiphotonen—-Anregung (A = 780 nm,
A7(l) = 200 f5); Objekt: Maigléckchenstengel (Dicke 30 pm); Scanfeld: 107 x 107 pm?

werden.

Zur Anregung der Zweiphotonen—Absorption reichte eine mittlere Leistung von nur 200 uW
bei einer Pulslinge von 200 fs und einer Wellenléinge von 780 nm aus. Abb. 7.1b) zeigt ein
Stereobild des gleichen Priparates, das aus 57 optischen Schnitten berechnet wurde.

2. Strahlungsschiden werden bei der Zweiphotonen-Anregung durch den Einsatz von nah-
infraroter und gepulster Laserstrahlung gering gehalten, da die Absorption des meist
wissrigen Gewebes im Wellenlingenbereich von 700 — 1400 nm minimal ist. Die Anre-
gung von speziellen UV—-Farbstoffen ist ebenfalls moglich.

3. Bleicheffekte konnen bei der Zweiphotonen—Anregung minimiert werden, da eine Absorp-
tion und damit ein Ausbleichen nur im Fokus erfolgt.
Abb. 7.2 zeigt die 3-dimensionale Projektion von DAPI gefdrbten Chromosomen in PtK2-
Zellen, die sich in verschiedenen Stadien der Zellteilung befinden. Die Projektion wurde
aus 25 optischen Schnitten gewonnen. Zur Detektion wurde das PlanNeofluar 40x/1.3 oil
Objektiv verwendet, wobei das Scanfeld 107 x 107 um? betrug. Die mittlere Leistung und
die Pulsldnge in der Probe waren 1 mW bzw. 200 fs. DAPI ist ein spezieller Farbstoff,
der sich nur in den Chromosomen anlagert und im Einphotonenfall nur mit UV—Strahlung
(364/351 nm) angeregt werden kann. Eine Untersuchung mit UV-Strahlung fiihrt jedoch
zu einem starken Ausbleichen und zu einer schnellen Zerstérung der Zellen [6, 7]. Bei
Verwendung der Zweiphotonen-Anregung konnte auch nach einer Scanzeit von linger als
30 min kein Ausbleichen bzw. keine Zerstérung der Zellen festgestellt werden. Dies zeigt
klar den Vorteil der Zweiphotonenmikroskopie bei der Untersuchung von Lebendpréipara-
ten.
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Abbildung 7.2: Méglichkeit der Anregung von UV-Farbstoffen mittels Zweiphotonen—Absorption
(A =780 nm, At(l) = 200 £5); Objekt: Zellteilung von PtK2-Zellen mit DAPI gefirbt; Scanfeld:
107 x 107 pm?

4. Ein weiterer Vorteil besteht darin, daf} die Eindringtiefen von nahinfraroter Strahlung we-
sentlich gréfler sind als z.B. von UV-Strahlung.

a) b)

Abbildung 7.3: Vergleich der Eindringtiefen a) bei Einphotonen—Anregung mit konfokaler Blende
(A = 543 nm, Blendendurchmesser = 10 um); b) bei Zweiphotonen—Anregung ohne konfokale
Blende; Objekt: Froschei; Scanfeld: 1.28 x 1.28 mm

In Abb. 7.3 ist ein optischer x-z—Schnitt (Tiefenprofil) durch ein Froschei auf der linken
Seite mit konfokaler Einphotonen—Anregung (A = 543 nm, Blendendurchmesser = 10 pm)
und auf der rechten Seite mit Zweiphotonen—Anregung (800 nm) dargestellt. Die Skalie-
rung und die Position des x-z—Schnittes der beiden Bilder sind identisch. Das Scanfeld
betrug 1.28 x 1.28 mm, wobei ein Objektiv PlanNeofluar 10x/0.3 verwendet wurde. Bei
der konfokalen Mikroskopie (543 nm) betrigt die Eindringtiefe in das Gewebe ca. 80 um.
Informationen aus tiefer liegenden Gewebeschichten gehen bei dieser Art der Anregung
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verloren. Wird jedoch die Zweiphotonenmikroskopie verwendet, kann das gesamte Fro-
schei durchdrungen werden, und man erhilt in diesem Fall noch ein Signal in einer Tiefe
von 700 ym.

