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Kurzreferat

Pump-Probe-Elastographie

Untersuchung des Einflusses der Pulsenergie auf die
Ausbreitungsgeschwindigkeit und Detektierbarkeit
akustischer Wellen

Krebs ist die zweit hdufigste Todesursache in Deutschland. Seine frithzeitige Detektion
ist wichtig fiir eine erfolgreiche Behandlung. Die Detektion und Charakterisierung
der Tumore kann unter anderem anhand ihrer mechanischen Eigenschaften erfolgen.

Die Pump-Probe-Elastographie (PPE) ist eine neue und vielversprechende Methode
um die mechanischen Eigenschaften von Gewebe durch optische Anregung und
Detektion der dadurch entstehenden akustischen Wellen zu charakterisieren.

In dieser Arbeit wurde ein PPE-Mikroskop aufgebaut und anschliefsend untersucht,
wie die Wellenfronten moglichst deutlich sichtbar werden und welchen Einfluss die
Pulsenergie auf die erzeugten Wellen hat. Dies geschah anhand zweier Proben — Wasser
und Glas. Beide sind transparent und bieten daher auch die Moglichkeit der Messung
im Volumen. Wasser unterscheidet sich zudem von Glas, da es kompressibel ist und
somit die Entstehung von Stofiwellen erlaubt. In Glas wiederum kénnen nicht nur
Longitudinalwellen, sondern auch Transversalwellen und Rayleigh-Wellen entstehen.

Als Ergebnis dieser Arbeit wird gezeigt, dass die Messergebnisse in Wasser abhéngig
von der Pulsenergie sind, denn die entstehenden Stokwellen breiten sich mit Uber-
schallgeschwindigkeit aus, was bei zukiinftigen Messungen mit Zellgewebe zu beachten
ist. In Glas hat die Pulsenergie zwar keinen Einfluss auf die Wellengeschwindigkeit,
jedoch werden die Messungen mit zunehmender Energie deutlicher. Auch ist bei
Messungen im Volumen nur die Longitudinalwelle zu sehen. Misst man jedoch auf
der Glasoberfliche, so entsteht auch eine Druckwelle in der Luft, welche wiederum
abhéngig von der Pulsenergie ist. Zuséatzlich ist in einigen Messungen eine weitere
Welle zu erkennen, welche unabhéngig von der Pulsenergie ist und sich im Glas, oder
auf dessen Oberflache ausbreitet.
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Abstract

Pump-Probe-Elastography

Investigation of the influence of pulse energy on the
propagation speed and detectability of acoustic waves

Cancer is the second most frequent cause of death in Germany. Its early detection is
important for successful treatment. The detection and characterization of tumors can
be based on their mechanical properties.

The PPE is a new and promising method to characterize the mechanical properties
of tissue by optical stimulation and detection of the resulting acoustic waves.

In this thesis, a PPE microscope was set up. Subsequently, it was investigated how the
wave fronts become visible as clearly as possible and how the pulse energy influences
the generated waves. This was done with two samples — water and glass. Both are
transparent and therefore offer the possibility to measure in their volumes. Water
also differs from glass because it is compressible and allows the development of shock
waves. In glass, not only longitudinal waves but also transverse and Rayleigh waves
can be generated.

As a result of this thesis it is shown that the measured results in water depend on
the pulse energy.The resulting shock waves propagate at supersonic speed, which has
to be considered for future measurements with cell tissues. The pulse energy has no
influence on the wave velocity in glass, but the measurements become clearer with
increasing energy. When measuring inside the volume, only the longitudinal wave
is visible. However, if the excitation of the waves takes place on the glass surface, a
pressure wave is also generated in the air, which in turn depends on the pulse energy.
In addition, some measurements show another wave, which is independent of the
pulse energy and propagates inside glass or on its surface.
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1 Einleitung

Im Jahr 2016 wurden in Deutschland, laut Schatzung des Robert Koch-Instituts,
etwa 492.000 Krebsdiagnosen gestellt. Krebs ist die zweithdufigste Todesursache in
Deutschland und fiir etwa ein Viertel der jahrlichen Sterbefille weltweit verantwortlich
[1]. Mit Krebs sind hierbei nur die bosartigen Gewebeneubildungen gemeint, soge-
nannte maligne Neoplasie, deren Therapien und Medikamente enorme Fortschritte
machen. Wichtig fiir eine erfolgreiche Behandlung ist allerdings auch die frithzeitige
Detektion. Werden Tumore entdeckt, noch bevor sie anfangen zu metastasieren, so
kann eine Operation schon ausreichen und auf eine Chemotherapie verzichtet werden.
Die Methoden der Detektion sind vielfdltig und haben unterschiedliche Starken und
Schwichen. Nichtinvasive Verfahren sind hierbei unter anderem die Ultraschalldiagno-
stik und die Elastographie. Diese Verfahren funktionieren, da sich die mechanischen
FEigenschaften von Tumorgewebe zum umliegenden gesunden Gewebe voneinander
unterscheiden [2]. Fiir die Pathologie wird jedoch eine andere Form der Diagnose
bendtigt. Mittels der Ultraschalldiagnostik kénnen nur groftere Zellansammlungen,
die zusammen den Tumor bilden erkannt werden. Bei entnommenen Gewebeproben
ist die klassische Histologie mittels Lichtmikroskopie noch immer der Goldstandard,
obwohl inzwischen eine Vielzahl an Mikroskopie-Methoden zur Verfiigung stehen.
Diese unterscheiden sich vor allem in Eindringtiefe und Auflésung voneinander und
konnten fiir die Detektion von Neoplasien und anderen Krankheiten alle sehr hilfreich
sein. Probleme dieser Methoden und Griinde, weshalb solche Mikroskope nur selten
in Krankenh&usern gefunden werden, sind deren Unhandlichkeit und dass sie alleine
gesehen selten einen entscheidenden Mehrwert gegeniiber gewdhnlichen Mikroskopen
bieten.

Fir die Pathologie wére die Messung der mechanischen Eigenschaften kleiner Zellpro-
ben sehr hilfreich. Dies wiirde eine genauere Charakterisierung des Tumorgewebes
zulassen, denn dessen Art hdngt wiederum mit der Elastizitdt der Zellen zusammen
[3].

Dies kann auch schon mittels vorhandener Messsysteme wie dem atomic force micros-
cope (AFM) gemessen werden [4], doch bietet die PPE hierbei einige entscheidende
Vorteile. Sie funktioniert rein optisch und somit beriihrungslos. Zudem ist der Mess-
bereich grofer als nur eine einzelne Zelle (Messung mit dem AFM), aber klein genug,
um die bei einer Biopsie entnommenen Zellproben zu untersuchen, was wiederum mit
der Ultraschallelastographie nicht moglich ist. Auch mittels der Optical Coherence
Eastographie (OCE) kann die Elastizitatskonstante gemessen werden, doch bendtigt
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diese wiederum eine mechanische Anregung und der Messbereich ist deutlich grofier
als der, der PPE.

Die Idee der PPE ist, mittels eines kurzen Laserpulses in der zu messenden Probe
akustische Wellen zu erzeugen und anhand der Wellengeschwindigkeiten die mechani-
schen Eigenschaften zu berechnen. Es konnte gezeigt werden, dass dies anhand von
Hartgewebe moglich ist [5]. Ein grofes Problem dieser Messung ist die Detektion der
gesuchten Wellen, da sich diese nur schwach vom Rauschen des Bildes abheben. Auch
ist bisher nicht bekannt, wie sich die Energie des Laserpulses, mit welchem die Probe
angeregt wird, auf die Messungen auswirkt.

In dieser Masterarbeit liegt daher der Fokus auf der Untersuchung des Einflusses
der Pulsenergie auf die Ausbreitungsgeschwindigkeiten der Wellenfronten und deren
Detektierbarkeit. Hierfiir wird zunéchst ein PPE-Mikroskop aufgebaut. Um dies
auch praktikabel nutzen zu konnen, muss eine Software fiir die Automatisierung der
Bildaufnahme und deren Abspeicherung entwickelt werden. Anschlieffend werden
Messreihen mit den Proben Wasser und Glas durchgefiihrt. Diese Messungen sollen
zu einem besseres Verstindnis der PPE beitragen. Zudem soll gezeigt werden, welche
Methoden der Bildverarbeitung hilfreich sind, um aussagekraftige Messergebnisse zu
erhalten und das Rauschverhalten der Bilder zu verbessern.



2 Material und Methoden

In diesem Kapitel der Masterarbeit wird zunéchst der mechanische Aufbau des PPE-
Mikroskops erklart. Um dieses auch sinnvoll nutzen zu kénnen wurde eine Software
entwickelt, welche die Bildaufnahme und Ansteuerung der einzelnen Komponenten
automatisierte.

2.1 Das PPE-Mikroskop

2.1.1 Pump-Probe Elastographie

Die Idee der Pump-Probe Elastographie ist, mittels eines Lasers Wellen in einem
Medium zu erzeugen und deren Ausbreitungsgeschwindigkeit zu messen, um die
mechanischen Eigenschaften der Probe zu berechnen [6].

Die Messung der Ausbreitungsgeschwindigkeiten soll anhand von Momentaufnahmen
der Wellen erfolgen. Ist die genaue Zeitdifferenz zwischen Erzeugung der Welle und
Momentaufnahme der Welle bekannt, sowie der Ort der Erzeugung und der Ort der
Welle in der Momentaufnahme, so kann die Geschwindigkeit berechnet werden.

Um eine Momentaufnahme zu erhalten, auf welcher eine Welle zu sehen ist, die
sich mit mehreren 1000 m/s ausbreiten kann, benttigt man eine sehr hohe zeitliche
Auflésung. Die Wellenfront muss deutlich erkennbar sein und darf nicht verschwimmen.
Auch die Dauer zwischen der Anregung und dem Entstehen des Bildes muss genau
bekannt sein. Die Probe dauerhaft auszuleuchten und tiber die Kamera den Zeitpunkt
und die Dauer der Aufnahme einzustellen funktioniert aufgrund der verhéltnisméfig
tragen Elektronik nicht. Stattdessen wird die Probe fiir einen kurzen Augenblick von
einem Lichtblitz stark ausgeleuchtet. Dieser kommt vom selben Laserimpuls, der auch
fiir die Anregung der Probe zustidndig ist. Der Laserimpuls wird zu beginn in zwei
Strahlengénge aufgeteilt, den Anrege- und den Abtastpuls. Der Abtastpuls ist fiir
den Lichtblitz zum Ausleuchten der Probe. Verldngert man den optischen Pfad des
Abtastpulses, so vergrofert man auch die Verzogerungszeit zwischen Anregung und
Belichtung.
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2.1.2 Aufbau des PPE-Mikroskops

Die Funktionsskizze des PPE-Mikroskops ist in Abbildung 2.1 zu sehen. Fiir eine
bildlichere Anschauung kann die Abbildung A.1 herangezogen werden. Diese stellt
jedoch nur einen Teil der Skizze dar.

