Mikroskopie

Einblick in das Unsichtbare

Nichtlineare optische Phiinomene ermoglichen die chemisch selektive Mikroskopie

ohne Anfirbung

Andreas Zumbusch und Andreas Volkmer

Die CARS-Mikroskopie ist eine neue optische
Technik fiir die rdumlich hoch aufgeloste Bild-
gebung. Mit neuesten laserspektroskopischen
Methoden erlaubt sie die chemisch selektive
Darstellung mikroskopischer Details ohne
Anfarbung. Sie eroffnet so eine Vielzahl von
Anwendungen in der Zellbiologie und den
Materialwissenschaften.

ie Entwicklung der optischen Mikroskopie und
D der Biologie ist ein faszinierendes Beispiel fiir

die wechselseitige Befruchtung verschiede-
ner wissenschaftlicher Disziplinen. So war es Robert
Hooke, der 1667 mit seiner Beschreibung mikroskopi-
scher Aufnahmen von Kork den Begriff der biologischen
Zelle prégte. Die folgende Entwicklung der optischen
Mikroskopie ging Hand in Hand mit jener der Zellbio-
logie. Bereits die 1890 verfiigharen Mikroskope boten
eine optische Auflésung, die an der durch die Beugung
gegebenen Grenze lag. Schon damals gelang es, Struktu-
ren mit einer Grofle von etwa 200 nm zu unterscheiden.
Erst in den letzten Jahren wurden optische Verfahren
mit einer noch besseren Auflésung entwickelt.

Ein entscheidender Aspekt jeder Art von Mikrosko-
pie ist die Frage, welches physikalische Phdanomen zur
Erzeugung von Kontrast benutzt wird. In der optischen
Mikroskopie ist dies meist die Lichtabsorption, bei der
das unter gleichmaRiger Probenbeleuchtung transmi-
tierte Licht beobachtet wird. Die erhaltenen Intensi-
tdtsmodulationen ergeben dann das Bild der Probe.

Die natiirlich vorkommenden Absorptionsunterschiede
geniigen aber selten, um interessante Details selektiv
darzustellen. Deshalb wurde eine Vielzahl von Anfér-
betechniken entwickelt. Ein bekanntes

Uberblick

Die CARS-Mikroskopie eignet sich zur chemisch selektiven Darstellung zellulidrer
Strukturen, wie hier an einer unangefiarbten, lebenden menschlichen Tumorzelle

gezeigt. Die Membran des Zellkerns im Zellplasma ist deutlich zu erkennen (Aus-
schnittgroBe 46 ym x 30 ym).

Anfiarbung verwendet. Beobachtet wird nun nicht die
Absorption des Anregungslichts, sondern die spektral
verschobene Fluoreszenz der Farbstoffe.

Besonders die als konfokale Fluoreszenzmikroskopie
bekannte Technik hat die Zellbiologie in den letzten 15
Jahren revolutioniert. Dabei wird die Probe abgerastert
und mithilfe einer Blende im Detektionsstrahlengang
jeweils nur das Signal eines kleinen Volumenelements
detektiert. Man erhalt so raumlich hoch aufgeloste
dreidimensionale Bilder. Trotz ihres groflen Erfolgs ist
aber auch die Fluoreszenzmikroskopie mit Makeln be-
haftet: Zum einen setzt ihr Einsatz die Anfarbung mit

Beispiel ist die von Gram 1884 einge-
fithrte Verwendung von Kristallviolett,
das die Zellwand bestimmter, inzwi-
schen gram-positiv genannter Bakteri-
en anféarbt. Solche chemischen Metho-
den zur Kontrastverbesserung haben
sich in der Zellbiologie und Histologie
als ungemein hilfreich erwiesen.

Eine heute besonders bedeutende
Spielart der Mikroskopie mit vorhe-
riger Probenanféarbung ist die Fluo-
reszenzmikroskopie. Im Gegensatz
zur Absorptionsmikroskopie wird
hier ein fluoreszierender Farbstoff zur
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Farbstoffen voraus, die selektiv
KOMPAKT

» Die sog. CARS-Mikroskopie (Coherent
Anti-Stokes Raman Scattering) ermoglicht
die chemisch selektive Bildgebung auf der
Grundlage der kohdrenten Anti-Stokes-
Raman-Streuung, ohne dass die Probe mit
Farbstoffen angefirbt werden miisste.

) Diese Methode erlaubt es, chemische
oder biologische Komponenten innerhalb

eines komplexen und heterogenen Systems
nicht-invasiv zu untersuchen, und zwar mit

hoher rdumlicher und spektroskopischer
Auflésung.
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mit bestimmten Teilen der Probe
wechselwirken. Solche Farbstoffe
existieren aber nicht fiir alle Pro-
ben, und nicht jede Probe lidsst
sich ohne dramatische Anderung
ihrer Eigenschaften anfirben.
Dies gilt fiir alle Farbetechniken
und ist besonders bei der Beo-
bachtung von lebenden Zellen
ein Problem. In der Fluoreszenz-
mikroskopie kommt als zweites,
ebenso wichtiges Problem hinzu,
dass alle Farbstoffe unter der
ndétigen intensiven Beleuchtung
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Uberblick

1) Zernike erhielt 1953
den Physik-Nobelpreis
fiir die Entwicklung der
Phasenkontrast-Mikro-
skopie.

2. Harmonische

Abb. 1:

mehr oder weniger schnell ausbleichen. Dies begrenzt
die m6glichen Beobachtungszeiten stark.

Aufgrund dieser Probleme wurde im letzten Jahrhun-
dert eine Reihe von anfirbefreien Techniken entwickelt.
Dazu gehoren z.B. die Interferenzkontrast- und die
Phasenkontrast-Mikroskopie. Beide Methoden nutzen
nicht die Amplitude, sondern die Phase des Lichts fiir
die Kontrasterzeugung in optisch transparenten Proben.
Frits Zernike! schrieb: ,Man kann davon sprechen,
dass das transparente Detail ,optisch angefarbt’ wird“.