Diese hohen Eindringtiefen der nahinfraroten Strahlung konnten auch bei der Untersu-
chung von Farbstoffkiivetten nachgewiesen werden. Hierbei ergab sich bei einer Anregung
mit 543 nm eine Halbwertstiefe von 17 ym und bei 800 nm eine Halbwertstiefe von 45.5 ym.

5. In einem Zweiphotonen—-Mikroskop kénnen mit Hilfe einer Anregungswellenléinge mehrere
Farbstoffe simultan angeregt werden. Die Emissionsprektren gleichen denen des Einpho-
tonenfalles.

Alle Messungen wurden bei einer Wellenléinge von 800 nm durchgefiihrt. Mit dieser Wel-
lenlénge konnte eine Vielzahl von Farbstoffen mit einer Zweiphotonen—-Absorption angeregt
werden, die im folgenden aufgelistet wird.

In Kiivetten wurden verwendet: Rhodamin 123 Hydrat in DMF (0.01 M), Rhodamin B in
DMF (0.01 M), Coumarin 138 in DMF (0.01 M), Coumarin 153 in DMF (0.01 M), Cou-
marin 307 in Ethanol (6 - 103 M) und APSS in DMF (0.1 M). Die Wirkungsquerschnitte
dieser Farbstoffe wurden in Abschnitt 6 vermessen.

In biologischen Priparaten konnten folgende Farbstoffe angeregt werden: DAPI, Rhodamin
B, Hochst, Lucifer Yellow, FITC, Biocytin, Cy 3, NADH (Eigenfluoreszenz)

7.2 Untersuchung von Festkorper- bzw. Halbleitermaterialien

Der Versuchsaufbau entspricht dem in Abb. 5.5 auf Seite 44. Zur Messung des OBIC- bzw. des
TOBIC-Signals wurde der mit 4 bezeichnete Detektor (OBIC-Adapter, Fa.: Carl Zeiss Jena
GmbH) verwendet. Sdmtliche Messungen erfolgten mit dem Coherent "Mira 900 F’ bei einer
Wellenldnge von 800 nm.

Zur Aufnahme der Zweiten Harmonischen diente der erste Kanal des Mikroskops. Da das SH—
Signal genau die halbe Wellenléinge der Grundwelle besitzt (also 400 nm), wurden zum Blocken
des Anregungslichtes 8 mm BG 39 Filter anstelle der SWP 685 als Emissionsfilter (EF) verwen-
det. Das Unterdriickungsverhéltnis der Oberwelle Sy, zur Grundwelle S, ist:

Sy 0.95°

_ 23
S, ~ 0.0018 6-10

Die Effizienz der SH-Erzeugung betriigt etwa 10~!! fiir die Erzeugung an der Oberfliche und
etwa 107 fiir die Erzeugung im Volumen. Mit dem o.g. Unterdriickungsverhiltnis kann man
deshalb davon ausgehen, dafl nur ein SH-Signal und keine Anregungsstrahlung detektiert wird.

7.2.1 Optical Beam Induced Current (OBIC)

In einem ersten Experiment wurde iiberpriift, ob und in welchem Bereich ein TOBIC-Signal
erzeugt werden kann. Dazu wurde der in einem p-n-Ubergang erzeugte Ladungstriigerstrom in
Abhéngigkeit von der eingestrahlten mittleren Leistung bei konstanter Pulsléinge in der Probe
von A7(l) = 200 fs aufgezeichnet.

