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Zusammenfassung

Die biologische Funktionsweise von Zellen lasst sich nur unzureichend
erklaren, wenn diese mit etablierten Verfahren in zweidimensionalen
Zellkulturen (z.B. in einer Petrischale) untersucht werden. Die Einbettung
von Zellen in eine dreidimensionale extrazellulire Matrix und sowohl der
mechanische Kontakt als auch der biochemische Austausch mit benachbarten
Zellen haben einen entscheidenden Einfluss auf ihre Funktionsweise. Fiir
die Untersuchung solcher Zellverbdnde werden neue technische Verfahren
bendtigt, die deren biologische Funktionsweise weitestgehend unbeeintréachtigt
lassen.

In dieser Arbeit wird die Realisierung von optischen Manipulationsverfah-
ren beschrieben, die es ermdglichen, biologische Objekte verschiedenster Gro-
e zu sortieren und frei in drei Dimensionen zu bewegen. Dazu werden die
Krifte optischer Punktfallen eingesetzt, die mit Hilfe beweglicher Spiegel in
2D und eines spatialen Lichtmodulators in 3D platziert und bewegt werden
kénnen. Durch das geschickte Zusammenspiel mehrerer Fallen kénnen auch
grofle Objekte versetzt, rotiert und stimuliert werden. Geeignete Angriffs-
punkte werden, je nach Anwendungsszenario, entweder durch die Analyse
von mikroskopischen Durchlichtbildern oder durch ein neues interferometri-
sches Detektionsverfahren ermittelt. Die Detektionssignale werden theoretisch
hergeleitet und experimentell iiberpriift.

Es wird ein laborgeeigneter Versuchsaufbau vorgestellt, basierend auf ei-
nem invertierten Mikroskop und unterstiitzt von einem mikrofluidischen Ana-
lysechip. Dabei miissen konkurrierende Anforderungen, v.a. hochauflésende
Mikroskopie und ein grofler Aktionsradius der optischen Fallen, abgewogen
werden. Die schnelle Berechnung von Computerhologrammen auf einer Gra-
fikkarte erlaubt eine kontinuierliche Bewegung und eine Reaktion auf Messsi-
gnale.

Es wird detailliert gezeigt, wie Suspensionszellen unterschiedlicher Gréfie
mit Hilfe einer einzelnen Falle aussortiert werden konnen. Zur Orientierung
groflerer Zellverbédnde werden verschiedene Manipulationsstrategien beschrie-
ben und getestet, bei denen entweder Streu- oder Gradientenkréfte dominie-
ren. Verschiedene biologische Objekte bis zu einem Durchmesser von 150 pm
konnen in unterschiedliche Raumrichtungen gedreht und solche bis 190 pm



Zusammenfassung

Durchmesser angehoben und stabil gehalten werden.



Abstract

Biological details on how cells operate cannot be explained sufficiently with
established methods based on two-dimensional cell cultures (e.g. petri
dishes). The embedding of cells into a three-dimensional extracellular matrix
and both mechanical as well as biochemical interactions with neighboring cells
have a significant influence on their behavior. New technologies are needed
which allow to investigate such cell clusters but do not interfere with their
normal behavior.

In this work, the realization of an all-optical manipulation technique
is described which allows sorting, translation, and rotation of biological
objects of different sizes in 3D. The necessary forces are exerted by optical
point traps which are moved in 2D with mirrors and in 3D with a spatial
light modulator. Depending on the application scenario, suitable trapping
positions are determined either by analysis of microscopic bright field images
or by a new interferometric detection method. The signals obtained by this
method are derived theoretically and proven experimentally.

A bio lab-compliant experimental setup, based on a commercial inverted
microscope and supported by an microfluidic analysis chip, is introduced.
Competing requirements, such as high-resolution microscopy and a large
operating range of the optical traps, must be balanced carefully. Rapid
calculation of computer holograms on the graphic processing unit of a PC
allow the continuous movement of traps and an immediate reaction on
detection signals.

Optical sorting of different-sized suspension cells with a single point trap
is shown, either inside a closed sample chamber or inside a microfluidic
channel. Different manipulation strategies for rotating larger cell clusters are
introduced and tested. These strategies differ in the domination of optical
scattering forces over gradient forces or vice versa. Different objects up to a
diameter of 150 pm are shown to be rotated in different directions and objects
up to 190 pm can be lifted against gravity and hold stably.






1. Einleitung

1.1. Motivation

1.1.1. Bedeutung dreidimensionaler Strukturen in der Biologie

In zellbiologischen Untersuchungen werden heutzutage fast durchgingig
Zellkulturen eingesetzt, in denen Zellen flach auf einem Substrat wachsen.
In der Regel werden Petrischalen oder Mikroskop-Objekttriager aus Glas
oder Kunststoff eingesetzt, die die notwendigen optischen Eigenschaften
fiir hochauflosende Mikroskopie mitbringen. Fir diese zweidimensionalen
Zellkulturen gibt es zahlreiche etablierte und bewéhrte Verfahren. Diese
beinhalten beispielsweise die spezifische und unspezifische Féarbung von
Zellen oder auch das gezielte Einstellen und Andern der Konzentration
von Biomolekiilen im Nahrmedium. Ausgereifte Laborautomation erlaubt
vollstdndig automatisierte Hochdurchsatz-Experimente — ein wichtiger
Schritt, weg vom subjektiven Beurteilen eines FErgebnisses und hin zu
einer objektiven, statistischen Auswertung eines Versuchs (Pepperkok und
Ellenberg, 2006).

Diese 2D-Zellkulturen haben allerdings einen gravierenden Nachteil: Zellen
kénnen dort in sehr vielen Féallen nicht unter Bedingungen wachsen, die
einen Vergleich mit einem vollstdndigen Organismus erlauben. Eine gute
Ubersicht iiber diese Problematik ist in (Tibbitt und Anseth, 2009) und
(Pampaloni et al., 2007) gegeben. In einer Petrischale wachsen adhérente
Zellen normalerweise in Monolagen. Ihre Form ist unnatiirlich flach, und
wahrend sie auf der einen Seite Kontakt zur Petrischale haben, ist
die andere Seite lediglich von N&hrmedium umgeben. Dadurch koénnen
Néhrstoffe und Biomolekiile nur von einer Seite an die Zelle gelangen.
Signale zu benachbarten Zellen kénnen lediglich iiber einen sehr schmalen
Bereich an ihrer Peripherie ausgetauscht werden. Es ist einleuchtend, dass
Vorgénge, die auf dem Zusammenspiel von verschiedenen Zellen basieren (z. B.
Migration, Differenzierung, Kommunikation) mit diesen Mitteln nur schwer
zu untersuchen sind.

In einem natiirlichen Organismus sind die einzelnen Zellen in die
extrazelluldre Matriz eingebunden, die ihm eine dreidimensionale Struktur

11



1. Einleitung

verleiht. Die extrazellulire Matrix bestimmt die Nachbarschaft von Zellen
und damit die biochemischen und biomechanischen Wechselwirkungen
zwischen benachbarten Zellen. Zellen im dreidimensionalen Verband sind
unterschiedlichen Konzentrationen von Néhrstoffen und Signalmolekiilen
ausgesetzt, je nachdem ob sie sich am Rand oder im inneren eines Verbands
befinden.

Fin eindrucksvolles Beispiel fiir die Bedeutung von zwei- bzw.
dreidimensionalen Zellkulturen lieferten Petersen et al. (1992). Sie
berichten davon, dass sich Epithelzellen der menschlichen Brust in 2D-
Zellkulturen zu Krebszellen entwickeln, jedoch zu einem normalem Verhalten
zuriickkehren, wenn sie in eine dreidimensionale Zellkultur iiberfithrt
werden. In weiteren Arbeiten der Gruppe konnte gezeigt werden, dass
verschiedene Wachstumsfaktoren von der dreidimensionalen Anordnung
wichtiger Rezeptoren abhangen.

Ein vielversprechender Ansatz auf dem Weg zum Verstindnis der
Funktionsweise von komplexem Gewebe besteht darin, ,die Liicke zu
schlieBen* (Tibbitt und Anseth, 2009): Untersuchungen werden weder an
einzelnen Zellen noch an groflen Organismen (wie Embryos) durchgefiihrt,
sondern dazwischen — an mittelgroflen Zellverbdnden, die in 3D-Zellkulturen
wachsen. Dadurch gewonnene Erkenntnisse erlauben brauchbare Riickschliisse
auf die Funktionsweise vollstdndiger Organismen. Fiir diese mittelgrofien
Zellverbénde miissen die richtigen Werkzeuge bereitgestellt werden.

1.1.2. 3D-Zellkulturen und Mikroskopie

Eine Ubersicht iiber den Stand der Technik fiir 3D-Zellkulturen ist ebenfalls
in (Tibbitt und Anseth, 2009) gegeben. Meistens iibernehmen Hdyrogele
die Aufgabe der extrazelluldren Matrix und geben einem heranwachsenden
Zellverband Form und Stabilitdt. Probleme gibt es jedoch oft mit einer
mangelhaften Sauerstoffversorgung, einem durch Materialinhomogenitét
hervorgerufenen Nahrstoffgradienten und unnatiirlichem, mechanischem
Druck. Die Rekultivierung eines Zellverbandes in reinem Néhrmedium fiir
Folgeuntersuchungen ist in der Regel nicht moglich. Vor allem aber hat
sich herausgestellt, dass in Hydrogele eingebettete Zellverbdnde sich nur
unter Einschrankungen mit den etablierten Mikroskopieverfahren untersuchen
lassen. Hier werden in absehbarer Zeit wahrscheinlich vor allem konfokale
Mikroskopie und Lichtscheibenmikroskopie die préferierten Techniken sein.
Die konfokale Mikroskopie (Pawley, 2006) hat mit anderen hochauflésenden
Verfahren ein Problem gemein: Auf Grund der durch Lichtstreuung limitierten
Eindringtiefe kann nur ein begrenzter Bereich, welcher der Beleuchtungsquelle

12
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und der Beobachtungskamera zugewandt ist, untersucht werden. Fir
aufwindige Halterungen, die eine Drehung und damit eine Beobachtung
von verschiedenen Bereichen ermoglichen wiirden, ist der Arbeitsabstand der
Objektivlinsen zu klein. Oft ,16st“ man dieses Problem, indem man das
zu untersuchende Objekt in Scheiben schneidet und damit zerstért. Neue
Techniken, die ein erneutes Zusammensetzten einzelner Schichten ermoglichen
(Derda et al., 2009), miissen ihre Vergleichbarkeit mit natiirlichen Organismen
erst noch beweisen.

In der Lichtscheibenmikroskopie (light sheet based microscopy — LSBM)
(Huisken et al., 2004) und in anderen Verfahren, die Objektivlinsen mit
niedriger NA verwenden (optische Kohdrenztomographie (Huang et al., 1991),
optische Projektionstomographie (Sharpe et al., 2002)), kann mit einem
grofferen Arbeitsabstand gearbeitet werden. Deshalb koénnen Gelzylinder
verwendet werden, in denen Zellen entweder direkt kultiviert werden oder
in die sie kurz vor der Untersuchung eingebettet werden. Die Préparation
ist aufwiindig, sie erfordert Zeit und eine gewisse Ubung. Mit ausgereiften
Mikroskopen ist die Rotation des Objekts um eine Achse moglich (Greger
et al., 2007; Fahrbach et al., 2010).

Eine technische Neuerung, welche die hochauflésende Mikroskopie von
Zellverbéanden erlaubt, indem sie die Moglichkeit bereitstellt, den Zellverband
zu positionieren und zu rotieren, und den Einsatz von Hydrogelen iiberfliissig
macht, wire daher von groflem Interesse. Im Folgenden soll nun erlautert
werden, warum sich die Verwendung optischer Fallen fir diese Aufgaben
anbietet.

1.1.3. Optische Fallen und deren Anwendung in der Biologie

Erste Versuche an biologischen Objekten wurden bereits von den Erfindern
der optischen Falle um Arthur Ashkin durchgefiihrt. Dabei wurde festgestellt,
dass sich Bakterien und Viren {iber Stunden hinweg dreidimensional stabil
fangen lassen, ohne offensichtliche Beeintriachtigung ihrer Vitalitat (Ashkin
und Dziedzic, 1987). In weiteren Versuchen gelang auch das Fangen von Zellen
und das Bewegen einzelner Zellorganellen innerhalb von Zellen (Ashkin et al.,
1987).

Fir die Verwendung optischer Fallen bei der Erforschung biologischer
Vorgange gibt es iiberzeugende Griinde. Die Kréfte, die ausgeiibt werden
konnen, liegen in einer vergleichbaren Groéflenordnung wie sie in vielen
biologischen Prozessen wirken, z. B. beim Transport von Vesikeln innerhalb
einer Zelle durch molekulare Motoren (~5pN) oder der Kraft, die durch die
Oberflachenspannung einer Zellmembran ausgeiibt werden kann. Molloy und
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1. Einleitung

Abb. 1.1.1.:

14

3D-Zellkulturen und optische Fallen in der Biologie.
(a) Zellen verhalten sich anders, wenn sie — anstatt flach auf
einem Glastréger wachsend — von anderen Zellen umgeben sind.
(b) Das Einbetten in Gelzylinder beeintrichtigt Zellverbénde
in ihrem Wachstum und schrinkt die Verwendung fiir
mikroskopische Untersuchungen ein. (¢) Mit optischen Fallen
konnen biologische Objekte flexibel gehalten, bewegt und
stimuliert werden.



1.1. Motivation

Padgett (2002) nennen einige weitere Beispiele, z. B. eine DNS-Doppelhelix
zu entwinden (~50 pN) oder Wechselwirkungen zwischen Proteinen (~20 pN).
In der GroBenordnung von Zellen oder Zellorganellen ist die Manipulation
mit mechanischen Greifern oder Mikropipetten nahezu unmoglich, da bei
Kontakt attraktive Oberflachenkréfte wirken, die das Loslassen eines Objektes
verhindern. Optische Fallen konnen im Gegensatz dazu an jedem Ort
beliebig ein- und abgeschaltet werden. Da bei biologischen Untersuchungen
meist ohnehin ein optisches Mikroskop zur Verfligung steht, bietet sich die
Integration einer optischen Falle und damit die Verwendung bestehender
Infrastruktur an.

Leider birgt die Verwendung optischer Fallen auch Risiken fiir biologische
Objekte. Durch lange und intensive Einwirkung des Fallenlasers auf
eine Probe kann es zu FErhitzung und damit zur Denaturierung von
Enzymen kommen. Noch schwieriger vorherzusagen ist das Auftreten von
Phototoxizitdt, meist durch die Entstehung freier Radikale, die auch bei
herkémmlichen lichtmikroskopischen Verfahren auftritt (Tinevez et al., 2012).
Diese beiden Effekte miissen bei der Bewertung eines neu entwickelten
Systems immer im Auge behalten werden.

Eine gute Ubersicht iiber Techniken und Anwendungen optischer Fallen
bieten Jonés und Zemanek (2008) sowie Dholakia und Cizmar (2011). Beide
Veroffentlichungen enthalten auch einen Abschnitt iiber die Verwendung
optischer Fallen im Rahmen biologischer Untersuchungen. Diesbeziiglich sei
auch auf eine Zusammenfassung etwas &lterer Arbeiten verwiesen (Svoboda
und Block, 1994).

An dieser Stelle sollen exemplarisch einige wenige Arbeiten genannt
werden, die das Potential optischer Fallen fiir biologische Untersuchungen
verdeutlichen. So nutzten beispielsweise Uhrig et al. (2009) holographisch
erzeugte optische Fallen (holographic optical tweezers — HOT), um die
mechanischen Spannungen zu messen, die auftreten, wenn sich ein Netzwerk
aus Aktin-Filamenten zwischen sieben gefangenen Polystyrol-Kiigelchen
ausbildet. Ehrlicher et al. (2002) gelang es, das Wachstum von Nervenzellen
mittels einer schwachen optischen Falle in eine definierte Richtung zu lenken,
indem dem natiirlichen, permanentem Umbau des Aktin-Zellskeletts eine
Vorzugsrichtung aufgepriagt wurde. Kress et al. (2009) setzten einem sich
entwickelnden Organismus (wihrend der Embryogenese) einer raumlich und
zeitlich unterschiedlichen Konzentration von Signalmolekiilen aus, die von
optisch gefangenen Beads abgegeben wurden. Auf diese Weise konnten Zellen
polarisiert oder ihnen eine Migrationsrichtung vorgegeben werden. Einen
groflen Schritt bei der Weiterentwicklung von kiinstlichen 3$D-Zellkulturen
stellt die Arbeit von Mirsaidov et al. (2008) dar. Dabei wurden verschiedene
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1. Einleitung

Zelltypen mit Hilfe holographischer Fallen dreidimensional angeordnet und
ihre Position zueinander anschlieend durch ein photoaktivierbares Hydrogel
dauerhaft fixiert. Zur Vereinfachung bei der Fluoreszenz-Mikroskopie nutzten
Eriksson et al. (2009) optische Fallen, um viele nebeneinander liegende Zellen
axial automatisch so zu positionieren, dass eine gute Abbildung der Zellkerne
gewahrleistet war. Auflerdem bieten sich optische Fallen fiir das Aussortieren
einzelner Zellen an, wobei hier sehr unterschiedliche Strategien Verwendung
finden (Jonas und Zemanek, 2008).

1.2. Der optische Manipulator

1.2.1. Anforderungen

Die genannten Beispiele liefern eine Vorstellung davon, welche Eigenschaften
und Féhigkeiten ein optischer Manipulator haben sollte, der fiir die
Untersuchung komplexer biologischer Vorgidnge ausgelegt ist.

A) Stabiles Halten von biologischen Objekten mit optischen Fallen fiir
hochauflésende Lichtmikroskopie

Insbesondere in der Fluoreszenz-Mikroskopie muss oft mit sehr unterschiedli-
chen Belichtungszeiten und Wiederholungen gearbeitet werden. Es ist daher
unerlésslich, dass ein Objekt auf einer Zeitskala von Sekunden bis hin zu
wenigen Minuten seine Position nicht andert.

B) Versetzen und Rotieren von Objekten

Grofle biologische Objekte lassen sich mit einer Objektivlinse nicht an
allen Stellen gleich gut beobachten. Sie sollten gedreht werden kdnnen,
um interessante Stellen der Objektivlinse zuwenden zu kénnen und so die
Beleuchtung und/oder die Abbildungsqualitéit zu verbessern.

C) Untersuchung einzelner Zellen, aber auch grofierer Zellverbénde oder
kleiner Embryos

Fir Objekte unterschiedlicher Gréfle werden in der Mikroskopie momentan
unterschiedliche Objekttrager eingesetzt (z.B. Petrischale oder Gelzylinder).
Durch die Unterstiitzung von optischen Fallen kann ein simpler, universell
einsetzbarer Objekttriager ausreichen und Experimente spiirbar vereinfachen.

D) Mechanische oder biochemische Stimulation von Objekten

16



1.2. Der optische Manipulator

Es lassen sich viele Erkenntnisse tiiber biologische Zusammenhénge
untersuchen, wenn ein biologischer Organismus gezielt stimuliert werden
und seine Reaktion auf diesen Stimulus beobachtet werden kann. Diese
Stimulation kann durch biochemisch aktive Signalmolekiile erfolgen, die
beispielsweise von einem optisch gefangenen Bead lokal abgegeben werden
und deshalb unterschiedlich stark entlang der Peripherie des Organismus
konzentriert sind. Ebenso gut kann ein Organismus mechanisch stimuliert
werden. Die Reaktion des Organismus kann meist iiber die Generierung von
fluoreszierenden Proteinen sichtbar gemacht werden.

E) Optisches Sortieren von Suspensionszellen

Reagiert eine Population von Zellen unterschiedlich auf eine wie auch immer
geartete Stimulation, ist es oft notwendig, eine bestimmte Subpopulation zu
isolieren. Es bietet sich an, diese Aufgabe ebenfalls mit Hilfe optischer Fallen
zu erledigen.

1.2.2. Herausforderungen

Betrachtet man den aktuellen Stand der Technik, auf den in den einzelnen
Kapiteln noch genauer eingegangen wird, lassen sich einige Punkte benennen,
die die grofiten Herausforderungen bei der Entwicklung eines optischen
Manipulators fiir biologische Objekte darstellen.

¢ Die Anforderung an das System, eine hohe optische Auflosung fiir die
Abbildung von Objektdetails zu bieten, steht in Konkurrenz zu einem
groflen Sichtfeld und zu einem moglichst grofien Aktionsradius der
optischen Fallen. Das ist in erster Linie durch die Tatsache bedingt, dass
die Strahlengénge fiir Bildgebung und optische Fallen durch eine einzige
Objektivlinse verlaufen und deren numerische Apertur Auflésung und
Sichtfeld mafigeblich beeinflusst.

e In vielen Anwendungen werden optische Fallen ausschliefllich in der
Fokalebene der Objektivlinse erzeugt, da lediglich kleine Objekte
unter direkter Beobachtung manipuliert werden sollen. Das Platzieren
einer optischen Falle weit jenseits dieser Ebene stellt bisher insofern
ein Problem dar, als optische Aberrationen die Intensitétsverteilung
einer Falle so verdndern, dass das Fangen eines Partikels nicht
moglich ist. Sinclair et al. (2004) berichten zum Beispiel, dass
holographische optische Fallen maximal in einer Entfernung von 40 pm
von der Fokalebene der Objektivlinse platziert werden kénnen. Fiir
die Manipulation groflier Objekte ist es jedoch hilfreich und unter
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1. Einleitung

Umsténden sogar notwendig, grifiere Auslenkungen in axialer Richtung
bei hinreichender Fallenkraft zu ermoglichen.

e FEin beugungsbegrenzter Laserfokus hat eine anndhernd ellipsoide
Intensitatsverteilung, was dazu fithrt, dass die optischen Fangkréfte auf
ein Objekt entlang der optischen Achse in aller Regel kleiner sind als
senkrecht dazu. Um ein grofles Objekt entlang der optischen Achse zu
versetzten oder es senkrecht zur Beobachtungsebene zu rotieren, muss
daher sicher gestellt werden, dass diese Kraftkomponente ausreichend
grof} ist.

¢ Auch wenn das Sortieren von einzelnen Suspensionszellen und
das Rotieren grofler biologischer Objekte weitestgehend mit den
gleichen optischen Komponenten bewéltigt werden kann, gibt es
dennoch unterschiedliche Anforderungen an Beleuchtung, Kamera und
Probenhalterung. Das System muss so konzipiert sein, dass verschiedene
Konfigurationen moglich sind und ohne aufwiandige Umbauten oder gar
erneute Justage auskommen.

e Von ihren optischen Eigenschaften her betrachtet sind Zellen sehr
unregelmafige Objekte. Die Kréfte, die eine optische Falle auf eine
Zelle ausiibt, konnen daher selbst in der unmittelbaren Umgebung sehr
unterschiedlich sein. In Abhéngigkeit der zu erledigenden Aufgabe ist
die Bestimmung von geeigneten Angriffspunkten fiir optische Fallen
von entscheidender Bedeutung. Im Anschluss daran miissen intelligente
Pfade berechnet werden, entlang derer die optischen Fallen wandern,
um Objekte sicher und/oder schnell zu bewegen. Hier sind zwei
Kombinationen von besonderer Bedeutung:

— Das schnelle Finden eines Angriffspunkts fiir mehrere, einzelne
Zellen in einem 2D-Kamerabild und die anschlieffende, ebenfalls
schnelle Berechnung eines Pfades in der gleichen Ebene.

— Das Finden von mehreren Angriffspunkten an einem Objekt in
einem groflen, dreidimensionalen Volumen und anschliefend die
Berechnung von Pfaden fiir jede Falle, so dass diese kollaborativ
arbeiten und sich in ihrer Wirkung nicht behindern.

1.3. Ziele der Arbeit und Umsetzung

In Kap. 2 werden zunédchst die zum Verstiandnis dieser Arbeit notwendigen
theoretischen Grundlagen erlautert. Es behandelt die Fragen, warum optische
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1.3. Ziele der Arbeit und Umsetzung

Krifte entstehen und wie sich deren Betrag und Richtung auf biologisches
Material abschétzen lassen. Danach wird kurz auf einige Grundprinzipien und
Formalitédten der Fourier-Optik eingegangen und daraus die Berechnung von
Hologrammen fiir die Erzeugung optischer Fallen abgeleitet.

Kap. 3 erliutert Planung und Umsetzung des experimentellen Aufbaus
mit Schwerpunkt auf den optischen Komponenten. FErginzend wird
auf die softwaretechnische Realisierung der Hologrammberechnung, die
Steuerungssoftware, Probenkammer und Zellprédparation eingegangen.

In Kap.4 wird beschrieben, wie der Versuchsaufbau verwendet
werden kann, um Suspensionszellen beliebiger Grofle zu  sortieren.
Nach der Présentation existierender, vergleichbarer Techniken wird die
Planung der Mikrofluidik und die Berechnung geeigneter Fallentrajektorien
erldutert. Anschlieend werden die Ergebnisse der Sortierversuche von vier
verschiedenen Zelltypen dargestellt und diskutiert.

Kap. 5 befasst sich mit der Manipulation von Zellverbdnden. Nach einer
Charakterisierung der holographisch erzeugten optischen Fallen und der
Ermittlung der Fangkrifte auf Zellen werden die Vorgehensweise und die
Resultate bei der Rotation von einzelnen Zellen und gréleren Zellverbianden
beschrieben und diskutiert.

In Kap. 6 wird ein neues, interferometrisches Detektionsverfahren zur 3D-
Positionsbestimmung mit optischen Fallen vorgestellt, das zur Bestimmung
optimaler Angriffspunkte fiir optische Fallen an Zellverbénden dienen soll. Die
Detektionssignale, die von gefangenen Beads oder Zellen abhangen, werden
rechnerisch und experimentell ermittelt. Anschliefend erfolgt eine Bewertung
dieser Technik, v.a. mit Blick auf die Verwendbarkeit in einem optischen
Manipulator.

In Kap.7 werden abschliefend Zusammenhéinge diskutiert, die iiber
den Rahmen der einzelnen Kapitel hinausgehen. Des Weiteren erfolgen
eine Bewertung, in wie weit die oben benannten Anforderungen erfiillt
werden konnen, und eine Aussicht auf vielversprechende mogliche
Weiterentwicklungen.
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2. Theoretische Grundlagen

In diesem Kapitel werden die theoretische Grundlagen erldutert, die in
den folgenden Kapiteln verwendet werden. Es deckt Sachverhalte ab, die
in zitierten Publikationen verdffentlicht wurden oder bereits Inhalt von
Lehrbiichern sind. Es wird dabei durchgehend eine einheitliche Notation
verwendet. Die bekannten Grundlagen werden zum Teil noch durch eigene
Uberlegungen ergéinzt und so auf die besonderen Anforderungen in dieser
Arbeit erweitert.

In Abschnitt 2.1 wird erldutert, wie und wann optische Kréifte wirken.
Dabei wird in Abschnitt 2.1.1 vor allem auf den Begriff der optischen
Falle eingegangen. Der theoretische Ansatz folgt in groflen Teilen jenem
in Rohrbach und Stelzer (2001) und Friedrich (2011). In Abschnitt2.1.2
und 2.1.3 wird basierend darauf eine erweiterte Theorie entwickelt, wie
sich die Starke einer optischen Falle aus dem Brechungsindex eines Objekts
und dieser wiederum aus der Intensitédtsverteilung eines mikroskopischen
Durchlichtbildes abschétzen lassen.

Im Abschnitt 2.2 werden die Grundlagen der Fourier-Optik erldutert und
anschliefend im Abschnitt 2.3 fiir den konkreten Fall der Erzeugung von
optischen Fallen in 3D durch einen spatialen Lichtmodulator verwendet.
Hier wird eine kleine aber signifikante eigene Verbesserung gegeniiber der
Referenzliteratur vorgenommen.

Die theoretischen Uberlegungen zur Positionsbestimmung eines Partikels
mittels des neuen Ansatz der konjugierten Fokalebenen-Interferometrie
werden gesondert in Kap. 6 entwickelt.

2.1. Optische Krifte

Photonen besitzen einen Impuls und sind generell in der Lage, diesen
Impuls auf andere Objekte zu iibertragen. Erfihrt ein Photon durch
Interaktion mit einem Objekt eine Anderung seines k-Vektors Ak, bewirkt
die Impulsédnderung

Ap = h- Ak (2.1)
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2. Theoretische Grundlagen

eine Strahlungskraft

Ap
At
auf das Objekt. Hier ist A = 1.054 - 103*Js das reduzierte Plancksche
Wirkungsquantum. Eine Anderung des Impulsvektors kann sowohl bedeuten,
dass ein Photonenstrom vollstdndig absorbiert wird, als auch, dass er ohne
jede Absorption abgelenkt wird. Bei der Arbeit mit biologischem Material
wird es sich in aller Regel um eine Kombination aus Impulsumlenkung und
Impulsabsorption handeln.

In den 1970er Jahren begriindete Arthur Ashkin ein neues Forschungsfeld.
Er konnte zunéchst zeigen, dass mit einem Laserstrahl optische Kréfte auf
mikroskopische Partikel tibertragen lassen (Ashkin, 1970). Ein entscheidender
Schritt war dabei die weitestgehende Vermeidung thermisch induzierter
Partikelbewegungen, indem eine Laserwellenlidnge gewéhlt wurde, die von
Wasser und Partikel kaum absorbiert wird. Zunéchst konnte mit einem
Laser nur die Position eines Partikels lateral zur Ausbreitungsrichtung
kontrolliert werden. Durch die starke Fokussierung des Fallenlasers mittels
einer Objektivlinse mit hoher numerischer Apertur von NA = 1.25 konnte
einige Jahre spéater jedoch die erste optische Gradientenfalle realisiert werden,
die das stabile Fangen von Partikeln mit einem einzelnen Strahl ermoglicht
(Ashkin et al., 1986).

Fiaa = (2.2)

2.1.1. Optische Fallen

Das Ausiiben einer optischen Kraft durch Ubertragung von Photonenimpulsen
ist sehr anschaulich. Auf Dipolebene kann eine analoge Betrachtung hilfreich
sein. Das elektromagnetische Feld eines fokussierten Laserstrahls polarisiert
einen dielektrischen Streuer und erzeugt dadurch ein Dipolmoment. Dieses
wechselwirkt wiederum mit dem elektromagnetischen Feld in Form von
optischen Kréften.

Ist kein Partikel vorhanden, handelt es sich streng genommen einfach nur
um einen Laserfokus. Um diese Arbeit lesbarer zu halten, ist im Folgenden
aber auch dann von einer optischen Falle die Rede, wenn gerade kein Partikel
gefangen ist.

Polarisierbarkeit Ein kleines Volumenelement Vi kann als punktférmiger
Streuer dargestellt werden, dessen Polarisierbarkeit oy = Vi ap durch die
Clausius-Mosotti-Gleichung (Rohrbach et al., 2004)

(2.3)
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2.1. Optische Krifte

gegeben ist. m = ng/n,, sei das Verhéltnis der Brechungsindizes des Streuers
und des Mediums. Das lokale E-Feld E = E; + E;, das auf den Streuer
wirkt, setzt sich aus einer Komponente fiir das einfallende Feld E; und fir
das gestreute Feld E; zusammen. Es induziert ein Dipolmoment

p = e n? o, E, (2.4)

das von der Polarisierbarkeit des Streuers abhéngt und die Vakuumpermitti-
vitdt ep beinhaltet.

Lorentzkraft Das elektromagnetische Feld iibt auf den Dipol die
Lorentzkraft

F,— (pV)E + (2‘;’ « B) (2.5)

aus, die sich aus der Wirkung des E-Feldes auf den statischen Dipol und jener
des Magnetfeldes auf den bewegten Dipol zusammensetzt. Nach Einsetzten
von Glg. 2.4 kann die Lorentzkraft mit Hilfe der Vektor-Identitdt (EV)E =
1VE? —E x (V x E), dem Induktionsgesetzes (Maxwell-Faraday-Gleichung)
V x E = — 2B und der Produktregel E x 2B + JE x B = 2 (E x B) in
der Form
2 1o 0
F, = eon, (VE + 2(Ex B)) (2.6)
2 ot
dargestellt werden.

Bis zu diesem Punkt sind E-Feld und B-Feld zeitabhéingig. Da ein Dipol
den Feldern bei optischen Frequenzen selbstverstiandlich nicht instantan
folgen kann, kann die Zeitabhédngigkeit durch Mittelung iiber eine Periode
T eliminiert werden (<%(E X B)>T = 0). Handelt es sich nun nicht um
einen einzelnen Dipol, sondern um eine rdumliche Verteilung von Dipolen
im Volumen V;, kann eine Kraftdichte f; = 0Fs/0Vj iiber fir dieses Volumen
angegeben werden. Mit der Vereinfachung <%VE2>T = %Re {V |E|2} ergibt
sich eine optische Kraft

€0n2 2
Fopt = 1™ Re /a0V|E| av'y, (2.7)

indem iiber das Volumen integriert wird.
Mit dem Betragsquadrat [E° = [E;+E,* = |E|*® + [E.> +
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2. Theoretische Grundlagen

2 |E;| |E4| cos (A¢; ) lédsst sich die optische Kraft

2
Fope = Olm Re{/ aOV|E|§dV}
4 v,
2
+ GOZW Re {/ a0 V (Bl + 2 [ [ cos (Agy ) ) dV}
Vs
= Fgrad+Fsca (28)

in zwei Teile zerlegen. Der erste Summand, die sog. Gradientenkraft Fgraq,
héngt ausschliefflich vom einfallenden Feld E; ab. Der zweite Summand, die
Streukraft Fyca, beinhaltet alle Komponenten mit gestreutem Feld E;.

Gradientenkraft An dieser Stelle soll auf die beiden optischen Kraftkom-
ponenten genauer eingegangen werden. In der Regel ist das komplexe E-
Feld experimentell nicht direkt messbar, die Intensitéit! einer elektromagne-
tischen Welle hingegen schon. Fiir das einfallende Feld ist die Intensitét
I = %c €0 M ]E,]Q iiber den zeitgemittelten Pointing-Vektor mit der Vaku-
umlichtgeschwindigkeit ¢ gegeben. Die Gradientenkraft

Fyad = = Re {ao} / VI dV (2.9)
2¢ Vs

héngt damit von der Polarisierbarkeit eines Partikels und dem Intensitdtsgra-
dienten eines Laserfokus ab. Fiir ein Partikel, das einen gréfferen Brechungs-
index als das Medium hat (m > 1), wirkt Fgq immer in Richtung des In-
tensitatsgradienten, also in Richtung des Intensitdtsmaximums. Sie ist umso
grofer, je stéarker der Laser fokussiert ist und je grofler die Gesamtintensitét
ist.

Eine typische Intensitatsverteilung ist in Abb.2.1.1-a dargestellt, deren
Messung in Abschnitt 5.2.1 beschrieben ist. Wie in der Mikroskopie tiblich,
ist der Fokus — abhéngig von der numerischen Apertur der Objektivlinse —
in axialer Richtung langer als in lateraler (Sheppard und Hegedus, 1988).
Das wirkt sich auch auf die Intensitatsgradienten aus. In Abb.2.1.1-b und -c
sind die Gradienten in lateraler V,I; (y, z) und in axialer Richtung V.I; (y, )
abgebildet. Es ist deutlich zu erkennen, dass in axialer Richtung kleinere
Gradienten und damit auch kleinere Kréafte vorherrschen. Die Gradientenkraft
zeigt dabei fiir einen Punktstreuer immer zum Fallenzentrum.

Bei einer numerischen Apertur von NA = n,, sin(a) = 1.2 und einer
Wellenldnge von A = 1064nm erhélt man als theoretische Werte fiir die
beugungsbegrenzte laterale bzw. axiale Fokusbreite in Wasser (n,, = 1.33)

IFiir elektromagnetische Wellen ist auch die Bezeichnung Bestrahlungsstérke gebrauchlich.
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2.1. Optische Krifte

Bl /e [o] Uy / i (m) U,/ (M)
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Abb. 2.1.1.: Intensitdtsverteilung (a) und Intensitidtsgradienten in
lateraler (b) und axialer (c) Richtung eines Laserfokus. Der
Fokus ist typerischerweise in axialer Richtung linger als in
lateraler. Der Gradient in axialer Richtung ist kleiner und damit
auch die optische Gradientenkraft.

Ax :1'2.2?) ~ 1.1pm bzw.
Ny, sin(a
9\ (2.10)
Az = ~ 2.8 pm.

N, (1 — cos(a))

Lichtstreuung Im Gegensatz zur Gradientenkraft hingt die Streukraft vom
gestreuten Feld E; ab (vgl. Glg.2.8). Es ist daher notwendig, sich n&dher mit
der kohérenten Lichtstreuung an dielektrischen Partikeln zu beschéftigen.