Die Suche nach neuen Kontrastmethoden, nach
physikalischen Effekten, die auch dem transparenten
Detail Farbe verleihen, hat auch in den letzten Jahren
nicht Halt gemacht. Neue Laser mit sehr kurzen Licht-
pulsen haben hier ein vollig neues Feld eroffnet. Dabei
nutzt man die sehr hohen Pulsenergien fiir die Erzeu-
gung von Kontrast mit nichtlinearen optischen Phéno-
menen aus. Die in diesem Artikel vorgestellte CARS-
Mikroskopie (Coherent Anti-Stokes Raman Scattering)
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3. Harmonische

CARS

Bestrahlt man eine Probe mit starken
ultrakurzen Laserpulsen, so kann diese
Pulse bei Vielfachen der Anregungs-
frequenz (2. und 3. Harmonische)
emittieren. Bei zwei unterschiedlichen
Anregungsfrequenzen (Pump wp, Stokes
®g) beobachtet man auch Abstrahlung bei
Kombinationsfrequenzen. Stimmt wp- og
mit einem Schwingungsiibergang der
Probenmolekiile iiberein, so kommt es zu
einer Resonanz-verstiarkten Abstrah-

lung, dem Coherent Anti-Stokes Raman
Scattering (CARS). Fiir die Impuls-
erhaltung muss dabei die Beziehung 2k,
=kyg+ kg zwischen den Wellenvektoren

k gelten (rechts). Dies kann durch das
Einstrahlen von Pump- und Stokes-Strahl
unter einem bestimmten Winkel erzielt
werden. Die Impulserhaltung entspricht
einer Phasenanpassung (s. Infokasten
,»,CARS-Phasenanpassung®).

stoRRt gegenwirtig auf breites Interesse, da sie es er-
laubt, chemische oder biologische Komponenten inner-
halb eines komplexen und heterogenen Systems (z.B.
ungefirbte, lebende Zellen und Gewebe) nicht-invasiv
zu untersuchen, aber im Gegensatz zu den bereits er-
wiahnten Techniken molekulare Selektivitidt bietet. Aus
physikalischer Sicht ist die CARS-Mikroskopie dabei
besonders interessant, weil in ihr gegenwartig eine
Vielzahl neuer Verfahren der kohédrenten Laserspektros-
kopie und Lasertechnik erprobt werden.

Grundlagen der CARS-Mikroskopie

Schwingungsresonanzen ermdglichen es, ohne An-
farbung molekular selektiven Kontrast zu erzeugen.
Jedes Molekiil besitzt ein charakteristisches Spektrum
scharfer Schwingungsbanden, die eine hohe Selektivitét
gewihrleisten. Die in der linearen Spektroskopie ge-
nutzte Infrarot-Absorption lédsst sich in der Mikroskopie
aber nur bedingt einsetzen, denn die beugungsbegrenzte
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Fokussierung der nétigen langen Wellenldngen erlaubt
nur eine kleine rdumliche Auflésung, und die sehr breite
und starke Absorption von Wasser erschwert besonders
die Untersuchung biologischer Proben. Schwingungs-
spektren lassen sich aber auch durch inelastische Streu-
ung von Licht der Frequenz ® mit der Raman-Spektros-
kopie beobachten. Dabei kann ein Molekiil im Schwin-
gungsgrundzustand unter Anregung einer Schwingung
der Frequenz ., Licht streuen. Man spricht dann von
Stokes-Streuung, bei der ein Photon der Frequenz wg=
® -0, erzeugt wird. Den umgekehrten Fall (ein zuvor
angeregtes Molekiil geht nach der Streuung in seinen
Schwingungsgrundzustand iiber) bezeichnet man als
Anti-Stokes-Streuung. Dabei hat das erzeugte Photon
die Frequenz w,g= @ + @,;,. Die Probleme der Infrarot-
Absorption lassen sich hier umgehen, da meist sichtba-
res Licht gestreut wird. Allerdings sind Raman-Streu-
querschnitte sehr klein, sodass hohe, fiir biologische
Proben nicht tolerierbare Anregungsintensitidten notig
sind. Das grof$te Hindernis bei der Anwendung der Ra-
man-Mikroskopie in der Biologie ist aber die Autofluo-
reszenz der Proben. Diese entsteht z. B. durch die An-
regung der Fluoreszenz von enzymatischen Kofaktoren
und erscheint im selben Spektralbereich wie die Stokes-
Streuung. Selbst eine sehr schwache Probenfluoreszenz
iibersteigt die Intensitét typischer Raman-Signale um
GroRenordnungen und macht deren Detektion dann
unmoglich. Ein Ausweg wére die Beobachtung des Anti-
Stokes-Signals bei kiirzeren Wellenldngen. Allerdings ist
dieser Weg nicht gangbar, da molekulare Schwingungen
bei Raumtemperatur thermisch kaum angeregt sind.

Sowohl IR- als auch Raman-Mikroskopie sto-

Ren also bei vielen Anwendungen an enge Grenzen.
Schwingungsresonanzen lassen sich aber auch durch
nichtlineare optische Techniken zur Kontrasterzeugung
verwenden. Ganz allgemein werden Molekiile einer
Probe durch die Wechselwirkung der Elektronen mit
dem Anregungslicht polarisiert. Geniigend starke elek-
trische Felder, wie sie in kurzen Laserpulsen auftreten,
erzeugen dabei nicht nur eine Polarisierung mit der
Frequenz des Anregungspulses, sondern auch nicht-
lineare Polarisationskomponenten. Diese konnen der
zweiten oder hoheren Harmonischen der Laserfrequenz
(Abb. 1) oder — wenn gleichzeitig zwei Anregungslaser
mit verschiedenen Frequenzen verwendet werden

- Kombinationsfrequenzen entsprechen. Die induzierte
Polarisierung fiihrt dann zu einer Abstrahlung mit der
entsprechenden Frequenz.