Der Femtosekundenlaser (Spirit 4W, Spectra-Physics [E.1|) emittiert einen einzelnen
Puls mit einer Pulsdauer von 383 Femtosekunden und einer Wellenldnge von 1040
nm. Dieser Laserpuls trifft zunéchst auf einen SHG-Kristall (engl. second harmonic
generation), welcher die Frequenz eines geringen Anteils des Pulses verdoppelt. Es
entsteht somit ein griiner Anteil im Laserpuls mit einer Wellenldnge von 520 nm. Dies
ist notwendig, um den Anregepuls vom Abtastpuls spektral zu trennen. Positiver
Nebeneflekt ist, dass die Quanteneffizienz der verwendeten Kamera zwischen 500
nm und 650 nm mit iiber 55% am grofiten ist, wihrend 1040 nm mit unter 5%
kaum noch detektiert werden kann. Anschliefend werden die Wellenléngenanteile
mittels des dichroitischen Spiegels 1 in einen Strahlengang fiir den Anregepuls (1040
nm) und einen fiir die verzogerte Belichtung, den Abtastpuls (520 nm), getrennt.
Die Enerige des Anregepulses kann nun, iiber die Kombination aus %—Pléittchen
und Polarisationsstrahlteiler 1, eingestellt werden. Mit dem mechanischen Verschluss
kann man nun den Strahlengang blockieren, um Bilder ohne Anregepuls zu erzeugen.
Anschliefiend folgt ein weiterer dichroitischer Spiegel, welcher den Anregepuls auf das
Objektiv reflektiert. Dieses fokussiert den Laser auf bzw. in die Probe.

Der Abtastpuls durchlauft nach dem dichroitischen Spiegel 1 die optische Verzo-
gerungsstrecke. Diese besteht aus einem Retroreflektor, welcher auf einer 60 cm
langen Schiene befestig ist. Durch Verschieben des Reflektors kann die Dauer der
Verzogerung somit um ca. 4 ns verstellt werden. Anschliefsend wird der Abtastpuls
mit der Streulinse (Linse 1, f = -50 mm) und der Sammellinse (Linse 2, f = 200
mm) um sein vierfaches aufgeweitet, wodurch eine grofere Ausleuchtung des Bildes
zustande kommt. Mittels des nun folgenden %-Pléittchens in Kombination mit dem
Polarisationsstrahlteiler 2 kann die Energie der Belichtung eingestellt werden. Die
Linse 3 (f = 200 mm) fokussiert den Abtastpuls auf die Parfokalebene des Objektives
nach dem Prinzip der Kohlerschen Beleuchtung. Bevor er dort jedoch ankommt,
durchlauft er noch ein %—Pléittchen, welches die lineare Polarisation in eine zirkulare
Polarisation &ndert. Der dichroitische Spiegel 2 ldsst den Abtastpuls zum Objektiv
passieren. Dieses fokussiert den Laser nun nicht, sondern kollimiert ihn. Der von der
Linse zunéchst fokussierende und nach der Parfokalebene divergierende Laserimpuls
wird somit vom Objektiv wieder parallel ausgerichtet und leuchtet die Probe aus.
Das von der Probe reflektierte Licht wird nun vom Objektiv wieder aufgefangen,
passiert erneut den dichroitischen Spiegel und wird vom %—Pl'attchen wieder linear
polarisiert, allerdings um 90° gedreht. Dadurch wird der Abtastpuls nun fiir den Pola-
risationsstrahlteiler 2 passierbar. Ein Bandpassfilter sorgt dafiir, dass Umgebungslicht,
Streulicht vom Anregepuls und das Plasmaleuchten grofitenteils unterdriickt werden.
Zuletzt bildet die Tubuslinse den parallelen Strahlengang des Objektives auf dem

Kamerasensor als reelles Bild ab.
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1040 nm

/\ optische Kamera
fs- Laser y N Verzoégerungsstrecke L1
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Abbildung 2.1: Aufbauskizze des PPE-Mikroskops: Der Laserpuls wird in zwei
Strahlengénge aufgeteilt. Der Anregepuls (rot) wird in bzw. auf die Probe fokussiert
und erzeugt die Wellen. Der Abtastpuls (griin) wird verzogert und belichtet die
entstandenen Wellen.

2.1.3 Zeitlicher Ablauf einer Messung

Fiir den Ablauf einer Messung ist eine genaue zeitliche Ansteuerung der Kompo-
nenten erforderlich. Anzusteuern ist der mechanische Verschluss des Anregepulses,
die Kamera und der Laser. Diese drei Komponenten verfiigen jeweils iiber einen
Triggereingang, welche von einem Impulsgenerator (DG645 Digital Delay /Pulse Ge-
nerator, StanfordResearchSystems, Sunnyvale, USA) angesteuert werden. Zusétzlich
verfiigt der Impulsgenerator iiber eine serielle Schnittstelle und wird so {iber einen
Computer konfiguriert und ausgelost. Um die richtigen Zeiten einzustellen, muss ein
genauerer Blick auf die Komponenten geworfen werden.

Der mechanische Verschluss benétigt 19 ms Zeit, zwischen Ankommen des Trigger-
signales und vollstdndigem 6ffnen und 18 ms um nach Abfallen des Triggersignales
wieder zu schliefsen (siehe Abbildung 2.3).

Die Kamera (CS2100M-USB - Quantalux, Thorlabs) besitzt einen Rolling-Shutter.
Dies bedeutet, dass sie zur Belichtung eines Bildes die Pixelzeilen des Sensors nachein-
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ander startet und nicht alle auf einmal, wie es bei einem Global-Shutter der Fall ist.
Zudem wird die Kamera im ,Bulb-Modus “ betrieben. Bei ankommendem High-Signal
des Impulsgenerators beginnt die Kamera, die Pixelzeilen des Sensors, von der Ersten,
bis zur Letzten, nacheinander zu starten. Erst nach 16,15 ms belichtet der gesamte
Kamerasensor. Fillt nun das Signal des Impulsgenerators ab, so stoppt die Kamera al-
le Pixelzeilen nacheinander, von der Ersten, bis zur Letzten. Auch dies benotigt 16,15
ms. Sollte das Signal am Triggereingang der Kamera somit nur 8 ms lange anstehen,
so beenden die ersten Pixelzeilen wieder ihre Belichtung, wahrend die mittleren erst
gestartet werden sieche Abbildung 2.2a. Egal zu welchem Zeitpunkt der Abtastpuls
die Probe nun belichtet, es werden niemals alle Pixelreihen gleichzeitig aktiv sein. Der
Zeitraum, innerhalb dessen alle Pixel aktiv sind, wird auch Equal-Exposure Pulse
(EEP) genannt. Um dies zu erreichen, muss das Trigger Signal langer als 16,15 ms
anstehen (Abbildung 2.2b).

letzte Pixelzeile : ]

erste Pixelzeile

24 ms

< >
Trigger Signal |
Abtastpuls
(a) Trigger Signal 8 ms (b) Trigger Signal 24 ms

in Anlehnung an [7]

Abbildung 2.2: Zeit Diagramm - Rolling Shutter: Mit Beginn des Triggersignales
beginnt der Sensor die Belichtung zu starten und schaltet eine Pixelzeile nach der
anderen ein. Dieser Einschaltvorgang bendtigt etwa 16,15 ms. Wird wahrenddessen
das Triggersignal wieder zuriick genommen, so beendet der Sensor, von der Ersten,

bis zur letzten Pixelzeile, nacheinander die Belichtung (siehe Abbildung (a)).

Erst wenn der mechanische Verschluss sich in seiner gewiinschten Position befindet und
jede Pixelzeile der Kamera aktiv ist, wird der Laser getriggert. Die Pulsfrequenz des
Lasers betrégt 100 kHz und der interne Picker Divider ist auf 100 eingestellt. Daraus
ergibt sich eine resultierende Pulsfrequenz von 1 kHz, bei einem durchgehenden, auf
LHIGH “ gesetztem Enable-Signal. Bei einer Signaldauer von genau einer Millisekunde
wird somit nur ein einzelner Impuls vom Laser emittiert!. Zu welchem Zeitpunkt der
Laserpuls innerhalb dieser Millisekunde emittiert wird ist nicht bekannt.

! In sehr seltenen Fillen kann es passieren, dass der Laser zwei Impulse oder keinen aussendet.



2 Material und Methoden

Aus den Zeiten der einzelnen Komponenten ergibt sich die Abbildung 2.3. Alle Signale
werden vom Impulsgenerator ausgegeben, wahrend die Zustédnde die Reaktionen der
Komponenten auf die Triggersignale darstellen.

Bild ohne Anregepuls Bild mit Anregepuls |
HIGH
Signal
mechanischer
Verschluss Low
gedffnet
Zustand
mechanischer
Verschluss geschlossen
HIGH
Signal
Kamera
Low
. alle Pixelzeilen
Belichtung
Kamerasensor
keine Pixelzeile
HIGH
Signal
Laser
Low

Abbildung 2.3: Zeitdiagramm einer Messung mit dem PPE-Mikroskop

Zeit Beschreibung
to - Ausgangszustand aller Komponenten: der mechanische Verschluss ist geschlossen, die
Kamera aufnahmebereit und der Laser ist aktiv und korrekt eingestellt®
t1 0 ms Die Kamera wird gestartet mit einem ,HIGH “-Signal (3,33 V) und beginnt nun Zeile
fiir Zeile mit der Belichtung.
to 16,15 ms | Der gesamte Kamerasensor wird belichtet.
t3 25 ms Das ,Enable “-Signal des Lasers wird fiir genau 1 ms gesetzt. Damit Feuert der Laser
innerhalb dieses Zeitraumes ein mal.
ts 30 ms | Das Signal der Kamera wird wieder auf ,LOW “ (0 V) gesetzt. Damit beendet der
Sensor Zeile fiir Zeile die Belichtung.
ts 46,15 ms | Die letzte Zeile der Kamera beendet ihre Belichtung.
t¢ — t7 | 36 ms | Das Signal des mechanischen Verschlusses wird auf ,HIGH “ (5 V) gesetzt. Dieser
benétigt 19 ms um mit Start des ankommenden Signals komplett zu 6ffnen.
tg — tg 36 ms Das Schlieften des mechanischen Verschlusses benotigt 18 ms.

Tabelle 2.1: Beschreibung der Zeiten des Zeitdiagramms 2.3: Der allgemeine zeitliche

Ablauf einer Bildaufnahme ist von tg bis ¢5 beschrieben.