Wird ein Dipol von einem einfallenden Feld F; angeregt, strahlt er eine
Kugelwelle ab, dessen Feld in einem Abstand r

E5(0)) _ ek (85(0) S3(6) Ey; (2.11)
EJ_S(O) rkr 84(9) 81(9) EJ_i ’
betrigt (Bohren und Huffman, 2004). Im Allgemeinen ist das gestreute Feld
polarisationsabhéingig (F) parallel, | senkrecht zur Einfallsebene) und wird
durch die Streufunktionen S;(0), j = 1..4 bestimmt, die sich jeweils mit dem
Winkel 6 dndern, der durch die Wellenvektoren k; und ks von einfallender und
gestreuter Welle aufgespannt wird.
Die Streufunktionen S; héngen von der Form eines Streuers, seiner
Permittivitdt (und damit von seiner Polarisierbarkeit) und natiirlich von der
Wellenldnge des Lichts ab. Fiir sphérische Streuer, gilt S3 =S54 =0, d. h. die

25



2. Theoretische Grundlagen

beiden Polarisationsrichtungen kénnen unabhéngig voneinander betrachtet
werden. Mit der Mie-Theorie steht eine Mdoglichkeit zur Berechnung fiir S;
und Ss fiir die Streuung an Kugeln mit beliebigem Radius zur Verfiigung.? In
dieser Arbeit sollen jedoch keine exakten Felder berechnet werden. Deshalb
werden Annahmen getroffen, die die Streufunktionen vereinfachen, aber das
Problem dennoch ausreichend genau beschreiben.

Je Kkleiner ein Streuer ist, desto kleiner wird der Realteil seiner
Streufunktion, und fiir sehr kleine Rayleigh-Streuer kann

1 k3 o

47
als rein imaginar betrachtet werden. Ein solcher Streuer strahlt also senkrecht
polarisiertes Licht nahezu gleichméfig in alle Raumrichtungen ab. Fir
parallel polarisiertes Licht bleibt hingegen mit S2(f) = S; cos(f) eine
Richtungsabhingigkeit erhalten.

S1 =

(2.12)

Streukraft Die Streukraft

™ Re {/ aOV(\Es|2—|—2|Ei|\Es]cos(AgbiSD dV} (2.13)
Vs

60 n
Fsca =

hiangt offensichtlich vom gestreuten Feld Eg ab (vgl. Glg.2.8). Zunéchst
einmal kann angenommen werden, dass das gestreute Feld eines Rayleigh-
Streuers relativ isotrop ist und damit f V |Es | dV =~ 0. Der verbleibende,
E; enthaltende Term, beinhaltet ebenfalls den Faktor cos(A¢;s). Er wird
maximal, wenn ein Streuer die Phase des einfallenden Feldes um 7 verzogert.

Fir eine anschaulichere Darstellung bedient man sich héufig des
Anregungsquerschnitts Ceyxt und des Streuquerschnitts Cye, in Kombination
mit den gemittelten Wellenvektoren des einfallenden Lichts k; und des
gestreuten Lichts ks (Rohrbach, 2005). Cexy und Csen hiingen von der
Polarisierbarkeit eines Streuers ab. Sie dienen als Maf dafiir, welcher
Anteil des Lichts mit dem Streuer wechselwirkt und somit zur Streukraft
beitrdgt. Nach dem optischem Theorem (Jackson, 2002) kann der
Anregungsquerschnitt

Kt ’043|2
6

abgeschétzt werden, indem man nur die Streuamplitude entlang der optischen
Achse berticksichtigt (S2(6 = 0) = S1(6 = 0)). Handelt es sich zusétzlich um

Clot = % Re {S1(0 = 0)} = (2.14)

?Die Streufunktionen werden mittels Taylorreihen entwickelt und durch die entsprechenden
Koeffizienten definiert.
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2.1. Optische Krifte

einen rein dielektrischen Streuer, wird keinerlei Strahlung absorbiert und der
Anregungsquerschnitt entspricht dem Streuquerschnitt (Cext = Csca)-

k; und k, dndern sich mit Form und Position eines Streuers. Ihre z-
Komponenten werden fiir einen Streuer, dessen Brechungsindex grofler als
der des Mediums ist (m > 1), aber immer positiv sein. Die Streukraft

Feca = ZiT]Z I; (Cextki - Cscaks) (215)
wirkt deshalb immer in Ausbreitungsrichtung des Fallenlichts und steigt mit
der Intensitat des Fallenlichts I; an.

Um ein Partikel stabil fangen zu kénnen, muss die Gradientenkraft grofer
als die Streukraft sein. Dies kann vor allem durch eine starke Fokussierung
des Lasers erreicht werden, wodurch VI; groff im Vergleich zu I; und damit
das Verhiltnis Fgrad/F. ebenfalls grofi wird. Deshalb ist es in der Regel
sinnvoll, durch technische Mafinahmen, die Gradientenkraft zu maximieren
und die Streukraft zu minimieren. Hier ist an erster Stelle die Verwendung
einer Objektivlinse mit hoher numerischer Apertur fiir die Fokussierung des
Fallenlichts zu nennen. Allerdings kann die Streukraft in manchen Féllen
auch dienlich sein, z. B. um grofie Objekte in Richtung des Fallenlichts (und
entgegen der Schwerkraft) anzuheben oder zu rotieren (vgl. Kap. 5).

2.1.2. Optische Krafte auf biologisches Material

Wiéhrend sich die optische Kraft auf sphérische Partikel (kleiner als die
Wellenlidnge) durch einige Naherungen analytisch berechnen lassen (Rohrbach
und Stelzer, 2001), ist die Situation fiir unregelméfiges, biologisches Material
sehr viel komplexer. Man hat es in der Regel weder mit einem symmetrischen
Streuervolumen Vs zu tun, noch ist der Brechungsindex ns gleichméaBig
verteilt.

Fiir quantitative Aussagen iiber optische Kréfte in solchen Situationen
sind numerische Verfahren notwendig. Hier bieten sich vor allem die
diskrete Dipolapproximation (discrete dipole approximation, DDA) (Draine
und Flatau, 1994) und die gekoppelte Multipol-Methode (coupled-multipole
method, CMM) (Lemaire, 1997) an. Diese Methoden setzten allerdings voraus,
dass die Verteilung des Brechungsindex bekannt ist.

Allerdings ldsst sich mit einigen N&dherungen eine qualitative Aussage
iiber die optischen Kréfte auf biologische Objekte machen. Hier ist vor
allem die Vorhersage von Bedeutung, an welchen Koordinaten eines Objekts
sich maximale Gradientenkréfte erzielen lassen, um dieses Objekt moglichst
effizient bewegen zu kénnen (Landenberger et al., 2012).
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2. Theoretische Grundlagen

Zu diesem Zweck wird die Clausius-Mosotti-Glg. 2.3 erneut verwendet, um

die Polarisation ) )
— A
ap = 3= (nFAn) . (2.16)
n? +2(n+ An)

eines Volumens V; zu beschreiben, dessen lokaler Brechungsindex n an
der Position b sich um den Betrag An von einem benachbarten Volumen
unterscheidet. An dieser Stelle werden bewusst nicht die Bezeichnungen
nm und ng verwendet, da es sich nicht zwingend um Medium und Streuer
handeln muss, sondern die Polarisierbarkeit aq allgemein fiir eine Anderung
des Brechungsindex gilt. Durch eine Taylor-Approximation erster Ordnung
um das Zentrum An = 0 erhdlt man ap = 2An/ (3n). Als Niherung fiir die
ortsabhéngige Gradientenkraft aus Glg. 2.9 erhélt man

~ An (b)

c Vs

Faraa (b) VI;(b)dV. (2.17)

Beschrankt man sich bei der Auflosung von Fg.q auf die Ausdehnung
eines Laserfokus, also auf ca. 1 pm in lateraler und 2 pm in axialer Richtung
(vgl.Abb.2.1.1), so hat das Integral st VI;(b)dV eher die Bedeutung
einer Fallunterscheidung: In der unmittelbaren Ndhe des Fokus kann eine
Gradientenkraft wirken, sonst nicht. In ebendieser Nahe gilt dann aber die

Proportionalitét
Fyraa (b) o< An(b), (2.18)

also dass die Gradientenkraft umso grofer ist, je grofer die Anderung des
Brechungsindex an einer Position ausfillt.

2.1.3. Abschatzung der optischen Gradientenkraft anhand eines
Durchlichtbildes

Es stellt sich nun die Frage, wie Positionen mit einer starken Anderung des
Brechungsindex gefunden werden kénnen, um dort optische Gradientenkréfte
auszuiiben. Beschrankt man sich dabei auf eine Ebene senkrecht zur optischen
Achse, die mit Hilfe eines Mikroskops auf eine Kamera abgebildet wird (vgl.
Kap. 3.2.3), bietet sich die Moglichkeit, einen optimalen Angriffspunkt fiir
das Ausiiben von Kréften in eine bestimmte Richtung in sehr kurzer Zeit zu
ermitteln.

Im Folgenden wird ein Ansatz beschrieben, der davon ausgeht, dass das
kohérente Licht der Durchlichtbeleuchtung eines Mikroskops in Abhéngigkeit
des lokalen Brechungsindex eines Objekts gestreut wird. Das gestreute
Licht interferiert mit dem wungestreuten Durchlicht und die daraus
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2.1. Optische Krifte

Abb. 2.1.2.: Streuung der Durchlichtbeleuchtung an einer Zelle. Das
unter einem Winkel 6; einfallende E-Feld E; wird gestreut (Ej)
und in einem Winkel 65 abgelenkt.

resultierende Intensitétsverteilung liefert Informationen iiber die Verteilung
des Brechungsindex.

In der Regel ist der Brechungsindex eines Materials abhéngig von der
Wellenlédnge des einfallenden Lichts. Fiir eine qualitative Abschéitzung kann
bei den verwendeten Wellenldngen jedoch davon ausgegangen werden, dass
es keinen signifikanten Unterschied zwischen infrarotem Fallenlicht und
sichtbarem Beleuchtungslicht in Bezug auf den Brechungsindex gibt.

Die Intensitatsverteilung der Durchlichtbeleuchtung

S (b) = 3y (b) + S (b) +21/S: (b) S, (b) cos (A (b, 6;)) (2.19)

direkt hinter dem Volumenelement V; eines streuenden Objekts ergibt sich aus
der Interferenz des einfallenden Lichts mit Intensitdt &; und des gestreuten
Lichts mit Intensitiat &5 (Hecht, 2005b). Dabei ist A¢ der Phasenunterschied
zwischen einfallendem und gestreutem Licht.

Es ist eine komplexe Aufgabe, die Intensitatsverteilung in einem dicken,
streuenden Objekt zu bestimmen. Aber an den Réndern des Objekts, z. B. an
der Membran einer Zelle, kann von einer abrupten und starken Anderung des
Brechungsindex ausgegangen werden. Dort betragen Ein- und Ausfallwinkel
einer reflektierten ebenen Welle ungefidhr 6; = 6, = 90°, wodurch ein typischer
Phasenschub A¢ =~ 7 hervorgerufen wird (vgl. Abb.2.1.2). Damit kann
cos (Ap) ~ —1 gendhert werden und man kann allgemein mit destruktiver
Interferenz und damit mit einem Intensitdtsminimum rechnen.

Die Amplitude von & (b) liefert zusitzliche Informationen, da sie vom
lokalen Brechungsindex abhiingt. Uber den Reflexionskoeffizienten r 4 wird die
gestreute Intensitit durch 3 = §;r4 ausgedriickt und die Gesamtintensitéit
demnach durch

3 (b) = (b) — 4S5 (b). (2.20)
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2. Theoretische Grundlagen

Erneut lasst sich ein anschaulicher Zusammenhang zum Brechungsindex
herstellen. Der Reflexionskoeffizient betréagt fiir grofie Einfallswinkel 8; an den
Objektréindern 74 ~ An/(An + 2n) (Hecht, 2005a). Wird nun r% in erster
Ordnung um An = 0 Taylor-entwickelt, erhélt man 7“34 ~ An/n und fiir die
relative Anderung der Gesamtintensitét

Si(b) — S (b)
Si (b)

A (b) = =74~ (2.21)
Das bedeutet also, dass es einen direkten Zusammenhang zwischen der
Anderung der Intensitit des Durchlichtbildes eines Objekts, der Anderung
seines Brechungsindex und damit auch der optischen Gradientenkraft besteht,

die an einem bestimmten Ort ausgeiibt werden kann. Dieser Zusammenhang
AS(b) o< An (b) o< Fgraq (b) (2.22)

ist in erster Naherung linear.

Die Veranschaulichung der Abschitzung in Glg.2.22 ist in Abb.2.1.3 dar-
gestellt. Hier sind zunéchst Durchlichtaufnahmen  (x, y) eines Mitochondiri-
ums (a), eines Bacillus (b), einer Hefezelle (¢) und eines Protoplasten (d) abge-
bildet. Die Bildeinsétze zeigen die zweidimensionale Verteilung von AS (z,y)
und damit eine Abschétzung des Betrags der optischen Gradientenkraft.

Fiir ein mogliches Szenario, in dem eines der abgebildeten Objekte entlang
der gestrichelten, gelben Linie bewegt werden soll, ist das entsprechende
Linienprofil AS (x,0) als durchgezogene Linie aufgetragen. Man kann davon
ausgehen, dass an jenen Stellen, an denen ein Maximum vorliegt, die gréten
Gradientenkréifte erreicht werden.

2.2. Fourier-optische Grundlagen zur
Hologrammberechung

In verschiedenen Abschnitten dieser Arbeit spielen Fourier-optische
Betrachtungen eine entscheidende Rolle. Hier soll auf einige Grundlagen
eingegangen werden, die zum Verstdndnis notwendig sind. Zur Vertiefung
sei auf das Standardwerk von Goodman verwiesen (Goodman, 2005a).
Die folgenden Gleichungen werden vor allem auch zur Berechnung von
Hologrammen in Abschnitt 2.3 herangezogen.

Die Verteilung eines E-Feldes kann durch Fourier-Analyse in einzelne
Komponenten, in sog. ebene Wellen, zerlegt werden. Die zweidimensionale
Fourier-Transformation F, wie sie in (Goodman, 2005b) definiert ist, stellt
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A% X Fgrad

AS o Fgrag
Ag X Fgrad

Abb. 2.1.3.: Abschitzung der Gradientenkraft anhand eines Durch-
lichtbildes. Fiir ein Mitochondrium (a), ein Bacillus (b), eine
Hefezelle (c) und einen Pflanzenprotoplasten (d) sind jeweils
die Intensitétsverteilung & (z,y) im Durchlicht, die Verteilung
von AS (z,y) (als Bildeinsitze rechts oben) und ein Linien-
profil A (z,0) (in gelb) dargestellt. An jenen Positionen, an
denen AT maximal ist, konnen die grofiten Gradientenkréifte
Fyraq erzeugt werden.
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2. Theoretische Grundlagen

damit einen Zusammenhang zwischen Orts- und Richtungsinformation einer
ebenen Welle her

E(ky, k) = F{E(z,y)} = // E(z,y) e Famhyy) doz gy, (2.23)

Dabei stehen x und y fiir Koordinaten des E-Feldes E im Ortsraum und k,
und k, fir die entsprechenden Wellenzahlen im reziproken Ortsraum (oder
k-Raum). Je nach Art eines Problems ist die ein oder andere Darstellung zur
Erklarung oder zu seiner Losung hilfreich. In Féllen, in denen das E-Feld radial
symmetrisch um die optische Achse verteilt ist, wird fiir eine kompaktere
Darstellung haufig eine radiale Koordinate x| = /22 + y2? verwendet. Eine
vollsténdige Koordinate im Ortsraum ist im folgenden

r=(z,y,2) = (x1,2). (2.24)

Ist das E-Feld an einem Ort r{ bekannt, kann das entsprechende Feld
E(ry) = E(ry) x h(ry — 1) (2.25)
an einem anderen Ort ry berechnet werden, indem es mit der Antwortfunktion

bzw. Greenscher Funktion

e—’Lk? |I‘2—I‘1|

h(I‘Q — I'1) = (2.26)

1k |I'2 — I'1|
gefaltet wird. In der Regel ist es deutlich einfacher, diese Berechnung im

k-Raum durchzufiihren, wo die Faltungs-Operation zu einer Multiplikation
wird. Das E-Feld am Ort ro kann durch

E(ky, ky, 20) = E(ky, ky, 22) - H(kz, ky, A2) (2.27)
berechnet werden, wobei £k, und k, die lateralen Wellenzahlen in x-
und y-Richtung sind und H(ks, ky, Az) = F{h(z,y,Az)} die Fourier-

Transformierte der Greenschen Funktion. Auch hier lasst sich wieder eine
radiale Wellenzahl k| = ,/kZ + k2 definieren.

H (ky, ky, Az) = e A2VE =Rk (2.28)
wird auch der Propagator des freien Raumes genannt. k = |k| = ny, - ko =

N+ 2w/ Ao ist dabei der Betrag des Wellenvektors k in einem Medium mit
Brechungsindex n,, und einer Vakuumwellenldnge \g.
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&
> X
&
> X

f f f
BFP Linse FP BFP Linse FP
Abb. 2.2.1.: (a) Fourier-optische Darstellung einer ebenen Welle.
Der Winkel des k-Vektors zur optischen Achse a bestimmt
die Position des Mittelpunkts der entsprechenden Kugelwelle
in der anderen Brennebene. (b) Vereinfachte Darstellung
einer Objektivlinse, die die Sinusbedingung erfiillt. Die
Entfernung zur Hauptebene (rot) ist fiir alle Winkel « gleich f.

Interessanterweise wird eine E-Feld-Verteilung durch Ausbreitung im Raum
in grofler Entfernung in ihr Spektrum zerlegt. Durch Verwendung einer Linse
mit Brennweite f kann das Spektrum wohldefiniert in die Brennebene der
Linse abgebildet werden. Eine Linse fiihrt also eine Fourier-Transformation
zwischen den E-Feld-Verteilungen ihrer beiden Brennebenen durch.

Dieser Sachverhalt ist fiir das Beispiel einer einzelnen ebenen Welle in
Abb. 2.2.1-a dargestellt. Eine ebene Welle in einer Brennebene entspricht einer
Kugelwelle in der anderen. Der Ort des Kugelwellenzentrums z steht in festem
Zusammenhang zur Ausbreitungsrichtung der ebenen Welle, die durch den
Winkel mit der optischen Achse « oder die laterale Komponente des k-Vektors
k, definiert ist.

Oft ist es notwendig, die ortliche E-Feld-Verteilung in der BFP einer Linse
mit Brennweite f zu kennen. Zur besseren Unterscheidung werden dafiir
die zweidimensionalen Ortskoordinaten p = (u,v) verwendet. Die Skalierung
erfolgt laut (Goodman, 2005¢) iiber den Faktor 85 = ko/f mit

E =L Bkt
(0:0) = Bk ky)
Der lineare Zusammenhang tber (; gilt sowohl in Féllen, in denen die
paraxiale Néherung giiltig ist, als auch fir Linsen, die die Sinusbedingung
erfiillen, was fiir Objektivlinsen in der Mikroskopie in aller Regel der Fall ist
(Singer et al., 2005b). Zur Verdeutlichung ist in Abb. 2.2.1-b die vereinfachte
Darstellung einer Objektivlinse mit einer sphérischen Hauptebene (rot) zu

. (2.29)
ky=pf u, ky=Bfv
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2. Theoretische Grundlagen

sehen, die dafiir sorgt, dass fiir alle Einfallswinkel « die Auslenkung in der
FP x = fn,, sin(a) betragt.

2.3. Erzeugung von optischen Fallen durch ein
diffraktives optisches Element

Soll eine einzelne Falle in der Brennebene (FP) einer Linse erzeugt werden,
geniigt es, wie in Abschnitt 2.2.1 beschrieben, in der reziproken Brennebene
(BFP) eine ebene Welle mit dem entsprechenden k-Vektor zu erzeugen.
Das ist technisch beispielsweise durch das Verkippen eines Spiegels leicht
zu realisieren. Soll jedoch eine Falle jenseits der Brennebene (z # 0) oder
sollen gar mehrere Fallen gleichzeitig erzeugt werden, sind komplexere E-
Feld-Verteilungen in der BFP notwendig.

Dafiir eignen sich sog. diffraktive optische Elemente (DOE), die die Phase
eines Lichtstrahls lokal verandern kénnen. Das entstehende Interferenzmuster
lasst sich so weitgehend steuern. Fiir das Positionieren von optischen Fallen
in drei Dimensionen kann mit einem spatialen Lichtmodulator (SLM, vgl.
Abschnitt 3.2.2) ein verdnderliches DOE verwendet werden. Die Phase
eines Lichtstrahls lasst sich hier durch eine zweidimensionale Matrix aus
Flissigkristallen verdndern.

Im Folgenden soll hergeleitet werden, wie die Phasenverzogerung in der
BFP einer Linse verteilt sein muss, um j optische Fallen an den Koordinaten
r; = (zj,yj,%;) in der FP zu erzeugen (j = 0...N — 1, N sei die Anzahl
der Fallen). Die Situation fiir eine Falle ist in Abb.2.3.1 dargestellt. Man
erkennt, dass durch die Auslenkung der Falle vom Brennpunkt der Strahl in
der BFP zum einen divergiert, zum anderen die Phasenfront zur optischen
Achse verkippt ist und eine zusétzliche Kriimmung aufweist.

Das komplexe E-Feld einer optische Falle mit Index j an der Position r;
kann in der Ebene bei z = z; idealisiert durch

E(z,y,2zrp — 2j) = Eoj 0 (x — x5,y — ;) (2.30)

als ein Dirac-Impuls (§(x—x¢) = {1falls = o, Osonst}) mit Intensitat Io; =
Egj dargestellt werden. Um nun die Fourier-transformierenden Eigenschaften
der Linse ausnutzen zu konnen, wird das E-Feld in die Brennebene FP
der Linse propagiert. Diese Operation wird mittels Glg.2.27 im k-Raum
durchgefihrt. Man erhélt dann

Ej (Ka, ky, 2pP) = Ej (ko ky, zvp — 2j) - H (ko ky, 2j) (2.31)
— EOJ el(kz Ij+ky yj) . elglkz—k%—kg Zj. (232)
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Ky X
A 'y
[T~
—
— —> 7
WU > z=0
T f 7
BFP Linse FP

Abb. 2.3.1.: Erzeugung einer optischen Falle, die um r; vom
Brennpunkt einer Linse ausgelenkt ist. Die Phasenfront in
der BFP kann einer Welle von einem diffraktiven optischen
Element eingepriagt werden. Die Linse sorgt mit einer Fourier-
Transformation des E-Feldes fiir eine Fokussierung des Lichts
inr;.

Um ein diffraktives optisches Element in der hinteren Brennebene einer
Linse entwerfen zu konnen, muss das E-Feld in der BFP der Linse mit
Brennweite f mit Hilfe von Glg.2.29 in den Ortsraum transformiert werden.

En: kou | kov §2_ ulto?
Ej (u,v, zprp) = zAg]f e 5 et ) ¢! 7 (2.33)
W2 402
_ Eo; el(kTO(uijrvyj)Jrkonm 17%) (2.34)
1o f

liefert nun das E-Feld in Abhéngigkeit der Fallenposition und der Koordinaten
in der BFP w und v. Die Phasenverteilung bzw. das Phasenhologramm

k u? + v?
¢ (u,v) = 70 (uxj +vy;) + konmy /1 — 7 (2.35)
~—
q%at d)?x

kann in einen Summanden fiir die lateralen (qb;-at) und den axialen (¢%)
Versatz einer Falle aufgeteilt werden.

Diese Aufteilung orientiert sich an der verbreiteten Methode der Prismen
und Linsen (prism and lenses) (Liesener et al., 2000), bei der ganz
anschaulich die Phasenverteilungen eines Prismas und einer Linse kombiniert
werden. Diese Methode wird in den meisten Publikationen, in denen ein
direktes Rechenverfahren angewandt wird, verwendet. Sie nutzt fiir den
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2. Theoretische Grundlagen

u?+v?

3 f2
groffe Auslenkungen in z-Richtung zu starken sphérischen j‘iberrationen
und damit zu einer Reduzierung der Gradientenkraft fithrt (vgl. Abschnitt
5.2.1). Der Grund fiir die Verwendung der Fresnel-Naherung liegt wohl
in dem erhéhten Rechenaufwand, den die Ausfithrung der Wurzelfunktion
erfordert. Dennoch werden in aktuellen Veroéffentlichungen, die von grofien
Fallenauslenkungen in z-Richtung berichten, entweder zusétzliche, aufwéindige
Optimierungsverfahren (Leach et al., 2006; Polin et al., 2005) verwendet, oder
die Fallen werden durch gegenldufige Strahlen erzeugt (Pitzek et al., 2009;
Bowman et al., 2011a; Zwick et al., 2010). Bei modernen Prozessoren stellt
die Wurzelfunktion aber kein merkliches Problem mehr dar. In dieser Arbeit
kann durch die Implementierung eines sehr effizienten Rechenverfahrens
(vgl. Kap.3.3) der Ausdruck in Glg.2.35 verwendet und damit eine deutlich
bessere Fallenqualitat erreicht werden.

Im Gegensatz zur d%-at ist ¢7* radial symmetrisch. Als Alternative zu
Ortskoordinaten (u,v) oder Koordinaten im k-Raum kann zur Beschreibung
von ¢ auch mit Pupillenkoordinaten (Singer et al., 2005a) gearbeitet werden,
wie sie beispielsweise in (Botcherby et al., 2007) die Kompensation von
Aberrationen in der konfokalen Mikroskopie beschreiben. Mit dem normierten
Pupillenradius

axialen Versatz jedoch die Fresnel-Néherung ¢5* =~ kony, ), die fir

r_ P ki

P = T kyNA

lasst sich axiale Phasenkomponente

7= konmy/1— p? (2.37)

fiir Objektivlinsen, die die Sinusbedingung erfiillen, in einer kompakten Art
darstellen. Sie wird in dieser Form auch in Abschnitt 3.3 verwendet.

Aus Glg. 2.34 ist ersichtlich, dass fiir die Erzeugung einer Falle lediglich die
Phase des E-Feldes in der BFP eingestellt werden muss, die Amplitude ist
tiber die gesamte Ebene gleich. Sollen jedoch mehrere Fallen (oder sogar noch
komplexere Intensitétsverteilungen) erzeugt werden, muss auch die Amplitude
Eyj (u,v) des E-Feldes in der BFP in Abhéngigkeit der Koordinaten in der
Pupillenebene gesetzt werden (Dufresne et al., 2001).

Diffraktive optische Elemente, die fiir die Erzeugung von verdnderlichen
optischen Fallen in Frage kommen, kénnen — je nach Bauart — ausschliellich
Phase oder Amplitude eines E-Feldes verdndern.? In der Regel entscheidet

(2.36)

3Es besteht durchaus auch die Méglichkeit, Amplitude und Phase zu modulieren, indem
man zwei SLM verwendet oder denselben SLM in zwei Bereiche teilt und nacheinander
verwendet (Jesacher et al., 2008).
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man sich fir die Phasenmodulation, um einen moglichst grofien Anteil der
Laserintensitdt zur Generierung von optischen Fallen verwenden zu koénnen.
Da FEp; aber unverénderlich ist, weicht die Intensitdtsverteilung in der FP
von der gewiinschten, idealen Verteilung ab. Zur Ermittlung eines geeigneten
reinen Phasen-Hologramms kdnnen entweder iterative Verfahren oder eines
von mehreren direkten Berechnungsverfahren verwendet werden, die alle
eine Naherung fiir eine optimale Phasenverteilung liefern. Die géingigsten
Vertreter werden in (Di Leonardo et al., 2007) beschrieben und quantitativ
verglichen. Dabei sind die entscheidenden Kriterien (i) die Berechnungsdauer
eines Hologramms, (ii) die Beugungseffizienz und (iii) die Uniformitat der
generierten Fallen.

Das Verfahren, das eine gute Beugungseffizienz, bei ausreichender
Fallenuniformitéit liefert und in sich hinreichend schnell berechnen lésst,
nennt sich randomisierte Superposition von Prismen und Linsen (random
superposition of prism and lenses) (Lesem et al., 1969). Das komplexe E-Feld

N-1
E(u,v,zmrp) = Y Bj (u,v, z8rp) ¢4 (2.38)
=0

wird ermittelt, indem die Felder fiir jede einzelne Falle mit einem zufélligen
Wert qb;-and phasenverschoben und anschliefend summiert werden. Dieser
zusétzliche zufillige Phasenoffset ist fiir die starke Verbesserung der
Beugungseffizienz verantwortlich. Fiir das reine Phasen-Hologramm muss
dann das Argument des E-Feldes

¢ (u,v) = arg { E(u, v, zgrp) } (2.39)

am DOE eingestellt werden.

Die Beugungseffizienz eines Hologramms héngt nicht nur vom verwendeten
Berechnungsverfahren ab. Wird ein spatialer Lichtmodulator als DOE
verwendet, kann die Phase nur in diskreten Schritten verzégert werden, so
wie es in Abb.2.3.2 dargestellt ist. In diesem einfachen Beispiel wird eine
Falle durch einen Phasenkeil A¢ (u,v) lateral in der FP ausgelenkt. Der
SLM besteht aus einer Matrix von quadratischen Fliissigkristallen, die eine
Kantenldnge von agpy haben und auf einem Raster mit Gitterabstand psr
liegen. Die Phasenverzogerung, die tatsédchlich auf die einfallende ebene Welle
iibertragen wird, ist in Abb.2.3.2-b als A¢grm aufgetragen. Es entsteht also
immer ein Phasenfehler Agg,,, der ganz offensichtlich von der Steigung von
A¢ (u,v) abhéngt. Mathematisch betrachtet wird die Phasenfunktion in der
BFP mit einer Rechteckfunktion und einem Impulskamm multipliziert. Das
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Abb. 2.3.2.: Phasendiskretisierung aufgrund der Pixelierung eines
SLM. (a) Fur die Erzeugung einer einzelnen optischen
Falle in der Fokalebene wird eine ebene Welle durch ein
keilformiges Phasenprofil A¢ (u, v) verzogert. Der Grofiteil der
Intensitdt wird in die 1. Beugungsordnung gelenkt und in der
FP fokussiert. Durch die Diskretisierung des SLM wird aber
auch ein gewisser Anteil gar nicht oder in héhere Ordnungen
gebeugt. (b) Die Ursache fiir die Beugungseffizienz < 1 liegt in
der Abweichung Adger des technisch moglichen Phasenprofils
Adgsim von A¢. Dieses wird umso grofler, je steiler A¢ verlauft.

fithrt zu einer Umverteilung der Intensitdt I (x,y) von der 1. in die 0., -1.
und hohere Beugungsordnungen in der FP, wie es auch von einem optischen
Gitter bekannt ist und in Abb. 2.3.2-a verdeutlicht wird.

38



3. Versuchsaufbau und Methoden

In diesem Kapitel soll der eigens entwickelte Versuchsaufbau, auf dem
sdmtliche Versuche durchgefiihrt wurden, und die wichtigsten Methoden, die
zur Versuchsdurchfithrung notwendig sind, im Detail beschrieben werden.
Zunéchst werden die Kernanforderungen explizit aufgelistet. Der folgende Teil
widmet sich den optischen Komponenten, gefolgt von Hologrammberechnung
und Steuersoftware, die natiirlich mit optischer und anderer Hardware eng
verzahnt sind. Abschliefend wird auf die mikrofluidische Probenhandhabung
und die Vorbereitung der biologischen Proben eingegangen.

3.1. Grundlegende Uberlegungen

Um den Herausforderungen wie in Abschnitt 1.2 beschrieben begegnen
zu konnen, miissen folgende Anforderungen an den Versuchsaufbau erfiillt
werden:

e Es soll hochaufiésende Mikroskopie moglich sein.
e Viele optische Fallen sollen in drei Dimensionen positionierbar sein.

e Die Fallen sollen in einem mdglichst grofien Aktionsbereich platziert
werden kénnen.

¢ Die Fallen brauchen einen moglichst grofie Fangkraft, vor allem auch in
axialer Richtung.

e Zum Sortieren sollen schnelle, kontinuierliche Fallenbewegungen
moglich sein.

« Mit Blick auf Handhabung und Sterilitét soll das System fiir biologische
Anwendungen prinzipiell nutzbar sein.

Deshalb soll dem Versuchsaufbau ein kommerziell erhéltliches invertiertes
Mikroskop als Basis dienen. Dariiber hinaus soll die Bedienung so weit wie
moglich nur iiber Software erfolgen.
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3.2. Optische Komponenten

Im Folgenden soll zunédchst der komplette Strahlengang des Aufbaus
vorgestellt werden. Es gilt zu beachten, dass auf demselben Aufbau noch
zwei weitere Experimente durchgefithrt wurden, weshalb das Arrangement der
optischen Komponenten an einigen Stellen etwas komplizierter ausgefallen ist,
als es auf den ersten Blick als notwendig erscheinen mag.

Abb. 3.2.1 zeigt eine schematische Darstellung des kompletten optischen
Strahlengangs. Die optischen Komponenten werden der besseren Ubersicht-
lichkeit zuliebe gegliedert und in den Funktionseinheiten Lasereinheit, Strahl-
formung, Mikroskop und Detektionseinheit beschrieben.

Wenn moglich wurden die Komponenten auf einem Schienensystem
positioniert um ihre Positionierung zu vereinfachen. Eine ausfiihrliche Liste
der einzelnen Komponenten mit den entsprechenden Abkiirzungen, der
Angabe der Hersteller und der genauen Produktbezeichnungen findet sich
in Anhang A.3. Die Justage des Systems erfordert etwas Erfahrung. Eine
empfohlene Vorgehensweise ist deshalb ebenfalls detailliert in Anhang A.4
erlautert.

Auch in diesem Kapitel stehen x, y, z wieder fiir rdumliche Koordinaten.
x| = /2% + y? ist der Abstand von der optischen Achse. An manchen Stellen
wird mit einem Index die Position entlang der optischen Achse verdeutlicht,
so steht z. B. xp; fir eine laterale Koordinate in der Ebene P1.

3.2.1. Lasereinheit

Die optischen Fallen werden von einem Infrarotlaser (LA) mit einer
Wellenldnge von 1064 nm erzeugt. Sein Strahl ist in Abb.3.2.1 wie auch im
Rest dieser Arbeit in rot dargestellt. Der Absorptionsindex! betrigt bei dieser
Wellenlinge o/ = 0.143cm~! (Kou et al., 1993). Das entspricht ca. 1.42%
Intensitatsverlust {iber eine Strecke von 1 mm.

Der Laser erzeugt und verstarkt die Strahlung in zwei Stufen. Die erste Stufe
besteht aus einem diodengepumpten Festkorperlaser (DPSS-Laser), der eine
fest eingestellte optische Ausgangsleistung erzeugt. Die zweite Stufe verstérkt
den Strahl nochmals um einen Faktor, der iiber ein Spannungssignal Upa
geregelt werden kann. Uber eine polarisationserhaltende, einmodige optische
Faser wird die Strahlung auf einen geddmpften optischen Tisch geleitet. Da die

'Bei einem komplexen Brechungsindex # = n — 1« beschreibt der Imaginirteil o die
Absorption eines Materials. Der Absorptionskoeffizient nach dem Lambert-Beerschen
Gesetz kann mittels o’ = 2 kg o berechnet werden.
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Strahlformung

Mikroskop

Lasereinheit

3.2. Optische Komponenten

Detektionseinheit

Wellenlange:
— 1064 nm
— 525+20 nm
— 470+£20 nm
Ausbreitung:
—— horizontal
——- vertikal
Polarisation:
<« horizontal
® vertikal

LH A/2-Platte PBS | Polarisationsstrahlteiler
M | Spiegel ND Graufilter RD Referenzdiode
BT | Strahlfalle BE Strahlaufweiter || SLM | Spatialer Lichtmodulator
AP | Blende SM Scanspiegel SL Scanlinse
DC | Farbteiler TL Tubuslinse oL Objektivlinse
DL | Detektionslinse CCD | CCD-Kamera FL Fluoreszenzlichtquelle
EF | Anregungsfilter DF Detektionsfilter
BF | Durchlichtquelle || DI Diffusor

Abb. 3.2.1.: Schematische Darstellung des kompletten Strahlengangs

unterteilt in vier Funktionseinheiten.

Neben den einzelnen

Komponenten, sind Wellenldnge, Ausbreitungsrichtung und
Polarisation der Teilstrahlen angegeben. Hersteller und genaue
Produktbezeichnungen sind in Anhang A.3 angegeben.
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3. Versuchsaufbau und Methoden

Lénge dieser Faser begrenzt ist, sind der Platzierung des Laserkopfes Grenzen
gesetzt.

Die \/2-Platte LH1 und der polarisierende Strahlteilerwiirfel PBS1 sorgen
dafiir, dass nur horizontal polarisiertes Licht im weiteren Strahlengang
zur Verfligung steht. Die Anteile hoherer Lasermoden werden in die
Strahlfalle BT1 geleitet.2 Der kleine Anteil der Laserleistung FPpa von
0.2%, der durch den dielektrischen Spiegel M1 transmittiert, wird von
einem Neutraldichtefilter ND1 nochmals um den Faktor 1072 abgeschwécht
und von der Referenzdiode (RD) und einer Eingangsverstirkerschaltung
in eine Referenzspannung Ugrp umgesetzt. Diese Referenzspannung wird
verwendet, um tiber einen PID-Regler (PID) und einen Ausgangsverstéirker
ein Spannungssignal zu erzeugen, sodass die Laser-Verstérkereinheit auf eine
konstante Ausgangsleistung geregelt wird. Dem PID-Regler kann {iber eine
digitale Wandlerkarte (DIO1) ein Sollwert fiir Pr,o in Form einer Spannung
Ura vorgegeben werden. Die Regelung der Leistung fiihrt auch zu einer
Stabilisierung der Temperatur des Verstérkerkristalls und damit zu einer
Stabilisierung des Abstrahlwinkels.