Wie fiihrt aber nun ein solches nichtlineares Signal
zur selektiven Erzeugung von Kontrast in der Mikro-
skopie? Zur Beantwortung dieser Frage ist es wichtig
zu wissen, dass die Stdarke der nichtlinearen induzier-
ten Polarisation n-ter Ordnung P nicht nur von der
elektrischen Feldstdrke E und damit der Intensitét des
eingestrahlten Lichts, sondern auch von der Suszep-
tibilitdt n-ter Ordnung ¥ der Probe abhingt: P o
x™E". Dabei haben die Symmetrieeigenschaften einen
wichtigen Einfluss auf y™. Bei Inversionssymmetrie der
Probe verschwinden etwa die Nichtlinearitédten gera-
der Ordnung. Mit der Erzeugung der 2. Harmonischen
lassen sich deshalb Grenzfldchen innerhalb einer Pro-
be, z.B. zwischen zwei Medien mit unterschiedlichem
Brechungsindex, mikroskopisch unterscheiden. Man
erhélt Kontrast mit struktureller Selektivitidt. Die Kopp-
lung der mit dem Anregungslicht wechselwirkenden
Elektronen an die Schwingungen der Probenmolekiile
fiihrt aber auch zum Auftreten von Resonanztermen fiir
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Molekiilschwingungen. In groeren Molekiilen wird die
Lage von Resonanzen fiir Schwingungen bestimmter
molekularer Gruppen, wie etwa von C-H- oder C-C-
Bindungen, charakteristisch durch deren Nachbargrup-
pen bestimmt. Daher eignen sich Schwingungsresonan-
zen fiir die molekular selektive Kontrasterzeugung.

In der Mikroskopie lassen sich molekulare Schwin-
gungsresonanzen mit der seit langem aus der Spektros-
kopie bekannten CARS nutzen. CARS ist ein nichtline-
arer Prozess dritter Ordnung, bei dem drei Anregungs-
felder wechselwirken. Normalerweise werden aber
nur zwei Laserfelder, der Pump- (wp) bzw. Stokes-Puls
(wg), zur Anregung verwendet. In der Photonenbilanz
tauchen dann zwei Pump-Photonen auf. Stimmt wp- g
mit der Frequenz eines Schwingungsiibergangs o,
der Probe iiberein, so fithrt das zu einer resonanten
Verstdarkung des CARS-Signals (Abb. 1). Im Bild der
induzierten Polarisation wird dies dadurch wiedergege-
ben, dass man die Suszeptibilitit dritter Ordnung
durch einen resonanten und einen nicht-resonanten
Term darstellt: & = y& + &) Durch Variieren der
Frequenzdifferenz zwischen den Anregungslasern las-
sen sich verschiedene Resonanzen der Probe abfragen.
Im Vergleich zu anderen Techniken bietet die CARS-
Mikroskopie folgende Vorteile: chemische Selektivitdt
lasst sich ohne vorherige Anfarbung der Probe erzielen;
das detektierte Signal erscheint bei kleineren Wellen-
langen als das Anregungslicht und wird nicht durch
Untergrundfluoreszenz beeintrachtigt; die Kohédrenz
des CARS-Prozesses, bei der die aktiv gepumpten und
in Phase oszillierenden Molekiilbindungen konstruktiv
interferieren, fithrt zu einer Verstdrkung der Streu-
intensitdt, die quadratisch von der Anzahl der streuen-
den Molekiile abhéngt; das CARS-Signal wird wegen
der nichtlinearen Abhéngigkeit von der Anregungs-
intensitdt nur im Fokus erzeugt, und ermoglicht somit
eine dreidimensionale Bildgebung.

Dass sich CARS potenziell fiir die Kontrasterzeu-
gung in der Mikroskopie eignet, wurde bereits Anfang
der 80er-Jahre erkannt [1]. Allerdings ging man zu-
néchst davon aus, dass man auch in der Mikroskopie
die Dispersion in der Probe beriicksichtigen miisste,
d.h. die Tatsache, dass der Brechungsindex und da-
mit die Ausbreitungsgeschwindigkeit von Licht von
der Wellenldnge abhéngt. Um mit einem kohérenten
Prozess wie CARS eine groe Probenpolarisation zu
induzieren und somit ein starkes Signal zu erzeugen,
miissen sich aber die beteiligten Felder iiber einen ge-
wissen rdaumlichen Bereich mit gleicher Phase addieren
(s. Infokasten ,,CARS-Phasenanpassung®). Betrachtet
man die Wellenvektoren der Anregungsstrahlen, so
entspricht dies der Impulserhaltung (Abb. 1). Sie wird
in der CARS-Spektroskopie durch die Phasenanpas-
sung erreicht. Die Anregungsstrahlen werden dabei
in verschiedenen Winkeln eingestrahlt, sodass die
Strahlen iiber eine lange Wegstrecke konstruktiv mit-
einander wechselwirken. Das CARS-Signal wird dann
unter einem bestimmten Winkel abgestrahlt und ldsst
sich mit einer Blende von den Anregungsstrahlen tren-
nen. Die direkte Ubertragung dieses Schemas auf die
CARS-Mikroskopie setzte sich allerdings nicht durch,
da es die rdumliche Trennung der Anregungsstrahlen
im Mikroskopobjektiv erfordert. Damit verringert sich
aber der nutzbare Offnungswinkel und in der Folge die
rdaumliche Auflosung drastisch.

Erst Ende der 90er-Jahre wurde erkannt, dass Ob-
jektive mit groRen Offnungswinkeln CARS-Mikrosko-

©2005 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

pie auch ohne rdumliche Trennung der Strahlen ermdg-
lichen [2]. Wird ndmlich das Objektiv durch jeden An-
regungsstrahl voll ausgeleuchtet, dann gibt es im Fokus
fiir jede Wellenvektorkomponente des Pump-Strahls die
fiir die Phasenanpassung nétige des Stokes-Strahls. In
der Praxis miissen deshalb lediglich beide Anregungs-
strahlen kolinear in ein Objektiv eingekoppelt werden
(Abb. 2a). Ein intensives CARS-Signal wird dann in ei-
nem Kegel nach vorne abgestrahlt und kann mit einem
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Beim CARS-Mikroskop sind Pump- und
Stokes-Strahlen parallel und das gestreute
CARS-Signal ladsst sich in Vorwirts- (F-
CARS) und Riickwirtsrichtung (E-CARS)
detektieren (a).?) Die dreidimensionale
Bildgebung der C=C-Streckschwingungs-
mode (ca. 1595 cm™!) lédsst sich anhand
einzelner Polysterolkugeln in einer wiss-
rigen Umgebung demonstrieren: F-CARS-
(b) und E-CARS «y-Bildschnitte (d) einer

340 nm und ca. 1,2

resonante Untergru

spektralen Filter leicht vom Anregungslicht getrennt
werden. Durch das gerasterte Bewegen der Anregungs-
strahlen iiber die Probe oder umgekehrt, durch Bewe-
gen der Probe durch den festen Fokus, lassen sich drei-
dimensionale CARS-Bilder erzeugen (Abb. 2b-2d).

