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Abstract 
	  

The	   dispersion	   in	   standard	   objective	   lenses	   used	   in	   multi-‐photon	   laser	   scanning	  

microscopy	  and	  a	  novel	  mesoscopic	  imaging	  lens,	  the	  “Mesolens”,	  has	  been	  studied.	  

	  

A	  numerical	  model	   to	  calculate	   the	  pulse	  stretching	   through	   lenses	  has	  been	  derived	  

and	  applied.	  This	  involved	  calculating	  the	  pulse	  stretching	  through	  lenses	  (in	  the	  case	  of	  

the	  standard	  lenses,	  for	  both	  on	  and	  off-‐axis	  propagation)	  and	  determining	  the	  effect	  

this	  had	  on	  the	  probability	  of	  two-‐photon	  absorption	  during	  two-‐photon	  laser	  scanning	  

microscopy.	  	  

	  

The	   pulse	   stretching	   caused	   by	   the	  Mesolens	   has	   been	   shown	   to	   have	   an	   increased	  

effect	   on	   the	   temporal	   spreading	   of	   ultrashort	   pulses	   compared	   to	   a	   standard	  

10x/1.2NA	  Cytometry	   lens	   and	   a	   20x/0.75NA	  Nikon	   objective	   lens.	   The	   on-‐axis	   pulse	  

durations	  for	  a	  pulse	  with	  an	  initial	  duration	  of	  100	  fs	  at	  a	  wavelength	  of	  800	  nm	  were	  

calculated	  to	  increase	  by	  21	  fs,	  25	  fs	  and	  127	  fs	  for	  the	  Cytometry,	  Nikon	  and	  Mesolens	  

respectively.	  Off-‐axis	  measurements	  were	   also	   obtained	   for	   the	   standard	   lenses,	   but	  

these	  did	  not	  display	  any	  significant	  change	  in	  output	  pulse	  duration	  as	  the	  laser	  beam	  

scans	  across	   the	  back	  aperture	  of	   an	  objective	   lens	  and	   therefore	   can	  be	   considered	  

negligible.	  	  

	  

It	  was	  mathematically	   illustrated	   that	  a	  simple	  grating	  pair	  was	  able	   to	   introduce	   the	  

correct	   quantity	   of	   anomalous	   dispersion	   to	   compensate	   for	   the	   normal	   dispersion	  

introduced	  during	  propagation	  of	  each	  lens	  by	  choosing	  the	  optimum	  line	  spacing	  and	  

grating	   separation.	   In	   doing	   so,	   there	   is	   a	   reduced	   pulse	   at	   the	   sample	   plane,	  which	  

maximizes	  the	  probability	  of	  two-‐photon	  absorption	  during	  two-‐photon	  laser	  scanning	  

microscopy.	  	  Even	  for	  the	  highly	  dispersive	  Mesolens,	  it	  was	  calculated	  that	  the	  group	  

velocity	   dispersion	   introduced	   by	   the	   Mesolens	   was	   1.05x10-‐1	   ps2/m	   and	   could	   be	  

compensated	   for	   in	   practice	   by	   using	   a	   grating	   pair	   with	   a	   line	   separation	   of	   900	  

lines/mm	  separated	  by	  25	  mm.	  	  

	  
	  



	  
V	  

Table	  of	  Contents	  
	  
	  

Title	  page	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   I	  
Declaration	  of	  authenticity	  and	  authors	  rights	   	   	   	   	   	   II	  
Acknowledgements	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   III	  
Abstract	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   IV	  
Contents	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   V	  
	  
	  
Chapter	  1	  –	  Introduction	   	   	   	   	   	   	   	   	   1	  
	  

1.1	  Refractive	  index	  and	  dispersion	  	   	   	   	   	   	   2	  
1.1.1	  Phase	  velocity	   	   	   	   	   	   	   	   3	  
1.1.2	  Group	  velocity	  dispersion	   	   	   	   	   	   4	  
1.1.3	  Temporal	  dispersion	   	   	   	   	   	   	   6	  

1.2	  Dispersion	  in	  laser	  scanning	  microscopy	   	   	   	   	   7	  
1.2.1	  Overview	  of	  laser	  scanning	  microscopy	   	   	   	   7	  

1.2.1.1	  Confocal	  microscopy	   	   	   	   	   	   8	  
1.2.1.2	  Multi-‐photon	  microscopy	   	   	   	   	   10	  

1.2.1.2.1	  Lasers	  for	  multi-‐photon	  microscopy	   	   	   11	  
1.2.2	  Temporal	  dispersion	  in	  multi-‐photon	  microscopy	   	   	   12	  

1.3	  Dispersion	  compensation	  schemes	  to	  manage	  pulse	  broadening	  	   	   14	  
1.4	  Conclusion	  	   	   	   	   	   	   	   	   	   15	  
	   	  
	  

Chapter	  2	  –	  Numerical	  simulation	  of	  pulse	  broadening	  in	  commercial	  microscope	  	  
objective	  lenses:	  on-‐axis	  and	  off-‐axis	   	   	   	   	   	   	   16	  
	   	  

2.1	  Introduction	   	   	   	   	   	   	   	   	   16	  
2.2	  Theory	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   17	  
	   2.2.1	  Ultrashort	  pulse	  through	  multiple	  elements	   	   	   	   17	  

2.2.2	  Numerical	  model	  for	  the	  pulse	  duration	  through	  an	  objective	  lens	  of	  
unknown	  material	   	   	   	   	   	   	   25	  