Der Grofiteil der Laserleistung wird am Spiegel M1 reflektiert und kann
durch Einstellung des Winkels ¢rp2 der A/2-Platte LH2 in Zusammenspiel
mit dem Polarisationsstrahlteilerwiirfel PBS2 nochmals manuell abgeschwécht
werden. Vertikal polarisiertes Licht wird reflektiert, horizontal polarisiertes
Licht landet in Strahlfalle BT2. Diese Option ist vor allem fiir die Justage
des Systems notwendig, aber auch fiir Tests, bei denen Objekte nur schwach
oder gar nicht gefangen werden sollen. Im normalen Betrieb ermdoglicht die
Einstellung von ¢rpo = 45° eine maximale Laserleistung, wobei die schnelle
Achse der Verzogerungsplatte bei 0° senkrecht steht.

Da durch die Zwei-Stufen-Verstirkung des Lasers dieser ausschliefllich
in einem Bereich P,p = 450mW...7.3 W stabil arbeitet und dies mit
einer Spannung Upa = 0V ... — 5V erreicht wird, ergibt sich die optische
Laserleistung hinter PBS2 aus

7.3W — 450 mW
-2V

Pppgy = ( Upa + 450 mW> cos (2 (prme — 45°)).  (3.1)

3.2.2. Abbildung des SLM in die Fokusebene

Hinter PBS2 steht nun ein regelbarer, leistungs- und richtungsstabilisierter
Strahl zur Verfligung, der im folgenden Abschnitt ,,geformt* wird, um in der

2LH1 und PBS1 haben sich als notwendig erwiesen, da die sich herausgestellt hat, dass
hohere Lasermoden zu einer signifikanten Schwankung der optischen Ausgangsleistung
beigetragen haben.
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3.2. Optische Komponenten

Probenebene Fallen mit den richtigen Eigenschaften zu erzeugen. Geformt
bedeutet konkret, dass der Strahl sowohl aufgeweitet, ausgelenkt und teilweise
ausgeloscht, als auch die Strahldivergenz geéndert wird. Die beteiligten
optischen Elemente sind in Abb. 3.2.1 mit Strahiformung gekennzeichnet.

Das entscheidende Element hierfiir ist ein spatialer Lichtmodulator
(SLM), also eine Matrix aus Fliissigkristallen, die abhéngig von ihrer
Ausrichtung die Wellenfront des Laserstrahls verzégern koénnen. Der in
dieser Arbeit verwendete SLM hat eine verspiegelte Riickseite, d.h. der
Phasenschub entsteht durch die zweimalige Durchquerung der Fliissigkristalle.
Die Polarisation des Lichts wird erhalten, die Phasenverzogerung wirkt sich
aber nur auf jenen Anteil aus, der senkrecht zur Einfallsebene polarisiert ist.
Deshalb wird der Strahl vor dem Auftreffen auf den SLM mit Hilfe der \/2-
Platte LH3 horizontal polarisiert. Licht mit einer Wellenlénge von 1064 nm
kann in 256 Stufen (8bit) um maximal eine Periode phasenverschoben
werden. Die Ansteuerung der 1920 x 1080 Pixel erfolgt, indem der SLM
als Computermonitor betrieben wird und ein entsprechendes Graustufenbild
angezeigt wird. Die gewiinschte Intensitdtsverteilung im Fernfeld ergibt sich
durch die Interferenz der Kugelwellen, die von jedem Pixel ausgehen.

Der Strahl wird hinter PBS2 von den beiden variablen Strahlaufweitern
BE1 und BE2 kollimiert und auf etwa 9mm aufgeweitet®. Damit ist eine
quadratische aktive Flache mit einer Kantenlinge von 1080 px im Zentrum
des SLM ausgeleuchtet.

Die folgenden achromatischen Linsendoubletten L1 und L2, sowie die
Scanlinse (SL) und die Tubuslinse (TL1) bilden ein telezentrisches System,
das die E-Feld-Verteilung kurz hinter dem SLM in die hintere Brennebene
(BFP) der Objektivlinse (OL) abbildet. Diese Abbildung ist schematisch in
Abb. 3.2.2 dargestellt, wobei dort der Ubersichtlichkeit halber alle Linsen im
gleichen Abstand gezeichnet sind und Spiegel und Filter dazwischen fehlen.
Das E-Feld jeder Zwischenebene wird von der folgenden Linse in die néchste
Zwischenebene Fourier-transformiert (vgl. Abschnitt 2.3). Eine punktformige
Falle in der Probenebene (FP) resultiert also aus einem kollimierten Strahl
in den Ebenen SLM, SM und BFP; ein Versatz r in der FP wiederum
entspricht einer Winkeldnderung in den entsprechenden Fourier-Ebenen.
Zur Dimensionierung der optischen Elemente konnen der Strahlradius w
(beam waist), der durch den Intensitdtsabfall auf 1/e2 definiert sei, und die
maximale laterale Auslenkung d herangezogen werden, die die Strahlbreite

3Die zweistufige Aufweitung des Strahls ist nur wegen anderer Versuche auf demselben
Aufbau notwendig. Die Justage des Systems kann durch Verwendung nur eines
Strahlaufweiters stark vereinfacht werden.
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[ Mgep
L1 L2 SL TL1
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Abb. 3.2.2.: Abbildung des SLM in die Probenebene (FP). Samtliche
Linsen stehen im Abstand ihrer Brennweiten, sodass jede Linse
das E-Feld in die néchste Zwischenebene Fourier-transformiert.

mit einschliefit.

Das telezentrische System besteht aus den achromatischen Linsendoublet-
ten L1 und L2, sowie aus der Scanlinse SL und der Tubuslinse TL1 (effek-
tive Brennweiten: fr; = 400mm, fio = 200mm, fs;, = 51.5mm, frr; =
138.4mm). Seine VergroBerung betriagt

Mppp — 122 JTLL g9 (3.2)
fur o fsu
Da der Durchmesser der BFP 2wppp = 9.9mm betragt, wird nur

ein kreisformiger Ausschnitt des SLM mit Durchmesser 2wsiy =
2wppp/Mppp = 7.5mm abgebildet. Die BFP der Objektivlinse wird also
leicht tiberstrahlt.

Um die Riickseite der Objektivlinse zu schiitzen, wird in einer zur BFP
konjugierten Ebene, kurz vor den Scanspiegeln (SM), eine kreisférmige Blende
(AP2) mit einem Durchmesser von 2wsy = 2wppp - ffTSLLl = 3.75mm
eingefiihrt.

In diesem Arrangement von Linsen spielt L1 eine einschrdnkende Rolle.
Wie in Abb. 3.2.3-a dargestellt, fiihren sowohl laterale (zp;) als auch axiale
(zp1) Auslenkungen eines Fokus vom Brennpunkt der Linse L1 zu einer
Aufweitung des Strahls. Das ist natiirlich auch bei den anderen Linsen in
Abb.3.2.2 der Fall, aber durch die lange Brennweite von fr; = 400 mm,
tritt eine Beschneidung des Strahl zuerst an der Apertur von L1 auf. Die
maximale laterale Auslenkung eines Strahls (einschlielich seiner 1/e2-Breite
wird beschrieben durch

dr1 = wspm + Tp1 + WSIAL 2p1, (3.3)

Ju
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Abb. 3.2.3.: (a) Strahlengeometrische Betrachtung der Auslenkung an
Linse L1. Laterale und axiale Auslenkung einer optischen
Falle (zp1, zp1) fithren zu einer Verbreiterung des Laserstrahls
an Linse L1 (dp;). (b) Darstellung jener Bereiche, in
denen eine Falle platziert werden kann, ohne dass ihre
Symmetrieeigenschaften verschlechtert werden. Dieser Bereich
ist fiir verschieden Linsenaperturradien Dy, dargestellt.

wobei mittels xp; = zpp/Mpp und zp; = 2pp/Mgp die Fallenposition aus
der Probenebene in die Ebene P1 iibertragen werden kann. Hierbei gilt
fiir das telezentrische System aus Linse L2, Scanlinse, Tubuslinse TL1 und
Objektivlinse (for = 4.11 mm)

Mypp = 3L JOL _ 75 103 (3.4)

fr2  frii

Aus Glg. 3.3 ist ersichtlich, dass lateraler und axialer Versatz einer Falle
in der Probenebene (zpp, zpp) zu einer Auslenkungen an L1 fithren. Es
ergibt sich damit ein doppelkegelférmiges Volumen um den Brennpunkt der
Objektivlinse, in dem eine Falle platziert werden kann, ohne dass der Strahl
an L1 abgeschnitten wird und damit eine symmetrische Intensitatsverteilung
im Fokus erwartet werden kann. Dieser Bereich ist graphisch in Abb. 3.2.3-
b dargestellt, jeweils fiir verschiedene Aperturradien der Linse Dy;. Fir
die in dieser Arbeit gezeigten Versuche wurde eine Linse mit Dp; =
15mm verwendet?. Es ist prinzipiell leicht moglich, den uneingeschriankten
Fallenbereich weiter deutlich auszuweiten, z.B. mit einer kommerziell
erhéltlichen Linse mit einem Aperturradius von Dp; = 21.9mm. Darauf

4Dp1 = 11 mm wurde lediglich in Abschnitt 5.2.2 verwendet.
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3. Versuchsaufbau und Methoden

wurde verzichtet, weil L1 dann nicht mehr auf einer Schiene gehaltert werden
kann.

Die Auswirkungen der Fallenposition auf die Symmetrie und damit auf
die Qualitdt der optischen Fallen werden in den Abschnitt 5.2.1 und 5.2.2
deutlich.

FEine weitere Einschriankung des Fallenbereichs resultiert aus der Absorption
des Fallenlasers durch die Blende AP1 (sieche Abb.3.2.1), die in der Ebene
P1 platziert ist und dazu dient, die 0. Beugungsordnung (BO) des SLM zu
blockieren.

Wie bereits in Abschnitt 2.3 erlidutert, erzeugt der SLM keine
kontinuierliche, sondern eine diskretisierte Phasenfront. Auflerdem fiillt die
Aktivmatrix nicht die gesamte Fliche des SLM aus. Dieser Fiillfaktor
< 1 und die Phasendiskretisierung (vgl. Abb.2.3.2) fithren dazu, dass —
je nach Hologramm - ein gewisser Anteil der Intensitdt in andere als
die 1.BO gerichtet wird. Wéahrend hohere Beugungsordnungen sich mit
optomechanischen Mitteln nicht ohne Einschrankung des Aktionsbereichs
der Fallen unterdriicken lassen, gibt es fiir die Unterdriickung der 0.BO
verschiedene Moglichkeiten (Zhang et al., 2009).

In Abb.3.2.4 sind drei Méoglichkeiten schematisch dargestellt, wobei der
ungebeugte Strahl jeweils in blau gezeichnet ist. In Fall (a) ist der SLM
unter einem Winkel apo montiert, der den ungebeugten Strahl (z.B. in x-
Richtung) von der optischen Achse abgelenkt und die 0. BO in einem Punkt
jenseits der optischen Achse fokussiert, wo sie von einer Blende geblockt wird.
Soll eine Falle erzeugt werden, muss einem entsprechenden Hologramm eine
Phasenverteilung ¢po () = —kyx = —kzapo fu1 in Form eines Prismas
aufaddiert werden, die den Strahl (rot) wieder auf die optische Achse beugt.
Auf diese Weise bleibt der zentrale Bereich um die optische Achse frei
zuganglich. Soll dieser Bereich jedoch grof genug sein, um in der Probenebene
grofle Objekte manipulieren zu kénnen, muss xgo dementsprechend grof} sein,
wodurch die Beugungseffizienz des SLM deutlich reduziert wird und damit
auch die Intensitdt und optische Kraft jeder einzelnen Falle. Entscheidender
noch ist die Abhéngigkeit der Intensitdt eines Fokus von seiner lateralen
Position, wodurch eine kontrollierte Kraftausiibung auf ein Objekt erschwert
wird.

Im Fall (b) wird die Linse L1 nicht in ihrem Brennweitenabstand fi; zu
P1 platziert, sondern weiter vorne im Strahlengang. Einem Hologramm, dass
eine Fall in der Probenebene kodiert, muss deshalb eine Phasenverteilung
B0 (x1) = konmy/1—2%/f% 280 aufaddiert werden, die einer Linse
entspricht. Auch diese Konfiguration hat den Nachteil, dass durch den
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Abb. 3.2.4.:

3.2. Optische Komponenten

[e] P1

! ZBO

Unterdriickung der 0.Beugungsordnung (BO). Der
ungebeugte Strahl ist in blau, die 1.BO in rot dargestellt.
In (a) wird die 0.BO von der optischen Achse abgelenkt
und der Fokus lateral versetzt. Im Fall (b) wird der Fokus
axial versetzt. Um eine Falle in der Probenebene zu platzieren
muss ein Hologramm jeweils mit einem entsprechenden
Korrekturhologramm addiert werden. Im Fall (c) ist kein
Korrekturhologramm notwendig, jedoch kann im Zentrum der
Probenebene keine Falle platziert werden.
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3. Versuchsaufbau und Methoden

Abb. 3.2.5.: Ausblendung der 0.Beugungsordnung durch die
Apertur AP1. (a) Technische Realisierung einer moglichst
kleinen und wirmeleitfahigen Blende auf der optischen Achse.
Als eigentliche Blende fungiert die Spitze des mit roten
Pfeilen gekennzeichneten Drahtes. (b) Schatten von AP1 in
der Probenebene. Im zentralen dunklen Bereich (weifle Linie)
kénnen Fallen nur dann platziert werden, wenn die Scanspiegel
mit einem entgegengesetzten Versatz kompensieren.

erh6hten Phasengradienten die Beugungseffizienz sinkt. Je weiter ein Fokus
hinter der Objektebene erzeugt wird, desto schwicher ist die Intensitéit in
diesem Fokus.

Um ein moglichst grofles Volumen mit optischen Fallen ansteuern zu kénnen
und eine moglichst isotrope Intensitédt im Fokus — unabhéngig seiner Position
— zu erhalten, wurde fiir die Versuche in dieser Arbeit die Anordnung gewahlt,
wie sie in Abb. 3.2.4-c dargestellt ist. Die 0. BO wird auf der optischen Achse
in die Ebene P1 fokussiert und dort von der Blende AP1 geblockt. Damit
ist keine korrigierende Phasenverteilung notwendig (¢po (z1) = 0) und die
Reduktion der Beugungseffizienz ist klein und punktsymmetrisch um den
Brennpunkt.

Diese Losung impliziert zwei technische Herausforderungen: (i) Die Blende
muss die 0. BO zuverléssig blockieren, was auch bedeutet, einer Leistung von
mehreren Watt iiber langere Zeit zu widerstehen, und (ii) nur einen sehr
kleinen Bereich blockieren, um den Aktionsradius der generierten optischen
Fallen nicht zu sehr einzuschranken. Die gewéhlte Losung ist in Abb. 3.2.5-a
abgebildet. Die Spitze eines Drahtes kann iiber eine Feinjustage exakt in den
Schnittpunkt der optischen Achse mit Ebene P1 positioniert werden. Der
Draht wird 2 cm entlang der optischen Achse und dann zur Seite gefiihrt. Er
ist mit einem Warmeleitkleber an einem Aluminiumblock befestigt, wodurch
ausreichend thermische Leistung abgefiihrt werden kann. Eine Verformung
konnte iiber viele Wochen hin nicht festgestellt werden.
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3.2. Optische Komponenten

In Abb. 3.2.5-b ist eine Aufnahme der Probenebene zu sehen, die den durch
AP1 abgeschatteten Bereich (A) zeigt, in dem keine Fallen platziert werden
kénnen. Er hat einen Durchmesser von ca. 6 pm. Im Bereich (B) kann es zu
Aberrationen kommen, da der Strahl durch den Tragerdraht gestért werden
kann.

Die Konfigurationen (b) und (c) kénnten im Prinzip auch ohne Blende
verwendet werden. Wie in Abschnitt 2.1 bereits erldutert wurde, kann eine
Falle auf ein grofleres Objekt nur dann stabilisierend wirken, wenn sie
an polarisierbarer Materie angreifen kann. Ein nicht steuerbarer Fokus im
Zentrum der Probenebene wird sich jedoch in der Regel destabilisierend
auswirken.

Die Einkopplung in den Strahlengang des Mikroskops erfolgt iiber den
Farbteiler DC1, der Licht im sichtbaren Wellenldngenbereich transmittiert
und das infrarote Laserlicht reflektiert. Auf die Halterung der Scanspiegel, der
Scanlinse und von DC1 wird in Abschnitt 3.2.5 noch genauer eingegangen.

3.2.3. Mikroskop

Das zentrale Bedienelement des Aufbaus ist ein modifiziertes invertiertes
Mikroskop (Zeiss Axiovert 200M). Anderungen im Vergleich zum
Auslieferungszustand umfassen die Position und Halterung einiger Filter und
die Durchlichtbeleuchtung.

Die Einkopplung des IR-Lasers erfolgt mittels DC1 {iber die Riickseite
(Rearport) des Mikroskopstativs, parallel zum Strahlengang der Fluoreszenz-
beleuchtung. Deren Quelle, eine Quecksilberdampflampe mit steuerbarem
Shutter, erzeugt ein breitbandiges Spektrum vom Ultravioletten bis in den
Infrarotbereich. Die geeignete Anregungswellenlénge wird durch den Filter
EF gewihlt, der in einem Computer-gesteuerten Filterrad (FW) gehaltert
ist. Fr die hier beschriebenen Versuche wurde immer eine Wellenldnge von
470 + 20nm verwendet. Da dieser Filter infrarotes Licht reflektiert, wurde er
von seiner normalen Position, dem Filterwiirfel im Reflektorrevolver, vorver-
legt.

Beim Farbteiler DC2 handelt es sich um eine Sonderanfertigung, die IR-
und blaues Anregungslicht reflektiert und griines Licht transmittiert. Der
Filterwiirfel wurde modifiziert, um Position und Neigung von DC2 justieren
zu kénnen. Der Emmissionsfilter (DF) ist ebenfalls nicht im Filterwiirfel
untergebracht, da er infrarotes Licht blockiert und damit er entfernt werden
kann, um den Reflex eines Fokus in der Probenebene analysieren zu
kénnen (vgl. Abschnitt 5.2.1). Auch hier sind verschiedene Filter moglich, alle
Versuche wurden jedoch mit einer Bandliicke von 525 + 20 nm durchgefiihrt.
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3. Versuchsaufbau und Methoden

Im Beleuchtungsstrahlengang wurde die Halogenlampe durch eine LED
(BF) ersetzt, um die Durchlichtbeleuchtung schnell an- und ausschalten zu
kénnen. Die damit einhergehende verringerte Warmeentwicklung reduziert
Temperaturgradienten in der Probenebene erheblich, wodurch die Diffusion
kleiner Partikel weniger beeinflusst wird. Die Linsen L4 und L5, sowie der
Diffusor (DI) und der Spiegel M7 sind fest in das Mikroskopstativ verbaut. Da
wegen der Detektionseinheit weniger Platz fiir den Beleuchtungsstrahlengang
zur Verfiigung steht, verkiirzt L6 gleich hinter L5 deren Brennweite. Uber
L7 und die Detektionsobjektivlinse (DL) wird die Probenebene gleichméfig
ausgeleuchtet.

Die finale Fokussierung des IR-Lichts zur optischen Fallen erfolgt durch die
Objektivlinse (OL). Zusammen mit der Tubuslinse TL2 (frr2 = 154.5mm)
bildet sie die Probenebene in die Ebene der Kamera (CCD) mit einer
Vergroflerung von Mocp = 40 ab. Bei der Objektivlinse handelt es sich um
ein Deckglas-korrigiertes Wasserimmersionsobjektiv mit einer numerischen
Apertur NAgp, = 1.4. Konsequenterweise muss jede Probenkammer einen
Boden aus 140 — 180pm dicken Glas oder aus einem Material mit dem
gleichen Brechungsindex haben. Auch wenn Olimmersionsobjektive in der
Regel eine héhere NA haben, und damit auch hohere Gradientenkréfte erreicht
werden konnen (vgl. Abschnitt.2.1), ist eine Wasserimmersionsobjektiv bei
diesem Aufbau unbedingt notwendig, damit der Fallenlaser auch weit iiber
dem Deckglas (CS) und in unterschiedlichen Absténden von diesem Fokii
ohne Aberrationen erzeugen kann. Auf die Problematik der Korrektur von
Aberrationen mit Hilfe des SLM fiir frei in 3D platzierbare Fallen wird in
Abschnitt 5.2.1 noch genauer eingegangen.

Die Probenkammer selbst ist auf einem Piezotisch (PI) mit einer Reichweite
von 300 pm in allen drei Raumrichtungen befestigt. Der Piezotisch selbst kann
iiber Feingewindeschrauben um jeweils + 1 cm manuell in x- und y-Richtung
verschoben werden.

3.2.4. Detektionseinheit

Die Aufgabe der Detektionseinheit besteht darin, das infrarote Fallenlicht
von der Probenebene auf eine weitere Kamera (CCD2) abzubilden. Aus
der Analyse der Intensitétsverteilung I (x,y) konnen Riickschliisse auf die
Position von streuenden Objekten relativ zu jeder einzelnen optischen Falle
getroffen werden. Man spricht hier von einem parallelen Tracking-Verfahren,
das im Detail in Abschnitt 6 erldutert wird.

Die Abbildung auf die CCD-Kamera erfolgt in einem 4f-System tiiber die
Detektionsobjektivlinse DL mit einer Brennweite von fpr, = 4.0mm und
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3.2. Optische Komponenten

Abb. 3.2.6.: Foto der Detektionseinheit. Die fiir das Detektionsprinzip
maflgeblichen Einheiten sind nicht eingetriibt.
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3. Versuchsaufbau und Methoden

einer weiteren Linse L3 mit einer Brennweite von fr3 = 80.0mm. Die
Detektionsoptik ist also ein telezentrisches System mit der Vergréflerung
Mccep2 = fpr/frus = 20. Sie ist so gewahlt, dass ein moglichst groBer Bereich
der Probenebene auf den 6.32 x 4.76 mm? (%“) grofien Chip abgebildet wird.
Ein Pixelraster von pccpe = 4.65 pm erlaubt gleichzeitig eine moglichst gute
Abtastung der Intensitdtsverteilung. Ein grofler Dynamikbereich erleichtert
die Analyse von Fallen mit unterschiedlichen z-Koordinaten. Je hoher
die Bildwiederholrate der Detektionskamera ist, desto genauer koénnen
Anderungen der Intensitétsverteilungen aufgelost werden.

Bei der Detektionslinse handelt es sich um ein Wasserimmersionsobjektiv
ohne Deckglaskorrektur mit einer numerischen Apertur von NAp;, = 1.0.
Eine Probenkammer muss entweder nach oben hin offen sein oder mit
einem Tropfen Wasser bedeckt werden. Hinter der Detektionslinse sorgt ein
Farbteiler (DC3) fiir die Trennung von sichtbarem Beleuchtungslicht und
infrarotem Fallenlicht.

Durch die kurzen Brennweiten der Detektionslinse und der Objektivlinse
ist die exakte Positionierung der beiden zueinander von entscheidender
Bedeutung fiir eine saubere Abbildung. Deshalb sind alle optischen
Komponenten der Detektionseinheit auf einer Aluminiumplatte montiert,
welche wiederum {iber eine kinematische Halterung auf dem Mikroskopstativ
aufliegt. Uber Mikrometerschrauben und Linearversteller erlaubt die
Halterung eine unabhéngige Einstellung aller drei translatorischen und aller
drei rotatorischen Freiheitsgrade.

Das Mikroskopstativ und damit auch die Position der Objektivlinse unter-
liegt relativ starken thermischen Schwankungen, die in der Groéflenordnung
von 1 pm/h liegen. Vor einer Verwendung der Detektionseinheit ist es deshalb
notwendig, die axiale Position der OL und die laterale Position der DL ein-
zustellen. Dafiir werden einige Fokii bei z = 0 erzeugt, deren Abbild auf der
CCD-Kamera ebenfalls fokussiert sein und deren Position an den richtigen
Stellen relativ zur Chipmitte liegen miissen.

Die Intensitidt des auf die CCD-Kamera fokussierten Lasers muss
selbstverstiandlich noch stark abgeschwécht werden. Der Graufilter ND2
transmittiert bei einer Wellenléinge von 1064 nm einen Anteil 7 = 6.2-10~% der
einfallenden Intensitdt. Die Maximalwerte hidngen ebenfalls von der Anzahl
der Fallen und ihrer z-Position ab, weshalb die Belichtungszeit durch die
Software gesteuert werden muss, um den Dynamikbereich der Kamera voll
ausnutzen zu konnen.

Mithilfe der A/2-Platte LH4 und des polarisierenden Strahlteilerwiirfels
PBS3 kann der Strahl zum einen nochmals abgeschwécht werden, zum
anderen kann die in der Probenebene einfallende Polarisation reduziert
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werden, indem ein Anteil in die Strahlfalle BT3 gelenkt wird. Dadurch kann
der Anteil des von einem Objekt gestreuten Lichts erhéht werden.

Die Strahlteilerwiirfel BS1 und BS2 werden fiir andere Versuche bendtigt
und fiihren hier in Kombination mit den Strahlfallen BT3 und BT4 lediglich
zu einer weiteren Abschwéchung des Laserstrahls.

3.2.5. Optisches Subsystem fiir Zellsortierer

Soll der Aufbau zum Sortieren von Suspensionszellen verwendet werden,
kann der Strahlengang durch eine Abkiirzung im Abschnitt Strahiformung
und durch das Entfernen der Detektionseinheit deutlich vereinfacht werden.
Auflerdem steht damit mehr Platz fiir eine groflere Probenkammer zur
Verfiigung.

Es soll an dieser Stelle betont werden, dass das Sortieren von
Suspensionszellen mit der Konfiguration, die in den vorangegangenen
Abschnitten beschrieben ist, ohne Probleme mdglich ist. Es ist fiir zukiinftige
Forschung aber durchaus denkbar, sich ausschlieflich auf das Sortieren
von Zellen zu konzentrieren. Deshalb wurden im hier beschriebenen
Aufbau nahezu alle notwendigen Komponenten in einer sog. Rearportbox
zusammengefasst, die in Abb. 3.2.8-a grau hinterlegt dargestellt ist. Wie aus
der Darstellung des modifizierten optischen Strahlengangs in Abb.3.2.7 zu
sehen ist, enthélt die Rearportbox Scanspiegel (SM), Scanlinse (SL) und die
Einkopplung der Fluoreszenzbeleuchtung.

Die Scanspiegel ermdglichen eine schnelle und kontinuierliche Winkeldnde-
rung, die von der Scanlinse in einen 2D-Fokusversatz umgewandelt wird. Die
Reaktionszeit der Spiegel hingt von ihrer Masse und der zugehérigen Treiber-
elektronik ab. Die betrégt bei diesem Modell, das fiir einen Strahldurchmesser
bis 5 mm ausgelegt ist, ca. 200 ps. Die zeitliche Auflésung betrégt 1 ps. Bei der
Scanlinse handelt es sich um eine sog. F-Theta-Linse. Sie ist speziell darauf
optimiert, einen kollimierten Strahl iiber einen groflen Winkelbereich in eine
Ebene zu fokussieren.

Prinzipiell liele sich der Fallenlaser direkt an der Rearportbox befestigen
und somit optisch ein geschlossenes System erreichen. Um Umbauarbeiten
zu vermeiden, wird die Lasereinheit aber unverédndert gelassen und dafiir ein
Grofiteil des Bereichs Strahiformung durch das Einklappen der Klappspiegel
M2 und M4 umgangen (vgl. Abb.3.2.7). Der Strahl wird also durch BE1
aufgeweitet und durch SL und TL1 telezentrisch in die hintere Brennebene
der Objektivlinse abgebildet, die die nicht ganz vollstdndig ausgefiillt wird,
um moglichst grofile Gradientenkréfte zu erreichen (Mahamdeh et al., 2011).
Die Blende AP2 erfiillt in dieser Konfiguration keine Aufgabe, stort aber
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Mikroskop

Wellenldnge:

© RD : — 1064 nm
N — 525+20 nm
: M1 : — 470%£20 nm
LH2 PBS2 Ausbrei?ung:
—— horizontal
B! ~—- vertikal
Polarisation:
LA : <« horizontal
e e LASEF@iNheit ®© vertikal
LA | Laser LH | A/2-Platte PBS | Polarisationsstrahlteiler
M Spiegel ND | Graufilter RD Referenzdiode
BT | Strahlfalle BE | Strahlaufweiter || AP Blende
SM | Scanspiegel SL | Scanlinse DC Farbteiler
TL | Tubuslinse OL | Objektivlinse CCD2 | CCD-Kamera
FL | Fluoreszenzlichtquelle || EF | Anregungsfilter || DF Detektionsfilter
BF | Durchlichtquelle DI Diffusor CL Kondensorlinse

Abb. 3.2.7.: Modifikation des Strahlengangs fiir Zellsortierversu-
che. Durch die Klappspiegel M2 und M4 wird der SLM und die
beiden folgenden Linsen umgangen. Die Detektionseinheit wird
nicht benotigt und eine kommerziell erhéltliche Kondensorlinse
verwendet. Hersteller und genaue Produktbezeichnungen sind
in Anhang A.3 angegeben.
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Abb. 3.2.8.: (a) Die Rearportbox enthilt alle Komponenten (mit
Ausnahme des Lasers), die fiir den Betrieb des Aufbaus
als Zellsortierer notwendig sind. (b) Die mikrofluidischen
Komponenten werden mit kommerziell erhéltlichen Teilen
gehaltert (Mikroskoptisch, Halterahmen) und beleuchtet
(Kondensor).

auch nicht. LH3 bleibt unverdndert, um eine moglichst grofle Reflexion der
polarisationsabhéngigen Farbteiler DC1 und DC2 zu erhalten. Natiirlich
kénnte bei einem reinen Sortier-System auch auf dieses Element verzichtet
werden, wenn der Laserkopf um 90° gedreht wird.

In Abb.3.2.8-b ist deutlich zu sehen, dass durch Weglassen der
nicht bendtigten Detektionseinheit, der Verwendung einer kommerziell
erhéaltlichen Kondensorlinse (CL) mit NA = 0.3 und eines Mikroskoptischs
mit Universalhalterahmen ausreichend Platz fiir eine mikrofluidische
Flusskammer vorhanden ist, die ausfiihrlicher in Abschnitt 3.4 beschrieben
ist. Diese Standartkomponenten vereinfachen nicht nur die Konstruktion
der Flusskammer und ihren makroskopischen Anschluss durch das grofiere
Platzangebot, sondern entsprechen auch dem iiblichen Bedarf in einem
Biolabor.

Als Bildsensor kann neben der bereits beschriebenen CCD-Kamera mit
einer Vergroflerung von 40x auch eine Alternative verwendet werden. In
Kombination mit einem zusétzlichen 4f-System (BE3), das das Bild um den
Faktor 2 verkleinert, kann die CCD-Kamera der Detektionseinheit (CCD2)
am Frontport des Mikroskops verwendet werden. Damit kann ein grofler
Bildbereich von 320 x 424 pm?beobachtet werden. Bei Beschrinkung auf einen
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kleineren Bildbereich konnen hohe Bildwiederholraten erreicht werden.

3.3. Hologrammberechnung

3.3.1. Ubersicht

Es wurde bereits beschrieben, dass die Positionierung der optischen Fallen
in der Probenebene mit Hilfe der Scanspiegel (SM) und des spatialen
Lichtmodulators (SLM) erfolgen kann. Wéahrend die Scanspiegel zum
Erzeugen mehrerer Fallen schnell zwischen verschiedenen Positionen hin
und her springen miissen, kann der SLM die Wellenfront des Fallenlasers
so formen, dass die Fallen gleichzeitig erzeugt werden. Der entscheidende
Vorteil besteht jedoch darin, Fallen auch vor oder hinter der Probenebene
zu platzieren. Damit entsteht die Moglichkeit, ein Objekt orthogonal zur
Beobachtungsebene zu bewegen oder zu rotieren.

Der aktive Bereich des hier verwendeten SLM umfasst eine quadratische
Fliche mit 1080 x 1080 px?. Die Pixel liegen auf einem Raster mit Periode
Ppx = 8um, d.h. die aktive Fliche hat eine Kantenlinge von 8.64mm.
Die Berechnung eines Hologramms kann je nach Verfahren (Di Leonardo
et al., 2007) sehr rechenintensiv sein. Das Verfahren, das in Abschnitt 2.3
beschrieben und fiir die Versuche in den folgenden Kapiteln verwendet wurde
— random superposition of prism and lenses (randomisierte Superposition von
Prismen und Linsen) — skaliert mit der Anzahl der Pixel und der Anzahl
der optischen Fallen N. Die Berechnung eines Hologramms mit iiber einer
Mio. Pixelwerten dauert auf einer modernen CPU (central processing unit)
ungefihr 200ms pro Falle. Fiir eine statische Anordnung von Fallen mag
dies akzeptabel sein, aber fiir eine aktive Manipulation von biologischen
Objekten muss die Berechnung der entsprechenden Hologramme deutlich
schneller vonstatten gehen.

Eine elegante Losung bietet sich in der Verwendung einer GPU (graphics
processing unit) an, wie sie als Bestandteil der Grafikkarte eines Computers zu
finden ist. Moderne GPUs haben viele Rechenkerne und eine lange Pipeline.
Sie sind darauf optimiert, die immer gleiche Rechenvorschrift fiir viele
verschiedene Eingangswerte immer wieder auszufithren. Sie eignen sich damit
sehr gut fiir die massiv parallelisierbare Aufgabe der Hologrammberechnung,.

Die erste Implementierung von Hologrammberechnungen auf einer GPU
wurde von Masuda et al. (2006) veroffentlicht, allerdings handelt es sich
hier um Hologramme, die fiir die Darstellungen von 3D-Displays bendtigt
werden. Reicherter et al. (2006) nutzten Berechnungen auf der GPU
erstmals fiir holographische optische Fallen. Ein vergleichbarer Ansatz ist
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bei Preece et al. (2009) zu finden, jedoch mit einem effizienzsteigernden
Unterschied: Anstatt fiir jede Falle mit Index j ein Phasen-Hologramm ¢; (1)
zu berechnen und die entsprechenden Felder zu addieren, werden fiir jeden
Pixel unabhéangig die Phasenwerte der einzelnen Fallen in einen komplexen E-
Feld-Wert umgerechnet und addiert. Damit miissen die grofien Phasenarrays
nicht zwischengespeichert werden, sondern kénnen direkt im Bildspeicher
(frame buffer) der Grafikkarte akkumuliert werden. Der rechnerische Aufwand
reduziert sich dadurch erheblich.

Nach dem Vorbild von Preece et al. (2009) erfolgt die Berechnung der
Hologramme iiber die Programmierschnittstelle OpenGL der GPU. Bei
OpenGL handelt es sich um einen standardisierten Satz von Befehlen, mit
denen alle gingigen GPUs umgehen koénnen.® Die Programmierung der GPU
erfolgt tiber die OpenGL Shader Language (GLSL), einer Programmiersprache
die eng an C angelehnt ist. In dieser Arbeit wurde die Hologrammberechnung
auf der GPU vollstdndig neu implementiert. Ein grundlegender Unterschied
im Vergleich mit Preece et al. (2009) betrifft den Phasenanteil eines
Hologramms, der durch einen Abstand einer Falle zur Fokalebene (FP)
hinzukommt. Darauf wird spéter in diesem Kapitel noch genauer eingegangen.

An dieser Stelle sei noch auf die Moglichkeit der iterativen Berechnung
von Hologrammen verwiesen, mit der eine hohere Beugungseffizienz und
Fallenuniformitét erreicht werden kénnen (Bianchi und Di Leonardo, 2010).
Mit ausreichend rechenstarken Grafikkarten kann auch der notwendige,
groflere Rechenaufwand in weniger als 1 ms pro Falle geleistet werden.

3.3.2. OpenGL-Pipeline

Um die Arbeitsweise der hier vorgestellten Losung zu verstehen, ist es
hilfreich, sich die Stufen der OpenGL-PipelineS vor Augen zu fiihren, so wie sie
in Abb. 3.3.1 dargestellt sind. Zunéchst muss eine Anwendung einen OpenGL-
Kontext erzeugen, hier in einem Fenster ohne Rahmen, da der SLM wie ein
Bildschirm angesteuert wird und wirklich nur das Hologramm anzeigen soll.
Die Anwendung erzeugt des Weiteren eine zweidimensionale Textur mit einem
Seitenverhéltnis, das auch am SLM verwendet werden soll, und in diesem Fall
1:1 ist.