3 Der Picker Divider ist auf 100 eingestellt, bei einer Feuerrate von 100 kHz des Lasers.
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2.1.4 Software zur Automatisierung der Messung

Die Programmierung der Software, zur Ansteuerung des Impulsgenerators und der
Kamera, erfolgte in Python. Allgemein wurde das Projekt objektorientiert aufge-
baut, um einzelne Komponenten austauschen zu kénnen und weiter Methoden zu
implementieren. Im Klassendiagramm [Anhang D.1]| sind die programmierten Klassen
und Methoden zu sehen. In Abbildung 2.4 ist der Programmablauf der Software, zur
Ansteuerung des Mikroskops, zu sehen. Diese ermdoglicht es, sowohl Einzelaufnahmen
als auch Bilderserien durchzufiihren. Ergebnis einer jeden einzelnen Messung ist eine
,-tif“-“Datei, bestehend aus einem Bild ohne Anregepuls und einem mit, abgespeichert

in dem zum Programmstart erstellten Ordner.

Start

v

Initialisierung der Kamera und der seriellen
Schnittstelle des Delay Generators

v

Erstellung eines neuen Ordners mit aktuellem
Datum und Uhrzeit fir die Speicherung der Bilder

3l
<€
A 4

Tastatureingabe

letzten aufgenommenen Bilder in
einer "tif"-Datei abspeichern

A 4

Bildaufnahme mit
geschlossenem mechanischen
Verschluss

Y

Bildaufnahme mit gedffnetem
mechanischen Verschluss

|

Bilder anzeigen

l¢

Y

Programm beenden

—

Abbildung 2.4: Flussdiagramm der Software zur Ansteuerung des Mikroskops

false

Bildaufnahme mit geschlossenem
mechanischen Verschluss

v

Bildaufnahme mit gedffnetem
mechanischen Verschluss

v

Bilder anzeigen

v

Bilder in einer " tif*-Datei
abspeichern
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2.2 Die Messproben

Mittels des aufgebauten PPE-Mikroskops kénnen nun verschiedene Proben mit un-
terschiedlichen Pulsenergien und Zeitverzogerungen vermessen werden. In dieser
Masterarbeit werden die Eigenschaften der Wellen in Glas und in Wasser unter-
sucht. Beide Materialien sind transparent, weshalb die Messungen nicht nur an den
Oberflachen, sondern auch im Volumen stattfinden konnen.

2.2.1 Messungen in Wasser

Vorteil der Messungen in Wasser ist, dass nach jeder Messung wieder die Start-
bedingungen vorhanden sind, denn der Laserpuls einer vorangegangenen Messung
hinterlédsst keine bleibenden Strukturdnderungen. Das entstandene Plasma 16st sich
wieder auf.

2 B S 2 N S A

. 0 ()

(a) Anregepuls im Wasser (b) Druckwelle breitet sich (c) Abtastpuls bildet die
erzeugt das Plasma aus Druckwelle ab

Abbildung 2.5: Mikroskopobjektiv im Wasser: In Abbildung 2.5a kommt der
Anregepuls an und erzeugt im Zentrum seines Fokus das Plasma und somit eine
Druckwelle. Diese expandiert als Ellipsoid 2.5b bis der Abtastpuls die Szene
beleuchtet 2.5c¢.

Die Versuchsreihen im Wasser werden mit dem 40-fach Mikroskopobjektiv durchge-
fithrt. Anhand mehrerer Messungen, bei gleich bleibender Pulsenergie und Zeitverzoge-
rung wird gemessen, ob sich die Wellenfronten am selben Ort befinden. Anschliefsend
erfolgen Messungen mit unterschiedlichen Pulsenergien und Zeitverzégerungen.

2.2.2 Messung mit Glas

Bei Messungen in Festkorpern ist zu bedenken, dass diese durch den Anregepuls
auch bearbeitet werden und daher nach jedem Anregepuls neue Startbedingungen am
selben Ort vorzufinden sind. Eine erneute Anregung fiihrt daher moglicherweise nicht
zu gleichen Messergebnissen. Die Messungen mit Glas werden in zwei Kategorien
unterteilt. Den Messungen im Glas und denen auf der Oberfléche des Glases.
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Die Messungen im Glas werden bei einer Tiefe von 0,5 mm durchgefiihrt?. Erste
Voruntersuchungen zeigten, dass die Wellenfront der Longitudinalwelle unabhéngig
von der Anzahl der Messungen am selben Ort sind. Eine vorangehende Messung
im Glas hat keine Auswirkung auf eine Nachfolgende. Anhand der Messungen zu
zwel verschiedenen Zeitverzogerungen und Pulsenergien wird die Geschwindigkeit
der Longitudinalwelle im Glas gemessen und der Einfluss der Pulsenergie auf die
Detektierbarkeit der Wellenfronten ermittelt.

Voruntersuchungen der Messungen auf der Glasoberfliche zeigten deutliche Ande-
rungen mit zunehmender Anzahl an Messungen am selben Ort. Um den Einfluss
mehrerer Messungen am selben Ort genauer zu untersuchen, wird eine Messreihe
mit eingestellter Pulsenergie und Zeitverzogerung jeweils zehn mal am selben Ort
durchgefiihrt. Dies geschieht wiederum fiir unterschiedliche Zeitverzégerungen und
Pulsenergien.

2.3 Auswertung der Messergebnisse

Die Messungen in Wasser und Glas ergeben Bilder, auf welchen um den Anregeort
herum eine Wellenfront sichtbar ist. Um anhand dieser Ergebnisse die Geschwindigkeit
der Wellenfront zu berechnen gibt es zwei Moglichkeiten:

1. Ist der Startradius der Wellenfront bekannt und auch die Zeitverzégerung
zwischen Anrege- und Abtastpuls, so kann anhand einer einzelnen Messung die
mittlere Geschwindigkeit zwischen Start und Ziel berechnet werden.

2. Sind zwei Messergebnisse mit identischer Einstellung der Pulsenergie gegeben,
allerdings mit unterschiedlichen Zeitverzogerungen, so kann die Geschwindigkeit
der Wellenfront aus der Ortsdifferenz und der Zeitdifferenz berechnet werden.

Fiir beide Varianten ist es notwendig, sowohl den Ort der Wellenfronten, als auch
die Zeitdifferenz genau zu messen. Um den Ort anhand der Bilder genau messen zu
konnen, muss das Mikroskop jedoch zunéchst kalibriert werden.

2.3.1 Messung der Zeitdifferenz

Fir die Messung der eingestellten Zeitverzogerung zwischen dem Anregepuls und dem
Abtastpuls kommen ein Laserdetektor (DET10A /M, Thorlabs) und ein Oszilloskop
zum Einsatz. Gemessen wird vor dem Mikroskopobjektiv bei geringster Pulsenergie.
Abbildung B.1 zeigt die Messung bei maximal eingestellter Verzégerungszeit.

2 Der Brechungsindex von Glas wurde hierbei beriicksichtigt.
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2.3.2 Kalibrierung des Mikroskops

Misst man eine Distanz innerhalb eines Bildes, so erhélt man eine Anzahl an Pi-
xeln. Um diese in gebrauchliche Langeneinheiten umzurechnen, benétigt man die
Vergrofserung M des Mikroskopobjektivs und die genaue Grofe eines Pixels I pjg el
des Kamerasensors. Der Umrechenfaktor [mm /Pixel| berechnet sich wie folgt[8]:

li:r:e
V:P l

e (2.1)

Um diese Vergroferung zu {iberpriifen wurde ein bearbeiteter Wafer als Kalibrierob-
jekt verwendet. Die 100 pm Strukturen des Wafers besitzen deutliche Kanten und
eine Genauigkeit von einigen Nanometern. Verzerrungen, die fiir unterschiedliche Ver-
groferung an verschiedenen Orten sorgen, kdnnen so nicht ermittelt werden, doch fiir
eine Abschitzung der Richtigkeit der Messwerte und falls notwendig einer Korrektur
dieser, ist diese Kalibrierstrategie ausreichend. Aus den Messungen (siche Anhang
C.1) generieren sich folgende Werte:

10-fach Objektiv | Sollwert | Messwert | Abweichung
Messung C.la 400 pm | 412,61 pm 3,15 %
Messung C.1b | 500 pm | 517,44 pm 3,49 %

Tabelle 2.2: Messergebnisse der Kalibriermessungen fiir das 10-fach Objektiv

40-fach Objektiv | Sollwert | Messwert | Abweichung
Messung C.1c 100 pm | 100,16 pm 0,16 %
Messung C.1d 100 pm | 100,804 pm 0,8 %

Tabelle 2.3: Messergebnisse der Kalibriermessungen fiir das 40-fach Objektiv

Fiir das 40-fach Objektiv wird kein Korrekturwert bendétigt, da eine gemittelte
Abweichung von 0,48 % auf 100 pm etwa vier Pixeln des Bildes entspricht und
daher im Bereich der Messungenauigkeit liegt. Fiir das 10-fach Objektiv wird jedoch
ein Korrekturwert von 3,3 % benotigt. Die Messung mittels dieses Objektives sind
eindeutiger, denn die Messkanten sind wesentlich préziser zu erkennen.

2.3.3 Messung der Pulsenergie
Fiir die Messung der Pulsenergie wird ein Leistungsmessgerat (PM100D, Thorlabs)

verwendet. Ort der Messung ist nach dem Mikroskopobjektiv, aufserhalb des Fokus.
Um nur die Pulsenergie des Anregepulses zu messen, muss der Strahlengang des

11
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Abtastpulses blockiert werden. Zur Verbesserung der Messgenauigkeit wird der Picker-
Divider des Lasers verringert. Die vom Messgerat gemessene Leistung besteht aus
der Energie von 20.000 Pulsen pro Sekunde, wodurch der Messbereich des Leistungs-
messgerites besser ausgenutzt wird. Aus der gemessenen mittleren Leistung Pizter
und der eingestellten Pulsfrequenz fp,;s kann nun die Energie eines einzelnen Pulses
berechnet werden.

fPuls

2.3.4 Einfluss der Pulsenergie

Trifft Licht auf Materie, so wird es von dessen Elektronen absorbiert [9]. Reicht
die Energie eines einzelnen Photons aus, sodass ein Elektron die Bandliicke vom
Valenz- zum Leitungsband iiberbriickt, so spricht man von linearer Absorption.
Ist diese Energie nicht ausreichend, so spricht man von nicht-linearer Absorption.
Hierbei miissen mehrere Photonen das selbe Elektron zur gleichen Zeit treffen, um die
Bandliicke zu iiberbriicken. Diese Eigenschaft ist sowohl in Glas, als auch in Wasser
fiir die verwendete Wellenldnge vorhanden.

Frei gewordene Elektronen bekommen anschliefend von weiteren Photonen des Laser-
pulses mehr Energie zugefiihrt und kollidieren mit den Atomen in ihrer Umgebung.
Dies fiihrt, abhéngig von Intensitdt und Dauer des Photonenpulses zu unterschied-
lichen Arten des Schmelzvorganges der Materie [10]. Zusammengefasst lasst sich
sagen, dass mit Pulsdauern grofier einer Picosekunde thermische Effekte das Materi-
al schmelzen lassen. Nicht thermisches Schmelzen tritt nur bei hohen Intensitéten
und Pulsdauern von wenigen 100 fs auf. Hierbei geht die Materie direkt in die
Plasma-Phase tiber und dehnt sich stark aus, wodurch eine Druckwelle entsteht [11].