Der gemessene Kurvenverlauf ist in Abb. 7.4a) auf der nichsten Seite doppeltlogarithmisch
dargestellt. Die Wellenléinge betrug hier 800 nm. Zur Beleuchtung wurde das PN 40x/0.75 Ob-
jektiv verwendet. Bei einem reinen (T)OBIC-Signal miifite sich eine Gerade mit dem Anstieg
2 ergeben. Gemessen wurde jedoch im unteren Bereich ein Anstieg von (1.07 £ 0.09) und im
oberen Bereich (ab 56 4W) ein Anstieg von (1.66 £ 0.05). Da die Bandkante von Silizium bei
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Abbildung 7.4: a) (T)OBIC-Signal in Abhéngigkeit von der mittleren Leistung; b) Uberlagerung
des detektierten (T)OBIC-Signals (griin) mit dem Reflexionssignal (rot) bei einer mittleren
Anregungsleistung von 77 uW; (A = 800nm, A7(l) = 200fs); Objekt: Integrierter Schaltkreis

rund 1100 nm liegt, findet im unteren Bereich bis 56 yW eine Einphotonen—Absorption und
im oberen Bereich eine Mischung aus einer Ein- und einer Zweiphotonen—Absorption statt. Bei
einer Mischung ergibt sich theoretisch ein Anstieg von = 1.61, denn das OBIC-Signal ergibt sich
hier ndherungsweise aus:

S ~aiFy+ a2F02 ~ aFO1'61 fir ar ol = ay

Die maximale mittlere Leistung war durch den dynamischen Bereich des Verstirkers zur Detek-
tion des Ladungstrigerstroms begrenzt. Alle weiteren Messungen wurden oberhalb von 56 W
durchgefiihrt.

Abb. 7.4b) zeigt die Uberlagerung des Reflexionssignals (rot) mit dem (T)OBIC-Signal (griin).
Im reflektieren Licht erkennt man die Leitungsbahnen des integrierten Schaltkreises. Das (T)OBIC—
Signal gibt die Stellen wieder, an denen sich ein p-n-Ubergang befindet.

In Abb. 7.5 auf der nichsten Seite sind zwei x-z—Scans dargestellt, wobei jeweils das OBIC bzw.
das (T)OBIC-Signal detektiert wurde. Helle Strukturen verkérpern Stellen mit einem hohen in-
duzierten Ladungstrigerstrom. In a) wurde zur Beleuchtung ein HeNe Laser 543 nm verwendet.
Eine Tiefeninformation ist nur schwer erkennbar. In b) wurde die Aufnahme wiederholt, jedoch
diesmal mit dem 'Mira 900F’ bei einer Wellenléinge von 800 nm. Man erkennt in diesem Fall
einzelne Strukturen, die jedoch verwischt sind. Die Ursache fiir die Verwischung der Struktu-
ren ist die gleichzeitig auftretende Einphotonen- und Zweiphotonen—Absorption. Es sind jedoch
wesentlich mehr Strukturen sichtbar. Dies zeigt klar die Moglichkeiten des TOBIC—Verfahrens.
Abb. 7.5 c) zeigt schematisch einen mdoglichen Aufbau des Schaltkreises. 1) und 3) bezeichnen
jeweils Gebiete, die p- bzw. n—dotiert sind (oder umgekehrt). An der Grenzfliche zwischen bei-
den Gebieten (Rekombinationszone) findet die Erzeugung eines Ladungstrigerstroms statt (rot
eingezeichnet).

Da das TOBIC—Verfahren auf einem nichtlinearen Effekt 2. Ordnung beruht, kann es zur Detek-
tion der Autokorrelationsfunktion zweiter Ordnung, entsprechend Abschnitt 3.3 [41], eingesetzt
werden. Man ist hiermit unabhingig von den Eigenschaften (Konzentration, Sattigungsverhal-
ten, Bleichverhalten) des sonst verwendeten Farbstoffs.
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Abbildung 7.5: Tiefenprofil (x-z-Scan) in einem integrierten Schaltkreis: a) Einphotonen—
Absorption (OBIC), erzeugt mit einem HeNe-Laser A = 543 nm; b) Mischung aus Einphotonen-
und Zweiphotonen—Absorption ((T)OBIC) bei einer mittleren Anregungsleistung von 77 W
(A = 800 nm und A7(l) = 200 fs); ¢) mégliches schematisches Tiefenprofil: 1) Gebiet 1 (gelb
gezeichnet) p- oder n-dotiert, 2) Bereich des p-n-Ubergangs in dem (T)OBIC-Signal detektiert
wird (rot gezeichnet), 3) Gebiet 2 (blau gezeichnet) n- oder p—dotiert, 4) Kontaktierungen

