Kapitel 1

Superaufgeloste
Femtosekundenlaser-Nanochirurgie von Zellen

In diesem Kapitel werden Femtosekundenlaser-Nanochirurgie-Experimente an fluores-
zenzmarkierten Strukturen in Zellen mit einem rdumlich superaufgelosten Laserstrahl
vorgestellt. Die Strahlgrofle im Fokus ldsst sich durch die Superauflésung verringern
und damit die Prézision von Schnitten in der Nanochirurgie erhdhen [Posl11].

1.1 Grundlagen

In diesem Abschnitt werden die Grundlagen der Bildgebung und Bearbeitung von biolo-
gischem Gewebe mit Femtosekunden-Laserpulsen und die theoretischen Ergebnisse der
Strahlformung von rédumlich superaufgelosten Laserstrahlen vorgestellt.
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Eine sehr kleine laterale Ausdehnung des verdnderten Volumens ist notwendig, um
Kollateralschédden in der Ndhe des Laserfokus zu minimieren und die langfristige Via-
bilitdt der Zellen zu sichern. In dem Regime geringer Elektronendichten wird kaum
thermische oder mechanische Energie in das umgebende Medium tibertragen [Vog05;
Kuel0]. Durch die Nutzung von Mikroskopobjektiven mit hoher NA und Laserpulsener-
gie in der Ndhe der Ablationsschwelle ist daher die laterale Ausdehnung des verdnderten
Materials auf weniger als einen Mikrometer eingegrenzt. [KRF01; Vog05; Kuel0]. Diese
beugungsbegrenzte Auflésung kann durch eine Technik verbessert werden, die allgemein
als Superauflosung (Superresolution) bezeichnet wird [SM9I7].

1.1.1 Superauflésung

Im Rahmen der Bildgebung bezieht sich der Begriff Superaufléosung auf jede Tech-
nik, welche die Auflésung eines bildgebenden Systems iiber den beugungsbegrenzten
Wert hinaus verbessert [Hec01]. Superauflosung wird erreicht durch Verdnderung der
transversalen Phasen- oder Amplitudenverteilung des Laserstrahls. Sie wurde in vielen
Anwendungen wie der konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie [Boy02; Jua03; GHRO5]
oder der optischen Datenspeicherung [Cox84; SK96; WH99| erfolgreich eingesetzt. Fiir
die Strahlformung wird ein Phasen- oder Amplitudenfilter vor die Austrittsblende des
optischen Systems (hier des Mikroskopobjektivs) platziert, wie in Abbildung 1.1 darge-
stellt.

Laserstrahl Phasenfilter Objektiv superaufgeldster Fokus

Abbildung 1.1: Strahlausbreitung durch Phasenfilter und Mikroskop Objektiv.

In den ersten Ansdtzen wurden diese Filter umgesetzt durch die Blockierung des
Lichts in konzentrischen ringférmigen Zonen [Cox84]. In spéteren Arbeiten wurde pri-
mér das Design von reinen Phasenfiltern aufgrund der besseren Transmission unter-
sucht [And92; WGO01; Jua04; LY J06; Liu08]. Diese Phasenfilter beruhen auf zwei oder
mehr ringférmigen Zonen mit wechselweiser Phasendifferenz von 7. Die Reduktion der
Strahlgrofle ist typischerweise begleitet von einer Ausdehnung der Fokuslinge (depth of
focus, DOF') [Liu08; WGO1]. Reine Phasenfilter haben den Vorteil, dass sie sich in opti-
schen Phasenformern, wie verformbaren Spiegeln (deformable mirrors) oder raumlichen
Strahlformern, dynamisch umsetzen lassen. Dariiber hinaus lassen sie sich als statische
Phasenmasken in Glas fertigen [WH99; LYJ06]. Der Aufbau, der in dieser Arbeit ver-
wendeten Phasenfilter und die daraus resultierende Ergebnisse fiir die Superauflésung
werden als néchstes vorgestellt.
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1.1.2 Superauflésung mit Ringphasenfiltern