Die beschriebenen Vorteile der CARS-Mikroskopie
kommen besonders bei der Untersuchung lebender
Zellen zur Geltung. Die Abbildung auf S. 31 zeigt die
Aufnahme einer ungefarbten menschlichen Tumorzelle.
Deutlich ist die Membran des Zellkerns zu sehen. Die
in der Membran enthaltenen Fettsduremolekiile lassen
sich iiber die Schwingungen, die zur Streckung des C-
H-Abstandes fiihren und eine Resonanz bei 2900 cm™
besitzen, sichtbar machen. Dabei konnen solche Auf-
nahmen iiber mehrere Stunden an einer Zelle gemacht
werden, da die bendtigten Anregungsleistungen im Be-
reich weniger 100 4W liegen und kein Bleichen auftritt.
Jiingste Fortschritte in der CARS-Mikroskopie erlauben
es, vesikuldren Transport in Zellen mit einer zeitlichen
Auflosung von einem Bild pro Sekunde zu verfolgen.

1
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0,5 um groBen Kugel; F-CARS-xz-Bild-
schnitt durch eine 1 ym groBe Kugel (c).
Die Intensitédtsprofile zeigen, dass sich
mit der CARS-Spektroskopie laterale und
longitudinale Ortsauflésungen von ca.

um erreichen lassen.

Bei der E-CARS-Detektion ist das nicht-

ndsignal der wéssrigen

Umgebung im Vergleich zur F-CARS-
Detektion stark unterdriickt.

2) ,F“ steht hier fiir
Jorward“ und ,E* fiir
Lepi-detected”.
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Uberblick

Ein interessanter Aspekt der CARS-Mikroskopie ist
die Erzeugung des Anti-Stokes-Signals in einer hete-
rogenen Probe von Streuobjekten, die kleiner sind als
die Wellenldnge des Anregungslichts und sich in einem
Medium befinden, das ebenfalls ein nichtlineares Signal
liefert. Bei der Verwendung von stark fokussierten An-
regungspulsen kann dann ein intensives CARS-Signal
auch in Riickwértsrichtung detektiert werden [3]. Die
Erkldarung des Kontrastmechanismus dieser so genann-
ten Epi-Detektion ist im Infokasten ,,CARS-Phasenan-
passung® zu finden. Da in der E-CARS-Konfiguration
sowohl die Anregung der Probe als auch die Detektion
des CARS-Signals mit ein und demselben Mikroskop-
objektiv erfolgt, gleicht der vereinfachte Aufbau eines
E-CARS-Mikroskopes dem eines konventionellen in-
vertierten Fluoreszenzmikroskops und ermdglicht es,
biologische Proben zu untersuchen, die gleichzeitig,
beispielsweise mit Mikroelektroden, manipuliert wer-
den sollen.

Wegen der Nichtlinearitdt des CARS-Prozesses be-
notigt man hohe Anregungsfeldstédrken fiir die Signal-
erzeugung, wie sie sich mit kurzen Laserpulsen leicht
erreichen lassen. Das grof$te Problem besteht darin, die
beiden ultrakurzen Laserpulse mit einer Genauigkeit
von wenigen hundert Femtosekunden zu synchroni-
sieren. Dies ist am einfachsten rein optisch moglich,
indem man beide Anregungspulse von einem gemein-
samen Pumppuls ableitet. Dieses Vorgehen wurde mit
optisch parametrischen Verstdarkern und Oszillatoren
und neuerdings mit einem Weilichtkontinuum aus ei-
ner Glasfaser gezeigt. Inzwischen gelingt es aber auch,
zwei unabhédngige Titan-Saphir-Laseroszillatoren elek-
tronisch ausreichend stabil fiir die CARS-Mikroskopie
zu synchronisieren. Fiir die Antwort auf die Frage, wel-
che Pulsdauern in der CARS-Mikroskopie ideal sind,
muss man sich noch einmal die Faktoren in Erinnerung
rufen, die die Stdrke der induzierten Polarisation be-
stimmen. Einerseits soll die Feldstdarke und damit die
Pulsenergie moglichst groR sein, andererseits aber die
spektrale Breite der Pulse moglichst klein, um haupt-

sdchlich die Resonanz anzuregen und nur wenig des
fast frequenzunabhédngigen nicht resonanten Signals zu
erzeugen. Allerdings ist die spektrale Breite sehr kurzer
Pulse viel groRRer als die einer typischen Schwingungs-
resonanz (wenige cm™). Im Experiment wihlt man
deshalb einen Kompromiss. Die Pulsdauern der Anre-
gungsstrahlen sollen dabei fiir die effiziente Erzeugung
eines CARS-Signals méglichst kurz sein, doch nicht so
kurz, dass die spektrale Breite der Pulse groRer als die
der Schwingungsresonanz wird. Dies wurde mit Pump-
und Stokes-Pulsen im Pikosekundenbereich, aber auch
mittels der spektralen Fokussierung eines identisch
gechirpten Femtosekunden-Pulspaares erreicht (vgl.
Infokasten ,Femto- oder Pikosekundenpulse ?)

Zugang zu chemischen und physikalischen

Strukturinformationen

Die CARS-Mikroskopie ermdglicht sowohl eine
hohe rdumliche als auch eine hohe spektroskopische
Auflosung. Damit erhélt man Zugang zu chemischen
und physikalischen Strukturinformationen von Objek-
ten mit Volumina unterhalb eines Femtoliters in einer
komplexen Probenumgebung. Dies soll im Folgenden
fiir verschiedene spektroskopische Umsetzungen der
CARS-Mikroskopie vorgestellt werden.