Fir die Entstehung der Druckwelle benotigt man daher eine hohe Fluenz, also eine
moglichst hohe Anzahl an Photonen am selben Ort. Die Intensitdt des Lasers im
Querschnitt des Strahls folgt dabei einer Gauf-Kurve siche Abbildung 2.6 2.

3 Die Theorie der GauRschen Intensitiitsverteilung und Methodik zur Bestimmung der Schwellfluenz
basiert auf der Dissertation von Engelhart 2007 [12]
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A Fluence in J/cm?2

—\Fluence maximum Fo
Fluence threshold Fi

-q

D

Abbildung 2.6: Gaufssches Strahlprofil der Fluenz eines Lasers
Quelle: [13]

Die Fluenz iiber den Strahlradius ausgehend vom Zentrum berechnet sich mit:

272

F(r)=Fy-e "8 (2.3)

Die Spitzenfluenz Fj ldsst sich wiederum iiber die mittlere Pulsenergie E,s der
vom Strahldurchmesser aufgespannten Fléache berechnen:

E
Fy = —2ulse (2.4)

Zum Bearbeiten des Materials und Erzeugen der gewiinschten Wellen muss die
Schwellwertfluenz F}j, iiberschritten werden. Sollte diese bekannt sein, so kann auch
der Radius ry, der Plasmabildung und somit der Start der Druckwelle berechnet
werden:

2
_wy g, o
Tth = ln(Fth) (2.5)

Ist die maximale Fluenz nur geringfiigig iiber der Schwellfluenz, so ist der Radius ry,
kleiner als der Radius des Laserstrahles im Fokus rgopy.s, welcher wiederum wie folgt
berechnet werden kann:
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I /
TFokus—i'M ;)\E (26)

Der Strahldurchmesser d, die Wellenldnge A und auch die Strahlqualitét befinden
sich in Tabelle E.1. Die Brennweite f errechnet sich aus der Lange des Tubus [ und
dem Vergroferungsfaktor n des Objektives [8].

l
— 2.7
f=- (27)
40x 10x
Brennweite 5 mm 20 mm

T Fokus 1736 pm 5744 pm

Tabelle 2.4: Brennweite und Radius im Fokus fiir das 10/40-fach Objektiv

Ist die Pulsenergie zu gering, so wird die Schwellfluenz nicht tiberschritten und der
Laserpuls erzeugt somit kein Plasma und auch keine Druckwelle. Ist die Pulsenergie
sehr hoch, so kann der Startradius der Wellenfront ry, grofter als der Radius des
Laserstrahls im Fokus rpor,s werden, da die Schwellfluenz auch auferhalb des Fokus
schon {iberschritten wird.

Fiir die Messungen mit Glas gilt es zusétzlich noch zu beachten, dass sich die
Schwellwertfluenz Fy;, mit der Anzahl der Pulse N am selben Ort verringert, wobei B
ein materialabhéngiger Parameter im Bereich von 0 bis 1 ist [14]:

Fi(N) = Fip(1) NP (2.8)

2.3.5 Identifikation der Wellenart

Betrachtet man anschlieffend die Messergebnisse mit den errechneten Wellengeschwin-
digkeiten, so kann anhand der Eigenschaften der Wellen auf verschiedene Wellenarten
geschlossen werden.

Die Longitudinalwelle ist eine Druckwelle und kann sich sowohl in Gasen, als
auch in Fliissigkeiten und Festkorpern ausbreiten. Wie schnell sich die Longitudinal-
welle im Medium ausbreitet, ist abhéngig von dessen Kompressionsmodul K, dem
Schermodul ¢ und der Dichte p [15][16].

K+ 4
v =1 ;3’“‘ (2.9)
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Die Schallwelle ist eine solche Longitudinalwelle. Daher kann die Schallgeschwindigkeit
eines Mediums gleich der Geschwindigkeit der Longitudinalwelle gesetzt werden,
vorausgesetzt es handelt sich bei der Longitudinalwelle nicht um eine Stofswelle.

Die Stoftwelle (engl.: shock wave) ist eine besondere Form der sehr starken
Druckwelle, die durch einen sprunghaften Anstieg der Zustandsgrofien entsteht und in
kompressiblen Medien sich schneller ausbreiten kann als dessen Schallgeschwindigkeit
[ShockWaves|. Bei ihrer Ausbreitung verlieren sie jedoch Energie an ihre Umgebung
in Form von Warme und wird daher langsamer, bis sie sich letztendlich mit der
Schallgeschwindigkeit des Mediums ausbreitet. Stofwellen kénnen sich auch in Wasser
ausbreiten [17], was fiir die Messungen in diesem zu beachten ist.

Die Transversalwelle wird auch haufig Scherwellen genannt, da sie nur in Mate-
rialien vorkommen, die einen nennenswerten Scherwiderstand besitzen. Daher entsteht
sie weder in Gasen, noch in Fliissigkeiten. Die Geschwindigkeit der Transversalwelle
ist abhéngig vom Schermodul p und der Dichte p der Probe [15][16].

vs = JE (2.10)

p

Rayleigh-Welle ist eine Oberflichenwelle und besteht aus einem transversalen-
und einem longitudinalen Wellenanteil [18|. Sie bewegt sich elliptisch an der Grenz-
fliche zweier Medien voran. Die Geschwindigkeit der Rayleigh-Welle ist abhéngig
von der Poissonzahl (Querkontraktionszahl) des Materials. Fiir die Grenzschicht von
Kalk-Natron Glas zu Luft wurde eine Geschwindigkeit von 3300 m/s experimentell
ermittelt [19]. Die Rayleigh-Welle kann jedoch auch anhand der Geschwindigkeit der
Longitudinal- und Transversalwelle berechnet werden [5]:

02 02 1/2 02 1/2
2— L) —4(1--= l1-= =0 2.11
(%) —( v%> (%) 210)

2.3.6 Bestimmung des Elastizitatsmoduls

Ziel des PPE-Mikroskops ist es, anhand der Geschwindigkeiten der gemessenen
Wellenfronten das E-Modul zu berechnen|16|, denn dies ist der entscheidende Wert,
um Krebszellen von gesunden Zellen zu unterscheiden.

Das Elastizitdtsmodul beschreibt das lineare Verhéltnis der Spannung zur Dehnung
eines Materials. In der Materialwissenschaft wird zur Bestimmung des Elastizitats-
moduls eine Probe mit bekanntem Durchmesser in einem Zugversuch auseinander
gezogen und dabei die Kraft und Dehnung gemessen.
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Da Materialkonstanten isotroper Materialien eng miteinander verkniipft sind, kann
das Elastizitdtsmodul F auch aus dem Kompressionsmodul K und dem Schermodul
1 berechnet werden tiber:

_ 9Ku
3K +p

(2.12)

Formt man nun die Gleichungen der Wellengeschwindigkeiten 2.9, 2.10 und 2.12 um,
erhélt man:

_ 3vjuip —dulp

2

E
2
vj — g

(2.13)
Das Elastizitdtsmodul ist somit nur noch abhéngig von den Geschwindigkeiten vy,
v; und der Dichte des Materials. Es ist jedoch zu bedenken, dass dies fiir isotrope
Materialien gilt und Zellgewebe diese Eigenschaft nicht erfiillt.

2.4 Methoden der Bildverarbeitung

2.4.1 Differenzbilder

Fiir die Erzeugung eines Differenzbildes ,,D* wird jeweils ein Bild ,B*“ ohne Anregepuls
von einem mit Anregepuls subtrahiert. Beide Bilder miissen jedoch am selben Ort
entstehen. So wird nicht nur der Hintergrund vom Bild der Welle entfernt, sondern auch
fiir eine gleichméfiige Helligkeit des Bildes gesorgt. Beispiel fiir eine Verzogerungszeit
von 15,22 ns:

D = B(t <0 s)— B(t=15,22 ns)) (2.14)

Die dabei entstehende Differenzbildmatrix kann jedoch negative Werte besitzen. Um
diese Informationen nicht zu verlieren, wird sie linear so verschoben, dass ihr geringster
Wert gleich Null ist.

D = D — min(D) (2.15)

Problem hierbei ist, dass jedes Differenzbild unterschiedlich hell ist, abhéngig vom
minimalen Wert der Differenzbildmatrix. Ziel der Bildverarbeitung ist daher, dass
die Bilder einer Versuchsreihe alle den gleichen mittleren Grauwert aufweisen und
die Welle die Reflexionséinderung dargestellt. Hierfiir wird der Mittelwert ,m * eines
Teilbereiches des Differenzbildes berechnet und jedes Pixel des Differenzbildes ,,D
mit diesem verglichen. Das Reflexionsbild ,,R “ berechnet sich daher mit:

R—32768 - 2~ ™

k (2.16)
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Da der maximale Grauwert der Kamera 65535 (16 Bit) ist, wurde der mittlere
Grauwert auf die Hélfte (32768) festgelegt. Auch der Faktor ,k  wurde auf 32768
festgelegt. Somit werden Reflexionséinderungen grofer 100% iiberbelichtet dargestellt.

Aufgrund der Subtraktion des Bildes ohne Anregepuls minus einem Bild mit Anrege-
puls, wird die Welle als Negativ dargestellt. Aufgrund der Berechnung des Reflexions-
bildes wird dies jedoch wieder korrigiert.

2.4.2 Bild-Stapelung

Aus den Differenzbildern kann nun mittels Bild-Stapelung (engl. Image Stacking) ein
Bild erzeugt werden, welches deutlich geringeres zufilliges Rauschen besitzt. Dafiir
wird aus den Differenzbildern mehrerer Messungen ein Mittelwertbild errechnet. Aus
diesem kann dann wie in 2.16 beschrieben wieder das Reflexionsbild berechnet werden.
Voraussetzung fiir die Bild-Stapelung ist jedoch, dass sich die Wellen immer an exakt
der gleichen Stelle befinden. Ist dies nicht der Fall, so wiirde eine Uberlagerung der
Differenzbilder dazu fiihren, dass die Wellenfronten verschwimmen und undeutlicher
werden. Wird jedoch kontinuierlich das gleiche Bild gemessen, welches sich nur im
zufilligen Rauschen unterscheidet, so steigert sich das Signal-Rausch-Verhéltnis (SRV)
um den Faktor /n, wobei ,n ¢ die Anzahl der Bilder ist [20].