2.3	  Method	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   26	  
	   	   2.3.1	  Pulse	  duration	  through	  a	  generic	  cytometry	  lens	   	   	   26	  
	   	   2.3.2	  Pulse	  duration	  through	  a	  generic	  20x/0.75	  NA	  objective	  lens	   24	   28	  
	   	   2.3.3	  Probability	  of	  two-‐photon	  absorption	   	   	   	   	   30	  

2.4	  Results	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   31	  
	   	   2.4.1	  Cytometry	  lens	  (on-‐axis)	   	   	   	   	   	   31	  
	   	   2.4.2	  20x	  /	  0.75	  NA	  objective	  lens	  (on	  and	  off-‐axis)	   	   	   	   32	  
	   	   2.4.3	  Probability	  of	  two-‐photon	  absorption	   	   	   	   	   36	  

2.5	  Discussion	  of	  Results	   	   	   	   	   	   	   	   38	  
2.6	  Conclusion	  	   	   	   	   	   	   	   	   	   40	  
	  



	  
VI	  

Chapter	  3	  –	  Experimental	  measurement	  of	  pulse	  broadening	  in	  commercial	   	   	  
microscopy	  objective	  lenses:	  on-‐axis	  and	  off-‐axis	  	   	   	   	   	   41	  
	  
	   3.1	  Introduction	   	   	   	   	   	   	   	   	   41	  
	   3.2	  Theory	  of	  measurement	  of	  ultra-‐short	  pulses	   	   	   	   	   41	  
	   	   3.2.1	  Lasers	  	   	   	   	   	   	   	   	   	   41	  
	   	   	   3.2.1.1	  Ti:Sapphire	  (Ti:Al203)	  laser	   	   	   	   	   42	  
	   	   	   3.2.1.2	  Theory	  of	  Mode-‐locking	   	   	   	   	   42	  

3.2.2	  Autocorrelator	   	   	   	   	   	   	   	   46	  
	   3.3	  Experiment	   	   	   	   	   	   	   	   	   48	  
	   	   3.3.1	  Average	  power	   	   	   	   	   	   	   	   48	  
	   	   3.3.2	  Set-‐up	  for	  measuring	  the	  pulse	  duration	  through	  a	  pair	  of	  objective	  	  

lenses	   	   	   	   	   	   	   	   	   49	  
	   	   3.3.3	  Measuring	  the	  pulse	  duration	  through	  different	  pairs	  of	  objective	  	  

lenses	  (10x/0.45	  NA	  and	  20x/0.75	  NA)	  	   	   	   	   51	  
	   3.4	  Results	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   52	  
	   	   3.4.1	  Average	  power	   	   	   	   	   	   	   	   52	  
	   	   3.4.2	  Measuring	  the	  pulse	  duration	  through	  a	  10x/0.45	  NA	  	  

objective	  lens	   	   	   	   	   	   	   	   53	  
	   	   3.4.3	  Measuring	  the	  pulse	  duration	  through	  a	  20x/0.75	  NA	  	  

objective	  lens	   	   	   	   	   	   	   	   56	  
	   3.5	  Discussion	  of	  results	   	   	   	   	   	   	   	   58	  
	   3.6	  Conclusion	  	   	   	   	   	   	   	   	   	   59	  
	  
Chapter	  4	  –	  Extension	  of	  numerical	  model	  to	  Mesoscopic	  laser	  scanning	  microscopic	  
objective	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   60	  

	  
	   4.1	  Introduction	   	   	   	   	   	   	   	   	   60	  
	   4.2	  Theory	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   62	  
	   4.3	  Method	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   66	  
	   4.4	  Results	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   67	  
	   4.5	  Discussion	  of	  results	   	   	   	   	   	   	   	   69	  
	   4.6	  Conclusion	  	   	   	   	   	   	   	   	   	   70	  

	  
Chapter	  5	  –	  Dispersion	  compensation:	  commercial	  objective	  lenses	  and	  Mesolens	   71	  
	  

5.1	  Introduction	   	   	   	   	   	   	   	   	   71	  
5.2	  Theory	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   72	  

5.2.1	  Obtaining	  the	  total	  GVD	  for	  an	  entire	  objective	  lens	   	   	   72	  
5.2.2	  Diffraction	  gratings	  for	  pulse	  compression	   	   	   	   73	  

	   	   5.2.2.1	  Theoretical	  model	   	   	   	   	   	   74	  
5.3	  Results	  of	  calculation	   	   	   	   	   	   	   	   77	  
5.4	  Discussion	  	   	   	   	   	   	   	   	   	   79	  
5.5	  Conclusion	  	   	   	   	   	   	   	   	   	   80	  

	  
	  
	  



	  
VII	  

Chapter	  6	  –	  Conclusion	   	   	   	   	   	   	   	   	   81	  
6.1	  Summary	  of	  thesis	   	   	   	   	   	   	   	   81	  

	   	  
References	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   84	  
	  
Appendices	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   88	  
	  
Appendix	  1	  –	  Optical	  elements	  in	  Cytometry	  lens	   	   	   	   	   	   88	  
Appendix	  2	  –	  Calculation	  for	  the	  pulse	  stretching	  through	  the	  cytometry	  lens	   	   89	  
Appendix	  3	  –	  Off-‐axis	  lengths	  for	  the	  20x/0.75	  NA	  Nikon	  lens	   	   	   	   92	  
Appendix	  4	  –	  Wavelength	  dependent	  TPA	  cross-‐sections	  for	  Fluorescein	  	  	   	   93	  
Appendix	  5	  –	  Negative	  GVD	  introduced	  by	  a	  grating	  pair	  at	  different	  wavelengths	   94	  
	  
	  