CARS-Mikrospektroskopie in der Frequenzdomdine

Mochte man eine Verbindung iiber ihr Schwingungs-
spektrum identifizieren, so reicht es oft nicht aus, nur
eine Resonanz zu beobachten. Um ein CARS-Spek-
trum mit den oben beschriebenen schmalbandigen
Anregungstechniken aufzunehmen, ist jedoch das
sequentielle Abfragen der Wellenldnge nétig. Ein sol-
ches Vorgehen ist zeitaufwédndig und anfillig fiir Fehler
durch Fluktuationen der Anregungslaser. Quantitative
Unterschiede in einem CARS-Spektrum lassen sich
damit kaum verfolgen. Dieses Problem umgeht die Mul-
tiplex-CARS-Mikrospektroskopie. Dabei werden mit
jedem Paar von einem spektral schmalen Pump- und
einem breiten Stokes-Puls mehrere Raman-Resonan-

Die CARS-Phasenanpassung mit stark fokussierten Laserfeldern: Konsequenzen fiir den Bildkontrast

Fiir die effiziente Erzeugung
des CARS-Signals muss die
Phasenanpassungsbedingung
7/|Ak| >1 erfiillt werden.
Dabei ist Ak = kyg—(2kp— kg)
die Fehlanpassung der
Wellenvektoren des Pump-
(kp), Stokes- (kg) und Anti-
Stokes-pulses (k,g) mit |k;| =
2nn/A; (i =p, S, AS). L ist die
effektive Wechselwirkungs-
lange und 7 der Brechungs-
index des nichtlinearen
Mediums. Damit wirkt der
Betrag der Fehlanpassung
wie ein Filter fiir Streuob-
jekte bestimmter GroRe, fiir
die ein CARS-Signal erzeugt
werden kann. |Ak| wird aber
durch die Geometrie fiir die
Ausbreitungsrichtungen der
Anregungsstrahlen und des
abgestrahlten CARS-Feldes
bestimmt. Abb. (a) zeigt die
Wellenvektordiagramme
entlang der optischen Achse
fiir die kolineare Anregung
in der F- und E-CARS-Kon-
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figuration des Aufbaus in
Abb. 2a. Im Fall von F-CARS
gilt kyg ~ (2kp- kg), womit
die Phasenanpassungsbedin-
gung immer erfiillt ist, d. h.
|AK|~ 0. Fiir E-CARS gilt
jedoch kg ~ —(2kp- kg), Wo-
raus sich eine betrdchtliche
Fehlanpassung von |[Ak|~

a b
F-CARS
ky ]kAs |k~ 0
ky Tks

nichtlinearen Medium mit
28}, (z.B. Losungsmittel) be-
finden, alleine aufgrund ihrer
verschiedenen Wechselwir-
kungsldngen auch verschie-
den starke CARS-Signale.
Dies ist qualitativ in Abb. b
und c dargestellt, die die vom
Objekt bzw. vom Losungs-

E-CARS

kakAS |Ak|=%: ks| .

ky| | ks kp

2|kyg| = 4nm/A g ergibt [3].
In heterogenen Proben er-
zeugen Objekte, die auf einer
sub-Mikrometerskala unter-
schiedliche Suszeptibilitdten
)(f)%)j, Formen und Dimensio-
nen haben und sich in einem

mittel abgestrahlten CARS-
Felder als horizontal bzw.
vertikal schraffierte Pfeile
zeigt. In der F-CARS-Geo-
metrie ist das CARS-Feld des
Objektes dem wegen der gro-
Reren Wechselwirkungsldange
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viel starkeren CARS-Signal
des Mediums koharent iiber-
lagert. Das Resultat ist ein
geringer Kontrast im CARS-
Bild des Objektes (Abb. 2b).
Im Gegensatz dazu erlaubt
die E-CARS-Detektion eine
Bildgebung mit viel besserem
Kontrast, da das E-CARS-Si-
gnal des Mediums aufgrund
destruktiver Interferenz ver-
schwindet. Das gilt nicht fiir
das E-CARS-Signal des Ob-
jektes, wenn dessen GroRe
vergleichbar zur Anti-Stokes-
wellenldange ist. Dann tragt
nur das Objekt zum Bildkon-
trast bei (Abb. 2d). Ein wei-
terer Kontrastmechanismus
in der E-CARS-Detektion
beruht auf der Symmetrie-
brechung in der Fokalebene
[11]. Abb. c zeigt, dass dies
an ausgedehnten Grenz-
flachen von Bereichen mit
verschiedenen nichtlinearen
Suszeptibilitdten der Fall ist.



zen iiber einen weiten Frequenzbereich gleichzeitig
angeregt. Das entstehende breite CARS-Spektrum kann
leicht mit einem CCD-Zeilendetektor aufgenommen
werden. Wéhrend die Bandbreite des Pumppulses die
spektrale Auflosung der Messung festlegt, bestimmt
die des Stokes-Pulses die spektrale Breite des CARS-
Spektrums. Experimentell wurde die Multiplex-CARS-
Mikrospektroskopie bislang mit zwei elektronisch
synchronisierten Ti:Saphir-Oszillatoren durchgefiihrt,
welche transform-limitierte ps-Pumppulse und fs-
Stokes-Pulse erzeugen. Unlédngst gelang es aber zu zei-
gen, dass breite Spektralbereiche sowohl mit einer ein-
zelnen fs-Pulsquelle und dem Weilflichtkontinuum aus
einer Glasfaser als auch mit sehr kurzen und deshalb
spektral breitbandigen fs-Pulsen zugénglich sind.