Um das Rauschen eines Bildes bewerten zu kénnen wird haufig das SRV (auch signal-
to-noise ratio (SNR) genannt) verwendet. Dies beschreibt das Verhéltnis der Leistung
des Signales zu der des Rauschens. Da jedoch kein rauschfreies Bild gegeben ist, lésst
sich diese Methode anhand der gemessenen Bildern nicht anwenden. Allerdings kann
das Rauschverhalten iiber die Standardabweichung eines Bildausschnittes bewertet
werden. Eine hohe Standardabweichung der Pixelwerte in einem Bereich, der keine
Strukturen, Helligkeitsschwankungen oder Wellenfronten besitzt spricht fiir ein starkes
Rauschen des Bildes. Daher wird die Standardabweichung nicht nur {iber das gesamte
Bild berechnet, sondern fiir mehrere Bildausschnitte (siehe Abbildung 2.7).

200
x 200
Pixel

' -
400 x 400 Pixel

600 x 600 Pixel L4
800 x 800 Pixel \__

1920x 1080 Pixel

Abbildung 2.7: Skizze der verwendeten Bildausschnitte zur Ermittlung des
Rauschens. Zusétzlich ist das Signal der Welle angedeutet.
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3 Ergebnisse

3.1 Detektion der Wellenfronten im Wasser

3.1.1 Wiederholgenauigkeit der Messung

Zu Beginn wird ermittelt, ob sich die Wellenfronten bei gleich bleibender Fluenz und
Verzogerungszeit kontinuierlich am selben Ort befinden. Hierfiir wird eine Messreihe
mit zehn Einzelmessungen bei geringer Pulsenergie (0,935 pJ) durchgefiihrt. Fiir
jede Messung werden die in Abbildung 3.1 eingezeichneten Durchmesser gemessen.
Hierfiir wird die Software ImageJ genutzt und ein Kreis iiber die Welle gelegt. Der
Durchmesser des Kreises wird anschliefend weiter verwendet. Das Ergebnis befindet
sich in Tabelle 3.1. Die Standardabweichung des inneren Kreises entspricht mit
0,126 nm bei 40-facher Vergrofierung genau der Grofe eines Pixels. Es kann daraus
geschlossen werden, dass bei gleichbleibender Pulsenergie und Verzégerungszeit auch
das Messergebnis gleich bleibt. Ein weiteres Ergebnis dieser Versuche ist, dass auch
der Winkel des Anregepulses parallel zur optischen Achse des Mikroskopobjektivs
verlaufen muss. Weicht er hiervon ab, so sind die sich ausbreitenden Wellen im Wasser
nicht kreisrund wie in Abbildung 3.1 zu sehen ist, sondern elliptisch.

Abbildung 3.1: Messung in Wasser mit 0,935 pnJ Pulsenergie und 15,22 ns
Verzogerungszeit.
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3 Ergebnisse

Messung d, (nm) | dy (pm)
1 8,442 56,7

2 8,568 56,448

3 8,19 56,448

4 8,19 56,196

5 8,316 56,826

6 8,442 56,322

7 8,316 56,448
8 8,19 56,7

9 8,316 56,574

10 8,19 56,448
Arithmetisches Mittel 8,316 56,51
Standardabweichung 0,126 0,18

Tabelle 3.1: Auswertung der Durchmesser d,, und d, fiir zehn Messungen.

3.1.2 Einfluss der Bildverarbeitung
Differenzbilder

Betrachtet man die maximalen Pixelwerte der Bilder, so stellt man fest, dass sowohl
3.2a, als auch 3.2b einzelne extrem hohe Ausreifter besitzt. Es handelt sich hierbei
kontinuierlich um die gleichen Pixel und ist daher auf deren Fehlfunktion (Hotpixel)
zuriick zu fithren. Durch die Berechnung des Differenzbildes heben sich diese Fehler
wieder auf.
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3 Ergebnisse

(a) Messung ohne Anregepuls (b) Messungen mit Anregepuls
Maximaler Grauwert = 10708 Maximaler Grauwert = 10721

(c) Differenzbild aus 3.2a - 3.2b (d) Reflexionsbild
Maximaler Grauwert = 1080 -

Abbildung 3.2: Bilder einer Messung im Wasser. Zu sehen ist das Hintergrundbild
3.2a welches ohne den Anregepuls entsteht, das Anregebild 3.2b, das Differenzbild
beider und das daraus errechnete Reflexionsbild. Die maximalen Grauwert der
Messungen 3.2a und 3.2b liegen deutlich iiber deren mittleren Grauwerte der Bilder
von etwa 130.

Bild-Stapelung

Da die Messergebnisse in Wasser bei gleich bleibender Zeitverzogerung und Fluenz
sich nicht dndern, darf die Bild-Stapelung zur Minimierung des Rauschens verwendet
werden. In Abbildung 3.3 sind die Reflexionsbilder fiir zwei, drei, fiinf und zehn
iiberlagerte Differenzbilder zu sehen.
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3 Ergebnisse

(a) Zwei Messungen iiberlagert (b) Drei Messungen iiberlagert

(¢) Fiinf Messungen iiberlagert (d) Zehn Messungen iiberlagert

Abbildung 3.3: Bild-Stapelung mehrerer Differenzbilder der Messungen bei gleich
bleibender Pulsenergie und Zeitverzogerung.

Die Effektivitat der Bild-Stapelung wird, wie in Kapitel 2.4 beschrieben, iiber die
Standardabweichung verschiedener Messregionen und eine zunehmende Anzahl an
gemittelten Bildern, berechnet. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.4 zu sehen.

Der Riickgang der Standardabweichung und somit auch der des Rauschens folgt
zunéchst sehr gut der vorhergesagten Kurve. Im Umkehrschluss lésst sich darauf
schlieffen, dass das SRV mit jedem weiteren gemittelten Bild besser wird. Jedoch
verringert sich das Rauschen mit zunehmender Zahl an Bildern nicht mehr so gut,
wie es vorhergesagt ist.
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Abbildung 3.4: Standardabweichung iiber die Anzahl der gemittelten Differenzbilder.
Deutlich zu sehen ist der Riickgang der Standardabweichung mit jedem weiteren
gemittelten Bild. Fiir jede Messreihe wurde ein Fitt der Funktion % durchgefiihrt.
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3.1.3 Variation der Zeitverzogerung und Fluenz

Die Abbildung 3.5 zeigt eine Auswahl der Messergebnisse in Wasser bei unterschiedli-
chen Pulsenergien und Zeitverzdgerungen. Da bei hohen Pulsenergien mehrere dufsere
helle Kreise entstehen, ist der Durchmesser d,, der, des deutlich sichtbarsten weiffen
Ringes, also jener, der sich zu seinen Nachbarn am deutlichsten abgrenzt.

4.2 ns 11,52 ns 15,22 ns

0,935 uJ

1,8 uJ

7wl

13 uJ

Abbildung 3.5: Mikroskopaufnahmen der Messungen in Wasser bei verschiedenen
Pulsenergien fiir drei verschiedene Zeitverzogerungen. Jedes Reflexionsbild ist eine
Uberlagerung von zehn einzelnen Differenzbildern. Deutlich zu erkennen ist das
Anschwellen der Wellenfront, sowie das sichtbar werden von weiteren Ringen, die als
Folge von Beugungseffekten und Interferenz entstehen.

Das grofser werden des Radius r,, kann sowohl am Anstieg des Startradius ry, der
Welle liegen, als auch an der Entstehung einer Stofswelle, welche mit zunehmender
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3 Ergebnisse

Pulsenergie schneller wird. Der Start der Wellen, also der Radius 7y, ist nicht be-
kannt und kann anhand der Messungen nicht ermittelt werden. Allerdings kann man
davon ausgehen, dass er sich bei gleich bleibender Fluenz nicht verdndert. Es lasst
sich somit fiir jede Impulsenergie die mittlere Wellengeschwindigkeit zwischen den
einzelnen Zeitverzogerungen messen. Die Skizze in Abbildung 3.6 stellt die gemes-
senen Radien unterschiedlicher Zeitverzogerungen dar und die daraus berechneten
Geschwindigkeiten.

Abbildung 3.6: Skizze der gemessenen Radien und berechneten Geschwindigkeiten
der Wellenfronten zu drei verschiedenen Verzogerungszeiten.

Messung der Radien zu unterschiedlichen Zeitverzogerungen und Pulsenergien:

40 T T . T
n
u® -t )
" N o °
°
30 - eo ©® B
— 00®
5
;I
- )
.
ERIS .
S
A
& A A A
AAAAA
-t A r1(t=43ns)
10k ® r 2(t=11,52ns) |
m 1 3(t=15,22ns)
1 1

0 5 10 15
Pulsenergie (uJ)

Abbildung 3.7: Die gemessenen Radien r,, der Wellenfronten fiir drei verschiedene
Verzogerungszeiten und unterschiedliche Fluenzen. Zu sehen ist ein logarithmischer
Verlauf des Radius in Abhéngigkeit der Pulsenergie.
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Berechnung der Geschwindigkeiten:
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Abbildung 3.8: Berechnung der mittleren Wellengeschwindigkeiten zwischen den
einzelnen Verzogerungszeiten fiir verschiedene Impulsenergien.

Betrachtet man diese Ergebnisse genauer, so fallt folgendes dabei auf:

1. Die berechnete Geschwindigkeit ist immer grofier als die Schallgeschwindigkeit
im Wasser (v = 1481 m/s)[21].

2. Die mittlere Geschwindigkeit zwischen den Messungen von 4,3 ns bis 11,52 ns
ist wesentlich hoher!, als die mittlere Geschwindigkeit zwischen den Messungen
von 11,52 ns bis 15,22 ns.

Bei der Vermessung der Radien fallen die ersten zwei Messpunkte von r_ 2 auf.
Diese sind mit hoher Wahrscheinlichkeit auf Messfehler, zuriick zu fiihren, was sich
wiederum deutlich auf die daraus berechneten Geschwindigkeiten v 12 und v_ 23
auswirkt.

! mit Ausnahme der ersten zwei Messungen
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3.2 Detektion der Wellenfronten im Glas

Im Gegensatz zu den Messungen in Wasser entsteht am Ort der Anregung im
Glas eine permanente Anderungen. Dennoch zeigten Voruntersuchungen, dass dies
keinen Einfluss auf die gemessenen Wellenfronten hat. Daher wurden die gleichen
Bildverarbeitenden Methoden wie auch schon im Wasser verwendet.

3.2.1 Variation der Verzogerungszeit und Fluenz

Die Messungen werden mit unterschiedlichen Pulsenergien und zwei verschiedenen Ver-
zogerungszeiten durchgefiihrt. Die Bilder bei maximaler und minimaler Impulsenergie
sind in Abbildung 3.9 zu sehen.

Pulsenergie (pnJ) Twil (um) bei 11,46 ns | 7415 (um) bei 15,16 ns
5 67,744 88,945
6,5 67,988 88,701
8 67,744 88,945
9.5 67,988 89,188
Arithmetisches Mittel 67,865 88,945
Standardabweichung 0,122 0,172

Tabelle 3.2: Messung der Wellenradien d,, fiir verschiedene Impulsenergien und zwei
verschiedenen Zeitverzogerungen. Zu sehen ist, dass die Pulsenergie keinen Einfluss
auf den Radius der Wellenfront hat.