7.2.2 Erzeugung der Zweiten Harmonischen

Anstieg: 2.5 +/- 0.1
10

SH - Signal [a.u.]
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Abbildung 7.6: a) SH-Signal in Abhéngigkeit von der mittleren Leistung; b) SH-Signal; Objekt:

CadmiumTellurid, aufgedampft auf Zinkselenid detektiert mit PlanNeofluar 10x/0.3; (At(l) =
200 fs; A = 800 nm)

Abb. 7.6 a) zeigt das mit einem PlanNeofluar 10x/0.3 detektierte SH-Signal von Cadmium Tel-
lurid auf Zinkselenid in Abhéngigkeit von der mittleren Leistung in doppelt logarithmischem
MafBstab. Der gemessene Anstieg von (2.6 £0.04) legt eine Erzeugung der SH nahe. Der Kristall
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weist keine Inversionssymmetrie auf. Somit werden das Volumen- und das Oberflichen—SH—
Signal gleichzeitig detektiert.

Abb. 7.6 b) zeigt das gemessene SH-Signal. Fiir einen idealen Kristall sollte sich ein homogenes
Signal ergeben. Das Scanfeld der Messung betrug 1.3 x 1.3 mm?. Bei der Messung des SH-
Signals wurde probeweise ein Polarisator vor den Detektor geschaltet. Es konnte jedoch keine
Abhéngigkeit des Signals von der Polarisation festgestellt werden.

a) b)

Abbildung 7.7: a) SH-Signal von SiC (UE 5-3); Scanfeld: 0.6 x 0.6 mm?; b) SH-Signal von
AIN, aufgedampft auf Si (111) mit unterschiedlicher Dicke (Schichtdickengradient siehe Pfeil);
Scanfeld: 5.1 x 5.1 mm? [Pulsparameter in beiden Féllen: (A7 (l) = 200 fs; A = 800 nm)]

In Abb. 7.7 sind die SH-Signale von SiC und AINSi (111) dargestellt. Beide Kristalle besitzen
keine Inversionssymmetrie. Deshalb wurde in beiden Fillen das Volumen- und das Oberflichen—
SH-Signal detektiert. Die hellen Punkte in a) verkorpern Stellen mit einem starken SH-Signal
(vermutlich Fehlstellen im Kristall). Fiir die Erzeugung des SH-Signals sind hohe Spitzenlei-
stungen notwendig. Durch den Riickreflex von der Oberfliche des Kristalls kann der Pulsbetrieb
des Lasers bei hochreflektierenden Proben gestért werden. Dadurch geht der Laser in den cw—
Betrieb iiber, und es wird kein SH-Signal mehr erzeugt (schwarze Streifen im Bild). Das Scanfeld
mit einem PlanNeofluar 20x/0.5 betrug 0.6 x 0.6 mm?.

Bei der Herstellung der Probe in b) wurde auf Si(111) eine unterschiedlich starke Schicht von
Aluminiumnitrid (AIN) aufgedampft. Der Schichtdickengradient zeigt in die obere Spitze des
Dreiecks (Pfeil). Da die Wechselwirkungslinge mit steigender Schichtdicke zunimmt, steigt das
Volumen-SH-Signal entlang des Schichtdickengradienten an. Das Scanfeld betrug bei Verwen-
dung des PlanNeofluar 2.5x/0.075: 5.1 x 5.1 mm?.

Abb. 7.8 zeigt das SH-Signal (rot gezeichnet) und das zugehorige Reflexionssignal (griin ge-
zeichnet) von GaAs. Es wird das Volumen- und das Oberflichen—-SH-Signal detektiert, da der
Kristall keine Inversionssymmetrie aufweist. Das Scanfeld betrug 320 x 320 pm? mit einem
PlanNeofluar 5x/0.15. Am oberen Rand der Probe ist das Kontrastverhiltnis invertiert, d.h. an
Stellen geringer Reflektivitdt wird das meiste SH-Signal erzeugt. In der Mitte des Bildes (rot
eingekreist) sind einige helle Punkte zu sehen. Im Reflexionsbild sind diese nicht mefbar. Bei
ihnen konnte es sich um Fehler in der Kristallstruktur handeln. Ein Vergleich der Stelle mit an-
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Abbildung 7.8: Uberlagerung des SH-Signals (rot — gezeichnet) und des Reflexionssignals (griin
— gezeichnet) in Gallium Arsenid (GaAs); Scanfeld: 320 x 320 um? [Pulsparameter: (At(l) =
200 fs; A = 800 nm)]