Wie die CARS-Mikroskopie, so ldsst sich auch die
Multiplex-CARS-Mikrospektroskopie mit einer polari-
sationssensitiven Detektion kombinieren. Damit gelingt
es, den nichtresonanten Untergrund zu unterdriicken,
die Depolarisationsverhiltnisse der Raman-Banden zu
bestimmen und iiberlappende Raman-Banden aufgrund
der Unterschiede in ihren Symmetrieeigenschaften
aufzulosen. Dies ist exemplarisch in Abb. 3 fiir das
CARS-Spektrum eines einzelnen, aus mehreren Li-
pidmembranen aufgebauten, Vesikels aus DSPC® im
Bereich der C-H-Streckschwingungen gezeigt [4]. Das
Raman-Spektrum von Lipidmembranen besteht aus
einer Vielzahl von iiberlappenden Banden, deren rela-
tiven Intensitdten stark vom Grad der Hydratisierung,
der Packungsdichte und der Ordnung der Lipidketten
abhdngen. Die spektrale Sensitivitdt im Hinblick auf
die Lipidumgebung erlaubt es, den thermodynamischen
Zustand von Phospholipid-Doppelschichten inner-
halb eines Lipidmembransystems zu beobachten. Bei
Raumtemperatur befinden sich die DSPC-Lipidvesikel
in der Gelphase. Die symmetrischen und antisymmet-
rischen Streckschwingungen in den Methylengruppen
(CH,) der Fettsduremolekiile (vgl. Abb. 3) bestimmen
das Spektrum. Die Polarisationseigenschaften dieser
Raman-Moden des im CARS-Bild gekennzeichneten
DSPC-Vesikels lassen sich direkt aus den CARS-Spek-
tren ablesen, die bei unterschiedlichen Polarisationsori-
entierungen des Analysators im Detektionsstrahlengang
aufgenommen wurden. Ist der Analysator senkrecht zur
Polarisation des Pumpfeldes orientiert, dann dominiert
die Intensitét der »,(CH,)-Bande und die v,(CH,)-
Bande verschwindet. Ist andererseits der Analysator
parallel zur Polarisation des Pumpfeldes ausgerichtet,
so wird die v,(CH,)-Bande deutlich stdrker. Inzwischen
gelang es sogar, Multiplex-CARS-Spektren von einzel-
nen Lipidmonolagen aufzunehmen. Dies erlaubt das
Studium der chemischen und physikalischen Struktur
einzelner Vesikel [5].

CARS-Mikrospektroskopie in der Zeitdomdne

Molekulare Schwingungsfrequenzen und Relaxa-
tionsprozesse lassen sich auch analysieren, indem
man kohédrente Oszillationen und das Abklingen eines
CARS-Signals in der Zeitdoméne misst. Diese Experi-
mente liefern grundsétzlich die gleichen Informationen,
da sie iiber eine Fourier-Transformation mit denen in
der Frequenzdoméne verkniipft sind. Jedoch ldsst sich
mit der CARS-Mikrospektroskopie in der Zeitdoma-
ne auch der freie Raman-Induktionszerfall als freie
Entwicklung des molekularen Systems beobachten
und die nicht resonanten und resonanten Beitrdage
zum CARS-Signal voneinander trennen. Wahrend das
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nicht-resonante Signal instantan abklingt, relaxieren

die schwingungsresonanten Beitrdge zum freien Induk-
tionszerfall in der kondensierten Phase innerhalb weni-
ger Pikosekunden. Um dies zu beobachten, muss in der

Uberblick

CARS-Mikrospektroskopie mit drei
fs-Anregungspulsen verschiedener
Frequenzen gearbeitet werden [6].
Statt wie bisher zwei Pumpphoto-
nen geht nun ein Pump- und ein
Probephoton in die Photonenbilanz
ein. Die Pulspaare der sich zeitlich
iiberlappenden Pump- und Stokes-
Felder polarisieren wie bisher die
Probe. Die Relaxation der induzier-
ten Polarisation wird nun mit der
Streuung des dritten Probepulses
nach einer Zeitverzogerung 7 ab-
gefragt. Eine Messung des Raman-
Induktionszerfalls besteht dann in
der Aufnahme des Anti-Stokes-Sig-
nals als Funktion der Verzdgerung
von Pump- und Probepuls.

Die Messung des freien Raman-
Induktionszerfalls einer mikrosko-
pischen Probe mit zeitaufgeloster
CARS-Mikrospektroskopie ist im
Folgenden am Beispiel einer einzel-

| e
= & parallel
Z 02 '\ ===~ senkrecht
g | i
= l’ 1
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Raman-Verschiebung in cm-!
Abb. 3:

Durch polarisationssensitive Multiplex-
CARS-Mikrospektroskopie lidsst sich

an einem multilamellaren Lipidvesikel
(oben) die symmetrische v{(CH,) bzw.
antisymmetrische C-H-Streckschwingung
v,(CH,) bei 2847 bzw. 2882 cm™' selektiv

nen 1 ym groRen Polystyrolkugel detektieren [4].

in wassriger Umgebung dargestellt.

Abbildung 4 zeigt die gemessenen freien Raman-
Induktionszerfille bei Fokussierung auf die Kugel
sowie in die wissrige Losung bei einer eingestellten
Raman-Verschiebung von 3054 cm™!. Aufgrund der gro-
Ren Spektralbreite der Femtosekunden-Anregungspulse
werden eine Vielzahl von sich iiberlappenden Schwin-
gungsmoden in der Polystyrolkugel kohdrent angeregt.

o

=

(=3
~

= Wasser
o Polystyrolkugel (1m)

(—CH CH, —)
n

CARS-Signal in bel. Einh.

Signal

3
2
14
0

01 2 3 4 5 6 0 1

xin ym

Abb. 4:

Zeitlich und ortlich aufgelostes CARS-Signal einer 1 ym grofen
von Wasser umgebenen Polysterolkugel bei einer Raman-Ver-
schiebung im Bereich der aromatischen C-H-Streckschwingun-
gen um 3054 cm™:

» a) Gemessene und simulierte (Linien) Zeitabhdngigkeit des
freien Raman-Induktionszerfalls bei Fokussierung auf die Poly-
styrolkugel (o) und in die umgebende Losung (m).