Die Geschwindigkeit der Wellenfront, kann somit aus den Mittelwerten der Radien
zu zwei verschiedenen Zeitverzogerungen berechnet werden:

_ Twls — Twll
15,16 ns — 11,46 ns

Uy = 5697 m/s> (3.1)

Geht man davon aus, dass die berechnete Geschwindigkeit v; konstant ist?, so kann
man den Startradius ry, der Wellenfront berechnen:

Tth = rw1s — (v - 15,16 ns) = 2,58 um (3:2)

2 Mittels der gerundeten Werte aus Tabelle 3.2 erhiilt man eine Geschwindigkeit von 5730 m/s. Fiir
die Berechnung der Geschwindigkeit wurden jedoch die exakten Werte verwendet.

3 Eine Stokwelle wie im Wasser ist in Glas nicht vorhanden, daher breitet sich die Druckwelle im
Material mit dessen Schallgeschwindigkeit aus und wird nicht langsamer, sondern verringert nur
ihre Amplitude.
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3 Ergebnisse

11,46 ns 15,16 ns

Abbildung 3.9: Erzeugung der Longitudinalwellen im Glas bei einer Tiefe von 0,5 mm
fiir zwei verschiedene Impulsenergien und zwei unterschiedlichen Verzégerungszeiten.
Jedes Bild besteht aus einer Uberlagerung von zehn Einzelmessungen.

3.3 Detektion der Wellenfronten auf der
Glasoberflache

Befindet sich der Fokus auf der Oberfliche des Glases, so wird dieses mit dem
Anregepuls bearbeitet. Es entstehen dabei kleine Krater. Mit jedem weiteren Anregen
der Probe und somit mit jeder weiteren Messung am selben Ort vergrofert sich
dieser, so lange, bis sich kein Material mehr im Ablationsbereich des Lasers befindet.
Erste Messungen ergaben, dass wie auch schon im Glas, eine Longitudinalwelle zu
sehen ist. Zusétzlich ist eine weitere Wellenfront sichtbar, nahe des Einschusses des
Anregepulses. Diese wird im Folgenden die ,, 1. Welle genannt und besitzt den Radius
r,. Da sich dieser Radius mit der Anzahl der Anregepuls am selben Ort dndert, muss
die Bild-Stapelung angepasst werden.
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3.3.1 Einfluss der Bildverarbeitung auf das
Rauschverhalten und die Detektierbarkeit der
Wellenfronten

Differenzbilder

In Abbildung 3.10 ist der Effekt der Erzeugung eines Differenzbildes deutlich zu
sehen, denn erst in diesem erkennt man, dass nicht nur eine innere Wellenfront
existiert, sondern auch eine dufsere, die der Longitudinalwelle. Deutliche Stérungen
der Glasoberfliche verschwinden jedoch nicht und sind noch mit scharfen Kanten
deutlich zu sehen. Dies liegt unter anderem daran, dass der Messaufbau nicht auf
einem schwingungsgeddmpften Tisch steht und daher leicht vibriert. Bei genauer
Betrachtung der einzelnen Bilder fillt auf, dass diese um ein bis zwei Pixel zueinander
versetzt sein konnen.

(a) Messung ohne Anregepuls (b) Messungen mit Anregepuls

(c) Differenzbild aus 3.10a - 3.10b

Abbildung 3.10: Bilder einer Messung auf der Glasoberfliche mit einer Pulsenergie
von 9,5 p1J und einer Verzogerungszeit von 15,16 ns. Zu sehen ist das Hintergrundbild
3.10a welches ohne den Anregepuls entsteht, das Anregebild 3.10b und das
Differenzbild beider, welches die Kanten der Stérung der Oberfliche scharf abbildet.
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3 Ergebnisse

Bild-Stapelung

Da der Radius der 1. Welle mit jedem weiteren Einschuss am selben Ort grofer wird,
muss die Bild-Stapelung angepasst werden. Daher werden an zehn verschiedenen Orten
auf der Oberflache des Glases jeweils zehn Messungen durchgefiihrt. Anschliefsend
werden die Differenzbilder der ersten Messungen aller Orte gemittelt, die der zweiten
Messungen aller Orte usw.. Ermittelt man anhand dieser Methode der Bild-Stapelung
wiederum die Standardabweichung, so erhdlt man die Abbildung 3.11.

7000

= 200 x 200
6000 - e 400 x 400 y
i A 600 x 600 '
5000 — v 800 x 800 .
¢ 1920 x 1080

4000

3000

2000

Standardabweichung (Grauwert)

1000

v

A

[ J
|
|

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Anzahl an gemittelten Bildern

Abbildung 3.11: Standardabweichung iiber die Anzahl der gemittelten Differenzbilder
bei Messungen auf der Glasoberfliche. Es wurde jeweils das Differenzbild der ersten
Messung von bis zu neun verschiedenen Orten gemittelt.

Zu sehen ist, dass der Messbereich einen grofien Einfluss auf die ermittelte Stan-
dardabweichung besitzt. Allgemein ist diese wesentlich grofier als bei den Messungen
im Wasser. Dennoch ist ein deutlicher Riickgang der Standardabweichung zu sehen,
allerdings nur fiir bis zu sieben gemittelte Bilder. Unterschied zu den Messungen
im Wasser ist, dass die allgemeine Reflexion des Glases besser ist, was wesentlich
héhere Grauwerte zur Folge hat. Auch wurden die Differenzbilder der jeweils ersten
Messung verschiedener Orte gemittelt, wodurch immer neue Hintergriinde vorhanden
sind. Diese verschwinden nicht komplett, wie die Differenzbilder zeigen und haben
somit auch einen Einfluss auf die gemittelten Bilder.
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3.3.2 Variation der Anzahl an Anregepulsen
Bei Messungen auf der Glasoberfliche entstehen zwei Wellenfronten?, die der Longi-
tudinalwelle (r,,) und die der 1. Welle (), wie in Abbildung 3.12 zu sehen ist. Die
Messungen der Radien sind dargestellt in Abbildung 3.14a.

11,46 ns 15,16

\

1. Abtastpuls

2. Abtastpuls

5. Abtastpuls

10. Abtastpuls

Abbildung 3.12: Bilder der Wellenfronten bei Messungen auf der Glasoberflache:
Gemessen wurde bei einer eingestellten Pulsenergie von 9,5 nJ zu zwei verschiedenen
Verzogerungszeiten.

4 Wie Kapitel 3.4 zeigt, ist manchmal auch eine dritte Wellenfront sichtbar.
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Deutlich zu sehen ist, dass die Anzahl der Abtastimpulse am selben Ort auf den
Radius der Wellenfront der Longitudinalwelle keinen Einfluss hat. Allerdings ist die
Wellenfront der ersten Messung am deutlichsten abgegrenzt. Mit den nachfolgenden
Messungen verschmiert die Wellenfront zunehmend.

Die 1. Welle wird mit jeder weiteren Messung am selben Ort sichtbar gréfer und
ist nicht mehr kreisrund. Fiir die Messung des Radius dieser Wellenfront wurde ein
Gaufs-Kreis verwendet.

Zusétzlich wurden die Ablationsradien (r,) im Glas nach jedem einzelnen Anregepuls
genauer betrachtet und vermessen, wie in Abbildung 3.13 dargestellt. Diese erhélt man
aus einer extra Aufnahme nach dem Anregepuls. Hier entsteht durch die Laserablation
ein schwarzer Krater im Glas. Vergleicht man die Ablationsradien mit den Radien
der 1. Welle (Abbildung 3.14b), so erkennt man einen &hnlichen Verlauf der Radien,
wenn auch nicht in der gleichen Groéfienordnung.

3. Anregepuls 10. Anregepuls

Abtastpuls 15,16 ns [

nach Anregepuls | it i : J

Messung des
Ablationsradius

Differenzbild beider
oberer Bilder

Abbildung 3.13: Bilder zur Messung der Ablationsradien: Messung des dritten und

zehnten Anregepulses am selben Ort auf der Glasoberflache, mit einer eingestellten

Pulsenergie von 9,5 nJ und der Verzégerungszeit von 15,16 ns. Die Ablationsradien

wurden als Gauf-Kreise der im Zentrum der Welle entstehenden schwarzen Bereiche
gemessen.
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(b)

Abbildung 3.14: Vergleich der gemessenen Ablationsradien mit den Radien der
Longitudinalwelle (3.14a) und der 1. Welle (3.14b). Zu sehen ist, dass nur zwischen
dem Radius der 1. Welle und dem Ablationsradius ein Zusammenhang besteht. Diese

wachsen bis zur selben Messung.

Diese Messungen zeigen, dass die Longitudinalwelle unabhéngig vom Ablationsradius
ist. Das bedeutet wiederum, dass die Longitudinalwelle immer aus dem Zentrum heraus
startet. Im Gegensatz dazu steig der Radius der 1. Welle mit dem Ablationsradius an
bis hin zur sechsten Messung. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass ein Zusammenhang
zwischen dem Start der 1. Welle und der grofse des Ablationsradius besteht.
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3.3.3 Variation der Verzogerungszeit und Fluenz

Um den Einfluss der Pulsenergie auf die Messung an der Glasoberfliche zu ermitteln
wurden die in Kapitel 3.3.2 durchgefiihrten Messungen mit Pulsenergien von 5 pnJ
und 7,4 nJ wiederholt. Vergleicht man nun die Radien der Longitudinalwelle einer
jeden Messung, so erhélt man Abbildung 3.15.
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Abbildung 3.15: Messung der Longitudinalwellen auf der Oberfliche des Glases mit
zu verschiedenen Verzogerungszeiten und mit drei verschiedenen Pulsenergien.

Zu erkennen ist, dass weder die Pulsenergie, noch die Anzahl der Messungen am
selben Ort einen Einfluss auf den Radius der Longitudinalwelle haben.

Berechnet man die Geschwindigkeit der Longitudinalwelle zwischen den gemittelten
Radien der zwei gemessenen Zeitverzogerungen, so erhalt man:

Tw(t = 15,22ns) — ry(t = 11,46ns)
15,16 — 11,46

v =

= 5709 m/s (3.3)

Vergleicht man die Radien der 1. Welle aller drei Pulsenergien zu zwei verschiedenen
Verzogerungszeiten, so erhdlt man die Abbildung 3.16.
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Abbildung 3.16: Messung der Radien der 1. Welle zu zwei verschiedenen
Verzogerungszeiten und drei verschiedenen Pulsenergien. Fiir die ersten zwei
Messungen mit einer Pulsenergie von 5 1J und 15,22 ns Verzogerungszeit konnte
keine Wellenfront fiir die Messung des Radius detektiert werden.