Die in dieser Arbeit verwendeten Phasenfilter bestehen aus drei ringférmigen Zonen
mit einer Phasendifferenz von m zwischen benachbarten Zonen, wie dargestellt in Ab-
bildung 1.2. Dieser Filter ist definiert durch die Radien r, und rp mit 0 < r, <r, <1
sowie der Phasenringbreite Ar = 1y, — r,, jeweils normiert auf die maximale Apertur
(siehe Abbildung 1.2). Die Leistungsfahigkeit von Superauflosungsfiltern wird anhand
der Punktspreizfunktion (point spread function, PSF') beschrieben. Diese Funktion gibt
an, wie eine Lichtquelle in einem Mikroskopsystem auf die Fokusebene abgebildet wird.
Im Rahmen der skalaren Beugungstheorie entspricht sie daher der fouriertransformier-
ten der Lichtquelle an der Austrittsblende des Mikroskopobjektivs (siche Abschnitt 7).
Abbildung 1.3 zeigt den Querschnitt durch die PSF fiir einen unverdnderten und einen
superaufgelosten Strahl. Aus dieser Darstellung lassen sich drei Faktoren zur Quan-
tifizierung der Superauflésung ableiten: die Strahlgréfie G, Spitzenintensitdtsabfall S
(Strehl-Faktor) und die Hohe des ersten Nebenmaximums M. Der Strehl-Faktor S ist
definiert als das Verhéltnis der Spitzenintensitdt der superaufgelosten PSE zur Spit-
zenintensitidt des ungeformten Strahls. Der Faktor M gibt die Hohe des ersten Neben-
maximums normiert auf die Spitzenintensitdt (S) an. Die Strahlgréie G wird hierbei
definiert durch den Radius, bei dem die zentrale Spitzenintensitit einer superaufgelésten
PSF auf null abgefallen ist, normiert auf den entsprechenden Radius eines ungeformten
Intensitatsprofils [SM97]. Bei dem unverdnderten Gaufistrahl entspricht der Nullpunkt
dem Minimum zum néchsten Beugungsring, welcher aufgrund der Beugung an der kreis-
formigen Apertur des Mikroskopobjektivs entsteht. Bei den superaufgeldsten Strahlen
entstehen die Nebenmaxima aufgrund der zusétzlichen Beugung an der Phasenmas-
ke. Fiir eine Verbesserung der Superauflosung sind niedriger G-, hohe S- und geringe
M-Werte von Vorteil.
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Abbildung 1.2: Aufbau der Pha- Abbildung 1.3: Beispiel fiir die Intensitatsver-
senmaske und Definition der Radien teilung in der Fokusebene fiir einen unverander-
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Typische Beispiele fiir die Entwicklung des Fokusvolumens in Abhéngigkeit der Pha-
senringbreite Ar sind anhand von Querschnitten in der z-y- und z-z-Ebene in Abbil-
dung 1.4 dargestellt. Mit steigendem Ar verringert sich die Strahlbreite in der z-y-
Ebene, bei gleichzeitiger Vergroferung der Fokusldnge in der z-z-Ebene. Diese Quer-
schnitte wurden fiir eine NA 0,8 mit dem vektoriellen Debye-Integral berechnet, siehe
Abschnitt ?7.
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Abbildung 1.4: Querschnitte des Fokusvolumens in der z-y-Ebene (oben) und der z-z-
Ebene (unten) fiir verschiedene Phasenringbreiten Ar mit r, = 0,16. Die Querschnitte
wurden im Rahmen der nichtskalaren Beugungstheorie fiir eine Fokussierung mit NA 0,8
nach der Debye-Naherung berechnet, sieche Gleichung (?7).

Um die bestmoglichen Werte der Radien 7, und 71, zu bestimmen, wurden die Ergeb-
nisse fiir G, S und M fiir den gesamten Parameterraum berechnet. Die Werte wurden
iiber die Gleichung (?7), der Ndherung der Fresnel-Gleichung fiir radialsymmetrische
Probleme, berechnet, da ein Vergleich mit den Ergebnissen der vektoriellen Theorie
keine Unterschiede zeigte. Innerhalb dieses Parameterraums ergibt die Auswertung fiir
Radien r, < 0,3 und r, < r, < 0,4, also im Bereich kleiner Radien, die besten Ergeb-
nisse. Fiir die weiteren Untersuchungen wurde r, auf 0, 16 festgelegt und das Verhalten
an dieser Stelle fiir eine Variation von Ar untersucht.
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