5In dieser Arbeit wurde eine Kompatibilitdt mit OpenGL Version 2.1 sichergestellt, was
eine Verwendung mit Graphikkarten ermoglichen sollte, die im Jahre 2007 und spéter
gekauft wurden.

5Die Pipeline wird in dieser oder &hnlicher Form in allen Graphikanwendungen
mit OpenGL verwendet. Die Berechnung von Hologrammen ist nur eine spezielle
Anwendung.
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OpenGL- Vertex- Fragment- Frame
u Rast
Kontext DRI Shader asterung Shader Buffer

Abb. 3.3.1.: Schritte einer OpenGL-Pipeline, die notwendig sind, um ein
Hologramm zu berechnen und anzuzeigen. Die Berechnung der
einzelnen Phasenwerte erfolgt im Fragment-Shader.

In der néchsten Stufe wird diese Textur durch den Vertex-Shader geleitet.
Der Vertex-Shader dient vor allem dazu, die Beobachtungsrichtung und die
Vergroflerung festzulegen. Die quadratische Textur muss konsequenterweise
zentral auf dem Bildschirm liegen und nicht verdreht sein. Mit der darauf
folgenden und nicht zu beeinflussenden Rasterung steht exakt fest, welcher
Teil der Textur auf welchem Bildschirmpixel ausgegeben wird. Automatisch
ist bereits der dafiir benttigte Speicher festgelegt.

Der entscheidende Schritt der Hologrammberechnung wird im Fragment-
Shader durchgefithrt, der allgemein der Einfirbung von Oberflichen
dient und hier das Raster mit Grauwerten einfirbt, die den benétigten
Phasenverzégerungen entsprechen. Ein Grauwert von 28 = 255 entspricht
einer Phasenverzogerung von 27. Ebenso wie der Vertex-Shader kann der
Fragment-Shader zur Laufzeit einer Anwendung mittels GLSL programmiert
werden. GLSL erméglicht es, die Einfarbung des Rasters in Abhéngigkeit der
Pixelposition und zusétzlicher Eingangsvariablen vorzunehmen, die Uniforms
genannt werden und z. B. die Position der optischen Fallen enthalten kénnen.
Die Anwendung kann die Werte dieser Uniforms &ndern, ohne dass der
GLSL-Code neu in die GPU geladen werden muss. Wichtig ist, dass die
Berechnungen des Fragment-Shaders direkt im Frame Buffer durchgefiihrt
werden, also dem Speicher, auf den der SLM zugreift, wenn er ein neues Bild
anzeigt. Die Daten miissen vor der Anzeige nicht noch ein zusétzliches Mal
kopiert werden.

Der Frame Buffer ist doppelt vorhanden, d.h. wadhrend der SLM ein
Hologramm noch anzeigt, kann bereits das néchste berechnet werden. Im
letzten Schritt der OpenGL-Pipeline wird ein neues Hologramm angezeigt,
indem die Frame Buffer getauscht werden.
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Abb. 3.3.2.: Flussdiagramm des Algorithmus im Fragment-Shader.
Der Phasenwert ¢ wird in mehreren Schritten berechnet,
wobei sie von der Pixelposition (u,v) und mehreren anderen
Eingangsparametern abhédngt. Am FEnde ergibt sich fiir jeden
Pixel ein Grauwert G.

3.3.3. Berechnung der Phasenwerte im Fragment-Shader

Im Fragment-Shader wird die Berechnung der Phasenhologramme durchge-
fithrt. Der vollstandige GLSL-Code ist im Anhang A.5 zu finden. In Abb. 3.3.2
sind die wichtigsten Schritte in einem Flussdiagramm dargestellt. Die fiir die
Berechnung notwendigen Eingangsparameter (Uniforms) sind in blau dar-
gestellt und werden von der Anwendung aktualisiert, z. B. wenn eine neue
Fallenposition angesteuert werden soll. Berechnungen, die den Wert fiir die
Phase ¢ eines Pixels betreffen, sind griin hinterlegt. Der Grauwert G, der letz-
ten Endes auf dem ,,Bildschirm“ SLM dargestellt wird, ist rot hervorgehoben.
Fiir jeden Pixel wird folgende Berechnung durchgefiihrt:

1. Das E-Feld FE ist eine komplexe Zahl, die zu Beginn auf Null gesetzt
wird. Real- und Imaginérteil werden einzeln deklariert. Der Grauwert G
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wird standardmafig auf Null gesetzt.

. Fir jede der N Fallen mit Index j = 0...N — 1 wird eine Schleife

durchlaufen. Bei jedem Durchlauf wird zunéchst entschieden, ob die
Falle mit Index j iberhaupt zum Hologramm beitragen soll. In der Regel
wird die gesamt Fliache des SLM, die in die BFP abgebildet wird, zur
Erzeugung der Fallen herangezogen (N A = 1.2). Fiir jede Falle kann die
effektive NA iiber den Eingangsparameter NA ; einzeln reduziert werden.
Hier ist zu beachten, dass die anderen Fallen nun aus fokussiertem Licht
gebildet werden, dass einen hoheren Anteil groer Raumwinkel enthélt.

. Bevor die Phase berechnet werden kann, muss festgestellt werden, an

welcher Position der Pixel in die BFP der Objektivlinse abgebildet
wird. Um die Ortskoordinaten auf dem SLM (usp,m, vsim) zu errechnen,
miissen die Koordinaten der Textur, die dem Fragment-Shader bekannt
sind, mit der Pixelperiode psry multipliziert werden. Die kartesischen
Koordinaten in der BFP sind dann mit Hilfe der Vergroflerung in die
BFP Mgpp zu ermitteln (vgl. Glg. 3.2)

uprp = usLM - MBrp, VBFP = UsLM - MBrp, (3.5)

ebenso wie die radiale Koordinate

2 2 2 2 2
perp = usinm - Mipp + v - Mipp- (3.6)

. Der Phasenwert ¢; errechnet sich wie in Abschnitt 2.3 hergeleitet nach

der Methode der ,,Prismen und Linsen® durch

ko
¢j = oL (uBFp - 25 + vsia - Y5) —ko nm \/1 = plapp” 2 (3.7)
5

lat
?;

mit den konstanten Parametern kg, for, und n,,. Der erste Term, das
Prisma, kodiert den lateralen Versatz und héngt von (x;,y;) ab. Der
zweite Term, die Linse, steuert den Phasenanteil ¢f* fiir den axialen

Versatz z; bei. Dabei ist plgpp” = (u2py + v310) /S8y der auf die Grofe
der BFP normalisierte Pupillenradius.

. In Abschnitt 2.3 wurde bereits erldutert, dass die Beugungseffizienz

stark verbessert wird, wenn fiir jede Falle ein zufélliger Phasenwert ¢‘]?ff
aufaddiert wird. Da qﬁ‘]?ﬁfﬁr alle Pixel gleich sein muss und OpenGL
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keine Funktion zur Erzeugung von Zufallszahlen bereitstellt, wird dem
Fragment-Shader eine Liste mit j Offset-Phasenwerten zwischen 0 und
27 von der Anwendung iibergeben.

. Im letzten Schritt der Schleife wird dem komplexen E-Feld der Anteil
E; = |B;| et (4+95") (3.8)

fur die Falle j hinzu addiert, wobei die Intensitat ;| = /| Ej| fiir jede
Falle vorgegeben werden kann.

. Nach j Iterationen sind die E-Feld-Werte
N-1

E=> E,
§=0

aller Fallen akkumuliert. Aus dem Argument erhédlt man die
Phasenverzogerung

6 = arg {E}, (3.9)

die der SLM fiir den jeweiligen Pixel erzeugen soll.

. Zernike-Polynome sind eine Reihe von Polynomen, die orthogonal auf
dem Einheitskreis sind. Sie lassen sich gut zur Korrektur optischer
Aberrationen verwenden (Wulff et al., 2006). Der Einheitskreis, auf dem
diese Polynome definiert sind, wird dafiir auf die Gréfle der BFP skaliert.
Die kompensierbaren Aberrationen mit den zugehorigen Zernike-
Koeffizienten, die dem Fragment-Shader iibergeben werden kénnen, sind
in (Singer et al., 2005¢) dargestellt. Sie hdngen normalerweise nicht von
einer Fallenposition ab.

. Abschlieflend wird der Grauwert
G = (¢ mod 27) /27 - 28 (3.10)
aus dem Phasenwert ¢ berechnet, wobei durch die Modulo-Funktion

immer Phasenwerte zwischen 0 und 27 verwendet werden. Die Rundung
von G auf einen natiirlichen Wert erfolgt automatisch.
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Abb. 3.3.3.: Beispielhologramme. (a) Hologramm fiir die Erzeugung von
zwei Fallen in der FP (29 = z; = 0). (b) Verkleinerung der
effektiven NA fiir eine der beiden Fallen. (c) Hologramm fiir
die Fallen in (a) und einer weiteren Falle, die bei zo = 10 um
platziert ist.

3.3.4. Beispielhologramm

In Abb. 3.3.3-a ist ein Hologramm abgebildet, das zwei optische Fallen an den
Positionen rop = (2 pm, 5 pm, 0) und r; = (10 pm, 0,0) erzeugt. Man kann die
Uberlagerung zweier Phasenkeile mit unterschiedlicher Periode und Richtung
erkennen. Die graue Fléche am Rand des Hologramms wird nicht in die BFP
abgebildet und wird deshalb auch nicht zur Fallenerzeugung verwendet. In
Abb. 3.3.3-b wurde die effektive NA fiir die zweiten Falle halbiert. Der duflere
Teil des SLM erzeugt ausschliellich die erste Falle. Diese Verkleinerung der
NA ist in Abb.3.3.3-c wieder aufgehoben, dafiir aber eine weitere Falle bei
ro = (0,0, 10 pm) hinzugekommen. Man erkennt die zusétzliche Uberlagerung
einer kugelférmigen Phasenverteilung.

Die Grafikkarte, die fiir die hier beschriebenen Versuche verwendet wurde,
hat eine GPU mit 16 Kernen, 512MB Speicher und arbeitet mit einer
Taktfrequenz von 589 MHz. Die Berechnung eines Hologramms mit 1080 x
1080 Pixeln dauert ca. 20 ms. Die Anzahl N der erzeugten Fallen hat keinen
signifikanten Kinfluss auf die Berechnungsdauer. Die CPU des Messrechners
wird erheblich entlastet und steht fiir andere Aufgaben zur Verfiigung.

3.4. Probenkammer
Optische Kréfte liegen — in Abhéngigkeit der experimentellen Bedingungen

— im Bereich von fN bis hin zu nN. Das Medium, dass ein gefangenes
Partikel umgibt, kann leicht hydrodynamische Reibungskréifte ausiiben, die
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PDMS Polymer-Biirsten

Deckglaser T

Abb. 3.4.1.: PDMS-Probenkammer. Der mit Polymer-Biirsten iiberzo-
gene Boden verhindert Zelladhésion. Das Volumen ist geschlos-
sen, damit es nicht zu Verdunstung und stérenden Kréaften
durch Fliissigkeitskonvektion.

sich in dieser Gréflenordnung bewegen und damit die Bestimmung von
optischen Kraften verfialschen oder das stabile Fangen von groflen Objekten
verhindern (vgl. Kap.5). Durch Temperaturgradienten und Verdunstung
entsteht Konvektion und damit ein signifikanter Krafteintrag.

Aus diesem Grund werden Versuche, bei denen Beads oder Zellen mit
optischen Fallen gehalten werden sollen, in einer abgeschlossenen Kammer
aus Glas und PDMS durchgefiihrt, wie sie in Abb.3.4.1 zu sehen ist. Der
Boden besteht aus einem Mikroskopie-Deckglas mit einer wohldefinierten
Dicke von 170 pm. Wenn mit biologischen Proben gearbeitet werden soll,
insbesondere mit adhédrenten Zellen, kann an die Oberfliche des Deckglases
eine Schicht sog. Polymer-Biirsten (genauer: poly(dimethylacrylamide) oder
PDMAA) gebunden werden. Die Prozedur ist detailliert in (Prucker et al.,
1999) beschrieben. Ohne diese Polymer-Biirsten reicht bei adhérenten Zellen
eine kurzer Kontakt mit dem Deckglas, um Molekiilbindungen herzustellen,
die mit optischen Kréften nicht wieder gelést werden kénnen. Bei Versuchen
mit Hefezellen kann ohne Auftreten von Zelladhésion eine Kammer ohne
Polymer-Biirsten verwendet werden.

3.5. Kultivierung von Zellverbanden

Es gibt verschiedene Moglichkeiten, Zellverbdnde mit einer funktionierenden
dreidimensionalen Struktur zu erhalten (Pampaloni et al., 2007). Fur die
Versuche in dieser Arbeit war vor allem von Bedeutung, einen relativ stabilen
Verband zu erhalten und mdéglichst unterschiedliche Grofien zur Verfiigung zu
haben. Eine aus technischer Sicht relativ einfache Methode zur Herstellung
solcher Zellverbande ist jene der hdngenden Tropfen (hanging drop method)
(Kelm et al., 2003). Eine detaillierte Anleitung ist in Anhang A.6 gegeben.
Bei dieser Methode wachsen einzelne Zellen unter fortlaufender Teilung zu
einem Zellverband heran, wahrend sie in einem Tropfen aus Ndhrmedium
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Abb. 3.5.1.: Zellkulturen zur Herstellung von Zellverbinden mit
der Methode der hingenden Tropfen. Die Tropfen aus
Zellmedium héngen am Deckel einer Kulturschale, deren Boden
zur Aufrechterhaltung einer konstanten Atmosphére mit PBS
gefiillt ist. Die Zellen wachsen an der Unterseite der Tropfen
zusammen.

kultiviert werden. Weil der Tropfen am Deckel einer Kulturschale héngt
(vgl. Abb.3.5.1), gehen die adhérenten Zellen keine Verbindung mit einem
Glassubstrat ein. Vielmehr hat die Grenzfliche Medium-Luft keine attraktive
Wirkung, wodurch sich die extrazelluldare Matrix lediglich zwischen den Zellen
ausbildet. Nach hinreichend langer Kultivierung bildet sich in jedem Tropfen
ein Zellverband. Um Versuche mit einem Zellverband durchfithren zu kénnen,
kann einfach ein Tropfen komplett in eine Probenkammer (vgl. Abschnitt 3.4)
pipettiert werden.

Die GréBe der Zellverbdnde hédngt zum einen von der Dauer der
Kultivierung ab. Zum anderen ist die Anzahl der vereinzelten Zellen von
Bedeutung, die sich anfangs in einem Tropfen befinden. In Abb. 3.5.2 sind
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25 Zellen 50 Zellen 100 Zellen 200 Zellen

47 h

95h 74 h

149 h

Abb. 3.5.2.: Zeitliche Entwicklung von Zellverbinden mit der
Methode der hidngenden Tropfen. In jeden Tropfen mit einem
Volumen von 20l wurden zu Beginn eine andere Anzahl an
vereinzelten Zellen gegeben.

typische Zellverbdnde abgebildet, wie sie sich mit einer unterschiedlichen
Startzahl von Zellen entwickeln. Alle Tropfen haben ein Volumen von 20 pl.
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4. Sortierung von Suspensionszellen

4.1. Einfiihrung

Dieses Kapitel handelt gewissermafien von einem Spezialfall der optischen
Manipulation von biologischen Objekten: dem Sortieren einzelner Suspensi-
onszellen mit einer einzelnen optischen Falle innerhalb der Bildebene eines
Mikroskops. Bei der Beschreibung des Versuchsaufbaus (Kap.3) wurde be-
reits darauf eingegangen, dass die Komponenten, die zur Partikelsortierung
notwendig sind, in der sog. Rearportbox an der Riickseite des Mikroskops un-
tergebracht sind und auch separat verwendet werden konnen.

Die in diesem Kapitel vorgestellten Ergebnisse basieren auf einer
vorangegangenen Diplomarbeit (Landenberger, 2007). Alle hier beschriebenen
Aspekte wurden neu entwickelt oder signifikant verdndert. Sie sind in
ahnlicher Form auch in (Landenberger et al., 2012) zu finden.

Zellsortierung in der aktuellen Praxis Seit vielen Jahren sind FACS
(fluorescence-activated cell sorter, Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierer)
(Herzenberg et al., 1976) fir die meisten biologischen Untersuchungen das
erste Mittel der Wahl, wenn es um das Sortieren von Suspensionszellen
geht (Shapiro, 2003). Sie werten das Licht, das von jeder Zelle gestreut
und emittiert wird, zur Klassifizierung aus und sortieren die in Tropfen
eingeschlossenen Zellen mittels elektrischer Ladungen und Felder. FACS
bieten einen hohen Durchsatz, eine hohe Sensitivitdt und eine hohe Ausbeute.
Um gute Resultate zu erhalten, ist jedoch viel Erfahrung in der Bedienung
entsprechender Gerdte notwendig. Fiir eine ausreichende Kalibrierung sind
einige Zehntausend Zellen notwendig und die Zellen sind durch den Einschluss
in kleine Tropfen erheblichen mechanischen Belastungen ausgesetzt. Dadurch
werden die potentiellen Einsatzmoglichkeiten ebenso begrenzt, wie durch die
hohen Anschaffungskosten.

Von Seiten vieler Biologen besteht der Bedarf nach einer Moglichkeit,
innerhalb einer Population derselben Art, Zellen mit unterschiedlicher
Auspragung (z.B. alle Mutationen einer Population oder alle potentiell
pluripotenten Stammzellen) auszusortieren. Der Vorgang sollte am besten
im Labor und ohne aufwéndige Kalibrierung erfolgen, damit mit einer
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gewonnen Subpopulation direkt weitergearbeitet werden kann. Da die
Klassifizierung im Alltag normalerweise durch einen Biologen auf Basis
von Durchlicht- und Fluoreszenzbildern erfolgt, bieten sich diese auch als
objektive Entscheidungsgrundlage fir einen Zellsortierer an. Durch die
enormen Fortschritte im Bereich der Hochdurchsatz-Mikroskopie stehen dafir
ausgereifte Hilfsmittel zur Verfiigung (Pepperkok und Ellenberg, 2006).
Gerade im Vergleich zu FACS existiert eine technologische Nische fiir das
Sortieren kleiner Populationen (102...10%) und seltener Ereignisse (< 1072).

Zellsortierung mittels pFACS Lab-on-a-Chip-Systeme bieten die Mog-
lichkeit, die beschriebenen Einschrankungen zu umgehen. Mit ihnen
lassen sich zumindest theoretisch Systeme konstruieren, die tragbar sind,
als Wegwerfprodukt verwendet werden koénnen und nur kleine Volumen
an Reagenzien benétigen. Als Zellsortierer entworfen, werden sie oft
als pFACS bezeichnet, wobei zwischen ihnen grofle Unterschiede im
Aktuierungsmechanismus bestehen. Eine umfangreiche Ubersicht ist in
(Lenshof und Laurell, 2010) gegeben.

Eine Moglichkeit besteht darin, den Flissigkeitsstrom, in dem sich eine
Zelle befindet, umzuleiten. Das kann sowohl durch Elektroosmose (Dittrich
und Schwille, 2003) als auch durch das Schalten von Mikroventilen (Fu et al.,
2002; Wolff et al., 2003; Abate et al., 2010) erfolgen. Alternativ konnen Kréfte
auch direkt auf eine Zelle oder ein Partikel ausgeiibt werden. Neben optischen
Kriften, auf die gleich genauer eingegangen wird, bieten sich hier magnetische
(Robert et al., 2011) oder dielektrophoretische Kréfte (Ohta, 2005; Kim et al.,
2008; Park et al., 2011) an. Analog zum klassischen FACS kénnen Zellen
auch in Tropfen eingeschlossen sein, auf die dielektrophoretische Kréifte wirken
(Ahn et al., 2006).

Optische Sortierverfahren Im Gegensatz zu diesen Verfahren hat die
Verwendung optischer Kréfte entscheidende Vorteile: Erstens bendtigt ein
Analysechip keine aktiven Elemente wie die fiir Dielektrophorese notwendigen
Elektroden. Und zweitens miissen Zellen nicht an magnetische oder
dielektrische Beads gebunden oder in Tropfen eingeschlossen werden, um
Kréfte ausiiben zu kénnen. Optische Sortierer lassen sich grob in aktive und
passive Verfahren trennen, so wie auch von Jonés und Zemanek (2008) getan,
die eine gute Ubersicht iiber jene Verfahren liefern, die zu Beginn dieser Arbeit
existierten.

Passive optische Sortierer verwenden eine statische Verteilung von
optischen Fallen. In der Regel sind die Fallen auf einem festen Raster
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angeordnet und wirken wie ein optisches Sieb. Mit ihnen lassen sich
Objekte in Abhéngigkeit ihrer Grofle, ihrer Form oder ihres Brechungsindex
unterschiedlich stark auslenken und damit in verschiedene Ausginge eines
Chips leiten (Korda et al., 2002; MacDonald et al., 2003; Milne et al., 2007).
Passive Sortierer kénnen auf viele ungeordnete Objekte parallel wirken und
so hohe Durchsétze erreichen.

In den bisher publizierten Ausfiihrungen verwenden aktive optische
Sortierer schwach fokussierte, statische Laserstrahlen, die gezielt eingeschaltet
werden, sobald ein Objekt detektiert wurde, das sortiert werden soll
(Buican et al., 1987; Wang et al., 2005; Perroud et al., 2008; Lin et al.,
2008). Als Kriterium dient wie bei klassischem FACS das Ansteigen eines
Fluoreszenzsignals. Da die Auslenkung der Zellen iiber sehr kurze Distanzen
erfolgt, sind hohe Laserintensititen und eine Anpassung der Systeme
flir unterschiedliche Zelltypen notwendig. Ebenfalls hohe Laserintensitéiten
miissen bei der Verwendung einer Linienfalle aufgebracht werden (Applegate
Jr et al., 2004). Hier konnen die optischen Kréfte zwar iiber eine ldngere
Distanz wirken, aber gerade entlang der Laserlinie wirken nur relativ kleine
Gradientenkréfte (vgl. Abschnitt 2.1.1).

Vorteile optischer Punktfallen Bei den im voranstehenden Abschnitt
vorgestellten Verfahren, sowohl den passiven als auch den aktiven, werden
die optischen Kraftfelder auf eine grofie Fliache verteilt und héngen von der
Grofle und dem Brechungsindex eines Partikels ab. Deshalb miissen diese
Systeme immer neu angepasst werden, wenn sie einen anderen Partikeltyp
sortieren sollen. Im Gegensatz dazu kann eine optische Punktfalle bei gleicher
Laserleistung viel grofiere optische Kréfte erzeugen und diese sicher auf
unterschiedliche Partikel iibertragen. Da eine Punktfalle aber nur in einem
lokal begrenzten Bereich wirkt, muss ein Partikel gezielt gegriffen und an eine
andere Stelle gezogen werden.

Neuer Ansatz mit dynamischen optischen Punktfallen In diesem Kapitel
wird erldutert, wie es durch die Verwendung optischer Punktfallen mdoglich
ist, beliebige Zelltypen zu sortieren. Dafiir wird in einem ersten Schritt fiir
jede Zelle automatisch ein geeigneter Angriffspunkt bestimmt und in einem
zweiten Schritt ein passender Fallenpfad berechnet. Auf diese Weise konnen
unterschiedliche Zellen schnell und zuverldssig ohne wvorherige Kalibrierung
sortiert werden.

Der Nachweis erfolgt anhand von vier verschiedenen Zelltypen, die bereits
in Abb. 2.1.3 zu sehen waren: an Mitochondrien, bei denen es sich, um genau
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zu sein, um Zellorganellen handelt, mit einer eigenen Membran und einem
Durchmesser von ca. 2 pm; an stdbchenférmigen Bakterien mit einer Zellwand
und einem Querschnitt von ca. 1pm X 4pm; an Hefezellen ebenfalls mit
einer Zellwand und einem Durchmesser von 5-10 pm; und sehr empfindlichen
Pflanzenprotoplasten mit einem Durchmesser von ungefdhr 40 pm.

Zuséatzlich wird beschrieben, wie eine Population von Hefezellen mit Hilfe
eines Lab-on-a-Chip-Systems wahrend desselben Durchlaufs nach Gréfle und
Fluoreszenzsignal sortiert werden kann. Dafiir wurden 50 % der Zellen mit
einem Farbstoff angefdrbt, der sich an ihre Mitochondrien heftet und griin
emittiert.

4.2. Funktionsprinzip

Das Funktionsprinzip eines Zellsortierers mit optischer Punktfalle ist in
Abb.4.2.1 dargestellt. Einen Suspension von Zellen mit unterschiedlicher
Auspragung wird durch einen gemeinsamen Zufluss in den Mikrokanal eines
Analysechips eingeleitet. Im Zentrum des Chips wird der Kanal durch
die Objektivlinse (OL) auf die Kamera (CCD2) abgebildet (vgl. Abschnitt
3.2.5). Die Entscheidung, ob eine Zelle positiv oder negativ klassifiziert wird,
kann auf drei Arten erfolgen: (i) durch Analyse eines Durchlichtbildes nach
morphologischen Kriterien wie Grofie oder Form, (ii) nach der Intensitét
eines Fluoreszenzsignals oder (iii) durch Analyse von Durchlicht- wund
Fluoreszenzbild. Da das System nur eine Kamera zur Auswertung hat, miissen
im letzteren Fall zwei Bilder nacheinander zur Auswertung herangezogen
werden. Dieser Ablauf vom Typ iii ist schematisch in Abb. 4.2.2 dargestellt.

Nach Aufnahme eines Durchlichtbildes werden jene Zellen, die positiv
klassifiziert wurden, exakt lokalisiert, die entsprechenden Fallenpfade
berechnet und im Mikrokanal durch optische Kréifte versetzt. Diese Zellen,
die in Abb.4.2.1 rot dargestellt sind, verlassen den Mikrochip durch einen
separaten Abfluss. Negativ klassifizierte Zellen werden von der optischen Falle
nicht gegriffen und stréomen in den Ausfluss ,negativ®.

4.3. Mikrofluidik

Der Chip mit den Mikrokanélen ist so entworfen, dass er als Wegwerfprodukt
glinstig und in grofler Menge mittels Heiflprdgen gefertigt werden kann
(Steigert et al., 2007). Fiir die hier beschriebenen Versuche wurde ein Prototyp
verwendet, der auch in Abb.4.3.1-a zu sehen ist. Die Kanile mit einer
Breite von 100pm und einer Hohe von 80pm wurden in 1.5mm dickes
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Durchlicht Abfluss

ﬂ positiv

Abfluss

Zufluss negativ

.

Objektiviinse

Abb. 4.2.1.: Funktionsweise eines Zellsortierers mit dynamisch

eingesetzter, optischer Punktfalle. Fine Zellsuspension
durchstromt den Mikrochip auf einer stabilen Strémungslinie.
Im Zentrum des Chips wird jede Zelle mittels Bildverarbeitung
klassifiziert und gegebenenfalls durch die optische Falle auf eine
Stromungslinie gelenkt, die in einen anderen Abfluss miindet.
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v

Bildaufnahme

Durchlicht Fluoreszenz
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Abb. 4.2.2.: Ablaufdiagramm zur Zellsortierung nach morphologi-
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schen Kriterien im Durchlichtbild und hinreichender Fluores-
zenzintensitdt. Nur wenn die Klassifizierung des Fluoreszenz-
bildes und des Durchlichtbildes positiv ausfallen, wird ein Fal-
lenpfad berechnet und die entsprechende Zelle sortiert.



4.3. Mikrofluidik

Abb. 4.3.1.: (a) Prototyp des mikrofluidischen Chips zur Zellsortie-
rung aus COC. (b) Aluminium-Halterahmen zur einfa-
chen fluidischen Kontaktierung und Befestigung auf einem
Universal-Mikroskoptisch.

COC (Cyclic Olefin Copolymer 5013) gefrdst. Alle Kanile haben relativ
zum Chipzentrum, wo sie zusammentreffen, die gleiche Lénge und damit
auch den gleichen hydrodynamischen Widerstand, wodurch die Einstellung
der richtigen Flussraten erleichtert wird. Der kurze, breite Kanal am
linken Chiprand dient zum schnellen und blasenfreien Befiillen mit der
Zellsuspension. Die Kanalstruktur wurde mit einer 140 pm dicken Folie aus
COC 8007 verschlossen, die als Boden dient und die gleichen optischen
Eigenschaften wie ein Mikroskopie-Deckglas hat. Damit ist gewéhrleistet,
dass man eine hervorragende mikroskopische Abbildung und einen guten
Fallenfokus erhélt. Die in Abschnitt 3.4 beschriebenen Polymer-Biirsten
kommen hier nicht zum Einsatz, da noch kein Protokoll fiir ihre Abscheidung
in Mikrokanélen besteht. Stattdessen werden die Kanéle vor Verwendung mit
Polyethylenglykol (PEG) gespiilt, wodurch Zelladhésion zumindest fiir die
Dauer eines Versuches verhindert wird.

Die makroskopische fluidische Kontaktierung erfolgte iiber Anschliisse und
Schlduche (Upchurch Scientific) und einen Halterahmen aus Aluminium
(Abb. 4.3.1-b), der wiederum fest in einem Universal-Mikroskoptisch (Zeiss)
festgeklemmt war. Mit Hilfe von Spritzenpumpen (Cetoni, neMESYYS)
konnten die gewiinschten Flussraten in den einzelnen Zuldufen eingestellt
werden. Die Zellsuspensionen, die durch die Auslasskanéle stromen, werden
von Eppendorf-Réhrchen aufgefangen.
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4.4. Fallentrajektorien fiir beliebige Zelltypen

In Abschnitt 2.1 wurde detailliert beschrieben, wie sich optische Krafte auf
ein biologisches Objekt anhand seines Durchlichtbildes abschétzen lassen. Es
wurde klar, dass sich jene Stellen als Angriffspunkt eignen, die einen hohen
Brechungsindex-Gradienten An aufweisen und im Durchlichtbild durch eine
starke Intensitdtsdnderung AS zu erkennen sind.

Am Beispiel einer Hefezelle, die in x-Richtung bewegt werden soll, ist solch
ein Angriffspunkt in Abb. 4.4.1-a mit einem griinen Kreuz markiert und wird
im Folgenden mit x.; bezeichnet. Nun ist es in der Realitdt so, dass nicht
alle Zellen immer exakt gleich grof8 sind und deshalb nicht alle in der exakt
gleichen Hohe iiber dem Kanalboden entlang flielen. Es besteht somit die
Gefahr, dass die Falle anfangs nicht prézise auf dem Angriffspunkt bei zcen
platziert werden kann. Aus diesem Grund greift die Falle an einer Position
bei zy an, die um eine Distanz x; ndher am Zellenzentrum gelegen ist. Fiir z;
wurde fiir alle gezeigten Versuche ein Erfahrungswert von 15 % des Abstandes
von Teep zUr Zellenmitte gewahlt.

Um eine Zelle auf einen andere Stromungslinie bewegen zu kénnen, muss
die hydrodynamische Reibungskraft F, iiberwunden werden, die auf die Zelle
wirkt und die linear mit der Geschwindigkeit vira, ansteigt, mit der die Zelle
bewegt wird. Auf diese Reibungskraft wird in Abschnitt 5.3 noch genauer
eingegangen. Nun ist davon auszugehen, dass die Falle anfangs noch nicht
die maximale optische Kraft auf die Zelle ausiiben kann, eben weil sie sich
nicht exakt bei z¢e befindet. Deshalb bewegt sie sich zunédchst (¢t = 0) mit
einer Geschwindigkeit vy in x-Richtung, beschleunigt und erreicht nach
einer Zeit 1, bei einer zuriickgelegten Strecke x, die Maximalgeschwindigkeit
Umax- Die grundlegende Idee hinter diesem Geschwindigkeitsprofil, das in
Abb.4.4.1-a als rote Linie dargestellt ist, besteht darin, dass wahrend der
Beschleunigungsphase optische Falle und Zelle ihre optimale Lage zueinander
finden kénnen, also Ztrap und zcen zur Deckung kommen. Spétestens ab dem
Zeitpunkt ¢ = 7, iibt die optische Falle ihr maximale Kraft aus und die Zelle
kann den Rest der Strecke mit Maximalgeschwindigkeit bewegt werden.

Wenn die Zelle nach der Gesamt-Versatzzeit 7 = (224) / (Umax — Umin) +
(d — x,) wieder losgelassen wird, hat sie eine Distanz von Zcen(7) = AZcen
zuriickgelegt (siehe Abb.4.4.1-b). Dabei steht d fiir die geplante und Axe
fiir die tatséichlich durchgefiihrte Versatz-Distanz. d kann unterschiedlich
grof} sein, da der Endpunkt des Fallenpfads per Definition ausreichend weit
in der oberen Kanalhilfte liegen muss, liegt aber bei allen Versuchen im
Bereich d &~ 40 pm. Damit sich Zellen wéhrend des Sortiervorgangs moglichst
nicht gegenseitig behindern oder falschlicherweise sortiert werden, wird die
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°
.

Abb. 4.4.1.: (a) Zeitliches Bewegungsprofil von optischer Falle z,p(t)
und Zelle z.(t) fir sicheres und schnelles Sortieren.
Die optische Falle wird anfangs nahe der Zellmembran
innerhalb des Zellkorpers an der Stelle xy platziert. Die
anfingliche Geschwindigkeit der Falle vy, wird innerhalb
einer kurzen Strecke x, konstant auf vp.x erhoht. Wahrend
dieser Zeit 7, findet die Falle ihren optimalen Angriffspunkt
und kann den Rest der Sortierdistanz mit maximaler
Fallengeschwindigkeit wvmax zurlicklegen, bevor die Zelle
losgelassen wird. (b) Schematische Darstellung des Versatzes
einer Zelle aus dem hydrodynamisch fokussiertem Strom,
der alle Zellen in den unteren Auslass transportiert, wenn
die Falle nicht eingreift. Nach positiver Klassifizierung im
Analysebereich (dufleres rotes Rechteck) wird die Zelle um
Azxee auf eine Stromungslinie verschoben, die in den oberen
Auslass fiihrt.
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Zellsuspension durch seitlich einstromendes Medium fokussiert. So stromen
im Idealfall die Zellen in einer dichten Kette in den Analysebereich (duflerer
roter Rahmen) und kénnen nacheinander sortiert werden. Damit Zellen, die
bereits versetzt wurden, kein zweites Mal gegriffen werden, werden nur jene
sortiert, deren Zentrum sich innerhalb des kleinen roten Rechtecks befindet.

In y-Richtung bewegt sich die Falle wéihrend eines Sortiervorgangs
moglichst konstant mit der stromenden Zelle mit, um nicht weitere
Reibungskréfte iberwinden zu miissen.

4.5. Versatzeffizienz fiir vier verschiedene Zelltypen

Um nachzuweisen, dass der Zellsortierer mit unterschiedliche Zelltypen
arbeiten kann, und um sein Potential im Hinblick auf erreichbare Sortierraten
abschétzen zu konnen, wurde eine besondere Versuchsanordnung gewéhlt. Mit
ihr kann ermittelt werden, wie schnell und wie sicher — also wie effizient —
verschiedene Zellen durch die optische Falle versetzt werden kénnen, nachdem
sie als positiv klassifiziert wurden. Um diese Versatzeffizienz voll automatisiert
ermitteln zu koénnen, wurde der Fluss im Mikrokanal durch Bewegungen des
Piezotischs (PI) simuliert. Dadurch kann dieselbe Zelle immer wieder durch
den Analysebereich bewegt werden, wo sie erkannt, klassifiziert, und versetzt
wird, genau so wie dies auch in der Mikroflusskammer geschehen wiirde.
Fir die Experimente in diesem Abschnitt wurde eine Punktfalle mit einer
optischen Leistung von 270 mW in der Objektebene verwendet.

Das Versatzexperiment ist in Abb.4.5.1 anschaulich dargestellt. Eine
Hefezelle wird durch den Piezotisch in y-Richtung bewegt. Sobald sie in
den Sortierbereich eintritt (kleines rotes Rechteck in Abb.4.4.1-b) wird sie
klassifiziert. In diesem Fall muss nur das morphologische Kriterium der
richtigen Grofle erfiillt werden. Nach positiver Klassifizierung wird sie von
der optischen Falle wie zuvor beschrieben versetzt und ,fliefit* anschlieend
ungehindert weiter. Darauf folgt eine Umkehrung von Flussrichtung und
Versatzrichtung, wodurch der Vorgang endlos wiederholt werden kann. Um
den Versuch noch realistischer zu gestalten, wird die Zelle nach jedem
Richtungswechsel mit Hilfe des Piezotischs um einen Zufallswert dx =
—5pum. ..+ 5um verschoben.