Zu sehen ist, dass die Pulsenergie einen groften Einfluss auf den Radius der gemessenen
1. Welle hat. So sind die Radien groferer Pulsenergien grofier als die geringerer, bei
gleich bleibender Verzoégerungszeit. Aufgrund des groften Unterschiedes des Radius
der jeweils ersten Messung mit 5 pJ und 9,5 pJ muss es sich hierbei um eine Stofwelle
handeln. Dieser Abstand von etwa 20 pm lésst sich nicht durch die Erhéhung der
Schwellwertfluenz und des damit verbundenen Radius r, erklaren, denn der maximale
Radius im Fokus liegt bei gerade mal 5,44 pm. Da eine Stofswelle im Glas nicht
vorkommt, muss diese sich in der Luft dariiber ausbreiten.
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3.4 Die 2. Welle

Bei genauer Betrachtung der einzelnen Messergebnisse fallt immer wieder eine weitere
Wellenfront auf, die sich zwischen den zwei bisher betrachteten Wellen befindet.
Deutlich Sichtbar ist diese in Abbildung 3.17. Diese wird im Folgenden die ,2. Welle

genannt.

[
]

i y ~‘\\
t / \\

(3

\ !
1. Welle. .o ¢
2. Welle' - -

Longitudinalwelle = = =

Abbildung 3.17: Messung auf der Glasoberflache bei 9,5 pJ Impulsenergie mit 15,16
ns Zeitverzogerung und 10-facher Vergroferung. Zu sehen sind drei Wellenfronten.

Um diese neue Wellenfront genauer zu analysieren werden alle Bilder ausgewertet,
auf denen diese deutlich genug fiir eine Messung zu sehen ist. Dabei wurde jeweils
der Radius der Longitudinalwelle und der 2. Welle gemessen.

35



3 Ergebnisse

Zeitverzogerung: 15,16 ns
Vergrofierung Nummer Pulsenergie (pnJ) Radius Radius
des Einschusses Longitudinalwelle (num) | 2.Welle (pm)

40x 1 9,5 89,655 48,321
40x 2 9,5 89,439 49,329
40x 1 9,5 89,376 49,455
40x 2 9,5 88,110 48,528
10x 1 9,5 88,538 48,980
10x 2 9,5 89,261 51,174
10x 4 9,5 89,432 51,417
10x 9 9,5 90,407 53,123
10x 8 9,5 89,919 51,417
10x 5 7,6 90,163 48,980
10x 6 7,6 89,919 52,392
10x 7 7,6 89,188 49,947
Arithmetisches Mittel 89,45 50,26

Tabelle 3.3: Auswertung aller Messungen mit einer Verzogerungszeit von 15,16 ns,
bei der die 2. Welle deutlich sichtbar ist.

Zeitverzogerung: 11,46 ns
Vergroferung Nummer Pulsenergie (nJ) Radius Radius
des Einschusses Longitudinalwelle (nm) | 2.Welle (pm)

40x 1 9,5 67,032 37,617

10x 1 9,5 67,744 36,553

10x 8 7,6 67,013 37,040

10x 9 7,6 67,257 37,040
Arithmetisches Mittel 67,26 37,06

Tabelle 3.4: Auswertung aller Messungen mit einer Verzogerungszeit von 15,16 ns,
bei der die 2. Welle deutlich sichtbar ist.

Anhand der Tabelle ist zu erkennen, dass weder die Pulsenergie, noch die Anzahl der
Messungen am selben Ort sich auf die 2. Welle auswirken. Diese Wellenfront bewegt
sich somit im, oder auf der Glasoberfliche voran und startet immer von der selben
Stelle aus.

Errechnet man die mittleren Geschwindigkeiten der Wellenfronten aus den Mittelwer-
ten der Messungen von 11,46 ns bis 15,16 ns und daraus wiederum die Startradien,
so erhélt man die Werte in Tabelle 3.5.
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Geschwindigkeit (m/s)

Startradius (pm)

Longitudinalwelle

5997

-1,5

2. Welle

3566

3.8

Tabelle 3.5: Berechnung der Geschwindigkeit und des Startradius der

Longitudinalwelle und der 2. Welle.

Da ein negativer Startradius nicht moglich ist und die Wellen im Glas sich nicht
mit Uberschallgeschwindigkeit ausbreiten konnen, ist die sinnvollste Erklarung hier-
fiir die Messungenauigkeit der Radien und somit auch der daraus resultierenden

Geschwindigkeiten.
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4 Diskussion

4.1 Einfluss der Bildverarbeitung

Sowohl die Differenzbilderzeugung, als auch die Bild-Stapelung sind wichtige Hilfs-
mittel fiir das Hervorheben der Wellenfronten. Da die verarbeiteten Bilder die Refle-
xionsdnderungen darstellen, lasst sich nur anhand der Bilder zusétzlich auch sagen,
dass die Wellen mit hoheren Pulsenergien deutlicher sichtbar werden.

Differenzbilder

Am deutlichsten sichtbar ist die Auswirkung der Differenzbilder bei Messungen im
Glas. Hier werden schwache Wellenfronten erst durch die Subtraktion des Hintergrun-
des sichtbar. Allerdings verschwindet der Hintergrund nicht komplett. Kanten der
Strukturen sind immer noch deutlich sichtbar. Bei genauer Betrachtung erkennt man,
dass zwischen einer Bildaufnahme mit Anregepuls und einer ohne Anregepuls die
Strukturen um ein bis zwei Pixel wandern. Dadurch werden die Kanten dieser Struktu-
ren besonders hervorgehoben. Das die Aufnahme zwischen zwei Bildern leicht versetzt
ist kann aufgrund von Vibrationen der Umgebung entstehen, denn der verwendete
Labortisch ist nicht geddmpft.

Bild-Stapelung

Bei Messungen im Wasser nimmt die Standardabweichung mit der Anzahl der ge-
mittelten Bilder ab, wie in Abbildung 3.4 zu sehen ist. Der Verlauf der Abnahme
folgt dabei sehr gut der Theorie. Gleiches gilt auch fiir die Messungen auf der Gla-
soberflache (siehe Abbildung 3.11), allerdings scheint es hier ab dem fiinften Bild
keine Verbesserung mehr zu geben. Eine Erklarung hierfiir ist, dass die Messungen
unterschiedlicher Orte gemittelt wurden. Dies ist notwendig, da sich die 1. Wellenfront
mit jeder Messung weiter bewegt. Somit kommen bei der Bild-Stapelung immer neue
Artefakte durch den Hintergrund hinzu.

FEine Gefahr der Bild-Stapelung ist allerdings, dass durch die Mittelung mehrerer
Bilder auch die 2. Welle verschwinden kann. Diese ist auf nur wenigen Bildern zu
erkennen und kann somit bei der Mittelung untergehen.
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4 Diskussion

4.2 Eigenschaften der Wellenfront bei
Messungen im Wasser

Fiir die Messungen in Wasser ergibt sich eine einzelne Wellenfront der Longitudinal-
welle, welche abhéngig von der Impulsenergie des Lasers ist. Da jedoch der Startradius
unbekannt ist und es keine Moglichkeit gibt diesen anhand der Aufnahmen zu messen,
kann nur die mittlere Wellengeschwindigkeit zwischen zwei Zeiten ermittelt werden.
Ergebnis hierbei ist, dass die mittlere Geschwindigkeit iiber die Zeit hinweg abnimmt
(Abbildung 3.8). Dies und die Tatsache, dass alle gemessenen Geschwindigkeiten
grofier der Schallgeschwindigkeit in Wasser sind, lasst darauf schliefsen, dass es sich
um eine Stofwelle handelt. Diese breitet sich mit Uberschallgeschwindigkeit aus und
wird mit der Zeit langsamer.

Dies ist zu beachten, wenn Krebszellen gemessen werden, denn diese bestehen zu
einem grofen Teil aus Wasser.

Die Entstehung weiterer Kreise bei zunehmender Pulsenergie ldsst sich mit Beugung
und Interferenz erklaren [22]. Bei der Abtastung scharfer Kanten kann es zu Beu-
gungseffekten kommen, wie es auch in Abbildung C.1c zu sehen ist. Die durch den
Laserimpuls entstandene Druckwelle bildet somit eine Kante, welche fiir diese Beu-
gungseffekte sorgt. Die dufleren sichtbaren Ringe sind daher nur optische Artefakte.
Warum diese jedoch nicht gleicher Art auch nach innen entstehen konnte nicht geklért
werden.

Ein weiterer im Wasser sichtbarer Effekt entsteht, wenn der Anregepuls nicht auf
der optischen Achse des Objektives liegt. Sollte dies der Fall sein, so verformen
sich die sichtbaren Wellenfronten und werden elliptisch. Dieser Effekt kann fiir die
Kalibrierung des Anregepulses genutzt werden.

4.3 Eigenschaften der Wellenfront bei
Messungen im Glas

Die hier entstehenden Wellenfronten sind unabhéngig von der Impulsenergie des
Lasers, da Stofwellen in einem inkompressiblen Medium wie Glas sich nicht mit Uber-
schallgeschwindigkeit ausbreiten kénnen. Allerdings ist die Wellenfront bei héherer
Pulsenergie deutlich besser zu erkennen.

Zudem konnte auch gezeigt werden, dass mehrere Messungen am selben Ort im Glas
keinen Einfluss auf die Ergebnisse haben. Dies ist ein wenig unerwartet, denn mit
dem ersten Anregepuls wird die Struktur des Glases im Fokus zerstért und anfélliger
fiir weitere Anregepulse, da die Schwellwertfluenz herabgesetzt wird. Daher sollte der
Startradius der Welle grofer werden. Sollte dieser Effekt dennoch auftreten, so ist
seine Auswirkung mit dem hier aufgebauten Mikroskop nicht messbar.
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4 Diskussion

4.4 Eigenschaften der Wellenfronten bei
Messungen auf der Glasoberflache

Die Geschwindigkeit der Longitudinalwelle bei Anregung auf der Glasoberflache ist
unabhéngig von der Pulsenergie und auch von der Anzahl der Messungen. Allerdings
ist die Longitudinalwelle der 1. Messung wesentlich kompakter. Jede weitere Messung
sorgt dafiir, dass die Welle weiter auseinander driftet.

Die 1. Welle ist eine Stofswelle in Luft und abhéngig von der Pulsenergie. Zudem
konnte auch eine Abhéngigkeit des Ablationsradius nachgewiesen werden, denn dieser
wird mit jeder weiteren Messung grofer, so wie auch die 1. Welle. Beide Radien héren
auch mit der selben Messung auf zu wachsen.

Aus diesen Ergebnissen folgt, dass die Longitudinalwelle im Zentrum der Ablation
startet, wahrend die 1. Welle am Rande des Ablationsradius beginnt. In Abbildung
4.1 ist dies skizziert. Aufgrund der Mehrpulsmessung entstehen Mikrorisse und Struk-
turschwéchen die unter anderem fiir das Auseinanderdriften der Longitudinalwelle
verantwortlich sein konnen, denn hier muss die Longitudinalwelle hindurch und kann
an den zerstorten Strukturen reflektiert werden.