deren MeBverfahren zur Charakterisierung der Oberflicheneigenschaften (Réntgenbeugung) war
nicht moglich. Messungen an SiC [33] zeigten eine Korrelation zwischen beiden Mefverfahren.

Abbildung 7.9: Integrierter Schaltkreis: a) Reflexionssignal, gemessen mit einem HeNe-Laser bei
A = 633 nm; b) SH-Signal; Pulsparameter: (A1(l) = 200 f5; A = 800 nm); Scanfeld in beiden
Fillen: 2.2 x 2.2 mm?

In Abb. 7.9a) ist das Reflexionsbild eines integrierten Schaltkreises mit einem HeNe-Laser
(633 nm) aufgenommen worden. Teilbild b) zeigt das zugehorige Oberflichen-SH-Signal, das
mit dem Femtosekundenlaser mit den Pulsparametern A7(l) = 200 fs und A = 800 nm detek-
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tiert wurde. In b) sind nur ausgewéhlte Strukturen (wahrscheinlich dotierte Gebiete) sichtbar.
An einzelnen Stellen tauchen im SH-Bild unterschiedliche Kontraste (rot eingekreist) auf, die im
Reflexionsbild nicht unterscheidbar waren. Es kénnte sich hierbei um verschiedene Materialien
handeln. Die Interferenzen, die im Reflexionsbild auftauchen, sind im SH-Bild nicht sichtbar.
Das Scanfeld betrug mit einem PlanNeofluar 2.5x/0.075: 2.2 x 2.2 mm?.

7.3 Ergebnis

Alle in Abschnitt 2.2 genannten Vorteile des Zweiphotonen—-L.SM im Vergleich zum Einphotonen—
LSM konnten in diesem Kapitel anhand von biologischen Priparaten demonstriert werden. Die
Leistung des Faserlasers ist fiir den Einsatz in einem Zweiphotonen—Mikroskop zur Untersu-
chung von biologischen Priparaten ausreichend. Zur Anregung eines Zweiphotonen-Uberganges
in biologischen Priparaten wurden mittlere Leistungen von einigen mW bei einer Pulsldnge von
200 fs und einer Wellenléinge von 800 nm verwendet.

Das Zweiphotonen-LSM kann neben der Anwendung zur Untersuchung von biologischen Prépa-
raten auch zur Untersuchung von Halbleiter- und von Festkérpermaterialien eingesetzt werden.
In p-n-Ubergingen kann bei Verwendung von Pulsen mit einer Pulslinge von A7(l) = 200 fs,
einer Wellenlénge von A = 800 nm und einer mittleren Leistung von einigen 10 4W die Zweipho-
tonen—Absorption zur effizienten Erzeugung eines Ladungstriagerstroms verwendet werden. Das
entstehende TOBIC-Signal ist tiefendiskriminiert.

In integrierten Schaltungen, SiC, GaAs, AINSi (111) und Cadmium Tellurid konnte ein SH-
Signal erzeugt werden. Eine genaue Zuordnung des detektierten SH-Signals zu Fehlstellen im
Kristall und zu verschiedenen Kristallstrukturen war wegen des Fehlens von Vergleichsmessun-
gen nicht moglich.