Nach jeweils 10 Durchlaufen werden wpy, und vgmax erhoht, was
konsequenterweise zu einer kiirzeren Versatzdauer 7 fiihrt. Nach 20
verschiedenen Versatzgeschwindigkeiten wurde eine Zelle insgesamt 200 Mal
versetzt (oder es wurde zumindest der Versuch unternommen). Die Position
der Zelle wird direkt vor und nach jedem Versatz gespeichert, ebenso wie die
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Abb. 4.5.1.: Ablauf des Versatzexperiments am Beispiel einer
Hefezelle. Eine Zelle wird mit vgoy in y-Richtung bewegt.
Sobald sie erkannt und klassifiziert wurde, wir sie durch
die optische Falle um d versetzt. Danach werden Fluss-
und Versatzrichtung automatisch umgekehrt. Bei jedem
Richtungswechsel wird die Zelle um einen Zufallswert dx
verschoben, um realistische Bedingungen zu simulieren.
Zwei dieser Durchldufe sind mit gelb gestrichelten Linien
gekennzeichnet.
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effektive Versatzdauer 7. Die daraus errechnete Versatzdistanz Axceliefert
fiir jeden Durchgang die Versatzeffizienz ) = Axce/d. Ab einem bestimmten
Umax Muss damit gerechnet werden, dass die Versatzeflizienz

() = () = {1 PR m
Vmax) = N(7) = ’ .
! ! 0 falls 224l <

abrupt absinkt, da die optische Gradientenkraft Fj,q nicht mehr ausreicht
um die mit v linear anwachsende Reibungskraft F’, zu iiberwinden.

In Abb.4.5.2 sind Messdaten fiir einen Versuch dargestellt, in
dem die Versatzeffizienz fiir ein Bacillus-Bakterium ermittelt wurde.
Erwartungsgeméfl wurden fiir ansteigende Fallengeschwindigkeiten wvpax
immer kiirzere Versatzzeiten 7 gemessen. Man kann zwei Gruppen von
Messpunkten identifizieren, bei denen Az < d ist: Das abrupte Abfallen
der Werte von Az in Gruppe A entspricht dem erwarteten Effekt, dass
ab einem bestimmten Zeitpunkt, wahrend die Falle auf vyay beschleunigte,
die Reibungskraft zu grol wurde und die Zelle aus der Falle sprang. Bei
den jeweiligen Durchldufen der Gruppe B hingegen haben Zelle und Falle
keine ausreichend gute Position zueinander gefunden und daher wurde
die Zelle uberhaupt nicht versetzt (Azen =~ 0). Zwischen Bildaufnahme
und Fallenaktion vergeht eine kurze Zeitspanne, die mafigeblich von der
Bildverarbeitung abhéngt und deren Dauer die Software aufgrund vorheriger
Aktionen abschétzt. In dieser Zeit bewegt sich eine Zelle eine gewisse Distanz
in y-Richtung weiter. Fiir sehr kleine Objekte wie dem Bacillus kann es dazu
kommen, dass die Falle daneben greift. Eine mogliche Gegenmafinahme wére
dafiir zu sorgen, dass die Bildverarbeitung immer genau gleich lange dauert,
die Software also mehr Echtzeit-Eigenschaften erhélt.

In den Féllen, in denen eine Zelle in einem vorangegangenen Durchlauf
aus der Falle gesprungen war und deshalb nicht mindestens d = 0.9 x 40 pm
Versatzdistanz zur Verfiigung stand, wurde sie von der Falle nach oben bzw.
unten transportiert und der Durchlauf nicht gewertet.

In Abb.4.5.3 sind die ermittelten Versatzeffizienzen n = Azcen/d fir
alle vier Zelltypen abgebildet. Der Ubersichtlichkeit halber werden jeweils
die zehn Messungen mit den gleichen Geschwindigkeitsparametern gemittelt
durch einen Punkt reprasentiert. Die durchgezogenen Linien stellen sigmoidale
Regressionsfunktionen dar, durch die leichter zu erkennen ist, bei welcher
Versatzzeit ein erfolgreiches Sortieren unwahrscheinlich wird und welche
Sortierraten fiir den jeweiligen Zelltyp theoretisch méglich sind.

Am unteren Ende dieser Skala befinden sich erwartungsgeméfi die
Protoplasten, die den grofiten Durchmesser haben und beim Versatz den

78



Abb. 4.5.2.:

Abb. 4.5.3.:

4.5. Versatzeffizienz fiir vier verschiedene Zelltypen
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4. Sortierung von Suspensionszellen

grofiten Reibungswiderstand bieten. Sie konnen bei der gegebenen optischen
Fallenleistung von 270 mW sicher bewegt werden, solange dafiir mindestens

Tait = 91ms zur Verfliigung stehen. Das entspricht einer theoretisch
moglichen Sortierrate von 11Hz. Bei dieser kritischen Versatzdauer sinkt
die Versatzeffizienz auf n = 0.9. Am oberen Ende findet sich der

Bacillus, der mit maximal 53 Hz sortiert werden konnte. Er richtet sich
mit seiner stdbchenférmigen Form wihrend der Phase mit niedriger
Fallengeschwindigkeit langs des Fallenfokus aus, wodurch die Polarisierbarkeit
insgesamt noch grofer wird. Gleichzeitig erfahrt er aufgrund des kleinen
Querschnitts nur méfige Reibungskréifte. Auflerdem besitzt er eine dicke
Zellwand mit grolem Brechungsindex, auf die groflere optische Krifte wirken.
Aus diesem Grund kann auch die Hefezelle trotz ihres grofieren Durchmessers
schneller bewegt werden als das Mitochondrium, da sie genau wie der Bacillus
eine Zellwand besitzt.

4.6. Sortieren von Hefezellen nach GroBe und
Fluoreszenzniveau

Im vorherigen Abschnitt wurde festgestellt, dass beliebige Zellen ohne
Rekonfiguration des Systems erkannt, gegriffen und versetzt werden konnen.
Die Sortierraten, die fiir die verschiedenen Zelltypen ermittelt wurden, sind
jedoch nur bei optimalen Stromungsbedingungen im Kanal zu erreichen.
Im Folgenden soll beschrieben werden, wie sich Hefezellen unter realen
Stromungsbedingungen im Mikrokanal sortieren lassen.

Dafiir wird die anspruchsvollste der moglichen Klassifizierungsvarianten (iii:
richtige GroSe im Durchlichtbild und Uberschreiten eines Intensitétsniveaus
im Fluoreszenzbild) verwendet. Das bedeutet beispielsweise, dass eine Zelle
mit normaler Gréfle und gefdrbten Mitochondrien positiv klassifiziert wird,
wéahrend eine ungefirbte Zelle oder fluoreszentes Material auflerhalb einer
Zelle negativ klassifiziert wird.

Bei dem Versuch, der in Abb. 4.6.1 mit einer Serie von Mikroskopaufnahmen
illustriert wird, entsprechen Strémungsgeschwindigkeit und Versatzdistanz
jenen aus dem Versatzexperiment zuvor, um eine moglichst gute
Vergleichbarkeit zu gewéhrleisten. Man kann deutlich erkennen, wie die dichte
Zellsuspension von links kommend durch die fokussierenden Stromungen oben
und unten zu einer Zellkette geformt wurde, die das Zentrum des Chips leicht
unterhalb der Mitte passierte und durch den unteren Auslass verlief3. Dabei
wurde nur der zentrale Bereich des Kanals (nicht die stark streuenden Rénder)
von der Fluoreszenz-Lichtquelle ausgeleuchtet, um die Hintergrundstrahlung
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Abb. 4.6.1.: Aussortieren von Hefezellen im Mikrokanal anhand von
Fluoreszenzintensitiat und Grofie. Durchlicht- und Fluoreszenz-
bild werden abwechselnd mit einem zeitlichen Abstand von
At = 85ms aufgenommen. Zellen, die als positiv klassifiziert
wurden, landen im oberen Auslass. Die Bildeinsétze geben einen
Eindruck von méglichen Klassifizierungsmerkmalen.

zu minimieren. Die dunkle Verfarbung am oberen Bildrand riihrt von einem
kleinen Schaden her, der durch die starke Benutzung verursacht wurde und
den Versuch nicht weiter beeinflusste.

Die Zellen in Abb.4.6.1 durchflossen den zentralen Bereich mit einer
durchschnittlichen Geschwindigkeit von vge, = 76 um/s. Nachdem sie als
positiv klassifiziert wurden, wurden sie von der optischen Falle um 40 pm
versetzt und flossen weiter auf einer Stromungslinie, die in den oberen Auslass
miindete. Die Durchlichtbilder wurden 85ms nach den Fluoreszenzbildern
aufgenommen, deshalb sind die beiden in der Uberlagerung um einige
Mikrometer zueinander versetzt. Die Bildeinsdtze unten rechts erlauben
eine Vorstellung davon, welche intrazelluliren Merkmale zur Klassifizierung
herangezogen werden kénnen.

Die Bilderfolge Abb.4.6.2-a zeigt eine Situation, in der sich eine nicht
fluoreszierende Zelle (C) nahe an zwei fluoreszierenden Zellen (A+B) befand.
Die beiden oberen Zellen waren in dieser Situation bereits sortiert worden. Im
zweiten Bild, 0.34 s spéter, wurden A und B erfolgreich aussortiert, wihrend C
sich wie erwiinscht weiter auf seiner urspriinglichen Strémungslinie bewegte.
In der Bilderfolge Abb.4.6.1-b sind D und E beides fluoreszierende Objekte,
aber D ist eine Hefezelle und E ein zu kleines Partikel. Konsequenterweise
wurde E als negativ klassifiziert und nicht sortiert.

81



4. Sortierung von Suspensionszellen

ssasssasssinsnninnnn
90, 80/

e &’

o

A £ AP
s f E 10 ym

Abb. 4.6.2.: Sortiervorgang anhand von zwei Beispielen, jeweils vor
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und nach Einsatz der optischen Falle (At = 0.34s). (a) Die
Zellen A und B sind fluoreszent und sollen sortiert werden,
Zelle C hingegen nicht. Obwohl sie sehr nahe an B durch den
Kanal strémt, wird sie von der optischen Falle nicht gegriffen
und stromt in den unteren Auslass. (b) D ist eine fluoreszente
Zelle, E hingegen nur ein kleines fluoreszentes Partikel, das vom
Sortierer korrekterweise nicht versetzt wird.



4.7. Diskussion

positiv | negativ
253 32 oberer Auslass
13 360 unterer Auslass

Tab. 4.1.: Auswertung von 658 sortierten Hefezellen. Die Riickgewin-
nungsrate, also der Anteil aller Zellen mit positiven Kriterien, die
im oberen Auslass landen, lag bei 95 %. Die Reinheit der aussor-
tierten Subpopulation lag bei 89 %.

Zur quantitativen Beurteilung wurden alle Zellen manuell ausgewertet, die
iiber einen Zeitraum von 7.8 min sortiert wurden. Mit insgesamt 658 Zellen hat
der Sortierer einen Durchsatz von 1.4 Zellen/s. In Tab. 4.1 ist abzulesen, dass
93 % aller Zellen korrekt sortiert worden sind. 11 % wurden filschlicherweise
in den oberen Auslass sortiert (falsch positiv), 3% wurden nicht versetzt,
obwohl sie den Klassifizierungskriterien entsprechen (falsch negativ). Die
Riickgewinnungsrate, also der Anteil aller Zellen mit positiven Kriterien,
die im oberen Auslass landen, lag bei 95%. Die Reinheit der aussortierten
Subpopulation lag bei 89 %.

4.7. Diskussion

Das vorgestellte Sortierverfahren, dass Zellen mit Hilfe schnell steuerbarer
optischer Punktfallen sortiert, kann in der hier gezeigten Form verwendet
werden. Durch die Extraktion von geeigneten Angriffspunkten aus dem
Durchlichtbild und dem dynamischen, fiir jede einzelne Zelle berechneten
Fallenpfad ist es fiir sehr unterschiedliche Zellen oder Partikel geeignet. Eine
Kalibrierung des Systems oder gar eine Anpassung der Hardware ist nicht
notwendig. Das ist ein wesentlicher Vorteil im Vergleich mit allen anderen
vorgestellten nFACS (Dittrich und Schwille, 2003; Fu et al., 2002; Wolff et al.,
2003; Abate et al., 2010; Robert et al., 2011; Ohta, 2005; Kim et al., 2008;
Park et al., 2011; Ahn et al., 2006).

Im derzeitigen Zustand ist der Durchsatz auf etwas mehr als 1Hz
beschrankt. Hohere Sortierraten sind durch die Verwendung einer schnelleren
Kamera moglich. Der entscheidende Verbesserungspunkt betrifft aber die
Mikrofluidik. Nur wenn die Zellen mit konstanter Geschwindigkeit in einer
dichten Kette in den Sortierbereich flielen, sind die theoretisch ermittelten
Sortierraten von 10-50 Hz moglich. Die ermittelten kritischen Versatzzeiten
(20 ms fur Bacillus, 25 ms fiir Hefezellen, 30 ms fiir Mitochondrien, 90 ms fir
Protoplasten) bestétigen, dass die optischen Kréfte absolut ausreichend sind.
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Die Ausbeute an korrekt sortierten Zellen diirfte ebenfalls weiter steigen,
wenn die Zellsuspension so aufbereitet wird, dass weniger Zellen aneinander
haften. Nahezu alle falsch sortierten Zellen wurden von eigentlich korrekt
erkannten Zellen mitgezogen. In einigen Féllen wurden Zellen falsch sortiert,
die zwar vereinzelt waren, aber nebeneinander in den Sortierbereich gelangten,
wo sie sich auf dem Fallenpfad befanden und mitgezogen wurden. Denkbar
wére auch, diese beiden Fille bei der Klassifizierung als besondere, negative
Félle zu werten und so die Reinheit im ,positiven“ Auslass zu erhohen.

Es kann davon ausgegangen werden, dass die sortierten Zellen nur in sehr
geringem Mafle zusédtzlichen Belastungen ausgesetzt werden. Vorangegangene
Untersuchungen zeigen, dass das Risiko fiir Schdden durch das Fallenlicht
nur sehr klein ist. Hefezellen beispielsweise kénnen 180 mW Laserleistung
iiber mehr als 50 s ohne Schaden aushalten (Grimbergen et al., 1993). Selbst
mit sehr langsamen Fallengeschwindigkeiten wurde keine Zelle lénger als
100ms der Strahlung ausgesetzt. Um das Restrisiko auszuschlieffen, dass
die Kombination aus Fallenlicht, Fluoreszenzanregung und Flusskammer
einen schadlichen Einfluss hat, wurden zusétzliche Tests zur Lebensfiahigkeit
sortierter Hefezellen mit Trypan Blau durchgefiihrt. Sowohl die Gruppe
sortierter Zellen als auch die Kontrollgruppe zeigten keine signifikant
reduzierte Vitalitdt (98.8 % vs. 98.5%). Es ist auBerdem bemerkenswert, dass
Protoplasten, wie gezeigt, ohne Schaden sortiert werden kénnen. In normalen
FACS platzen Protoplasten aufgrund zu hoher Scherkréfte.

Dem System konnen ohne Weiteres komplexere Klassifizierungs-Routinen
hinzugefiigt werden. Beispielsweise konnte iiberpriift werden, ob eine Zelle im
Durchlichtbild in die Lange gezogen erscheint und ein oder zwei Zellkerne
fluoreszieren. Damit konnte eine synchronisierte Subpopulation abgesondert
werden, in der sich alle Zellen im gleichen Stadium des Zellteilungszyklus
befinden.
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5. Manipulation von Zellverbanden in
3D

5.1. Einfithrung

Dieses Kapitel behandelt die Manipulation von Zellen und Zellverbéinden
mit Hilfe optischer Fallen. Mit Manipulation ist zundchst einmal die
translatorische oder rotatorische Bewegung von biologischen Objekten in drei
Dimensionen gemeint. Im Vergleich zu den Bewegungen, die in Kap.4
beim Sortieren von Suspensionszellen ausgefithrt wurden, kommen hier auch
optische Fallen zum Einsatz, die in axialer Richtung ausgelenkt werden und
Krifte in axialer Richtung ausiiben miissen. Wahrend bisher lediglich eine
Falle schnelle Bewegungen ausfiihren musste, kommen nun mehrere Fallen
gleichzeitig zum Einsatz, die ihre Arbeit aber meist langsamer verrichten, da
es sich zum Teil um grofle Objekte handelt, zu deren Manipulation aufgrund
der groferen Reibung mehr Kraft erforderlich ist. Das entscheidende optische
Element zur Positionierung der Fallen ist der spatiale Lichtmodulator (SLM).

Stand der Technik Die Moglichkeit, optische Fallen mit Hilfe eines SLM zu
positionieren, wurde erstmals von Reicherter et al. (1999) vorgestellt. In dieser
Arbeit konnten Beads in der Bildebene zweidimensional versetzt werden. Die
Ausweitung auf die dritte Dimension erfolgte durch dieselbe Gruppe kurze
Zeit spater (Liesener et al., 2000).

Diese Technik wurde von verschiedenen Gruppen verbessert und teilweise
auch fiir die relativ einfache Manipulation von einzelnen Zellen oder Bakterien
eingesetzt. Als Beispiel ist hier die axiale Positionierung vieler Zellen auf einem
Raster zu nennen, die es ermoglicht, alle Zellkerne in die Fokusebene eines
Mikroskops zu bringen und mit einer einzigen Aufnahme scharf abzubilden
(Eriksson et al., 2009).

Einige interessante Arbeiten beschéftigen sich mit der optischen Stimulation
von einzelnen Zellen. So konnten beispielsweise Guck et al. (2001) zeigen,
dass sich Zellen mit optischen Kréften in Abhéngigkeit der mechanischen
Eigenschaften ihres Cytoskeletts dehnen lassen (der sog. optische Strecker).
Quantifiziert man diese Dehnung mit Hilfe einer mikroskopischen Abbildung
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und entsprechender Bildverarbeitung, koénnen sogar Riickschliisse darauf
gezogen werden, ob die es sich um gesunde oder Krebszellen handelt (Guck
et al., 2005). Durch die gezielte Stimulation von Nervenzellen konnten
Ehrlicher et al. (2002) die Polymerisierung des Zellskeletts und damit das
Wachstum der Zellen in eine gewiinschte Richtung lenken. Kress et al. (2009)
gelang der eindrucksvolle Nachweis, dass die biochemisch aktiven Molekiile,
die von optische gefangenen Nano-Containern ausstréomen, die Polarisierung
und Migration von Zellen steuern kénnen.

Des Weiteren wurden einige Arbeiten verdffentlicht, die sich mit der
Translation oder Rotation von kleinen biologischen Objekten beschéaftigten.
So konnten beispielsweise Beads und Chromosomen (Paterson et al., 2001)
oder stabchenformige Bakterien (Horner et al., 2010) mit Hilfe zweier nah
beieinander liegenden Fallen rotiert werden. Einen Schritt hin zu grofieren
Objekten gelangen Tanaka et al. (2008) mit der zweidimensionalen Rotation
von ca. 20 pm langen und 4 pm breiten Kieselalgen.

Aus technischer Sicht sind Vorarbeiten zur schnellen Berechnung von
Hologrammen und zur benutzerfreundlichen Steuerung der Fallen in 3D
von grofiler Bedeutung. Preece et al. (2009) entwickelten ein Verfahren, mit
dem die Hologramme fiir eine beliebige Fallenverteilung in 3D auf einer
Grafikkarte berechnet werden kénnen. Die Berechnung erfolgt schnell genug,
um die normaler Bildwiederholrate eines SLM (60 Hz) ausnutzen zu kénnen.
Fiir die dreidimensionale Positionierung von optischen Fallen kann eine gut
durchdachte Methode zur Steuerung von groflen Nutzen sein. Hier sind
als auffilligste Ansétze die Steuerung mittels eines Kamera-beobachteten
Sensorhandschuhs (Whyte und Courtial, 2005) und die mittels eines Tablet-
PCs (Bowman et al., 2011b) zu nennen.

Begriffsklarung Im Laufe dieses Kapitels wird viel von Fallentrajektorien
die Rede sein. Damit ist der Weg im dreidimensionalen Raum gemeint, den
eine Falle nacheinander beschreitet. Eine Trajektorie ist durch einen Satz
an (x,y,z)-Koordinaten und durch eine Verweildauer At an jeder Position
gegeben.! Soll ein Objekt rotiert werden, besteht aus technischer Sicht ein
grofer Unterschied zwischen verschiedenen Richtungen: Ist im Folgenden
von einer Rotation parallel zur Bildebene die Rede, bedeutet das, dass sich
ein Punkt des Objekts auf einer Bahn parallel zur Bildebene bewegt, die
Rotationsachse also in Richtung der optischen Achse zeigt. Eine Rotation
senkrecht zur Bildebene bedeutet hingegen, dass die Rotationsachse parallel

'Die Klasse Trajectory im Manipulator-Code enthélt Informationen iiber den
Positionsverlauf mehrerer Fallen.
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zur x- oder y-Achse verlduft. Der Teil eines Objekts, der scharf auf die
Kamera abgebildet wird, dndert sich dabei kontinuierlich. Da die Blende fiir
die 0. Beugungsordnung (AP1) zu Aberrationen bei manchen Fallenpositionen
fiihrt, werden senkrechte Rotationen in diesem Kapitel in der Regel um die
x-Achse durchgefiihrt.

Manipulationsstrategien Es gibt verschiedene Moglichkeiten, ein Objekt
mit optischen Fallen zu bewegen. Sie haben unterschiedliche Vor- und
Nachteile und werden daher kurz erldutert.

o selektiver Falleneinsatz: Diese Methode ist wahrscheinlich die
intuitivere und auch die elegantere Variante. Jede Falle greift gezielt
an einer bestimmten Stelle eines Objekts an und behélt wéhrend der
gesamten Bewegung den Kontakt zu diesem Punkt. Jede Falle tragt
zu der gewiinschten Bewegung bei und es werden nur so viele Fallen
verwendet, wie notwendig sind, um dem Objekt eine ausreichende
Stabilitdt zu geben.

e nicht selektiver Falleneinsatz: Diese Methode basiert auf
der Uberlegung, dass verschiedene Fallen zwar unter Umstinden
konkurrierende Kréfte ausiiben konnen, aber durch eine ausreichend
grofle Zahl an Fallen und durch deren aufeinander abgestimmte
Trajektorien sich im Ganzen eine Nettokraft in die gewiinschte Richtung
ergibt. Der geringere Aufwand fiir die Bestimmung der Fallenpositionen
muss in der Regel mit einer hoher Laserleistung erkauft werden.

Unabhéngig davon, ob die Fallen selektiv eingesetzt werden oder nicht, iiben
optische Fallen immer sowohl Gradienten- als auch Streukréfte auf ein Objekt
aus, die beide genutzt werden kénnen.

¢ Gradientenkrifte: Vor allem beim selektiven Einsatz der Fallen wird
in der Regel die Wirkung einer Kraft hin zu einem Punkt angestrebt,
wofiir es sich in der Regel anbietet, eine Situation zu schaffen, in der
Gradientenkrafte dominieren. Hierbei muss beachtet werden, dass ein
guter Angriffspunkt — also eine Stelle mit hohem An — schnell zu einem
instabilen Faktor werden kann, wenn er sich zu weit vom Fallenzentrum
entfernt.

e Streukrifte: Kommt mehr als eine Falle zum Einsatz, kann eine Falle,
bei der die Streukrifte dominieren, durchaus zu einer kontrollierten
Bewegung beitragen. Streukréfte konnen vor allem bei der Rotation
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eines groflen Objekts hilfreich sein, indem durch unterschiedlich grofe
oder gerichtete Streukrifte ein Drehmoment erzeugt wird.

Bestimmung von initialen Angriffspunkten Die Entscheidung, wo die
beteiligten optischen Fallen platziert werden, ist selbstverstidndlich von
zentraler Bedeutung. Fiir die Versuche in diesem Kapitel wurden die
Fallen immer zunéchst manuell gesetzt, was durchaus ein gewisses Maf
an Erfahrung voraussetzt. Es ist aber ohne Probleme moglich, die
Erkenntnisse aus Abschnitt 2.1.3 zu nutzen und Fallen nach Auswertung eines
Durchlichtbildes automatisch an geeignete Angriffspunkte zu setzten. Die von
dort ausgehenden Fallentrajektorien werden fiir eine bestimmten Verlauf im
Vorhinein berechnet. Die automatische Ermittlung von Angriffspunkten wird
erst durch die Technik in Kap. 6 moglich, die auch genutzt werden kann, um
die Bewegung der Fallen immer wieder neu auf die aktuelle Lage eines Objekts
anzupassen.

Technische Moglichkeiten Basierend auf der Methode zur Hologrammbe-
rechnung aus Abschnitt 3.3 bietet der Manipulator die Mo6glichkeit, optische
Fallen beliebig in 3D zu positionieren und zu bewegen. Fiir einige, h&ufig ver-
wendete Anordnungen gibt es bereits vorbereitete Methoden. Dazu gehoren
die gleichméfige Anordnung von Fallen auf einer Linie, auf einer Kreisbahn,
in einem festen Raster oder auf einer Kugeloberfliche. Trajektorien, die eine
lineare Bewegung entlang eines Vektors oder eine Rotation um eine Achse
ausfithren, kénnen schnell und einfach erstellt werden. Die meisten Funktio-
nen sind iiber die graphische Benutzeroberfliche verfiighbar, manche miissen
durch kleine Python-Skripte vorbereitet werden. Fiir alle Versuche aus diesem
Kapitel wurde die in Abschnitt 3.4 beschriebene Probenkammer verwendet.

5.2. Charakterisierung der holographischen optischen
Fallen

5.2.1. Intensitatsverteilung holographischer optischer Fallen

In Abschnitt 2.1.1 wurde erldutert, welche Bedeutung die Ausdehnung eines
Laserfokus fiir das Erzeugen optischer Krifte hat. Dabei wurde klar, dass
fiir grofle Gradientenkréfte grofie Intensitidtsgradienten notwendig sind. Ein
Fallenfokus sollte moéglichst kompakt sein — vor allem in axialer Richtung.
Fiir eine vollstindige Charakterisierung des optischen Manipulators und
um eine Vergleichbarkeit mit anderen Systemen zu ermdglichen, wurde die
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Abb. 5.2.1.: Vorgehensweise zur Ermittlung der Intensitdtsverteilung
von Laserfokussen mit Hilfe eines Deckglas-Scans. Das
Deckglas (CS) wird in diskreten Schritten durch den zu
vermessenden Fokus (rot gestrichelt) bewegt. Der reflektierte
Anteil (rot durchgezogen) wird auf die Kamera abgebildet. Hat
das Deckglas einen Abstand von zcg zur Fokalebene (FP),
detektiert die Kamera also eine Ebene bei 2 zcg.

Intensitdtsverteilung von erzeugten Fallen vermessen, fiir deren Erzeugung
der komplette Strahlengang von Bedeutung ist (vgl. Abb.3.2.1) .

Die Intensitédtsverteilung kann ermittelt werden, indem ein herkémmliches,
sauberes Deckglas (CS) mit Hilfe des Piezotischs in diskreten Schritten
in z-Richtung durch den Bereich des Fokus bewegt wird. Das Deckglas
reflektiert einen kleinen Anteil des Fallenlichts und lenkt dieses iiber das
4f-System aus Objektivlinse und Tubuslinse auf die Kamera. Fiir jede
Position des Deckglases zgg wird ein Bild aufgenommen und zu einer
dreidimensionalen Intensitatsverteilung zusammengesetzt. Da es sich hierbei
um ein oft verwendetes und aussagekréftiges Verfahren handelt, sollen noch
zwei Anmerkungen gemacht werden:

(i) Der Reflexionskoeffizient des Farbteilers DC2 fir infrarotes Licht
ist polarisationsabhédngig. Im Normalbetrieb soll DC2 einen moglichst
groflen Anteil reflektieren. Fiir die hier beschriebene Messung muss die
Polarisation des Laserlichts um 90° gedreht werden, damit ein moglichst
grofler Anteil durch DC2 transmittiert wird. Das Laserlicht ist dann als
runder Fleck auf der Kamera zu sehen. Mit normaler Polarisation werden
lediglich depolarisierte Anteile gemessen, die vor allem von der starken
Fokussierung der Objektivlinse stammen und die die charakteristische Form
eines Kleeblattes haben.

(ii) Es wird immer genau die Fokalebene (FP) der Objektivlinse auf
die Kamera abgebildet. Ist das Deckglas, wie in Abb.5.2.1 gezeigt,
um zcs von der Fokalebene entfernt, erscheint der Fokus auf der
Kamera um 2zcg entfernt. Werden die einzelnen Kamerabilder also zu
einem 3D-Datensatz zusammengefasst, entspricht die z-Koordinate eines
Intensitdtswerts dementsprechend auch 2 zcg.

89



5. Manipulation von Zellverbidnden in 3D

In Abb.5.2.2 sind die Maximumprojektionen entlang der drei Raumachsen
eines Deckglas-Scans fiir eine einzelne Falle mit den Translations-Koordinaten
r = (5um,20pm,30pum) abgebildet. Die Voxelgrofie des 3D-Datensatzes
betrdgt 158 nm x 158 nm x 316 nm. Die Intensitét des Fallenlichts I;, ist farblich
kodiert und auf den Maximalwert I;s . normiert.

Im Vergleich mit Abb.2.1.1-a war der Fokus bei dieser Messung
leicht aberriert. Die Ursache dafiir liegt sicherlich in der asymmetrischen
Beschneidung des Laserstrahls an den Linsen L1, L2 und SL. Eine solche
Fallenqualitét reicht aber absolut zum stabilen Fangen vieler Objekte aus,
beispielsweise von Zellen oder dielektrischen Beads mit Durchmesser >
200 nm.

Im Folgenden wird die Vermessung einer Fallenanordnung beschrieben,
wie sie in einem realistischen Szenario zum Halten oder Drehen eines
Zellsphéroiden verwendet werden kann. Wie in Abb.5.2.3-a dargestellt,
wurden sechs optische Fallen gleichméBig auf der Oberflache einer Kugel mit
einem Radius von 40pm verteilt. Der anschlieBende Deckglas-Scan lieferte
einen 3D-Datensatz mit einer Voxelgréle von 316 nm x 316 nm x 632 nm.

In den Abb.5.2.3-¢ bis -d sind Maximumprojektionen dieses Datensatzes
entlang der drei Raumachsen abgebildet. In dieser Darstellung werden kleine
Unterschiede zwischen den Fallen deutlich. Je weiter eine Falle von der
Fokalebene (FP) der Objektivlinse bei z = 0 entfernt ist, desto stdrker
ist ihr Fokus aberriert. Auflerdem sinkt die Intensitdt des Fallenlichts, vor
allem bei Auslenkungen in positive z-Richtung. Die Ursache dafiir liegt in der
Beschneidung des Strahls durch die Linse L1 (vgl. Abschnitt 3.2.2). Vergleicht
man die Teilabb. -¢ und -d miteinander, fillt eine unterschiedliche Verteilung
der Intensitdt in x- und y-Richtung auf. Auch hier ist hauptséchlich die
unterschiedliche Transmission des Farbteiler DC2 fiir senkrecht und parallel
einfallende Polarisation verantwortlich.

Wie in Abschnitt 3.3 erldutert, erlaubt der Versuchsaufbau, die Inten-
sitdtsverteilung und damit die Qualitit einer Falle mit Hilfe eines
Korrekturhologramms zu verbessern. Der Aufwand zur Ermittlung der
notwendigen Zernike-Koeffizienten ist jedoch betrédchtlich und liegt in
der Groflenordnung von Minuten. Um Unebenheiten des SLM oder eine
mangelnde Justage des optischen Systems kompensieren zu konnen, ist
nur ein einziges Korrekturhologramm notwendig. Bei sorgfiltiger Justage
lassen sich damit jedoch keine signifikanten Verbesserungen mehr erzielen.
Anders verhélt es sich mit Fallen wie z.B. jene bei z = 33.6jum, die
durch Linsenaperturen aberriert werden und sich mit einem entsprechenden
Korrekturhologramm durchaus verbessern lassen. Leider besteht fiur diese
Korrekturen eine Abhéngigkeit von der Fallenposition. Das grofie Volumen,
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Abb. 5.2.2.: Normierte Intensitétsverteilung I;s/I;s pq. einer optischen
Falle bei den Koordinaten r = (5pm,20pm,30pm). Es
sind die Maximumprojektionen entlang der drei Raumachsen
dargestellt. Die durchgezogene, gelbe Isolinie markiert den
Wert 1/e2. Die asymmetrische Beschneidung des Laserstrahls
im Verlauf des Strahlengangs fiithrt zu leichten Aberrationen.
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Abb. 5.2.3.: Maximumprojektionen der normierten Intensititsvertei-
lung I;s/Iismaz von sechs optischen Fallen, die auf der Ober-
fldche einer Kugel mit Radius 40 pm gleichméfig verteilt sind.
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5.2. Charakterisierung der holographischen optischen Fallen

in dem die Fallen platziert werden konnen, und die damit einhergehende
groffe Anzahl von zu ermittelnden Korrekturhologrammen, macht diese
Vorgehensweise leider viel zu aufwéndig.

5.2.2. Optische Leistung in der Probenebene

Die optische Leistung in der Probenebene Pgpp bestimmt zum einen,
welche Kraft die erzeugten optischen Fallen insgesamt ausiiben konnen.
Zum anderen ist sie ein entscheidendes Mafl fiir die Erwéirmung einer
Probe und fiir eventuell auftretende Phototoxizitdt. Prp héngt in erster
Linie von den Einstellungen der Lasereinheit (vgl. Abschnitt 3.2.1) ab.
Die dort spezifizierte Leistung Pppse wird entlang des Strahlengangs von
verschiedenen optischen Elementen weiter abgeschwicht. Vor allem die
Objektivlinse (OL) transmittiert lediglich Tpor, = 60% des Fallenlichts.
Diese Abschwichungen sind jedoch alle konstant und werden von der
Steuerungssoftware beriicksichtigt.

Der SLM hingegen ist ein optisches Element, bei dem der Anteil der
Laserleistung, die in den Strahlengang weitergeleitet wird, in Abhangigkeit
der Beugungseffizienz variieren kann (siehe Abschnitt 2.3). Deshalb wurde
untersucht, wie Prp sowohl von der lateralen Position einer optischen Falle
als auch von der Anzahl der Fallen abhéngt. Dafiir wurde die Leistung der
Lasereinheit maximiert (Upa = —5V, ¢rue = 45°) und die Leistung in der
hinteren Brennebene (BFP) der Objektivlinse mit Hilfe eines Bolometers
(BO) gemessen. Durch Multiplikation mit Tp; wurde anschlieBend Prp
ermittelt.

Die Abhéngigkeit der optischen Leistung in der FP von der lateralen
Fallenposition = ist in Abb.5.2.4 dargestellt. Eine Falle bei x = 0 wird
genauso blockiert wie vom SLM ungebeugtes Licht. Es ist zu erkennen, dass
die maximal erreichbare optische Leistung Prp max = 0.65 W betrdagt und bis
x = 70 um auf ca. 0.45 W abfillt, was einer Steigung von ungefahr —3 mW /nm
entspricht. Man muss sich also dariiber im Klaren sein, dass eine Falle mit
jedem pm lateraler Auslenkung um ca. 0.5 % schwécher wird.

Fiir groflere Auslenkungen fallt die Leistung noch stérker ab und sinkt auf
Null. Fiir diese Entwicklung ist die Beschneidung des Strahl durch die Linse L1
verantwortlich. Dieser Versuch wurde mit einem Linsenradius Dr,; = 11 mm
durchgefithrt. Der Leistungsabfall stimmt mit den Vorhersagen iiberein, die
in Abb. 3.2.3 zusammengefasst sind. Alle anderen Versuche in diesem Kapitel
wurden mit einem Linsenradius Dr,; = 15 mm durchgefiihrt. Fir diese ist die
Fitgerade in Abb. 5.2.4 bis zu einer Auslenkung von x = 90 pm giiltig.

Die Abhéngigkeit der Laserleistung in der Probenebene von der Anzahl
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X (um)

Abb. 5.2.4.: Abhéngigkeit der Laserleistung in der Fokalebene der
Objektivlinse Prp von der lateralen Position einer Falle
x.
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Abb. 5.2.5.: Abhéngigkeit der Laserleistung in der Fokalebene Ppp
von der Anzahl der erzeugten Fallen N.

der erzeugten Fallen N ist in Abb.5.2.5 dargestellt. Mit Ausnahme einer
Leistungsabnahme fiir N = 3 Fallen, bewegt sich die verfiigbare Laserleistung
in einem Bereich von Prp = 0.5...0.55 W, unabhéngig von der Anzahl der
erzeugten Fallen.

5.3. Analyse der Krifte auf Zellen

Auf Zellen oder Zellverbdnde wirken bei einer Untersuchung verschiedene
Kréfte: Gravitationskraft bzw. Auf- oder Abtriebskraft, hydrodynamische
Reibungskraft und natiirlich optische Kréafte. Die Gravitationskraft ist in sehr
vielen Féllen klein im Vergleich zu den anderen beiden Kréften. Bei grofien
Objekten kann zur Not die Dichte des Mediums angeglichen werden, um
einen zu starken Abtrieb zu verhindern. In der Regel stellt sich die Situation
so dar, dass optische Krdfte vor allem die hydrodynamischen Reibungskrdfte
iiberwinden miissen, um eine erfolgreiche Manipulation zu erméglichen.