» b) CARS-Bilder mit zugehorigen Intensitidtsprofilen, auf-
genommen bei zwei Zeitverzogerungen, 7 = 0 und 7 = 370 fs,
zeigen die vollstindige Ausloschung der nichtresonanten Unter-
grundbeitrige des Wassers sowie des Objektes zum Bildkontrast
bei t = 370 fs [6].
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3) 1,2-Distearoyl-sn-Gly-
cero-3-Phosphocholin
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Uberblick

4) engl. chirp = zwit-
schern; ein lautmaleri-
scher Ausdruck fiir das
zeitliche Auseinander-
laufen der Frequenzkom-
ponenten eines Pulses
aufgrund der Dispersion
der Gruppengeschwin-
digkeit

36

Sie tragen alle zum gemessenen freien Raman-Induk-
tionszerfall bei. Die Abklingkurve ist durch einen an-
fanglichen schnellen Abfall der Antwortfunktion des
Gerdts und einen anschlieBenden exponentiellen Abfall
mit einer Zeitkonstante von 380 fs gekennzeichnet.
Diese spiegelt die schnellste Komponente aller Depha-
sierungsprozesse wider und kann der Raman-Resonanz
bei 3035 cm™! mit einer Linienbreite von 15,4 cm™!
zugeordnet werden. Wie die CARS-Mikrospektroskopie
in der Zeitdomaéne fiir die Erhohung des Bildkontrastes
eingesetzt werden kann, ist an denselben Polystyrol-
kugeln fiir zwei Zeitverzdgerungen gezeigt (Abb. 4b)

CARS-Korrelationsspektroskopie von

Diffusionsdynamik

Neben Anwendungen in der Bildgebung werden
optische Mikroskopietechniken zunehmend fiir die
Untersuchung von Diffusionsprozessen mit Methoden
der Fluktuationsspektroskopie kombiniert. Bekannte
Beispiele sind die dynamische Lichtstreuung (DLS)
und die Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS).
Allgemein werden dabei Signalfluktuationen detektiert,
die von der Diffusion einzelner Partikel oder Molekiile
durch ein kleines Detektionsvolumen herriihren. Die
Kombination der Struktur- und Dynamikinformation
der Korrelationsspektroskopie mit chemischem Kon-
trast und einer hohen Detektionsensitivitédt gelang erst-
mals unter Verwendung der CARS-Mikroskopie. Die
CARS-Korrelationsspektroskopie (CARS-CS) ist dabei
vorrangig auf die Messung von Fluktuationen der Teil-
chenzahl beschriankt, die durch die Diffusion von Ra-
man-Streuern durch das offene Beobachtungsvolumen
von etwa einem Femtoliter auf der Mikrosekunden- bis
Sekundenzeitskala verursacht werden. Es ist wichtig,
dabei das nicht-resonante CARS-Signal zu unterdrii-

cken, da es aufgrund seiner fehlenden molekularen Se-
lektivitdt den Fluktuationskontrast verschlechtert. Aus
diesem Grund wird die CARS-CS im Allgemeinen mit
Detektionstechniken kombiniert, welche eine effiziente
Unterdriickung des nicht-resonanten CARS-Signals
erlauben, wie mit epi-detektiertem, polarisations-
kontrolliertem oder zeitverzogertem CARS.

Experimentell werden in der CARS-CS-Photonen-
detektionsereignisse als Funktion der Zeit registriert.
Abbildung 5 zeigt dies fiir eine Messung von frei dif-
fundierenden Polystyrolkugeln in wassriger Losung.
Bei konstanten Anregungsintensitdten und einem
unverdnderten Beobachtungsvolumen fluktuiert das
CARS-Signal (Abb. 5a), da die Teilchenzahl um einen
Mittelwert fluktuiert. Zur Analyse modelliert man die
Autokorrelationsfunktion unter Beriicksichtigung der
stochastischen Teilchenzahlfluktuationen sowie des
Mechanismus der CARS-Signalerzeugung (Abb. 5b).
Uber die Anfangsamplitude der Autokorrelationsfunk-
tion wird dann die mittlere Partikelkonzentration be-
stimmt. Die Diffusionszeit 7, erlaubt die Berechnung
des lateralen Diffusionsparameters, aus dem sich iiber
die Stokes-Einstein-Beziehung die Partikelgrof3e oder
die mikroskopische Viskositdt ermitteln lassen [7].

Der Vorteil der CARS-CS gegeniiber der DLS oder
FCS besteht in ihrer chemischen Selektivitét fiir Spe-
zies in ihrem nativen Zustand. Damit ist die CARS-CS
von speziellem Interesse in Untersuchungen, in denen
eine Markierung des Systems nicht mdglich oder nicht
erwiinscht ist. Dies ertffnet nicht nur die Moglichkeit,
die dreidimensionale Verteilung der Diffusionskoeffizi-
enten beispielsweise in lebenden Zellen zu verfolgen,
sondern auch die spezifische Wechselwirkung einzelner
Komponenten innerhalb eines komplexen Systems, wie
z.B. Aggregationsprozesse zu beobachten. Im Vergleich

Die Wahl der Anregungsquelle: Femto- oder Pikosekundenpulse?

Raman-Moden konnen mit
Pump- und Stokespulsen von
etwa 5 ps Pulsdauer (Abb.
a), die z. B. von zwei elek-
tronisch-synchronisierten
Ti:Saphir-Oszillatoren [12]
stammen, selektiv angeregt
werden. Es wurden aber
auch neue Anregungstech-
niken entwickelt, die eine
schmalbandige Anregung
mit gebrduchlichen fs-Laser-
systemen ermoglichen. So
lasst sich eine hohe spektrale
Auflosung von wenigen cm™
erzielen, wenn breitbandige
Pump- und Stokes-Pulse mit
einen identischen linearen
Chirp* versehen werden
(Abb. b) [13].