Kapitel 8

Zusammenfassung

Das Laser—Scan-Mikroskop (LSM) wurde fiir Femtosekundenpulse im nahinfrarotem Spektral-
bereich charakterisiert. Durch die Messung der Pulsverbreiterung eines Femtosekundenpulses
beim Durchlaufen des LSM wurde die Dispersion 2. Ordnung des gesamten optischen Systems
einschlielich der Objektive berechnet. Bei einer Wellenlinge von 800 nm betrug die Disper-
sion 2. Ordnung etwa 5000 fs2. Sie ist von dem verwendeten Objektiv nahezu unabhingig. Die
so ermittelten Dispersionen 2. Ordnung stimmten mit den aus den Materialkonstanten jeder
einzelnen optischen Komponente berechneten Dispersionen 2. Ordnung sehr gut iiberein. Die
Dispersion 2. Ordnung des LSM wurde nahezu vollstindig mit einem Prismenkompressor kom-
pensiert.

Die bei der Ankopplung des Femtosekundenlasers an das LSM iiber eine 2 m lange polarisations-
erhaltende Monomode—Glasfaser entstehende Verbreiterung der Pulse wurde durch einen einfa-
chen Gitterkompressor kompensiert. Mit dieser Anordnung standen Pulse mit einer Pulslinge
von 193 fs bei einer Wellenléinge von 800 nm und einer Repetitionsrate von 76 MHz im Préparat
zur Verfiigung. Die mittlere Leistung betrug max. 15 mW.

Die Wirkungsquerschnitte von verschiedenen Farbstoffen wurden bei einer Wellenlinge von
800 nm vermessen. Die Abhingigkeit der Zweiphotonen—Absorption von den Pulsparametern
(mittlere Leistung und Pulslinge in der Probe) wurde bestimmt. Der Bereich, in dem eine ’rei-
ne’ Zweiphotonen—Absorption stattfindet, wurde exemplarisch fiir den Farbstoff APSS festgelegt.
Die Messungen ergaben, da8 fiir die Aufnahme von Zweiphotonenbildern mit hoher Qualitét eine
kurze Pulslinge notwendig ist, da das Signal- zu Rauschverhiltnis nichtlinear mit kiirzer wer-
dender Pulslinge ansteigt.

Das Auflésungsvermégen des optimierten Zweiphotonen—-LSM wurde bestimmt. Bei der Untersu-
chung von Farbstoffen in Kiivetten und in biologischen Préparaten mit dem Zweiphotonen-LSM
wurde im allgemeinen eine vergleichbar grofle laterale und axiale Auflésung wie mit einem konfo-
kalen Einphotonen—LSM erzielt. Bei der Untersuchung von schwach fluoreszierenden Priparaten
in einem konfokalen Einphotonen-LL.SM kann die konfokale Blende nicht beliebig geschlossen wer-
den, weil sich das Signal- zu Rauschverhiltnis zu stark verschlechtern wiirde. Die Auflésung im
Zweiphotonen-LLSM kann in diesem Falle besser als im konfokalen Einphotonen-LSM werden.
Die Vorteile des Zweiphotonen—LL.SM im Vergleich zum Einphotonen—-LLSM konnten bei der Un-
tersuchung von Farbstoffen in Kiivetten und biologischen Priparaten demonstriert werden. Der
Zweiphotonen—Ubergang in biologischen Priparaten kann bei einer Wellenliinge von 800 nm mit
einer Spitzenleistung von =~ 60 W angeregt werden. Die Leistung eines Faserlasers ist somit fiir
den Einsatz in einem Zweiphotonen-LLSM zur Untersuchung von biologischen Priparaten aus-
reichend.
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In Festkorper- und Halbleitermaterialien konnen mit dem Zweiphotonen—-LSM Signale der Zwei-
ten Harmonischen (SH-Signal) und photoinduzierte Ladungstrigerstrome (TOBIC) erzeugt wer-
den. Das TOBIC-Signal konnte effizient mit einer duflerst geringen mittleren Leistung von ei-
nigen 10 pW im Fokus des Objektivs generiert werden. Eine Tiefendiskriminierung ist im Falle
der Zweiphotonen—Absorption sichtbar.

Bei der Erzeugung des SH—Signals wurde in den meisten Féllen eine Umkehr des Kontrast-
verhéltnisses im Vergleich zum Reflexionsbild festgestellt. Zur genauen Zuordnung des erzeug-
ten SH-Signals zu Fehlstellen oder zur Kristallstruktur sollten bestehende Mefiverfahren (wie
Roéntgenbeugung) hinzugezogen werden.
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