Abschatzung der Reibungskrafte Eigentlich hiangt die Reibungskraft eines
Objekts im Medium auch von seiner Form ab. Der Einfachheit halber
werden an dieser Stelle nur kugelférmige Objekte betrachtet, also einzelne
Suspensionszellen oder Zellsphiroide mit nahezu glatter Oberflache.

Die translatorische Reibungskraft
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5. Manipulation von Zellverbidnden in 3D

F, =-6mnav (5.1)

hingt vom Objektradius a und der Geschwindigkeit der Translation v ab
(Dhont, 1996). Bei einer Rotation mit Winkelgeschwindigkeit vi/a ergibt sich
ein Drehmoment von F| - a = —8mnga’ vi/a, wobei v, die tangentiale
Geschwindigkeit eines Punktes auf der Objektoberfliche représentiert. An
diesem Punkt muss eine tangentiale Kraft

nyJ_:—STl'T]()aVJ_ (5.2)

ausgeiibt werden, um das Objekt in Rotation zu versetzten, wobei eine Falle
mit v wandert.

Optische Kraft versus Reibungskraft In Abschnitt2.1.2 wurde bereits
erldutert, dass die optischen Kréfte auf ein biologisches Objekt nicht
so einfach zu berechnen sind, wie beispielsweise fiir ein kugelférmiges,
dielektrisches Partikel. Um einen Eindruck davon zu bekommen, wie grof3
die Gradientenkréifte sind, die auf eine Zelle ausgeiibt werden kénnen, wurde
eine Versuchsreihe mit Hefezellen durchgefiihrt.

Dazu wurde eine Zelle gefangen und in 30 pym Hohe iiber dem Mikroskopie-
Deckglas auf einer Kreisbahn mit Radius r. = 50 pm bewegt (siehe Abb. 5.3.1-
a). Fir eine bestimmte Umlauffrequenz v. bewegt sich die Zelle mit einer
Geschwindigkeit von v = 27r.v, entlang der Kreisbahn. Das fiihrt zu
einer hydrodynamischen Reibungskraft von F,, die von der optischen
Gradientenkraft Fyr.q tlibertroffen werden muss, damit die Zelle nicht aus
der Falle springt. Dabei ist ¢ der Radius der Zelle, der mit Hilfe des
Durchlichtbildes (siehe Abb.5.3.1-b) bestimmt wurde, und 79 = 0.89mPas
die dynamische Viskositdt von Wasser bei 25°C. Die Bewegung der Falle
entlang der Kreisbahn erfolgte mit Hilfe der Scanspiegeln (SM), um eine
kontinuierliche Bewegung zu ermoglichen. Die Falle selbst wurde mit dem
SLM an der Position r = (10 pm, 0, 0) erzeugt. Wahrend des Versuchs wurde
v, sukzessive erh6ht und sobald die Zelle aus der Falle sprang, konnte Fg,q mit
dem momentanen [, abgeschétzt werden. Da sich die Gradientenkraft laut
Glg. 2.9 linear mit der Laserintensitédt verdndern sollte, wurde die kritische
Umlauffrequenz fiir jede Zelle nacheinander mit verschiedenen Laserleistungen
in der Probenebene Prp durchgefiihrt.

In Abb.5.3.2 sind die Ergebnisse der Messreihen von insgesamt 6 Zellen
abgebildet. Jeder Punkt stellt die maximale Gradientenkraft Fy.q fiir
eine bestimmte optische Leistung Ppp dar. Aus den Regressionsgeraden

lasst sich der Quotient % = 15 % 0.2% bestimmen, also die
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Abb. 5.3.1.: Ermittlung der optischen Fangkraft auf eine Hefezelle.
FEine Zelle mit Radius a wird entlang einer Kreisbahn mit
Radius r. bewegt. Die Umlauffrequenz v,, bei der die Zelle aus
der Falle springt, liefert Informationen iiber die Reibungskraft
F., und damit iiber die optische Gradientenkraft Fyaq, die bei
einer bestimmten Laserleistung erreicht werden kann.
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Abb. 5.3.2.: Optische Gradientenkraft Fy.q auf sechs verschiedene He-
fezellen bei unterschiedlichen Laserleistungen Ppp. Aus den
Regressionsgeraden lésst sich eine Manipulationseffizienz von
ca. 1.5 % bestimmen.

Fangkraft pro Laserleistung in der Objektebene, was in gewisser Weise eine
Manipulationseffizienz fiir diesen Zelltyp (Brechungsindex, Grofle, Medium)
in ausdriickt.

Da ein gezielter Stopp der Fallenbewegung auch einen sofortigen Stopp der
Zelle nach sich zog, kann fiir diese Messung ausgeschlossen werden, dass die
Bewegung einer Zelle eine Stromung verursachte (Tragheit des Mediums) und
somit die Werte fiir | verfélschte.

Die Gradientenkraft auf eine Hefezelle liegt also in derselben Gréflenord-
nung, wie die Kraft auf eine Kugel aus Polystyrol oder Glas (Ashkin et al.,
1986). Allerdings muss an dieser Stelle erwdhnt werden, dass fiir eine Be-
wegung in der Probenebene vor allem die laterale Komponente der Gradi-
entenkraft relevant ist. Die Manipulationseffizienz in axialer Richtung diirfte
ungefdhr um den Faktor 3 niedriger ausfallen (vgl. Abb.2.1.1).
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AX(:rit
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Abb. 5.3.3.: Veranderung der Gradientenkraft Fyqx beim diskreten
Sprung Az einer Falle von xg nach x;. Bei einer Schrittweite
von Az kann die maximale Gradientenkraft ausgeiibt
werden. Ist die Schrittweite grofler als Axcit, wirkt keine Kraft
in die gewiinschte Richtung mehr.

Kraftausiibung bei diskreten Fallenschritten Soll eine Zelle mit dem SLM
bewegt werden, erfolgt das Versetzten der Fallen gezwungenermaflen nicht
kontinuierlich, sondern in diskreten Schritten. Hierbei ist es notwendig,
eine Schrittweite zu wahlen, die eine ausreichende Kraftausiibung in die
gewiinschte Richtung erlaubt. Die Problematik ist in Abb.5.3.3 dargestellt,
wobei die blaue Kurve die Gradientenkraft in x-Richtung Fyraq,x beschreibt,
wie sie aus dem Durchlichtbild in Abb.2.1.3-¢ ermittelt wurde. Die Falle
befinde sich vor besagtem Schritt Ax an einer Position x(, an der sie effektiv
keine Kraft in x-Richtung auf die Zelle ausiibt. Nach einem Fallenschritt an
die Position x; wirkt sofort eine entsprechende Gradientenkraft in x-Richtung,
solange bis sich die Zelle wieder in eine Gleichgewichtssituation bewegt
hat. Die optimale Schrittweite Az,p fiihrt zur Ausiibung einer anféinglich
maximalen Gradientenkraft. Fiir das abgebildete Beispiel einer Hefezelle
betriagt Azope ~ 0.25 pm und auch fiir die anderen Zelltypen, mit denen im
Rahmen dieser Arbeit gearbeitet wurde, ist dieser Wert vergleichbar. Wird
eine kritische Schrittweite Azt &~ 1pm Uberschritten, wirkt keine Kraft
mehr in die gewiinschte Richtung. Soll eine Zelle in mehreren Schritten bewegt
werden, muss nach jedem Schritt eine ausreichende Zeit gewartet werden,
damit die Zelle der Gradientenkraft auch folgen kann.

Sobald eine Falle an Position z; bewegt wird, wirkt eine Kraft auf eine
Zelle, und sofern die Zelle ihre Lage dndern kann, folgt sie dieser Kraft mit
einer Geschwindigkeit, die von der bereits beschriebenen hydrodynamischen
Reibung F, abhangt. Fiir eine moglichst effiziente Kraftausiibung an einer
Zelle (bei einer bestimmten verfiigbaren Laserleistung) ist es offensichtlich am
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besten, wenn eine Falle nahe Az,p bleibt, wobei sich xzg im Laufe der Zeit
natiirlich mitsamt der Zelle verschiebt. Das gelingt aus technischer Sicht umso
besser, je schneller eine Falle immer wieder neu auf x; gesetzt werden kann.
Soll eine Bewegung jedoch moglichst sicher erfolgen, besteht eine sinnvolle
Strategie darin, eine Falle um Az zu versetzten und vor dem néchsten
Schritt ausreichend lange zu warten, bis sich ein neues Kréftegleichgewicht
eingestellt hat.

Abschlieflend soll noch erwdhnt werden, dass Hefezellen eine Zellwand
besitzen, die dicker als die Zellmembran ist und einen héheren Brechungsindex
aufweist. Es ist anzunehmen, dass die Fangkréfte auf die anderen Zelltypen,
die in dieser Arbeit verwendet wurden, kleiner ausfallen.

5.4. Manipulation mit Streukriaften

5.4.1. Anheben eines groBen Zellsphdroiden

Optische Streukrifte kénnen als Mittel zur Manipulation von Objekten vor
allem dann zum Einsatz kommen, wenn auf diese Objekte eine Abtriebskraft
wirkt, die in derselben Groéflenordnung liegt. Das ist beispielsweise fiir einen
groflen Krebszellensphéroiden der Fall, wie er in Abb. 5.4.1 zu sehen ist. Bei
diesem Versuch wurde als Medium normales PBS verwendet und durch die
groflere Dichte des Sphéroiden wirkte die Gravitation der Streukraft entgegen.

Mit den eingezeichneten 8 optischen Fallen lies sich dieser Sphéroid, der
einen Durchmesser von ca. 190 pm hatte, mit Prp = 415 mW Laserleistung
in der Probenebene stabil auf einer z-Position halten. Indem die Leistung des
Fallenlasers um £25mW erhoht bzw. verringert wurde, konnte der Sphéroid
angehoben bzw. abgesenkt werden. Bei diesem Objekt handelt es sich um das
grofite, das mit diesem Versuchsaufbau gehalten und bewegt wurde.

5.4.2. Rotation eines Zellverbandes mit gerichteten Streukraften

Es wurde bereits deutlich, dass optische Streukrifte ein Objekt lediglich
entlang der Ausbreitungsrichtung eines Laserstrahls beschleunigen kénnen.
Bei einer optischen Falle besteht jedoch die Moglichkeit, die Intensitéit
des Fallenlichts je nach Raumwinkel unterschiedlich zu verteilen. Dadurch
konnen auf ein groferes Objekt unterschiedlich starke Kréfte in verschiedene
Richtungen ausgeiibt und somit ein Rotation des Objekts provoziert werden.
Man kann in diesem Fall von gerichteten Streukrdften sprechen. Die optischen
Fallen wirken mit dieser Methode nicht selektiv.
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Abb. 5.4.1.: Mit Hilfe der Streukraft von 8 optischen Fallen (griine
Kreuze) angehobener Sphiroid aus Krebszellen.
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Abb. 5.4.2.: Rotation eines Zellverbandes mit Hilfe von gerichteten
Streukriften. Durch Unterschiede in der Laserintensitét fiir
verschiedene Raumwinkel jeder der neun optischen Fallen
(grilne Kreuze) wirkt ein Drehmoment auf den Zellverband.
Die Gradientenkrifte erzwingen die Beibehaltung der lateralen
Position. Die Ausrichtung der Streukréfte erfolgt {iber eine
asymmetrische Ausleuchtung der BFP der Objektivlinse
(Teilabb. links unten).

Ein entsprechender Versuch mit einem Verband aus Hefezellen ist in
Abb. 5.4.2 dargestellt. Der Zellverband hatte eine Grofie von ca. 35 pm x 70 pm,
die Probenkammer aus Abschnitt 3.4 war mit Reinstwasser gefiillt. Neun
optische Fallen wurden auf einem Gitter mit Abstand 15 pm angeordnet und
ihre Positionen wahrend des gesamten Versuchs nicht geédndert.

Die gerichteten Streukrifte wurden erzeugt, indem der Strahlverlauf des
Fallenlasers so verdndert wurde, dass die BFP der Objektivlinse nicht
konzentrisch ausgeleuchtet wurde, sondern das Maximum der Intensitét Igpp
um einen Vektor kg zur optischen Achse verschoben war (siehe Teilabb. unten
links). Dadurch wurden in Richtung der entsprechenden Raumwinkel héhere
Streukrifte generiert und auf den Zellhaufen wirkte ein Drehmoment in der
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Richtung, die in Abb.5.4.2 durch den griinen Pfeil angedeutet wird.

Die Gradientenkrafte der einzelnen Fallen werden durch die asymmetrische
Ausleuchtung der BFP zwar anisotrop, sie sind aber offensichtlich grof genug,
um ein Objekt — translatorisch gesehen — auf einer Position zu halten. Im
beschriebenen Versuch konnte der Zellverband wéhrend der Rotation mit Hilfe
des Piezotischs vom Boden der Kammer angehoben, um mehr als Hundert
Mikrometer zur Seite bewegt und wieder abgesetzt werden.

Die Verschiebung des Intensitdtsmaximums in der BFP lésst sich ebenso mit
Hilfe des SLM realisieren und kann somit als eine Methode des Manipulators
implementiert werden. Gerichtete Streukréfte lassen sich gut verwenden, um
ein Objekt schnell mit relativ wenig Laserleistung zu rotieren. Fiir die exakte
Positionierung eines Objekts ist diese Methode aber zu unpréazise.

5.5. Manipulation mit Gradientenkraften

5.5.1. Rotation einzelner Zellen

Rotation einer kugelformigen Hefezelle Die Rotation einer kugelférmigen
Zelle ist aus Sicht ihrer Grofle (Durchmesser 5-10pm) keine besondere
Herausforderung. So wurde bereits gezeigt, dass Kugeln aus Glas oder Latex
mit Hilfe des Drehimpulses einer optischen Falle rotiert werden kénnen, indem
einem Laserstrahl mit Hilfe eines SLM eine helikale Wellenfront in der BFP
aufgepriagt wurde (Paterson et al., 2001). Mit dieser Technik ldsst sich aber
lediglich eine Rotation parallel zur Bildebene ausfiihren.

Im Gegensatz dazu wurde im Rahmen dieser Arbeit ein Versuch
durchgefiihrt, bei dem eine Hefezelle mit zwei optischen Fallen und den von
ihnen verursachten Gradientenkriften senkrecht zur Bildebene rotiert wurde.
Wie in Abb. 5.5.1 zu sehen ist, ist die Kraftiibertragung am wirkungsvollsten,
wenn die beiden optischen Fallen nicht genau auf der Zellmembran (bzw.
Zellwand) platziert werden, sondern an der Innenseite der Zellmembran. Die
Erklarung hierfiir 1dsst sich mit Blick auf Abschnitt 2.1.2 nachvollziehen. Die
Gradientenkraft wirkt nur in Richtung eines Brechungsindexunterschieds An.
Da sich die Fallen exakt auf der Oberfliche einer Kugel bewegen, kann die
Membran selbst nur wenig zur Entstehung einer Gradientenkraft beitragen.
Vielmehr scheinen Bestandteile der Zelle wie das Zellskelett oder andere
membrangebundene Strukturen die notwendige Variation des Brechungsindex
aufzuweisen. Die hier abgebildete Zelle konnte bei einer Laserleistung von
2 x 50 mW in der Probenebene mit einer Frequenz von 1.25 Hz rotiert werden,
wobei eine volle Umdrehung mit lediglich vorberechneten 12 Fallenpositionen
und einer Verweildauer von 0.07s an jeder Position ausreichte. Anhand
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Abb. 5.5.1.: Rotation einer kugelformigen Hefezelle mit zwei
optischen Fallen (griine Kreuze) senkrecht zur
Bildebene. Da die Zellmembran selbst keine optimalen
Angriffspunkte fiir eine Rotation bietet, wird hier an der
Innenseite der Membran angegriffen.

der hydrodynamischen Reibungskraft aus Glg.5.2 miissen die optischen
Gradientenkréfte an jeder Stelle der Kreisbahn grofler als F.,; = 10.7pN
gewesen sein.

Fine wichtige Erkenntnis besteht darin, dass die Fallen in dieser Situation
nicht unbedingt immer an den gleichen Stellen angreifen. Bewegen sich die
Fallen auf ihrer Kreisbahn schneller als die Zelle rotieren kann, wirkt dennoch
eine effektive Kraft in Rotationsrichtung. Die Zelle kann also sowohl selektiv
als auch nicht selektiv rotiert werden.

Das Verfahren ist dazu geeignet, eine Zelle schnell aus verschiedenen
Richtungen mit hoher optischer Auflésung zu betrachten. Eine Kombination
mit dem optischen Sortierverfahren aus Kap.4 ist aus technischer Sicht
moglich.

Rotation einer sich teilenden B-Zelle In Abb.5.5.2 ist ein Versuch
dargestellt, bei dem eine B-Zelle senkrecht zur Bildebene rotiert wurde, die
sich gerade eine einem spédten Stadium der Zellteilung befand. Die Zelle hat
in dieser Konfiguration eine eindeutige Langsachse, wodurch es moglich wird,
sie mit zwei optischen Fallen direkt an ihrer Membran anzugreifen, da der
Verlauf der Membran nicht mit den Fallentrajektorien deckungsgleich sind.
Dadurch finden beide Fallen relativ stabile Angriffspunkte und eine sehr
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sichere Drehung der Zelle — immer an denselben Angriffspunkten — wird
moglich.

Die Bilderfolge zeigt eine Drehung um 180°, die wéhrend einer Zeitspanne
von 2.2s durchgefithrt wurde. Die Rotationsachse war um 11.4° gegeniiber
der optischen Achse verkippt. Die Lage der Zelle im Raum ldsst sich nicht
nur durch ihre Form, sondern auch durch die beiden mit Pfeilen markierten
Zellorganellen nachvollziehen. Die griinen Kreuze markieren die Position der
optischen Fallen, wobei sich eine Falle mit einem grofien Kreuz ndher an der
Detektionslinse befindet als das Rotationszentrum (rotes Kreuz bei z = 0) als
die mit einem kleinen Kreuz.

5.5.2. Rotation von Zellverbanden

Aus dem Versuch im vorangegangenen Abschnitt wurde klar, dass es fiir das
selektive Greifen mit optischen Fallen hilfreich ist, eine Stelle mit grofiem
Brechungsindexgradienten zu greifen, so wie es typischerweise bei einer
Zellmembran der Fall ist. Bei grofieren Verbénden aus vielen Zellen mangelt
es daher nicht an geeigneten Angriffspunkten. Da bei gréfieren Objekten
aber auch groflere Reibungskréfte iiberwunden werden miissen, ist das stabile
Halten und das exakte Rotieren eines Zellverbandes keine selbstverstandliche
Aufgabe.

Es ist relativ offensichtlich, dass eine Bewegung parallel zur Bildebene
aufgrund der grofleren lateralen Gradientenkrafte einfacher zu bewerkstelligen
ist als eine Bewegung senkrecht zur Bildebene.

Rotation parallel zur Bildebene Zunéchst wurde in einem Versuch die
Rotation eines gréfleren Objektes parallel zur Bildebene durchgefiihrt, so wie
in Abb.5.5.3 dargestellt. Als Testobjekt diente hier ein Verband aus RH-30-
Zellen mit einem Durchmesser von ca. 150 pm, der nach der Methode der
hdngenden Tropfen aus Abschnitt 3.5 hergestellt wurde.

Die Rotation wurde mit Hilfe von vier optischen Fallen durchgefiihrt, die
in der Bilderfolge durch griine Kreuze reprasentiert werden. Sie bewegten sich
entlang konzentrischer Kreisbahnen um ein gemeinsames Rotationszentrum.
Wahrend der abgebildeten 430s wurde der Zellverband exakt um 180°
gedreht. Die Positionen der Fallen sind in jedem Bild markiert, wodurch
deutlich zu erkennen ist, dass die Fallen selektiv — jede an einer festen Stelle
— angreifen.

Der Zellverband konnte ohne Weiteres um beliebige Winkel (also deutlich
mehr als 180°) gedreht werden und auch bei einer Umkehrung der
Rotationsrichtung &nderten sich die Angriffspunkte der Fallen nicht. Eine
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5. Manipulation von Zellverbidnden in 3D

Abb. 5.5.2.: Rotation einer sich teilenden B-Zelle mit zwei
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optischen Fallen (griine Kreuze) senkrecht zur
Bildebene. Je kleiner die z-Koordinate einer Falle ist, d.h. je
néher sie der Detektionslinse ist, desto grofler ist ihr Kreuz. Das
Rotationszentrum (rot) liegt bei z = 0. Zwei charakteristische
Zellorganellen sind mit Pfeilen markiert.



5.5. Manipulation mit Gradientenkraften

Abb. 5.5.3.: Rotation eines RH-30-Zellverbandes mit vier optischen
Fallen um 180° parallel zur Bildebene. Die Fallen greifen
immer an den gleichen Stellen des Zellverbandes an.
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5. Manipulation von Zellverbidnden in 3D

Rotation konnte ohne Probleme auch mit drei oder mehr als vier Fallen
durchgefiihrt werden.

Da die extrazellulire Matrix dieses Zellverbandes im Vergleich mit dem
Krebszellensphéroid aus Abb.5.4.1 nur schwach ausgebildet war, waren
wahrend des Versuchs leichte morphologische Veranderungen zu beobachten.
FEine leichte Verschiebung der Positionen der einzelnen Zellen zueinander,
erleichtert die Ausbildung eines Kraftegleichgewichts und damit auch eine
stabile Lage des Zellverbandes.

An dieser Stelle sollte ein genereller Zusammenhang zwischen der Anzahl
der optischen Fallen und der Lagestabilitit eines mit selektiven Fallen
gehaltenen Objekts verdeutlicht werden: Vergegenwértigt man sich noch
einmal das Kraftprofil einer Falle (z.B. wie in Abb.5.3.3) wird Kklar,
dass die Uberlagerung mehrerer solcher Profile zur Ausbildung lokaler
Kraftminima und -maxima kommt und es vermehrt Stellen gibt, an denen
ein Kréftegleichgewicht entsteht. Das bedeutet, dass es beim Einsatz vieler
Fallen durchaus wahrscheinlich ist, dass ein Zellverband eine stabile Lage
einnimmt, fiir die nur eine kleine Positionsdnderung im Raum nétig ist.
Allerdings ist gleichzeitig davon auszugehen, dass eine Lage umso stabiler
ist, je weniger Fallen beteiligt sind, da das Kraftprofil dann iiber eine gréfiere
Distanz monoton verlduft.

Rotation senkrecht zur Bildebene Zur Demonstration der Rotation eines
Zellverbandes senkrecht zur Bildebene wurde erneut ein Verband aus RH-30-
Zellen verwendet, dieses Mal mit einem Durchmesser von ca. 80 pm (siche
Abb.5.5.4). Er wurde etwas langer in Kultur gehalten, seine extrazelluldre
Matrix war daher besser ausgebildet und er wies wiahrend des Versuchs keine
sichtbare Deformation auf.

Die notwendigen optischen Gradientenkréfte wurden mittels drei Fallen
ausgeilibt (grine Kreuze), um eine moglichst eindeutige und stabile Lage
des Zellverbandes zu erzwingen. Die Fallen wurden nacheinander manuell
in der Bildebene jeweils an eine (scharf sichtbare) Zellmembran am Rand
des Verbandes gesetzt und anschlieBend um ca. 90° rotiert. Dadurch wurde
sichergestellt, dass die Fallen nicht alle in einer Ebene lagen und zumindest
initial einen relativ guten Angriffspunkt hatten.

Die Fallentrajektorien, die sich aus den initialen Angriffspunkten ergaben,
sind in Abb.5.5.5 dreidimensional dargestellt. Die Anzahl der Schritte fiir
eine komplette Umdrehung wurde so gewahlt, dass kein Fallenschritt weiter
als 200 nm reicht. Die Rotationsachse verlief durch den Koordinatenursprung
(roter Punkt) und war um 5.7° zur x-Achse verkippt. Diese leichte Verkippung
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5.5. Manipulation mit Gradientenkraften

Abb. 5.5.4.: Rotation eines RH-30-Zellverbandes senkrecht zur
Bildebene. Die optischen Fallen (griine Kreuze) greifen
wahrend der gesamten Drehung um 360° immer an der gleichen
Stelle an. Nach 140s befindet sich der Zellverband wieder in
exakt der gleichen Lage wie bei ¢ = 0. Die Rotationsachse
verlduft durch den Ursprung des Koordinatensystems (rotes
Kreuz) und ist um 5.7° zur x-Achse verkippt. Auch hier ist die
z-Position einer Fallen durch die Grofle ihres Kreuzes kodiert.
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Abb. 5.5.5.: Dreidimensionale Darstellung der Fallentrajektorien
(3 Fallen) fiir die Rotation des Zellverbandes in Abb.5.5.4
senkrecht zur Bildebene. Die Startkoordinaten sind auf den
Trajektorien durch Punkte gekennzeichnet, der Ursprung des
Koordinatensystems (in diesem Fall der Fokuspunkt der
Objektivlinse) durch einen roten Punkt.

hat sich in einigen Situationen, in denen zwei Fallen iibereinander positioniert
waren, als etwas stabiler herausgestellt.

Betrachtet man die Durchlichtbilder aus Abb.5.5.4 im zeitlichen Verlauf,
erkennt man, dass nach 140s eine vollstdndige Rotation um 360° vollendet
wurde. Sowohl die optischen Fallen als auch der Zellverband befanden sich
dann in exakt der gleichen Position wie zum Zeitpunkt ¢ = 0. Fine prazise
Kontrolle der Lage des Zellverbandes im Raum ist moglich. Allerdings war
bei dem dargestellten Versuch auch zu beobachten, dass die rotatorische
Bewegung zwischendurch ruckartig stockte, dann aber immer wieder in die
gewiinschte Lage zuriickkehrte und der Bewegung der Fallen weiter folgte.

Diese Instabilitat fiir manche Fallenpositionen ist bei Rotationen senkrecht
zur Bildebene viel stiarker ausgeprdgt, als bei Rotationen parallel zur
Bildebene. Dafiir sind vor allem zwei Ursachen zu nennen:

(i) Selbst wenn die Fallen immer am gleichen Angriffspunkt angreifen,
dndert sich mit fortschreitender Rotation fortlaufend jener Teil des
Zellverbandes, der vom Fallenlaser durchdrungen wird. Damit treten auch
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5.5. Manipulation mit Gradientenkréften

Abb. 5.5.6.: Optisches Drehmoment verursacht durch die unter-
schiedliche Orientierung von Falle (rot) und Zellmem-
bran (griin). Bei der rechten Falle fiillt die Membran das ling-
liche Fallenvolumen relativ gleichméaflig aus, was lediglich zu
translatorischen optischen Kréften fihrt. Bei der linken Falle
hingegen kommt es zu einem optischen Drehmoment, das leicht
zu einer instabilen Situation fithren kann.

immer unterschiedliche Streukréfte fiir jede einzelne Falle auf, wodurch ein
Kréiftegleichgewicht leicht leicht in ein -ungleichgewicht wechseln kann.

(ii) Wie bereits erwdhnt, hat der Fallenfokus — und damit das Volumen,
in dem eine Gradientenkraft erzeugt wird — eine zigarrenférmige Ausdehnung
entlang der z-Achse. Das fiihrt dazu, dass auf ein in z-Richtung ausgedehntes
Objekt groflere Krifte wirken, als auf ein in lateraler Richtung ausgedehntes
(vgl. Sortierung von Bacillus subtilis, Abschnitt4.5). Die Implikationen fir
die Rotation eines Zellverbandes sind in Abb.5.5.6 dargestellt. In dieser
Schemazeichnung greifen beide Fallen an der Membran einer Zelle an. Bei
der rechten Falle ist die Membran entlang der optischen Achse orientiert
(gestichelte griine Linie) und damit kollinear zum ellipsoiden Fallenvolumen
(rote Ellipse). Das ist die energetisch giinstigste Situation. Bei der linken
Falle ist die Membran hingegen zur Falle verkippt. Zusétzlich zu den
translatorischen Gradientenkréften, wirkt bei dieser Falle noch ein optisches
Drehmoment, das eine weitere Last auf die anderen Angriffspunkte austibt.
Wirkt das Drehmoment wie im Beispiel durch den schwarzen Pfeil angedeutet,
wirkt am Angriffspunkt der rechten Falle zusétzlich zur Streukraft eine weitere
destabilisierende Komponente der Gradientenkraft entgegen.

Eine sichere und prézise Rotation, so wie in Abb.5.5.4 gezeigt, war nur
in einem Teil der unternommen Versuche mit Verbédnden aus RH-30- oder
Hefezellen moglich. In den meisten Féllen fiithrte ein ,, Abrutschen“ eines
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5. Manipulation von Zellverbidnden in 3D

Angriffspunktes aus der entsprechenden Falle dazu, dass ein Zellverband seine
Lage stark und unvorhersehbar &nderte, wobei die Falle unter Umstidnden
auch vollig den Kontakt verlor und manuell neu gesetzt werden musste.
Es ist ganz offensichtlich von grofler Bedeutung, dass sich die jeweiligen
Angriffspunkte auch unter schwankenden Bedingungen nicht zu weit von den
Fallenzentren entfernen (vgl. Az, aus Abschnitt 5.3).

5.6. Diskussion

Effektivitat der optischen Objekt-Rotation Der optische Manipulator ist in
der dargestellten Konfiguration in der Lage, biologische Objekte verschiedener
Groflen zu versetzten und zu rotieren. Wie im vorangegangenen Kapitel
gezeigt, reicht das Spektrum dabei von einzelnen, kugelrunden Zellen bis
hin zu Zellsphéaroiden mit einem Durchmesser von 190 pm. Die Rotation mit
Gradientenkréften, die fiir eine prézise Orientierung (z.B. als Vorbereitung
einer mikroskopischen Aufnahme) am besten geeignet sind, ist fiir Objekte
bis zu einem Durchmesser von ca. 100 pm moglich.

Die Rotation von Objekten grofler als 100 pm scheitert nicht unbedingt
daran, dass die optischen Gradientenkrafte zu klein wéren. Es ist vielmehr
so, dass durch den begrenzten Aktionsbereich der Fallen gréflere Objekte
nicht mehr am Rand sondern weiter in der Mitte angegriffen werden miissen.
Dadurch verschlechtert sich das Verhéaltnis von Gradienten- zu Streukriften
und damit auch die Fangkraft der einzelnen Fallen. Wie in Abschnitt 3.2.2
beschrieben, lasst sich durch den Einsatz groflerer Linsen die maximale
Auslenkung der Fallen vergrofiern, wodurch die Rotation von Objekten bis
200 pm Durchmesser moéglich werden sollte.

Das grofite Problem bei der Rotation von Objekten (auch solchen bis
100 pm Durchmesser) sind die starken Schwankungen der optischen Kréfte,
die auf das Objekt wirken. Im Gegensatz zur erfolgreichen und prézisen
Rotation in Abb.5.5.4 hat sich bei vielen Versuchen gezeigt, dass bereits ein
kleiner relativer Abstand einer Falle zu einem Angriffspunkt zu einer grofien
Anderung der Krifte und damit zur Dominanz einer Falle iiber eine andere
fithren kann. Das zusétzliche Auftreten von optischen Drehmomenten (vgl.
Abb.5.5.6) kommt erschwerend hinzu. In Abschnitt 7.2 wird eine mogliche
Losung dieses Problems présentiert, bei der fortlaufend die Effektivitdt jeder
einzelnen Falle Uberpriift wird und die Fallenpositionen dementsprechend
korrigiert werden.

Die Versuche beziiglich der Rotation eines Zellverbandes senkrecht zur
Bildebene (Abb. 5.5.4) zeigen, dass in Fallen, in denen eine moglichst prézise
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5.6. Diskussion

Manipulation angestrebt wird, es giinstiger ist, mit moglichst wenigen Fallen
zu arbeiten — fiir eine stabile Raumlage also drei. Das Kraftprofil iiber
das ganze Objekt hat so die ausgeprigtesten Extrema. Um fiir ein grofles
Objekt aber die notwendigen Gesamtkrafte aufzubringen, ist eine gewisse
Mindestintensitat der Laserleistung notwendig. Es stellt sich nun die Frage,
wann die Laserstrahlung fir einen Zellverband schédlich wird und ab welcher
Intensitdt pro Falle es besser ist, eine weitere Falle hinzuzufiigen.

Schadigung durch Strahlung des Fallenlasers Das entscheidende Kriterium
hierfiir ist, ab welcher Laserleistung Ppp pro Falle ein biologisches Objekt
geschédigt wird. In der Fachliteratur gibt es hierzu Untersuchungen, die
aber nicht unbedingt zum gleichen Ergebnis kommen. Eine wertvolle Analyse
erfolgte durch Neuman et al. (1999), in der der Schaden, ausgelost durch
die infrarote Strahlung optischer Fallen, an Bakterien untersucht wurde.
Das Ergebnis ist ein eindeutiger und linearer Zusammenhang zwischen
Intensitdt und Vitalitdt der Bakterien, wobei das Vorhandensein von
Sauerstoff eine notwendige Bedingung fiir diese Form der Phototoxizitat
ist. Zu einen &hnlichen Ergebnis kommen Tinevez et al. (2012) in einer
jingeren Studie, wobei hier unter Bedingungen von Weitfeld-Epifluoreszenz-
Mikroskopie gearbeitet wurde. Als weitere Erkenntnis féllt die Tatsache
an, dass bei gleicher Gesamtdosis der Strahlung hohe Spitzenintensitéten
schédlicher sind, was auf einen nichtlinearen Effekt fiir Phototoxizitét spricht.
Dem widersprechen die Aussagen von Schneckenburger et al. (2012), die die
Gesamtdosis der Strahlung, also das zeitliche Integral iiber die Intensitét, als
entscheidenden Faktor ausgemacht haben.

Ergénzend dazu gibt es Untersuchungen iiber den Schaden an biologischen
Objekten, die allein durch die lokale Erwarmung verursacht werden. Wetzel
et al. (2011) beschreiben fiir den bereits erwédhnten, mit IR-Licht arbeitenden
optischen Strecker, dass E. coli eine ,,thermischen Schock® von 48 °C 5s lang
aushalten konnen. Dieselbe Gruppe hatte zuvor ein interessantes Verfahren
vorgestellt, wie die lokale Erwirmung durch eine optische Falle ermittelt
werden kann (Ebert et al., 2007). Unabhéngig davon ob ein Organismus durch
die optischen Fallen geschédigt wird, solle auch immer bedacht werden, dass
sich auch zellinterne Vorginge durch Temperaturdnderungen beschleunigt
oder verlangsamt werden kénnen. So konnte beispielsweise gezeigt werden,
dass sich die mechanischen FEigenschaften und die Geschwindigkeit des
Umbaus des Cytoskeletts in Abhéngigkeit der Temperatur dndern (Kief3 ling
et al., 2013).

Aufgrund der Diversitdt der aufgefithrten Vorarbeiten erscheint es
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5. Manipulation von Zellverbidnden in 3D

notwendig, die Schadigung von biologischen Objekten, die iiber einen langeren
Zeitraum von mehreren optischen Fallen gehalten werden, ausfiihrlich zu
untersuchen. Hierbei sollten zunichst Verfahren genutzt werden, die ohne
potentiell schéadliche Farbstoffe auskommen. Denn erstens sollte bei einer
Bewertung des Manipulators der zukiunftigen Entwicklung neuer, schonender
Farbstoffe nicht vorgegriffen werden, und zweitens sind auch einige Szenarien
denkbar, bei denen der Manipulator vollig ohne Farbstoffe zum Einsatz
kommt.

Geeignete Untersuchungsobjekte Mit Hilfe des vorgestellten optischen
Manipulators sind Untersuchungen an zahlreichen biologischen Objekten
vorstellbar. An dieser Stelle sollen einige genannt werden, die fiir den aktuellen
Stand des Versuchsaufbaus im Besonderen geeignet scheinen.

Auf Grund des limitierenden Aktionsradius der Fallen bieten sich Objekte
mit einem Durchmesser zwischen 40 und 100 pm besonders an. Die Leistung
des Lasers reicht definitiv aus, um alle beschriebenen Manipulationstechniken
anzuwenden. Neben den bereits beschriebenen Verbinden aus Krebszellen
bieten sich beispielsweise auch Qozyten (Eizellen) von Sdugetieren oder kleine
Embryonen an.

Ohne weiteren Umbau kann zur Beobachtung ein Filtersatz, beispielsweise
zur Fluoreszenzmikroskopie von GFP, verwendet werden. Alternativ sind
auch autofluoreszente Organismen reizvoll, z.B. pflanzliche Objekte, die
Chloroplasten enthalten. Anhand von Protoplasten der Wurzeln von
Tabak oder Arabidobsis konnten erste Test zur mechanischen Stimulation
durchgefiihrt werden (siehe Abb.5.6.1).

Vergleich mit anderen Manipulationsverfahren Obwohl in vielen Publika-
tionen von optischer Manipulation die Rede ist, so handelt es sich doch in den
meisten Féllen nicht um die Art von Manipulation, wie sie in diesem Kapi-
tel definiert wurde — also um Translation und Rotation in drei Dimensionen.
Stellvertretend soll kurz mit einigen gut zitierten Publikationen verglichen
werden, die ,,optische Manipulation“ im Titel tragen.