Die Abbildung veran-
schaulicht die prinzipiellen
Unterschiede und Analogien
zwischen beiden Anregungs-
methoden anhand der Fre-
quenz-Zeit-Abhéngigkeiten
fiir die Pump-, Stokes- und
CARS-Pulse bei den Mit-
tenfrequenzen wp (blau), wg
(rot) und w,g (griin) sowie
fiir die selektive Anregung ei-
ner Raman-Resonanz bei der
Raman-Verschiebung op - og
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(grau): Bei der Anregung mit
transform-limitierten ps-Pul-
sen ist aufgrund der geringen
spektralen Pulsbreiten eine

a Anregung
mit ps-Pulsen

Frequenz

ein ps-Puls. Die Selektion
einer um AQ verschobenen
Raman-Resonanz erfolgt ein-
fach durch die Verstimmung

b ,spektrale Fokussierung*
mit gechirpten fs-Pulsen

—_—

schmalbandige Anregung
einer Schwingungsmode ge-

wihrleistet. Das abgestrahlte
CARS-Feld ist dann ebenfalls

Zeit

der Stokes-Laserfrequenz
um den gleichen Betrag. Bei
der Anregung mit spektral

breiten fs-Pulsen werden ihre

Frequenzkomponenten zuvor
zeitlich gestreckt. Die Pul-
se sind dann gechirpt, und
niedrige Frequenzen folgen
hohen. Ist die zeitliche An-
derung der Pulsfrequenzen
fiir Pump- und Stokes-Puls
gleich, so ldsst sich die ge-
samte Pulsenergie in ein
enges Frequenzband fokus-
sieren, da die instantane Fre-
quenzdifferenz op - wg der
beiden Anregungspulse iiber
die gesamte Pulsldnge gleich
bleibt (,spektrale Fokussie-
rung®). Wahrend der Fre-
quenzabstand und damit die
abgefragte Resonanzfrequenz
konstant bleiben, dndert sich
die Frequenz des CARS-
Signals kontinuierlich, und
ein fs-CARS-Puls mit identi-
schem und parallelem Chirp
wird abgestrahlt. Die Selek-
tion einer um A€ verschobe-
nen Raman-Resonanz erfolgt
hier tiber die Einstellung ei-
ner entsprechenden Zeitver-
zogerung At, zwischen den
Pump- und Stokes-Pulsen.
Die verschobenen Pulse sind
in beiden Methoden jeweils
schraffiert dargestellt.
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zur FCS beruht der grofSte Nachteil der CARS-CS da-
bei auf der geringeren Nachweisempfindlichkeit. Wah-
rend mit Fluoreszenzanregung Einzelmolkiilsensitivitat
erreicht wird, beruht CARS-CS auf der kohdrenten Ver-
starkung von Tausenden von Raman-Moden, die erst zu
einem detektierbaren Signal beitragen.

Zukiinftige Entwicklungen

In den letzten Jahren gelang es zu zeigen, dass die
CARS-Mikroskopie eine hoch sensitive Methode ist,
die die Abbildung molekularer Schwingungen erlaubt.
Mit diesen Bildern kann eine Fiille von chemischen
und physikalischen Eigenschaften innerhalb eines Pro-
bevolumens mit der Grole eines Femtoliters dargestellt
werden. Eine detailiertere Zusammenfassung der the-
oretischen und experimentellen Grundlagen sowie des
gegenwadrtigen Stands der Technik in der CARS-Mikro-
skopie ist in den Referenzen [8, 9] zu finden. Das sehr
breite Interesse, welches die CARS-Mikroskopie gerade
weckt, ist in der Moglichkeit begriindet, chemische
Selektivitdt ohne vorherige Anfarbung von Proben zu
erreichen. Dabei werden wesentliche Beschrdankungen
vorhandener Techniken, wie die schlechte raumliche
Auflosung der IR-Mikroskopie und die fiir die Ra-
man-Mikroskopie nétige hohe Bestrahlungsintensitiit,
vermieden. Daraus ergibt sich ein groRes Potenzial fiir
die Anwendung der CARS-Mikroskopie in materialwis-
senschaftlichen und biomedizinischen Fragestellungen.
Aus physikalischer und technologischer Sicht ist die
CARS-Mikroskopie wiederum hoch interessant, da sie
sich in idealer Weise fiir die Erprobung und Anwen-
dung neuer Phdnomene in der Kohdrenzspektroskopie
auf einer nanoskopischen Lidngenskala und neuartiger
kohédrenter Anregungstechniken eignet. Eine solche Va-
riante der CARS-Mikroskopie beruht auf dem Einsatz
kohédrenter Kontrolltechniken [10]. So ldsst sich z.B.
eine selektive Anregung einer bestimmten Raman-Mode
iiber die periodische Modulation der spektralen Phase
innerhalb der Bandbreite eines einzelnen Femtosekun-
denpulses erreichen. Solche Techniken zeigen ebenso
Moglichkeiten einfacher und effizienter Anregung auf,
wie sie auch neuartige Anwendungsfelder erschlieRen.

In der nédchsten Zukunft sind fiir die CARS-Mikros-
kopie vor allem die folgenden Entwicklungen zu er-
warten: Auf der apparativen Seite besteht ein Interesse
daran, ein moglichst einfaches, robustes Lasersystem
zur Anregung zu verwenden. Dieses soll einen brei-
ten spektralen Bereich erschlieBen und zur Erhéhung
der Selektivitdt die simultane Beobachtung mehrerer
Schwingungsresonanzen erlauben. Besonders vielver-
spechend sind in dieser Hinsicht sowohl eine neue
Generation von Pikosekundenlasern als auch die Er-
zeugung von kurzen WeiRlichtpulsen in Glasfasern.
Damit eignet sich die CARS-Mikroskopie zur selekti-
ven Darstellung bestimmter Molekiile in komplexen
Proben. Auf der Anwendungsseite werden gerade erste
auf biologische Probleme fokussierte Experimente
durchgefiihrt. Besonders interessant ist hier, dass sich
die CARS-Mikroskopie wegen der Moglichkeit, Infra-
rot-Laser zur Anregung zu verwenden, die nur schwach
von Zellgewebe gestreut werden, hervorragend fiir An-
wendungen in der Mikroskopie von Gewebeschnitten
eignet. Hier 6ffnet sich durch die Moglichkeit, an un-
gefdrbten, vitalen Proben Mikroskopie mit molekularer
Selektivitdt durchfiihren zu kénnen, ein breiter Hori-
zont an bisher nicht méglichen Untersuchungen.
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Abb. 5:

» a) Typische CARS-Signalfluktuationen,
wie sie bei der Brownschen Diffusion
kleiner Partikel, hier eine wissrige Sus-
pension von Polystyrolkugeln (Durch-
messer 110 nm) erhalten werden. Der
CARS-Kontrast beruht auf den Atmungs-
schwingungen der Benzolringe bei einer
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wissrigen Suspension von Polystyrol-
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