1. Welle 1. Welle

Luft Luft

Glas Longitudinalwelle Glas Longitudinalwelle

Abbildung 4.1: Skizze der Ausbreitung der Longitudinalwelle und der 1. Welle fiir die
1. Messung (links) und nach mehreren Messungen (rechts).

Fiir weitere Versuche bedeutet dies, dass man zur Messung der Longitudinalwelle
mehrmals am selben Ort messen darf. Allerdings muss hierbei ein Kompromiss aus
Rauschverhalten und deutlich abgegrenzter Wellenfront getroffen werden.

Tabelle 3.5 zeigt, dass fiir die ermittelten Geschwindigkeiten anhand zweier Zeitdif-
ferenzen ein negativer Startradius berechnet wurde, was auf die Messungenauigkeit
zuriick zu fithren ist. Die berechnete Geschwindigkeit ist somit zu hoch. Aufgrund
dieser Messungenauigkeit kann der Startradius auch vernachlassigt werden. Somit
reicht es aus, die Geschwindigkeit anhand einer einzelnen Messung zu berechnen.
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4 Diskussion

Vergleicht man die gemessenen Geschwindigkeiten der Longitudinalwelle aller Ver-
suche, mit der berechneten Geschwindigkeit und der in Literaturwerten iiblichen
Schallgeschwindigkeit fiir Glas, so erhélt man folgende Tabelle:

Material Geschwindigkeit (m/s) Quelle
Kalk-Natron Glas Messung im Glas 5697 diese Arbeit (Kapitel 3.2.1)
Kalk-Natron Glas | Messung auf Glasoberfléche 5709 diese Arbeit (Kapitel 3.3.3)
Kalk-Natron Glas | Messung auf Glasoberfléche 5997 diese Arbeit (Kapitel 3.4)
Kalk-Natron Glas Berechnet 5490...5626 siehe Formel 2.9 und Daten F.1
Kalk-Natron Glas Literaturwert 5600 siehe 23]

Tabelle 4.1: Vergleich der Geschwindigkeiten der Longitudinalwelle

Die Messungen dieser Arbeit liegen sowohl {iber der berechneten Geschwindigkeit,
als auch iiber der allgemein verwendeten Schallgeschwindigkeit von Glas, welche bei
5600 m/s liegt.

Zudem kann in einigen Messungen eine 2. Welle entdeckt werden. Diese ist jedoch sehr
schlecht zu erkennen und wird teilweise auch von der 1. Welle iiberlagert. Anhand
aller deutlich zu erkennenden 2. Wellenfronten wurde hierfiir eine Geschwindigkeit
berechnet. In Tabelle 4.2 wird diese mit den Geschwindigkeiten der Rayleigh-Welle
und Transversalwelle in Glas verglichen.

Geschwindigkeit (m/s) Bemerkung
Messung 2.Welle 3566 siehe Kapitel 3.4
Rayleigh-Welle 3300 siehe [19]
Transversalwelle berechnet 3251...3420 siehe Formel 2.10 und Daten F.1

Tabelle 4.2: Vergleich der Geschwindigkeiten der 2. Welle, Transversalwelle und
Rayleigh-Welle in Kalk-Natron Glas

Wie in Tabelle 4.2 zu sehen, unterscheidet sich die berechnete Geschwindigkeit der
Transversalwelle kaum von der Geschwindigkeit der Rayleigh-Welle. Es kann daher
aufgrund der Messergebnisse nicht gesagt werden, um welche dieser Wellenarten es
sich bei den Messungen handelt. Allerdings wird bei Messungen auf der Oberflédche
des Materials auch eine Oberflaichenwelle erwartet, weshalb es nahe liegt, dass es sich
um die Rayleigh-Welle handelt.
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5 Fazit

In dieser Arbeit wurde ein PPE-Mikroskop aufgebaut und mittels diesem die Auswir-
kung der Variation der Pulsenergie bei Messungen in Glas und in Wasser ermittelt.
Anhand der Messergebnisse wurden auch die Auswirkungen der bildverarbeitenden
Methoden betrachtet.

Die Evaluierung der Bildverarbeitung zeigt, dass die Differenzbilder nicht nur zur
Subtraktion des Hintergrundes sehr gut geeignet sind um die Wellen erst wirklich
sichtbar zu machen, sondern auch fiir die Korrektur des Hotpixel-Effektes. Auch die
Wirkung der Bild-Stapelung ist anhand der Messergebnisse der Standardabweichung
deutlich sichtbar und nimmt zunéchst mit jedem weiteren verrechneten Bild ab.
Allerdings scheint es hier jedoch eine Grenze zu geben. So konnte fiir die Messungen
auf der Glasoberfliche ab dem fiinften gemittelten Bild keine Verbesserung mehr
festgestellt werden. Dies kann unter anderem daran liegen, dass hierfiir der Einfluss
von immer neuen Hintergriinden eine wichtige Rolle spielt. Um diesen besser vom
Bild der Welle zu trennen wére eine Dampfung des Labortisches hilfreich.

Fazit der Messungen in Wasser ist, dass es zu einer Stofkwelle kommt, deren Geschwin-
digkeit abhéangig von der Pulsenergie des Lasers ist. Bei Messungen in Weichgewebe
sollte dies beachtet werden.

Fazit der Messungen in und auf der Oberfliche des Glases ist, dass die Geschwindigkeit
der Longitudinalwelle unabhingig von der Pulsenergie des Lasers ist. Auch die
Anzahl der Messungen am selben Ort wirkt sich nicht auf den Radius der Welle
aus, jedoch sieht man schon ab der zweiten Messung am selben Ort ein deutliches
Auseinanderdriften der Welle. Ursache hierfiir ist vermutlich die zerstorte Struktur
des Glases durch die vorherige Messung.

Auch die 2. Welle ist unabhéngig von der Pulsenergie des Lasers und die Anzahl
der Messungen wirkt sich nicht auf den Ort der Welle aus. Ob auch diese Welle
auseinanderdriftet konnte nicht gezeigt werden. Problem dieser Wellenfront ist, dass
sie nur auf wenigen Bildern deutlich zu sehen ist. Hinzu kommt, dass die Druckwelle
in der Luft mit jeder weiteren Messung am selben Ort grofer wird und diese Welle
iiberlagern kann. Sicher ist, dass die 2. Welle an das Glas gebunden ist. Ob sie sich nun
aber auf der Oberfliache fortbewegt und damit eine Rayleigh-Welle ist, oder im Glas
als Transversalwelle sich ausbreitet, kann anhand der &hnlichen Geschwindigkeiten
nicht gesagt werden.
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5 Fazit

Dass die Messungen der Wellen auch bei Mehrpulsmessungen am selben Ort bleiben
ist fiir die PPE von grofem Vorteil. So kann die Bild-Stapelung fiir bessere Ergebnisse
genutzt werden. Auch die Unabhéngigkeit der Pulsenergie fiir die Messungen inkom-
pressibler Materialien ist fiir weitere Tests mit Hartgewebe eine wichtige Erkenntnis,
denn dadurch darf die Puls-zu-Puls Schwankung des Lasers vernachléssigt werden.

Im weiteren Verlauf der Forschung wére es sinnvoll heraus zu finden, um welchen Wel-
lentyp es sich bei der 2. Welle genau handelt und wie diese moglichst deutlich sichtbar
gemacht werden kann. Diese Welle ist wichtig, um das zugehorige Elastizitdtsmodul
zu berechnen.
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Abkiirzungsverzeichnis

AFM atomic force microscope. 1

EEP  Equal-Exposure Pulse. 6

OCE Optical Coherence Eastographie. 2

PPE  Pump-Probe-Elastographie. 11, 1-3, 7, 9, 15, 42, 43

SNR signal-to-noise ratio. 17
SRV  Signal-Rausch-Verhéltnis. 17, 21
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Mikroskopautbau

Kamera

Tubus Linse

% szzi(I)l Semm :l Bandpassfilter CWL = 520nm
520nm D Polarisationsstrahlteiler
1 3
mechanischer Verschluss 4
1040nm m dichroitischer Spiegel

Mikroskopobjektiv 40x/10x

sz e Probenhalter

Y-Achse

Abbildung A.1: Aufbau Lasermikroskop
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B Zeitmessung

qN‘ ELEDYNE LECROY

Everywhoreyoulook

Measure P1:ampl(C1) P2:1req(C1) P3:width(C1) P4 - P5.- -- PE- - - PT--- Pg- -
value 3.0006V
status R

Xi= =
X2= 11.60Nns 1/AX= 86.8 MHz

Abbildung B.1: Messung der Zeitdifferenz zwischen Anregepuls und Abtastpuls.
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C Kalibriermessung

(a) 10-fach Objektiv (b) 10-fach Objektiv

Sollwert: 400 pm Sollwert: 500 pm
Messwert: 412,61 nm Messwert: 517,44 nm

2 AT ey R Rt ,
(c) 40-fach Objektiv (d) 40-fach Objektiv
Sollwert: 100 pm Sollwert: 100 pm
Messwert: 100,16 pm Messwert: 100,804 pm

Abbildung C.1: Die Messwerte der Bilder ergeben sich aus dem jeweiligen
(Objektivabhéngigen) Vergroferungsfaktor und der Distanz in Pixeln

o1



D Klassendiagramm

Main

trig : Trigger()
tiCam : TLCamera()

str : OUTPUT_DIRECTORY

Y
Trigger TLCamera
serialObject : serial.Serial('COM4') TLCameraSDK : sdk

. TLCamera : camera
_init_()

. int : FILECOUNTER
trigger()

settingsShutterClosed() int _ counter

settingsShutterOpen() bool : singleTriggerMode

i int : Intensit
setContinuous() int : maxintensity

setManualTrigger() int : minintensity

resetSettings() _init_()

setSingleTriggerMode()
setContinuousTriggerMode()
snaplmg(): img
closeCamera()
showSettings()
showlmage(image)
savelmage(output_directory)
setMaxIntensity(maxIntensity)

setMaxIntensity(maxIntensity)

Abbildung D.1: Klassendiagramm der Software zur Ansteuerung des Versuchsaufbaus
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E Laser

Fiir diesen Aufbau kommt ein Femtosekundenlaser der Firma Spectra Physiks zum
Einsatz. Alle Spezifikationen befinden sich in Tabelle E.1.

Parameter Symbol | Wert | Einheit
Wellenlange A 1040 nm
maximale Pulsenergie Emax 23,3 wd
Strahldurchmesser d 3 mm
Pulsdauer t 383 fs
Strahlqualitét M 1.11

Tabelle E.1: Leistungsdaten HighQLaser
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F Materialkennwerte

Kalk-Natron-Glas

Parameter Symbol Wert Einheit
Dichte p 2,479 g/em?
Kompressionsmodul K 39,8 GPa
Schermodul 1 26,2...29 GPa
Elastizitdtsmodul E =70 GPa
Poissonzahl v 0,13...0,3

Tabelle F.1: Materialeigenschaften Kalk-Natron-Glas

[24], [25]
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