Beispielsweise berichtete schon Ashkin von ,innerzelluldrer Manipulation*
(Ashkin und Dziedzic, 1989), in dieser Arbeit wiirde es eher zweidimensionale
Translation oder Zell-Stimulation genannt werden. MacDonald et al. (2002)
fiihrten eher eine Assemblierung von Beads in 3D durch und Chiou et al.
(2005) gruppierten Zellen auf einer zweidimensionalen Fliche. Zwischen dem
hier vorgestellten Manipulator und dem bereits erwéhnten von Tanaka et al.
(2008) bestehen zumindest ansatzweise Gemeinsamkeiten, da bei letzterem
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5.6. Diskussion

Abb. 5.6.1.: Mechanische Stimulation eines Pflanzenprotoplasten.
Die markierte Zellorganelle wird mit einer optischen Falle
ausgelenkt. Nachdem die Falle abgeschaltet wurde, wird die
Organelle immer wieder in die Mitte der Zelle gezogen.
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5. Manipulation von Zellverbidnden in 3D

ca. 20pm grofle biologische Objekte rotiert wurden und Angriffspunkte
automatisch durch Bildverarbeitung bestimmt wurden. Allerdings macht die
Beschrankung auf Rotation parallel zur Bildebene deren Verfahren deutlich
einfacher. Erwiahnt werden sollte auch der Ansatz von Rodrigo et al. (2005).
Dabei wird die Methode des generalisierten Phasenkontrasts (generalized
phase contrast, GPC) verwendet, um einzelne Beads in drei Dimensionen
zueinander zu positionieren. Sie erlaubt es, Fallen in einem grofien Volumen zu
platzieren. Allerdings kénnen bei den notwendigen optischen Systemen hohe
Raumfrequenzen nicht iibertragen werden, wodurch die erzeugten optischen
Fallen eine viel schlechtere Qualitdt aufweisen. Deshalb konnte bisher auch
nur die Translation von einfachen Objekten wie Beads und einzelnen Zellen
gezeigt werden.

In der jlingeren Vergangenheit wurden zwei Verfahren publiziert, die als
Alternative betrachtet werden konnen. Torres-Mapa et al. (2011) zeigten,
wie Blastomere der Spezies Pomatoceros lamarckii bestehend aus 4 Zellen
und mit einem Durchmesser von ca. 60 um mit Hilfe einer optischen Falle
gehalten werden konnen. Die Fallenerzeugung und die optische Abbildung
erfolgten iiber ein 20x-Objektiv mit NA 0.5, was zwar einerseits grofle
Fallenauslenkungen erleichtert, aber andererseits die Auflésung begrenzt. Es
konnte zwar eine Rotation beobachtet werden, allerdings erfolgte diese zufillig
und war durch Inhomogenitéten des Brechungsindex bedingt. Die Fahigkeiten
mit Blick auf die 3D-Manipulation sind also begrenzt. Interessanter ist
die Moglichkeit, externe Molekiile durch Optoinjektion ins Innere des
Blastomers zu schleusen. Dafiir wurde der Fallenlaser in einen gepulsten
Modus umgeschaltet. Die Fahigkeit der Zellen zur Teilung blieb erhalten, auch
wenn sie mit 175 mW Laserleistung in der Fokalebene fiir 10 min gefangen
waren.

Das wahrscheinlich am weitesten entwickelte alternative Verfahren wurde
von Thalhammer et al. (2011) vorgestellt. Deren Versuchsaufbau verwendet
eine 10x-Objektivlinse mit niedriger NA von 0.25, um Fallen in einem grofien
Bereich von 2 x 1 x 2mm? platzieren zu kénnen. Optische Gradientenkrifte
kommen nur deshalb zustande, weil der Fallenlaser an der Oberseite der
Probenkammer reflektiert wird und so eine Art Doppelstrahlfalle erzeugt
wird. Zusétzlich kann die Probenkammer tiber ein seitlich angebrachtes
verspiegeltes Prisma von der Seite beobachtet werden. Wenn gewiinscht, kann
ein Objekt vor die Offnung einer Mikropipette bewegt und abgesaugt werden.

Mit diesem Aufbau gelang das Festhalten verschiedener Objekte mit bis zu
70 pm Durchmesser. Bei Doppelstrahlfallen wird die Intensitét des Fallenlasers
iber ein grofleres Volumen verteilt. Schéden, die durch nichtlineare
Photoeffekte ausgelost werden, diirften daher weniger wahrscheinlich sein.
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5.6. Diskussion

Es konnten optische Kréfte von 400 pN bei 500 mw Laserleistung in der
Fokalebene erzeugt werden. Das entspricht einer Manipulationseffizienz von
0.9 %. Es wird jedoch deutlich, dass — wie in Abschnitt 5.2.2 gezeigt —
eine Einstrahlfalle mit einer hohen NA erzeugt, viel Effizienter ist (1.5 %)
Trotz eindrucksvoller Ergebnisse wurde von Thalhammer et al. (2011) keine
Rotation gezeigt. Vermutlich reichen die geringeren Gradientenkrifte dafiir
nicht aus. Auflerdem sind wegen der niedrigen NA auch keine hochaufgelésten
Mikroskopaufnahmen moglich. Die spezielle, an der Oberseite verspiegelte
Probenkammer ist teurer und aufwéindiger in der Handhabung als ein
einfaches Sandwich aus Deckglidsern (wie in Abschnitt 3.4 beschrieben).

In einer spéteren Arbeit konnte dieselbe Gruppe ihr System noch erweitern,
indem sie der optischen Doppelstrahlfalle noch eine piezoelektrischen
Wandler hinzufiigte, der das Ausiiben akustischer Kréfte (Druckunterschiede)
ermoglichte. Objekte lieen sich so in periodischen Drucksenken sammeln und
in der Probenkammer nach oben und unten bewegen. Auflerdem konnten
gezeigt werden, dass sich Objekte mit einer optischen Falle manuell in zwei
akustische Potientialtopfe einsortieren lassen.

Der Vorteil akustischer Fallen besteht im geringen Energieeintrag und
der damit zu erwartenden geringeren Schidigung. Das kann sich vor allem
bei Versuchen, in denen Objekte iiber einen sehr langen Zeitraum gehalten
werden miissen, als wichtig erweisen. Allerdings sind akustische Potentiale
im Vergleich zu optischen Fallen oder den zu untersuchenden biologischen
Objekten sehr grol. Objekte konnen weder getrennt werden, noch ist eine
Rotation oder zumindest die Unterstiitzung einer Rotation moglich. Eine
ausreichende Anzahl effizient wirkender optischer Fallen, wie in Abschnitt
5.5.2 gezeigt, scheint aus Sicht der in dieser Arbeit erreichten Ergebnisse
vorteilhafter.

Ausblick Am experimentellen Aufbau und den Verfahren zur Fallenerzeu-
gung konnen einige Verbesserungen vorgenommen werden, die mit grofler
Wahrscheinlichkeit zu einer deutlichen Verbesserung des Systems fiithren.

Bei einem Umbau koénnte auf die Scanspiegel (SM) und die beiden
Linsen vor und hinter den Spiegeln verzichtet werden. Damit féllt zwar die
Option weg, ein Objekt schnell parallel zur Bildebene zu drehen, aber die
Abbildungsfehler, die die optischen Fallen verschlechtern, fielen geringer aus.
Noch wichtiger ist die Verwendung von Linsen mit groflerem Durchmesser im
SLM-Strahlengang, wodurch der Strahl des Fallenlasers nicht mehr seitlich
abgeschnitten wiirde, wenn Fallen weit jenseits der Fokalebene erzeugt
werden.
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5. Manipulation von Zellverbidnden in 3D

In Abschnitt 5.5.2 wurde das unerwiinschte optische Drehmoment als
Hauptursache fiir die Destabilisierung gefangener Zellverbédnde ausgemacht.
Da der SLM nicht nur das Positionieren von Fallen in 3D erlaubt, sondern
jeder Falle auch noch ohne Weiteres eine andere Form geben kann (Preece
et al., 2009), wére es sinnvoll, einer Falle wie in Abb. 5.5.4 links eine Neigung
entlang der Zellmembran zu geben und so das optische Drehmoment zu
reduzieren. Andererseits liefen sich optische Drehmomente unter Umstidnden
zur Unterstiitzung einer Rotation verwenden.

Bei der Verwendung von nicht selektiven Manipulationsstrategien kann die
Verwendung von Laguerre-Gaufischen Lasermoden (Simpson et al., 1998),
die durch die ringférmige Ausleuchtung der BFP erzeugt werden, die axiale
Fangkrafte erhohen und zu mehr stabilen Fangpositionen fiihren.
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6. Positionsbestimmung mittels
konjugierter
Fokalebenen-Interferometrie

6.1. Einfithrung

6.1.1. Parallele Positionsbestimmung in 3D

In Abschnitt 5.5.2 wurde bereits diskutiert, wie essentiell es ist, dass jede
Falle so an einem Objekt angreift, dass jene optischen Kréifte iiberwiegen,
die das Objekt in Position halten beziehungsweise in die gewiinschte
Richtung beschleunigen. Aufgrund der rdumlichen Ausdehnung einer Falle von
ca.l.lpm x 2.8 pm (vgl. Abschnitt 2.1.1) muss ein automatisch arbeitender
Manipulator jede einzelne Falle auf 100-200 nm genau platzieren kénnen. Die
Positionsbestimmung muss gleichzeitig fiir mehrere Fallen mdoglich sein, die
in einem dreidimensionalem Volumen verteilt sind. Es muss damit gerechnet
werden, dass untersuchte Objekte sehr inhomogen beziiglich der Verteilung
ihres Brechungsindex sind (vgl. Abb. 2.1.3).

In diesem Kapitel wird ein neu entwickeltes Verfahren beschrieben, das
wir als konjugierte Fokalebenen-Interferometrie bezeichnen. Es ermoglicht die
relative 3D-Positionsbestimmung von streuenden Objekten in mehreren Fallen
gleichzeitig.

FEin Spezialfall stellt die Positionsbestimmung von kleinen Kugeln aus Glas
oder Latex dar. Sie dienen einerseits oft als Kraftiibertrager oder als optisch
aktive Sonden. Anderseits eignen sie sich durch ihre regelméfiige Form sehr
gut als Referenz, um eine Technik mit einer anderen vergleichen zu kénnen.
Deshalb wird in diesem Kapitel auch explizit auf die Positionsbestimmung
von Kugeln eingegangen.

6.1.2. Vergleichbare existierende Techniken

Video-Tracking Beim Video-Tracking wird ein Abbild der Probenebene auf
einer Kamera ausgewertet, um die Position von Objekten zu ermitteln. Mit
gewissen Einschrinkungen ist das fiir mehrere Objekte gleichzeitig moglich.
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6. Positionsbestimmung mittels konjugierter Fokalebenen-Interferometrie

In seiner ausgereiftesten Form wird fiir die Auswertung eine Variante eines
holographischen Mikroskopie-Verfahrens (digital holographic microscopy oder
inline holography) herangezogen (Lee und Grier, 2007). Die zu untersuchende
Probe wird mit einem kohdrenten, kollimierten Strahl beleuchtet. Das
gestreute Licht interferiert mit der Beleuchtung und wird von der Kamera
aufgenommen. Da iiber die Beleuchtung als Referenz Informationen iiber
Phase und Intensitét auf dem Detektor vorliegen, kann rechnerisch auf das E-
Feld in der Probenebene (oder auch einer anderen Ebene) geschlossen werden.
Fiir eine exakte Positionsbestimmung in 3D ist es fiir die Rekonstruktion
unbedingt notwendig, die genaue Form und den Brechungsindex eines Objekts
zu kennen (Lee et al., 2007). Deshalb wird dieses Verfahren in der Regel nur
fiir die Positionsbestimmung von Beads eingesetzt.

BFP-Tracking Das back focal plane tracking ist ein Verfahren, dass fiir eine
prazise, dreidimensionale Positionsbestimmung von Beads verwendet wird, die
in einer optischen Falle gefangen sind (Rohrbach und Stelzer, 2002). Auch hier
handelt es sich um ein interferometrisches Messverfahren, wobei der Strahl,
der die optische Falle erzeugt, als Referenz dient. Das Interferenzmuster
wird in der hinteren Brennebene (BFP) eines Detektionsobjektivs mit Hilfe
einer Quadrantenphotodiode gemessen. Die Positionssignale, die auf diese Art
gewonnen werden, sind in Abb. 6.1.1 dargestellt (Rohrbach und Stelzer, 2002).
Die fiir diese Simulation verwendete Objektivlinse hat einen Offnungswinkel c,
fir den sin(a) = 0.9 gilt. Mit moderner Detektorelektronik sind Abtastraten
von 1 MHz und eine ortliche Auflésung im nm-Bereich mdoglich.

BFP-Tracking wurde bereits auch zur Positionsbestimmung einer
Zellmembran angewandt (Gogler et al., 2007), jedoch muss das System dafiir
unter den genauen Versuchsbedingungen fiir eine Stelle der Zellmembran
kalibriert werden.

6.1.3. Konzept der konjugierten Fokalebenen-Interferometrie

Der Begriff Fokalebenen-Interferometrie (FP-Interferometrie) legt zurecht
eine Verwandtschaft mit dem zuvor erwihnten BFP-Tracking nahe. Es
handelt sich ebenfalls um ein interferometrisches Verfahren, das denselben
Strahl fir Messung und Referenz verwendet (Einstrahl-Interferometer). Das
ist moglich, weil ein signifikanter Anteil des Fallenlicht die Probe ungebrochen
passieren kann.

Wiéhrend beim BFP-Tracking das Licht jeder Falle in einer reziproken
Ebene und damit iiber diese gesamte Ebene verteilt gemessen wird,
steht der Detektor bei der FP-Interferometrie in einer konjugierten Ebene
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6.2. Herleitung der Detektionssignale
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Abb. 6.1.1.: Simulierte Positionssignale eines 1 pm-Beads relativ zur Fokus-
Intensitdt ermittelt durch BFP-Tracking fiir Objektivlinsen
mit verschiedenen Offnungswinkeln «. Originalgraphik in
(Rohrbach und Stelzer, 2002).

(s.Abb.6.1.2). Die Intensitdtsmuster der einzelnen Fallen sind dadurch
weitestgehend unterscheidbar, wodurch eine Positionsbestimmung fiir jede
Falle moglich wird.

Da die Fallen iiber ein telezentrisches System auf den Detektor abgebildet
werden, ist die Intensitdtsverteilung einer leeren Fallen genau vorhersehbar.
Dies gilt insbesondere fiir die laterale Position, die Breite und die Symmetrie
der detektierten Lichtflecken. Befindet sich nun ein streuendes Objekt in einer
optischen Falle, fithrt das zu einer Anderung der Intensitéitsverteilung, iiber
die auf die Position des Streuers relativ zum Zentrum der Falle geschlossen
werden kann.

Bei der Herleitung der Detektionssignale wird héufig vom Abstand der
Detektorebene zum Fallenfokus die Rede sein. In der Praxis wird die
Detektorebene in Form einer CCD-Kamera physikalisch immer am selben
Ort bleiben und die Fallen werden in einem gewissen Abstand platziert.

6.2. Herleitung der Detektionssignale

6.2.1. Interferenz von Fallen- und Streulicht

E-Felder und Phasenfronten nahe eines Fallenfokus Die Situation, die im
folgenden beschrieben werden soll, ist in Abb. 6.2.1-a anschaulich dargestellt.
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6. Positionsbestimmung mittels konjugierter Fokalebenen-Interferometrie

D

FP BFP FP'

Abb. 6.1.2.: Konzeptioneller Vergleich des BFP-Trackings mit der FP-
Interferometrie. Wahrend beim BFP-Tracking das Licht
jeder Falle auf die gesamt hintere Brennebene (BFP) der
Detektionslinse verteilt wird, wird es bei der FP-Interferometrie
in ein konjugierte Ebene (FP’) abgebildet. Auf diese Weise
lisst sich eine Anderung der Intensitétsverteilung fiir jede Falle
getrennt detektieren.

Das E-Feld FE; eines fokussierten Fallenstrahls (blau) mit Gaussférmigem
Profil regt einen Streuer an, der wiederum ein E-Feld Ej (griin) aussendet,
das ndherungsweise einer Kugelwelle entspricht. Der Streuer befindet sich
an einer Position b = (bs,by,b,) relativ zum Fokuspunkt der Falle, der
im Ursprung des Koordinatensystems liegt. F; und F; interferieren und
erzeugen in einer Detektorebene, die in einem Abstand z; zum Fokus liegt,
eine charakteristische Intensitatsverteilung I;(x,y), iiber die auf die Position
des Streuers zuriick geschlossen werden soll (Abb. 6.2.1-b).
Mit Hilfe des Interferenzterms

1
I; = 5060 nm |E;i + E5|2

1 *
= Seconm (1B + B +2Re {BEL}) (6.1)
=1+ I+ Lis
kann die Intensitit an jedem Punkt r = (x,y,2z) in der Nidhe des

Fokus bestimmt werden. Die detektierbare Intensitit I; ergibt sich aus der
Uberlagerung von einfallendem Feld E; und gestreutem Feld Es (Hecht,
2005b). I lasst sich aufteilen in Intensitdtskomponenten fiir das einfallende
Licht I;, fir das gestreute Licht I; und fiir den Interferenzterm I;s, der
selbstverstiandlich nur in Kombination mit den anderen beiden auftritt und
auch negativ sein kann.
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6.2. Herleitung der Detektionssignale
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Abb. 6.2.1.: (a) Schematische Darstellung eines Gauflschen Laserfokus
(blau), der einen Streuer (griin) im Abstand b zum
Fokus anregt. Der Streuer strahlt eine Kugelwelle ab, die
mit dem einfallenden Licht interferiert. Die E-Felder E;
und E; des einfallenden und des gestreuten Lichts koénnen
fiir jede Position r nahe des Fokus berechnet werden. Es
sind exemplarisch ein einfallender k; und ein gestreuter kg
Wellenvektor eingezeichnet. Die durchgezogenen Linien stellen
die Phasenfronten dar. Auf einem Detektor kann die 2D-
Intensitatsverteilung in einem Abstand z; zum Fokus gemessen
werden. (b) In einer Detektorebene im Abstand z; zum
Fokus bildet sich eine Intensitatsverteilung I(x,y) aus, die
im wesentlichen um einen Interferenzanteil I;; von jener des
einfallenden Lichts I; abweicht.

123



6. Positionsbestimmung mittels konjugierter Fokalebenen-Interferometrie

Gauss-Strahl Fiir die Beschreibung des einfallenden Strahls, der den
Fallenfokus erzeugt, wird das Modell des Gauf-Strahls verwendet (Saleh
und Teich, 2007). Eigentlich gelten die Ndherungen, die mit diesem Modell
einhergehen, nur fiir paraxiale Strahlen und nicht fiir solche, die durch eine
Objektivlinse stark fokussiert werden. Allerdings entspricht die Beschreibung
der Phasenfronten, die fiir die interferometrische Detektion von zentraler
Bedeutung sind, in hinreichendem Mafle der Realitét.
Das einfallende Feld an einem Ort r = (z,y, z) wird durch

w 22 42 22 42
Ei(r) = Ey ” ((;) exp [—w;(f)] exp l—zkz —1k 2]:(3) + ’LC(Z)} (6.2)
———

Amplitude Strahlverbreiterung Phase

beschrieben. An der Stelle z = 0 hat der Strahl seine schmalste Stelle, an der
die Strahlbreite 2wq betragt. Diese charakteristische Grofe lédsst sich bei einem
beugungsbegrenztem Strahl durch wy = ﬁ%& berechnen, wobei NAgy, die

numerische Apertur der Objektivlinse beschreibt. Entlang der optischen Achse

2
andert sich die halbe Strahlbreite gemafl w(z) = wgy/1 + (%) . Hier kommt

mit der Rayleigh-Lénge zg = % eine weitere charakteristische Grofle ins
Spiel.

Der erste Faktor bestimmt die Amplitude des E-Feldes entlang der z-Achse.
Der zweite Faktor ist eine rein reale Exponentialfunktion und bertiicksichtigt
die Verbreiterung des Strahlprofils.

Der komplexe dritte Faktor beschreibt die Phase des E-Feldes und ist fiir die
Interferenz von besonderer Bedeutung. Die Besonderheit eines Gauf3-Strahls
findet sich in der Beriicksichtigung des Kriimmungsradius der Phasenfront
R(z) =z (1 + (%0)2> und des Gouy-Phasenshifts ((z) = arctan(z/z,) wieder.
Letzterer bewirkt im Vergleich mit einer ebenen oder Kugelwelle, dass die
Felder bei z = 0 zwar in Phase sind, fiir z — +oo aber einen Phasenschub
von +7/2 vorliegt. Es wird sich zeigen, dass der Gouy-Phasenschift fir die
axiale Positionsbestimmung von zentraler Bedeutung ist.

Streufunktion Das einfallende Feld regt den Streuer an, der sich an
Position b befindet (Abb.6.2.1). In Abschnitt 2.1.1 wurde in Zusammenhang
mit optischen Streukréiften erldutert, dass das gestreute Feld Es durch
Streufunktionen bestimmt werden kann.

Auch an dieser Stelle wird wieder angenommen, dass es sich um
einen kleinen, kohérent streuenden Rayleigh-Streuer handelt, dessen
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6.2. Herleitung der Detektionssignale

2

Polarisierbarkeit o = 3%% (m = ns/n,,) betragt. Fiir die Detektion ist
nur das vorwirts gestreute Licht von Bedeutung (Streuwinkel § = 0), wodurch
eine einzige Streufunktion S; = %ﬁ’ras fiir beide Polarisationen verwendet

werden kann.

Intensitdt des Interferenzterms Das gestreute Feld an einer beliebigen
Position r

Es(r,b) = (S1-0(r —b) Ei(r)) x h(r — b)

e—tklr=b] (6.3)
) 1k |r — b
kann nun berechnet werden, indem das einfallende Feld mit einem Diracschen
Deltaimpuls multipliziert, mit der Streufunktion gewichtet und anschlieBend

mit dem Propagator im Ortsraum (vgl. Glg. 2.26) gefaltet wird.
Auf Basis des exakten Ausdrucks fir E;E?

= S Ei(b

Ei(r) - Es(r,b)* =

2, .2 2., .2
exp l_xw;(_zy) ] exp [—zkzz —zk‘zlg—(j) —I-ZC(Z)]
2

wo
E
Cw(z)

1k o wo b2+ b2 b2 + b2
° E - kb, +1k Y — (b,
i 0w O Tt | P R O
e7,I<:|r—b|
— (6.4
x —1k |r — b| (64)
kann die Intensitit des Interferenzterms I;s; = 2Re{E;E!} ermittelt

werden. Sie wird im Folgenden fiir die nummerische Berechnung der
Intensitatsverteilung in einer Detektorebene verwendet.

6.2.2. Intensitatsverteilung in einer Detektorebene

Exakte Berechnung In Abb.6.2.2 sind beispielhaft die Verteilungen von
Iis(x,y) und I;(z,y) zu sehen, wie sie sich aus einer Berechnung mit Glg. 6.4
ergeben. Dabei wird von einem Streuer mit Brechungsindex ns = 1.47 und
Volumen V, = 4/37 (0.5 um)* in Wasser (n,, = 1.33) als umgebendem Medium
ausgegangen, der an einer Position b = (0.251um,0,0.1 pm) platziert ist.
Die Detektionsebene, in der die Intensitétsverteilung betrachtet wird, liegt
bei z = zg = 20pm. Die nummerische Apertur der Objektivlinse betragt
NAor, = 1.2 und die Wellenldnge Ay = 1.064 pm.
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6. Positionsbestimmung mittels konjugierter Fokalebenen-Interferometrie
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Abb. 6.2.2.: Berechnung der Intensitdt in einer Detektorebene.
Interferenzanteil I;s (a) und Gesamtintensitét I (b) fiir einen
Streuer bei b = (0.251um,0,0.1 pm). Iy wird entgegen der
Richtung der lateralen Auslenkung des Streuers verschoben.
Die Intensitdtswerte sind in beiden Teilbildern mit dem
Maximalwert des einfallenden Lichts I; ;,q; normiert.

Es ist deutlich zu erkennen, dass eine Auslenkung des Streuers in
positive x-Richtung eine Verschiebung der Gesamtintensitit in negative x-
Richtung fiihrt, wihrend die Verteilung in y-Richtung davon unberiihrt bleibt
(vgl. Abb.6.2.2-b). Noch deutlicher wird das Phanomen bei Betrachtung
des Interferenzanteils (vgl. Abb.6.2.2-a), der in positiver x-Richtung einen
negativen Beitrag zu I; leistet. Alle Werte sind mit dem Maximalwert des
einfallenden Lichts I; ;,q; normiert, um die Gréenordnung besser sichtbar zu
machen.

N&dherung Die Verteilung von I;s und damit auch von I; kann analytisch
besser verstanden werden, wenn man an Glg. 6.4 einige Naherungen vornimmt.
Eine notwendige Annahme besteht darin, lediglich Orte mit einem Abstand
von einigen Wellenlingen zum Fokus zu betrachten (|z|] > )). Diese
Einschrankung ist insofern legitim, als das Detektionsverfahren ohnehin nur
anwendet wird, wenn Falle und Detektorebene einen gewissen Mindestabstand
voneinander haben. Darauf wird spédter noch genauer eingegangen.

Unter dieser Annahme gilt fir einen Gauf-Strahl, dass die halbe
Strahlbreite w(z) =~ k:2 =~ sich linear mit z verédndert und die Phase ((z) ~
5 sgn(z) der Phase eines Kugelstreuers um 7/2 vor- oder nacheilt, je nachdem
ob sich der Detektor vor oder hinter dem Fallenfokus befindet. Die Phase
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6.2. Herleitung der Detektionssignale

des interferierenden Feldes wird durch den Einfluss des Streuers nur sehr

2 2
wenig gekriimmt (exp {z k;”g&i’)} ~ 1) und die Amplitude des E-Feldes hangt

mafgeblich von z ab (Jr — b| = z).
Glg. 6.4 kann dann in einem ersten Schritt zu

Ei(r) - Es(r,b)* =~

ko wi 22 + o2 b2 + b2
_ B2 s 0 Ty e Ty
O 47 222w(b,) P [ w?(z) P w?(b,)
2 2
X exp |f (k: (z — J;I;_(j) +b,+|r— b]) + gsgn(z) - C(@))] (6.5)

vereinfacht werden. Nach Extraktion des Realteils kann mit Hilfe von
etwas Trigonometrie (sin(y¢) = cos(7/2 — ), sin(p) = —sin(—¢)) und des
Kosinussatzes |r — b|> = [r|* + |b|> — 2r b der Interferenzterm abschlieBend
mit

o Kas  wh exp _x2+y2_b326—|—b32/
O 4r 22w(b,) w?(z)  w?(by)

o ny v o)
xsin |k|z4+ == —b,—Vr2+b>—-2rb | +((b,)| (6.6)

2 R(z)

sgn(z)

genahert werden.

Betrachtet man nun Glg. 6.6 kann die Intensitétsverteilung I;s(x, y) in einer
Ebene bei z (siehe Abb.6.2.2-a) gut nachvollzogen werden. Die Modulation
der Intensitdt erfolgt vor allem durch den Sinus-Term. Das Vektorprodukt
r-b=uxb,+yb, + zb, erklirt, warum eine laterale Auslenkung des Streuers
in x-Richtung zu einer Anderung der Intensitit in der Detektorebene in
derselben Richtung fithrt. Alle anderen Summanden im Argument der Sinus-
Funktion sind rotationsymmetrisch um den Ursprung.

Zu einer Anderung der Intensitit bei axialer Auslenkung des Streuers
b, tragen mehrere Summanden im Argument der Sinus-Funktion bei. Den
grofiten Einfluss hat jedoch der Gouy-Phasenshift ((b,) = arctan(bz/z),
dessen Arctan-Funktion sich um b, = 0 stark verdndert.

In den meisten Fillen trégt der reine Streuterm I[Ig nur einen sehr
kleinen Teil zur Gesamtintensitat I; bei. Fur diese kann in einem letzten
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6. Positionsbestimmung mittels konjugierter Fokalebenen-Interferometrie

Néaherungsschritt
Iy~ I; + Ijs

angenommen werden.

6.2.3. Positionssignale

Die Verdnderung der zweidimensionalen Intensitétsverteilung auf dem
Detektor in Abhéngigkeit der Streuerposition b und des Abstands der Falle
vom Detektor z4 soll nun quantifiziert werden, um eine Signalgréfie zu
erhalten, die die Streuerposition moglichst eindeutig wiedergibt. Die Signale
fiir laterale und axiale Auslenkungen werden dabei auf unterschiedliche Art
ermittelt.

Wie bereits gezeigt wurde, filhrt eine laterale Auslenkung eines Streuers
zu einer Verschiebung der Intensitét auf dem Detektor. Diese kann durch
die Bestimmung des Intensitdtsschwerpunkts erfolgen. Das Signal, das die
Auslenkung in x-Richtung wiedergibt, lautet dann

Sz(b,zd)Z//Qx'Id(ﬂ?,yvzd,b) dﬂ?dy///ﬂfd(x,y%d,b) dx dy, (6.7)

wobei hier die kreisformige Fliche Q : 22 + y?> < R? ausgewertet wird,
die durch einen Detektionsradius R bestimmt wird. s, hidngt aber aufler der
Streuerposition noch vom Detektorabstand z; ab und hat die Einheit m. Das
y-Signal kann analog ermittelt werden.

Das Signal fiir eine axiale Auslenkung eines Streuers wird auf eine andere
Art ermittelt. Wiirde ein Streuer nur entlang der optische Achse ausgelenkt
werden, wire der Wert von 14(0,0,z;) bereits aussagekraftig genug. Jede
laterale Auslenkung wiirde dieses Signal aber stark beeinflussen. Deshalb wird
die Intensitét ebenfalls iiber die Fliche (2 integriert und als z-Signal

sz(b,zd):/llfd(x,y,zd,b) dx dy (6.8)

verwendet. s, hat die Einheit einer Intensitéit!, also W/m?.

Die in Glg.6.7 und 6.8 eingefithrten Signale fiir laterale und axiale
Auslenkungen haben beide den Nachteil, dass sie vom Abstand z; einer
Falle vom Detektor abhdngen. Dieser Abstand ist jedoch immer bekannt.
Es liegt also nahe, Signalgréfien zu verwenden, die diesen Abstand bereits
berticksichtigen.

Lauch hier eigentlich Bestrahlungsstérke
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6.3. Experimentelle Bestimmung der Positionssignale eines 1 pm-Glasbeads

In Abschnitt 6.2.2 wurde bereits darauf hingewiesen, dass sich die Breite
eines Gauf-Strahls ungefihr gemafl w(z) = ,ijo verandert. Die Position
des Intensitatsschwerpunkts, den s, (b, z4) ausdriickt, wird also ebenfalls mit

w(zq) skaliert. Es kann also ein gewichtetes laterales Signal

Sz(b) = sz(b, 24)/ 24 (6.9)

definiert werden, das unabhéngig von z; und dimensionslos ist.
Das axiale Signal s, ist nicht nur abhédngig von zg, sondern auch von der
Sensitivitdt des Detektors. Deshalb wird mit

Sz(b) = (SZ(b7 Zd) - SZO) /320 (610)

die relative Anderung von s, herangezogen, um eine vergleichbare Grofe fiir
unterschiedlich platzierte Fallen und unterschiedliche Detektoreinstellungen
zu erhalten. s,0 = s.(b = (0,0,0),z4) entspricht dem axialen Signal eines
kleinen Streuers, der exakt im Fallenzentrum positioniert ist. Das gewichtete
aziale Signal S, ist ebenfalls dimensionslos.

In Abb.6.2.3 sind die berechneten Positionssignale dargestellt, die fiir die
Auslenkung einer Glaskugel (ns = 1.47) mit 1pm Durchmesser in Wasser
(nm = 1.33) aus dem Zentrum eines Fallenfokus (NAgr, = 1.2, \g = 1.064 pm)
entstehen. Der Abstand der Falle zum Detektor betrigt z; = 20 nm. Es sind
sowohl die Signale, die aus einer exakten Berechnung von I; hervorgehen, als
auch jene aus der gendherten Berechnung dargestellt.

Das laterale Signal S, ist symmetrisch und bei den gegebenen
Streuereigenschaften in einem Bereich von b, = —0.3pm...0.3pm um den
Fallenfokus herum eindeutig. Fiir Auslenkungen |b,| > 1pm ist kein Signal
mehr detektierbar. Wird das Positionssignal mit der oben beschriebenen
Néherung berechnet, ist die Amplitude etwas stérker ausgepragt.

Das axiale Signal S, ist in einem Bereich b, = —0.4pm ... 0.6 pm eindeutig.
Im Gegensatz zur Ndherung ist das exakt berechnete Signal um b, = 0.1 pm
vom Ursprung verschoben. Der Unterschied hat seine Ursache vor allem in
der Vernachlédssigung des reinen Streuterms I;.

6.3. Experimentelle Bestimmung der Positionssignale
eines 1 pm-Glasbeads

Nach der theoretischen Herleitung der Intensitétsverteilungen und Positions-
signale in Abschnitt 6.2 wurde diese experimentell iiberpriift. Der verwendete
experimentelle Aufbau ist en detail in Abschnitt 3.2 beschrieben. Es gilt vor
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Abb. 6.2.3.: Berechnete gewichtete Detektionssignale S, (b,) (a) und
S:(b;) (b) in Abhéngigkeit der Position einer Glaskugel mit
1pm Durchmesser. Die Bereiche, in denen sich ein Signalwert
eindeutig einer Auslenkung zuweisen ldsst, ist blau hinterlegt.
Bewegt sich ein Streuer nur in eine Richtung, ist die Position
lateral bis 1 pm feststellbar.
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Abb. 6.3.1.: (a) Dreidimensionale Verteilung von sechs optischen
Fallen (nummerierte blaue Punkte). Ein 1pm Glasbead
(schwarzer Punkt) wird auf einem méanderférmigen Pfad in
einer Ebene durch den Fallenfokus bewegt. (b) Intensitéts-
verteilung des Fallenlichts auf der Detektorkamera. Der
Bereich (gelber Kreis), der zur Positionsbestimmung fiir jede
Falle ausgewertet wird, wird durch die Position der Falle und
den Detektionsradius R bestimmt. Es wird eine logarithmische
Farbskala verwendet. Der eingezeichnete Mafistab gilt fiir die
Probenebene, fiir die Detektorebene muss mit Mccpe = 20
multipliziert werden.

allem zu beachten, dass die gemeinsame Brennebene der Objektivlinse (OL)
und der Detektionslinse (DL) - die Probenebene (FP) - mittels einer telezen-
trischen Abbildung auf die Detektionskamera (CCD2) abgebildet wird. Das
bedeutet also, dass der Abstand z4 einer Falle zur Detektionsebene, so wie er
im vorigen Abschnitt verwendet wurde, einfach dem Abstand zur Probenebe-
ne und damit der z-Koordinate einer Falle entspricht.

Dreidimensionale Fallenverteilung Die optischen Fallen wurden fiir diesen
Versuch in einer Art und Weise platziert, wie es in einem Szenario zur
Rotation eines Zellverbandes mit ca. 80 pm Durchmesser notwendig wére.
Sechs optische Fallen waren gleichméflig auf der Oberfliche einer Kugel
(Radius 40 pm) verteilt, so wie es in Abb. 6.3.1-a dargestellt ist.

Fine Suspension von Glaskugeln mit einem Durchmesser von 1pm
und einem Brechungsindex von n,, = 147 in 0.1-molarer NaCl-Losung
wurde in eine Probenkammer (vgl. Abschnitt 3.4) injiziert. Nach kurzer Zeit
adhérierten viele Beads aufgrund der Oberflichenladungen am Boden der
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Kammer. Brechungsindex und Dicke des Deckglaschens, das als Boden diente,
wurden von der Objektivlinse korrigiert und hatten daher keinen signifikanten
Einfluss auf die Verteilung des Fallenlichts.

Eines der adhérierten Beads wurde mit Hilfe des Piezotischs (PI) auf
einem méaanderférmigen Pfad durch einen der sechs Fallenfoki bewegt, so
wie es fiir eine Falle in Abb.6.3.1-a schematisch dargestellt ist. Fir jede
Beadposition b wurde eine Intensitatsverteilung I; auf der Detektorkamera
(CCD2) gespeichert und geméaf den Gleichungen 6.9 und 6.10 ausgewertet. Da
die Probenebene (FP) durch ein telezentrisches System in die Detektorebene
abgebildet wird, kénnen Koordinaten leicht mit Hilfe der Vergroflerung
Meocp2 = 20 umgerechnet werden.

Ein Beispiel fiir eine Intensitatsverteilung auf der Detektorkamera ist in
Abb.6.3.1-b zu sehen, wobei es sich um genau jene sechs Fallen handelt,
die in Teilabb.6.3.1-a eingezeichnet sind. Die Intensitdtswerte sind mit
einer logarithmischen Farbskala kodiert, um den gesamten Wertebereich gut
sichtbar zu machen. Fiir jede Falle wurde der mit einem gelben Kreis (Radius
R = 6.9 pm) markierte Bereich ausgewertet. Das Zentrum jedes Kreises ist
allein durch die Fallenpositionen eindeutig festgelegt. Es féllt auf, dass das
Licht der Fallen 1 und 6 stark interferierte. Dennoch war die Extraktion von
Positionssignalen moéglich, wie im Laufe diesen Abschnitts zu sehen sein wird.

2D-Intensitatsverteilung In der oberen Hélfte der Abb.6.3.2 ist Iy(x,y) fir
Falle 5 aus Abb.6.3.1 zu sehen, welche einen Abstand von z; = 20 pm von
der Detektorebene hatte. Diese Intensitétsverteilung entstand bei den beiden
Beadpositionen b = (0, 40.25 pm, 0), also einer reinen lateralen Auslenkung in
y-Richtung. In der unteren Hélfte sind die gemessenen Intensitétsverteilungen
fiir eine leere Falle (was I;(x,y) entspricht) subtrahiert worden. Man erhélt
dadurch den genéherten Interferenzanteil I;s(x,y) aus Absatz 6.2.2.

Mit Blick auf die rechnerischen Werte, wie sie in Abb.6.2.2 zu sehen
sind, ist bei den gemessenen Werten eine vergleichbare Verschiebung
der Gesamtintensitdt I; zu erkennen. Auch die Maximalwerte des
Interferenzanteils I;s bewegen sich in der gleichen Gréfienordnung.

Die leichte Asymmetrie des abgebildeten Lichtflecks hat ihre Ursache
darin, dass die Scanspiegel (SM) die Polarisationsrichtung des Fallenlichts
um ein Stiick drehen (Anzolin et al., 2010). Dadurch werden die x- und y-
Komponenten der E-Felder von den im Strahlengang folgenden Farbteilern
nicht mehr zu genau gleichen Anteilen reflektiert. Dieser Effekt koénnte
vermieden werden, indem das Fallenlicht hinter dem SLM mit Hilfe einer
A/a-Platte zirkular polarisiert wird.
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Abb. 6.3.2.: Gemessene Detektor-Intensitétsverteilung I;(x,y) einer
Falle bei 2z = 20pum und einer Auslenkung eines 1pum-
Glasbeads um b, = 40.25 pm auf der Kamera CCD2. Durch
Subtraktion von I;(z,y) kann die Verteilung I;s(x,y) ermittelt
werden. Alle Intensitdtswerte sind mit dem Maximalwert
von I; normiert. Die lateralen Koordinaten (z,y) =
(xcep2, yoepz)/Mccpe wurden zur besseren Vergleichbarkeit
mit den berechneten Werten in die Probenebene umgerechnet.
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Falle Nr. ) ® ® @ ® ®
zg (nm) || -33.6 | -20 | -6.7 | +6.7 | +20 | +33
SNRg, 12.4 | 57.8 | 44.8 | 15.8 | 32.4 | 33.4
SNRg, 8.3 |333] 5.1 58 | 6.9 | 14.0

Tab. 6.1.: Signal-Rausch-Verhéltnis von Sy und S, fiir die Positionsbe-
stimmung eines Beads in einer Falle an verschiedenen Positionen
mit Absténden z4 von der Fokalebene der Objektivlinse.

2D-Positionssignale Die lateralen und axialen Positionssignale fiir alle sechs
Fallen sind in den Abbildungen 6.3.3 bis 6.3.5 dargestellt. Es sind immer die
Signale fiir die beiden Fallen zusammengefasst, die wihrend der Messung den
gleichen Abstand zur Detektionsebene hatten.

Die lateralen Positionssignale Sy (b,) zeigen eine ausgepriagte Symmetrie in
y-Richtung. Eine Auslenkung in positive y-Richtung fiihrt - wie erwartet -
zu einem negativen Signal und eine Auslenkung in negative y-Richtung zu
einem positiven Signal. Dieser Zusammenhang ist iiber einen ausgedehnten
Bereich in z-Richtung giiltig. Im Falle von |z4| = 6.7 pm reicht dieser Bereich
ungefahr von b, = —2pm. ..+ 2 pm, fiir grofere |z4| ist der verfiigbare laterale
Wertebereich noch grofler.

Das axiale Positionssignal S, (b,) hat fur die verschiedenen Fallenpositionen
eine unterschiedliche Qualitdt. Wahrend das Signal fiir die Falle bei

zg = 20pm symmetrisch um b, = 0 ist und ein gutes Signal-Rausch-
Verhéltnis (SNR) besitzt (siehe Tab.6.1), ist das Signal fiir die Falle bei
zg = 6.7pm asymmetrisch (fast keine negativen Signalwerte) und geht

fast im Hintergrundrauschen unter. Das Signal-Rausch-Verhéltnis entspricht
hier dem Verhéltnis des Signalmaximums zur Standardabweichung des
Hintergrundrauschens.

Das schlechte Signal-Rausch-Verhéltnis fir kleine |z4| hat seine Ursache
im begrenzten Dynamikbereich der Detektorkamera. Die fir diesen
Versuch verwendete Kamera hatte einen Wertebereich von 0...2'2. Die
Belichtungszeit wurde automatisch so gewahlt, dass dieser Wertebereich
zu 90% ausgenutzt wird, damit Intensitatsdnderungen noch zuverlassig
detektiert werden konnten. Je néher eine Falle an der Objektebene platziert
wird, d.h. je kleiner |z4|, desto mehr konzentriert sich die Gesamtintensitit
einer Falle auf einer kleinen Fldche der Kamera. Das hier beschrieben
Detektionsverfahren wird deshalb schlechter, je nédher eine Falle an der
Probenebene platziert wird.

Beziiglich der Asymmetrie des axialen Signals muss mit Blick auf Glg. 6.6
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Abb. 6.3.3.: Laterale und axiale Positionssignale eines 1pm-Beads
ermittelt durch 2D-Scans durch die Fallen bei z; = —6.71um
und zg = +6.7 pm.

135



6. Positionsbestimmung mittels konjugierter Fokalebenen-Interferometrie

sy/ Zy (sz - s10) / Sz0
8_ T T T 7 0_08 8_ T T T T T i 0.60
0.06 0.45
6 - 6 :
0.04 0.30
g 4t i 0.02 4t o 0.15
®©3| g T
28| 2 0.00 3 0.00
© N o) i ~ ol i
EER Y —0.02 | *° -0.15
o { W -0.04 ol { | -0.30
—0.06 -0.45
-2} 1 —2} ]
. . . —0.08 L | —0.60
—2-10 1 2 3 —2-10 1 2 3
b, (um) b, (um)
T T T T T T 0.08 ! ! ! ! :
4t - 4 ‘ > '.-
0.06 e " 0.45
2 .0 . ' i
2F 1l 0.04 ' .( ’ i 0.30
|
’
£ of 11002 A Ao
© 3| E B )
2| 2 0.00 2 v q 0.00
® g | & -2} . Q' -2F " .
S ~0.02 ' WU o018
i
—4r 1 @ -0.04 i " 1 -0.30
AL
—-0.06 . —-0.45
—6} ] —6‘ =
S >5-10 1 o 008 —3-2-10 1 2
by (um) by (pm)

Abb. 6.3.4.: Laterale und axiale Positionssignale eines 1 pm-Glasbeads
ermittelt durch 2D-Scans durch die Fallen bei zg = —20 pm und
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Abb. 6.3.5.: Laterale und axiale Positionssignale eines 1 pm-Glasbeads
ermittelt durch 2D-Scans durch die Fallen bei z5 = —33.51m
und zg = +33.5 um.
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festgestellt werden, dass der Interferenzterm nicht nur von b, sondern auch
von z bzw. z; abhéngt. Es wére moglich, dass sich die Sinus-Funktion fiir
bestimmte, periodisch wiederkehrende z; einem Extremum néhert und sich
I;s nur in eine Richtung signifikant &ndert.

Linienprofil der Positionssignale Aus den 2D-Positionssignalen der
Abbildungen 6.3.3 bis 6.3.5 werden nun Linienprofile extrahiert, um die
Signale fiir alle sechs Fallen besser vergleichen zu kénnen. Dabei wird fiir
Sy(by) der Bereich b, = —1pum...+ 1pum gemittelt, fiir S,(b,) der Bereich
by = —lpm... + 1lpm. Die daraus resultierenden Linienprofile sind in
Abb.6.3.6 dargestellt. Dabei wird der Verlauf der axialen Signale durch
Regressionsfunktionen der Form S,(z) = a — b (z — ¢) exp(— (z — ¢)? /d)
verdeutlicht (a, b, c,d € R).

Es ist gut zu erkennen, dass das laterale Signal S, = sy/z; eines Beads
fir alle Fallen sein Maximum bei b, ~ —0.5pm und sein Minimum bei
by ~ 0.5um hat, unabhéngig vom Abstand zur Probenebene z;. Betrachtet
man die Kurve der Falle bei z; = 20 pm und vergleicht sie mit der rechnerisch
ermittelten aus Abb. 6.2.3, lisst sich eine gute Ubereinstimmung feststellen.
Das betrifft sowohl die Signalamplitude als auch den eindeutigen Bereich
zwischen Maximum und Minimum.

Allerdings ist auch ein Zusammenhang zwischen der Amplitude des
lateralen Signals und z; festzustellen, auf dessen Ursache bisher noch nicht
eingegangen wurde. Obwohl der Lichtfleck auf der Detektorkamera mit
wachsendem |z4| immer grofler wird, bleibt der Detektionsradius in der oben
beschriebenen Auswertung konstant bei R = 6.9 pm. Der Grund fiir den fixen
Radius ist technischer Natur und kann durchaus umgangen werden. Durch
eine individuelle Wahl von R in Abhéngigkeit von zg4 sollten die Unterschiede
in den Signalamplituden stark reduziert werden kénnen.

Der Verlauf des axialen Signals S, = (s, — s.0) /S.0 weist fiir unterschied-
liche z4 deutlich groflere Unterschiede auf. Zum einen unterschieden sich die
Sensitivitdten um b, = 0 herum deutlich voneinander. Zum anderen ist der
eindeutige Wertebereich unterschiedlich gro8 und teilweise nicht symmetrisch
um b, = 0. Die Signalamplitude ist im Vergleich mit dem berechneten Wert
bei zg = 20 pm nur etwa halb so grof.
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Abb. 6.3.6.: Gemittelte Linenprofile der lateralen (oben) und axialen
(unten) Positionssignale fiir sechs verschiedene Fallen an
unterschiedlichen z-Positionen.
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6.4. Detektion von Zellmembranen

6.4.1. Abtasten eines Zellverbandes jenseits der Fokusebene der
Objektivlinse

In Abschnitt 6.2 wurde hergeleitet, wie die Position eines einzelnen kleinen
Streuers in einer optischen Falle zu einem lateralen und einem axialen
Positionssignal fiihrt. Untersucht man hingegen ein grofleres, ausgedehntes
Objekt mit einer beliebigen Brechungsindex-Verteilung wie z. B. eine Zelle,
muss dieses Modell iibertragen werden. Analog zu Abschnitt 2.1.2, in dem die
optische Kraft auf biologisches Material erdrtert wurde, kann das gesamte
Volumen eines Fallenfokus auch als ein streuendes Volumen betrachtet
werden, der - je nach Verteilung des Brechungsindex - um einen Vektor b
zum Fallenzentrum versetzt ist.

In Abb.6.4.1-a ist das Durchlichtbild eines kleinen Zellverbandes aus drei
RH-30-Zellen zu sehen. Die Querschnittebene dieser Zellen befindet sich
20 pm tber der Fokalebene der Detektionslinse und wird daher nicht scharf
abgebildet. In dieser Situation wére es nicht moglich, Angriffspunkte allein
aus dem Durchlichtbild zu bestimmen (wie in Abschnitt 2.1.3), an denen der
Zellverband effizient mit optischen Kréften bewegt werden kann.

In einer solchen Situation kann dafiir aber die Fokalebenen-Interferometrie
verwendet werden, indem ein Bereich der Probe mit einer optischen Falle
abgetastet wird. Um das zu zeigen, wurde der Zellverbund mit Hilfe des
Piezotischs in diskreten Schritten auf einem 1 pm-Raster durch eine optische
Falle bewegt, die bei r = (0,0, 20 um) platziert war. Ein Durchlichtbild dieser
Ebene ist als Referenz in Abb. 6.4.1-b zu sehen. Fiir jeden Rasterpunkt wurden
die Detektionssignale ermittelt und gespeichert.

Vor allem um eine bessere Visualisierung zu ermoglichen, soll mit

S (b) = /S2(b) + S2(b) (6.11)

ein richtungsunabhéngiges laterales Signal eingefiihrt werden. In Abb. 6.4.1-c
ist S| fiir die beschriebene Rasterung farblich kodiert aufgetragen.

In Abb.6.4.1-f ist ein Teilbereich des Zellverbandes abgerastert worden,
wobei die Rasterpunkte einen Abstand von nur noch 0.5pm hatten. Die
Bildteile -d und -e zeigen die entsprechenden Durchlichtbilder. Es ist deutlich
zu sehen, dass sich mit diesem Verfahren auch kleine lokale Anderungen
des Brechungsindex weit jenseits der Fokalebene des Detektionsobjektivs
detektieren lassen. Strukturen innerhalb der Zellen und vor allem die
Zellmembranen lassen sich eindeutig erkennen.
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Abb. 6.4.1.: Vergleich von Durchlichtbild und FP-
interferometrischem Rasterbild. (a) Durchlichtbild
eines defokusierten Zellverbandes. (b) Durchlichtbild einer
Ebene desselben Zellverbandes 20 pm iiber (a). Diese Ebene
wird mit Hilfe der optischen Fallen abgetastet. (c) Laterale
Signale S| gewonnen aus einer Abtastung (Rasterschritte
1pm) des Zellverbandes in (a) mit einer Falle, die zg = 20 pm
iiber der Durchlicht-Bildebene platziert ist. (d-f) VergroBerung
des in (a) markierten Bereichs. Die Abtastung folgt hier einem
feineren Raster mit einer Schrittweite von 0.5 pm.
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Abb. 6.4.2.: Vektorielle Darstellung der lateralen Signale S,. Das
Detektionsverfahren erlaubt eine prazise Identifizierung von
Zellmembranen und eine Prognose der x- und y-Komponenten
einer optischen Gradientenkraft. Der rechte Bildteil zeigt einen
Ausschnitt des abgerasterten Bereichs, in dem alle drei Zellen
in Kontakt sind. Der Verlauf der Zellmembranen ist deutlich
zu erkennen. Die Signalvektoren stehen senkrecht auf den
Zellmembranen und ihr Betrag ist proportional zur ausiibbaren

Gradientenkraft S| (b) o« Fgraq(b).

Eine weiterer, signifikanter Mehrwert des Raster-Detektionsverfahrens
besteht darin, dass fiir jeden abgetasteten Punkt eine Richtungsinformation
gewonnen wird, die durch den lateralen Signalvektor

S (b) = < ‘;‘:EE? ) (6.12)

ausgedriickt wird. In Abb.6.4.2 ist die Richtung der Vektorpfeile durch S
definiert, das Ende der Pfeile liegt auf dem Rastermesspunkt und ihre Farbe
ist durch S| = |S| gegeben.

In dieser Darstellung wird offensichtlich, dass sich Strukturen wie
Zellmembranen sehr gut identifizieren lassen, weil sich die Richtung der
Signalvektoren stark dndert. Es konnen auch Membranen zwischen Zellen,
die im Durchlichtbild nur schwer zu erkennen sind, ohne Probleme detektiert
werden. S| steht in der Regel senkrecht auf der Zellmembran, da in dieser
Richtung der Gradient des Brechungsindex grof8 ist, parallel zur Membran
hingegen klein.

142



6.4. Detektion von Zellmembranen

Der Reiz des Verfahrens liegt darin, dass in Bezug auf die Lichtstreuung fiir
das Entstehen das Detektionssignal die gleichen Mechanismen wirken wie fiir
das Entstehen einer optischen Gradientenkraft. Die Verwendung des Signals
zum Aufspiiren optimaler Angriffspunkte fiir optische Fallen drangt sich daher
fast auf. Ist man an einer Prognose der optischen Gradientenkraft in eine
bestimmte Richtung interessiert, kann die Richtung von S, als wichtiges
Kriterium herangezogen werden. Analog zu Abschnitt 2.1.3 ldsst sich die zu
erwartende Gradientenkraft in einer Ebene parallel zur Bildebene

S, (b)  Vn(b) o Fyaq(b) (6.13)

abschétzen.

6.4.2. Abtasten eines Zellverbandes entlang im Raum gekippter
Ebenen

Bisher wurde ein zu untersuchendes Objekt immer in einer Ebene parallel zur
Fokalebene der Objektivlinse abgerastert, um die Detektionssignale besser
mit dem Durchlichtbild vergleichen zu konnen. Es ist jedoch ohne Weiteres
moglich, beliebige Scantrajektorien in 3D abzutasten.

FEin typisches Szenario, das z.B. die Rotation eines Zellverbandes
orthogonal zur Bildebene beinhalten kann, sieht folgendermaflen aus: Fiir
mehrere optische Fallen sollen die optimalen Angriffspunkte, z. B. fir eine
Rotation um den Punkt r,y = (0,0,0) gefunden werden. Dafiir soll
jede Falle nacheinander eine Ebene abrastern, deren Normalenvektor in
Rotationsrichtung zeigt, d.h. in Abhéangigkeit der Fallenposition liegt diese
Ebene im Allgemeinen schrig im Raum.

Fir den Versuch in Abb.6.4.3 wurden drei Fallen manuell im Abstand
von zg = 20pm zur Bildebene am Rand eines Zellverbandes mit ca. 80 pm
Durchmesser platziert, dessen Durchlichtbild in Teilbild -a zu sehen ist. Von
dort ausgehend tasteten sie eine quadratische Fliche mit einer Kantenldnge
von 27pm (Rasterweite 1.4um) ab. Die Lage dieser Flichen im Raum ist
ebenfalls in Teilbild -a zu sehen. Die Abtastung erfolgte im Unterschied zur
Messung in Abschnitt 6.4.1 durch Platzierung der Fallen mit dem SLM.

In den Abb.6.4.3-b bis -d sind die abgerasterten Fldchen aus einer
senkrechten Perspektive zu sehen. Die Farbkodierung entspricht den
ermittelten Werten von S| . In den Féllen (b) und (d) lasst sich sehr gut
nachvollziehen, wo eine Zelle beginnt und wo umgebendes Medium ist. Im
Fall (c) ist dieser Ubergang nicht eindeutig, weil - wie im Durchlichtbild zu
erkennen ist - im abgerasterten Bereich gar keine Zellmembran vorhanden ist.
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Abb. 6.4.3.: Abrastern eines Zellverbandes an drei Randbereichen,
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um optimale Angriffspunkte fiir eine Rotation des
Zellverbandes zu finden. (a) Die Fallen {iberpriifen
jeweils eine quadratische Flache mit 27pm Seitenldnge,
deren Normalenvektoren in Rotationsrichtung zeigen. Das
Durchlichtbild wurde bei z = 20pm aufgenommen, d.h.
die abgebildete Ebene durchschneidet die abgerasterten
Flachen mittig. Diese sind als rot gestrichelten Flachen auf
das Durchlichtbild projiziert. (b-d) Projizierte Ansicht der
abgerasterten Fléchen. In den Féllen (b) und (d) schneiden
die Flachen eine Zellmembran, im Fall (c) liegt eine Zelle unter
der abgerasterten Flache und liefert kein scharfes Abbild der
Zellmembran.



6.5. Diskussion

Abtast-Trajektorien, die in ihren z-Koordinaten variieren, miissen
selbstverstiandlich mit dem SLM angesteuert werden. Beschriankt man sich
jedoch auf Ebenen parallel zur Fokalebene (FP) und tastet mit allen Fallen
gleichzeitig ab, konnen auch die Scanspiegel (SM) oder der Piezotisch (PI)
verwendet werden. Die Qualitdt der Signale ist mit allen drei Techniken
nahezu identisch.

6.5. Diskussion

Verwendbarkeit des Detektionsverfahrens Das laterale FP-Interferometrie-
Signal lasst sich ohne weiteres fiir die Positionsbestimmung von Beads in einer
optischen Falle verwenden. Fiir kleine Auslenkungen in einer starken Falle
kann Sy(b,) um b, = 0 herum durch eine Gerade beschrieben und damit
linear genahert werden.

Das axiale Signal ist in der oben dargestellten Qualitit eher fiir lokale
Anderungen einer Streuerposition bzw. eines Brechungsindex zu verwenden.
Fiir die absolute Positionsbestimmung eines Beads muss bei der Berechnung
des Signals die z-Koordinate der Falle zusétzlich beriicksichtigt werden.
Moglicherweise fithren kleine Anderungen Ab, durch einen Phasenschub (sin-
Funktion in Glg.6.6) zu kleinen Anderungen in I;;, wihrend groBe Ab,
durch eine Aufweitung des Lichtflecks (exp-Funktion in Glg.6.6) zu grofien
Anderungen von I;, fithren.

Besonders geeignet ist das Detektionsverfahren offensichtlich, um eine
dreidimensionale Verteilung des Brechungsindex eines unregelméfigen
Objekts wie einer Zelle durchzufiihren. Es ergénzt damit das Verfahren
in Abschnitt 2.1.3, das die zweidimensionale Verteilung des Brechungsindex
liefert. Durch die zusétzlich gewonnene Richtungsinformation ist nicht nur
eine prézise, dreidimensionale Lokalisierung von Zellmembranen moglich, es
ermoglicht auch eine Prognose der einzelnen optischen Kraftkomponenten.

Einschriankungen gibt es dahin gehend, dass sich die Lichtflecken zweier eng
beieinander liegenden Fallen auf dem Detektor iiberschneiden. Das kann dazu
fiihren, dass die Positionssignale einer Falle eine konstante Abweichung vom
normalen Wert aufweisen. Fiir Fallen nahe bei z = 0 wird das Signal-Rausch-
Verhéltnis schlecht. Des weiteren gibt es - bedingt durch die Blende AP1 -
einen Bereich, in dem eine Falle iiberhaupt nicht platziert werden kann.

Das bedeutet fir das oben beschriebene Szenario, bei dem das
Detektionsverfahren dafiir verwendet wird, einen optimalen Angriffspunkt
fir optische Fallen zu finden, dass ein feste Vorschrift fiir erlaubte
Fallenpositionen von Noten ist. Angesichts des zur Verfiigung stehenden
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Volumens ist das jedoch nur eine Frage der Implementierung und sollte
die Funktionsfidhigkeit eines Manipulators nicht entscheidend einschréanken.
Es besteht immer die Moglichkeit, wiahrend der Detektionsphase mit Hilfe
des SLM fiir einzelne Fallen abzublenden und damit den Durchmesser
des entsprechenden Lichtflecks zu verringern. Beim Abblenden einer
detektierenden Falle muss also eine verringerte Sensitivitit in Kauf genommen
werden. Beim Abblenden einer benachbarten Falle muss beriicksichtigt
werden, dass deren optische Fangkrafte reduziert werden.

Vergleich mit Video-Tracking Herkémmliches Video-Tracking mit kolli-
mierter Beleuchtung hat sich zur Positionsbestimmung von vereinzelten Beads
bewéahrt. Entscheidend ist, dass der Interferenzanteil des Feldes auf den Ur-
sprung eines Kugelstreuers mit bekannten Eigenschaften (Grofle, Brechungs-
index) zuriickgefithrt werden kann. Das ist in der Regel aber nur méglich,
wenn verschiedene Beads nicht zu nahe beieinander liegen und vor allem wenn
sich keine anderen streuenden Objekte in der Ndhe befinden.

Mit Blick auf diese Problematik zeigt sich die FP-Interferometrie deutlich
robuster. Natiirlich tragt der Fokus des Fallenlichts mit seinen hohen
Intensitdten sehr viel mehr zum interferierenden Feld bei als die Bereiche
davor oder danach entlang der optischen Achse. Streuer, die sich knapp
neben dem Fokus befinden, tragen iiberhaupt nicht zu einer Anderung des
Interferenzterms bei. Der Einfluss auf ein Positionssignal ist rdumlich viel
starker begrenzt.

Insbesondere fiir das Ertasten von Zellmembranen oder anderen,
unregelméfBigen Objekten ist ein weiterer Punkt von Bedeutung: Beim Video-
Tracking ist die Geometrie des Beads als Referenz von zentraler Bedeutung
(siehe z. B. Lee und Grier, 2007, Abb. 3). Bei der FP-Interferometrie ist es die
Geometrie der Falle! Bewegt sich eine Zellmembran in den Fallenfokus hinein,
so dndert sich das Abbild der Falle auf der Detektionskamera (dhnlich zu
Abb. 6.3.2) und nicht das komplizierte Abbild der Membran. Dadurch ist die
gleiche Art und Weise der Signalerzeugung fiir eine viel groflere Spannbreite
von Objekten zu verwenden.

Vergleich mit BFP-Tracking Mit Blick auf die beiden Abbildungen 6.1.1
und 6.3.6 fallt auf, dass die lateralen Positionssignale bei BFP-Tracking und
FP-Interferometrie einen sehr &hnlichen Verlauf haben. In beiden Féllen
werden die Signale aus der Verschiebung des Intensitdtsschwerpunkts des
interferierten Fallenlichts ermittelt, jedoch in zueinander reziproken Ebenen.

Die Positionsbestimmung eines Beads mit Hilfe des BFP-Trackings ist
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in der Regel exakter, da die gestreute Intensitdt auf eine grofere Fléache
verteilt wird und mit einer hoheren ortlichen und zeitlichen Auflésung (z. B.
mit Hilfe einer InGaAs-Quadranten-Photodiode) gemessen werden kann. Die
Positionsbestimmung mehrerer Beads in 2D ist durch ausgefeiltes zeitliches
Multiplexen zwar moéglich (Ruh et al., 2011), mit der FP-Interferometrie
koénnen jedoch eine Vielzahl optischer Fallen gleichzeitig ausgewertet werden.

Verbesserungen Abhingig von der Anzahl und der Position der optischen
Fallen kann die Intensitdt auf der Detektorkamera sehr unterschiedlich
ausfallen. Bei den hier beschriebenen Versuchen wurde die Belichtungszeit
vor einer Messung in mehreren Schritten automatisch angepasst, sodass das
Abbild aller Fallen zu keiner Séttigung fiihrt. Ein Detektionsvorgang wiirde
deutlich schneller von statten gehen, wenn die optimale Belichtungszeit aus
der Anzahl der Fallen und dem kleinsten |z4| rechnerisch bestimmt wiirde.
Optional kann die Belichtungszeit auch nur fiir eine Falle optimiert werden,
falls nur deren Signale gerade von Bedeutung sind.

Um dem Abfall der Sensitivitdt fiir |z5) — 0 zu begegnen und um
das Problem der Uberlagerung von Lichtflecken benachbarter Fallen zu
reduzieren, kénnte das Fallenlicht auch in zwei unterschiedlichen Ebenen auf
die Detektionskamera abgebildet werden. Mit Hilfe eines 50/50-Strahlteilers
kénnten beispielsweise die Ebenen bei z = +20um nebeneinander
abgebildet werden. Damit stiinde immer ein ausreichend grofler Lichtfleck
zur Auswertung zur Verfligung.

Fiir die Positionsbestimmung von Beads bekannter Grofie und bekannten
Brechungsindex kann die Prézision des Detektionsverfahrens vor allem
in axialer Richtung verbessert werden, indem die Intensitdt auf der
Detektorkamera nicht {iber einen Bereich integriert wird, sondern das
Interferenzmuster an eine berechnete Verteilung gefittet wird, so wie es
beim Video-Tracking tblich ist (Lee und Grier, 2007). Es ist allerdings
damit zu rechnen, dass diese Prozedur zeitlich aufwéindiger ist und fiir
eine moglichst hohe zeitliche Auflésung nachtréglich auf gespeicherten
Kamerabildern ausgefiithrt werden muss.
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7. AbschlieBende Diskussion

7.1. Zielerreichung

In Abschnitt 1.2.1 der Einleitung wurden fiinf konkrete Ziele formuliert,
die an den optischen Manipulator gestellt wurden, um als niitzliches
— vielleicht sogar méchtiges — Instrument zur Untersuchung komplexer
biologischer Fragestellungen bezeichnet werden zu koénnen. Nachdem in
den vorangegangenen Kapiteln auf die einzelnen Charakteristika detailliert
eingegangen wurde, soll nun noch einmal kurz und prignant iberpriift
werden, welche der Ziele als erreicht angesehen werden kénnen.

A) Stabiles Halten von biologischen Objekten mit optischen Fallen fiir
hochauflésende Lichtmikroskopie Es wurde an verschiedenen biologischen
Objekten gezeigt, dass diese mit optischen Fallen angehoben und gehalten
werden konnen. Dabei ist auch deutlich geworden, dass Stabilitit an
dieser Stelle kein Problem darstellt, solange der gehaltene Organismus seine
rdumliche Struktur nicht verdndert. Vielmehr ist es typischerweise so, dass
sich fast automatisch ein stabiles optisches Kraftgleichgewicht einstellt, indem
sich das Objekt eine energetisch gilinstige Lage relativ zu den Fallen ,sucht®
Die Situation kann nur dann wieder instabil werden, wenn sich die Positionen
der Fallen &ndern.

B) Versetzen und Rotieren von Objekten FEine zuverldssige und
stabile Translation und Rotation parallel zur Bildebene konnte fir
Objekte bis zu einem Durchmesser von 150pm gezeigt werden. Als
wirksamstes Verfahren hat sich dabei das gezielte Angreifen an Stellen mit
hohem Brechungsindexgradienten (selektiver Falleneinsatz) unter Ausnutzung
optischer Gradientenkréifte herausgestellt. Eine Rotation senkrecht zur
Bildebene ist deutlich schwieriger, sie gelang fiir Objekte bis zu einem
Durchmesser von 80pm. Hier stellten sich aufgrund stdndig &dndernder
Streukrdfte und optischer Drehmomente oft instabile Konstellationen
zwischen Fallen und Objekt ein, sodass bei vielen Versuchen keine prézise
Rotation um 360° durchgefiihrt werden konnte.
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7. Abschlieflende Diskussion

Um dieses Problem zu iiberwinden, wurde ein Verfahren beschrieben, bei
dem jede einzelne Falle fortlaufend mit Blick auf ihre Wirksamkeit bewertet
und gegebenenfalls ihr Position und Intensitat angepasst wird. Das Verfahren
wurde teilweise implementiert.

Eine weniger prézise Rotation, bei der lediglich die Rotationsrichtung und
-dauer bestimmt werden kann, jedoch keine exakte Winkel gewéhlt werden
kénnen, konnte unter Ausnutzung gerichteter Streukrifte fiir Objekte bis
70 pm gezeigt werden. Es wurde fiir gréflere Objekte noch nicht angewendet,
miisste aber gerade fiir diese besonders geeignet sein.

C) Verwendbar fiir einzelne Zellen, aber auch fiir groBere Zellverbidnde
oder kleine Embryos Das Fangen von kleinen Objekten (bis einige pm)
ist eine etablierte Technik und wurde bereits vielfach publiziert. Dariiber
hinaus konnte in dieser Arbeit einzelne Zellen manipuliert werden, angefangen
von Hefezellen, iiber B-Zellen bis hin zu Pflanzenprotoplasten. Protoplasten
konnen sehr unterschiedlich grofl sein. Auf sie sind alle Fahigkeiten des
Manipulators anwendbar, sie stellen daher ein sehr vielversprechendes
Forschungsobjekt dar. Am oberen Ende der Skala konnten Zellhaufen bis
80 pm Durchmesser manipuliert werden, mit Einschrénkungen auch Objekte
mit iiber 150 pm Durchmesser. Gréflere Objekte wurden allerdings noch nicht
systematisch untersucht.

D) Mechanische oder biochemische Stimulation von Objekten Die
mechanische oder biochemische Stimulation biologischer Organismen konnte
im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr systematisch untersucht werden. Zwar
wurden Zellorganellen von Protoplasten mechanisch stimuliert, es wurden
aber keine biologischen Auswirkungen auf den Gesamtorganismus untersucht.
Es wurden auch keine lokalen Stimulationen mit chemischen Substanzen
vorgenommen. Es wurde jedoch auf die Moglichkeit hingewiesen, Beads mit
biochemisch aktiven Molekiilen zu beladen. Damit ist aus technischer Sicht
eine chemische Stimulation einfach zu realisieren. Dafiir muss lediglich eine
weitere Falle gesteuert werden, die ein Objekt beispielsweise direkt mechanisch
stimuliert oder ein Kiigelchen mit einer biochemisch aktiven Substanz an das
Objekt heranfiihrt.

E) Optisches Sortieren von Suspensionszellen Das Sortieren von einzelnen
Zellen mit Hilfe optischer Gradientenkréifte wurde auf dem gleichen
Versuchsaufbau realisiert. Damit steht ein relativ glinstiges Laborgerat zur
Verfiigung, das zum Sortieren kleiner Populationen bis 10° Zellen geeignet ist
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und potentiell auch seltene Phanotypen aussortieren kann, da es nicht viele
FEreignisse zur Kalibrierung benétigt. Zellen wurden anhand von Merkmalen
im Durchlicht- und im Fluoreszenzbild klassifiziert.

Detektionsverfahren zur Positionsbestimmung und Kraftprognose in 3D
Es wurde ein Detektionsverfahren entwickelt, das eine Positionsbestimmung
von Zellstrukturen in 3D erlaubt und das bei mehreren Fallen gleichzeitig zum
Einsatz kommen kann. Auch wenn der Zweck des Verfahrens hauptséchlich
darin besteht, Informationen fiir eine sichere Manipulation von grofien
biologischen Objekten zu ermdglichen, ist es durchaus auch fiir weitere
Anwendungen geeignet. So kann die Kraft, die eine optische Falle an einer
bestimmten Stelle eines Objekts ausiiben wird, prognostiziert werden. Eine
Positionsbestimmung von Beads, wie sie von anderen Verfahren bekannt ist,
ist ebenfalls moglich.

7.2. Vorschlag fiir Manipulation mit Fallenkorrektur

In Kap.5 wurde detailliert erldutert, dass fiir eine prézise Manipulation von
groflen Objekten der selektive Einsatz von optischen Gradientenkréften der
beste Ansatz ist. Es wurde aber auch darauf hingewiesen, dass Streukréfte und
optische Drehmomente dafiir sorgen, dass wiahrend einer Rotation senkrecht
zur Bildebene destabilisierende Kréafte wirken, die sich standig verandern.
Deshalb ist es besonders wichtig, dass bei jeder Falle die Gradientenkréfte
dominieren und zu einem Punkt hinwirken, der das Objekt stabilisiert.
Je mehr Fallen im Einsatz sind, desto schwieriger ist ihr Zusammenspiel.
Dafiir miisste wihrend der Rotation eines Objekts die Wirkung jeder Falle
fortlaufend bewertet und ihre Position dementsprechend angepasst werden.
Dieser Vorgang sollte selbstverstiandlich automatisch geschehen — der Nutzer
sollte lediglich eine gewiinschte Raumlage angeben miissen. Als Ausblick soll
im Folgenden ein Vorschlag unterbreitet werden, wie solch ein Verfahren
umgesetzt werden kann.

Ein biologisches Objekt wird dabei zundchst mit mindestens drei Fallen
gegriffen, die alle in der Bildebene platziert werden. Die Auswahl der
Angriffspunkte erfolgt dabei automatisch durch Analyse des Durchlichtbildes
wie in Abschnitt 2.1.3 beschrieben. Nachdem die Fallen um einige Grad rotiert
wurden und sich dadurch von der Bildebene entfernt haben, muss mit einer
Destabilisierung des Objekts gerechnet werden.

Ein einfaches Szenario besteht darin, nacheinander jene Fallen, die sich
bereits weit von der Bildebene entfernt haben, auszuschalten und durch neue
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in der Bildebene zu ersetzten, deren Position wieder durch die Analyse des
Durchlichtbildes erfolgt. Die Fallen befinden sich bei dieser Strategie also
immer nur in einem gewissen Bereich {iber- und unterhalb der Bildebene
und an den Réndern des Objekts. Dadurch wird wenig Fallenlicht gestreut,
wodurch zum einen nur geringe Streukréifte wirken und zum anderen die
Analyse des Streulichts einfacher ist.

Die komplexere, aber auch elegantere Variante besteht darin, einen einmal
gewahlten Angriffspunkt so lange wie moglich beizubehalten. Jede Falle wird
aber regelméBig iiberpriift (z.B. nach Wanderung um 5°) und ihre Position
korrigiert. Dabei kommt das Raster-Detektionsverfahren aus Abb.6.4.3 zum
Einsatz, das prognostiziert, an welcher Stelle hohe Gradientenkréfte wirken.
Dadurch wird fortlaufend sichergestellt, dass die einzelnen Fallen nicht
gegeneinander arbeiten, und eine fatale Situation, in der die Streukréifte bei
einer Falle grofler werden als die Gradientenkréfte, erst gar nicht entsteht.

Allerdings wurde bereits deutlich, dass die Prognose der optimalen
Fallenposition schwierig wird, wenn das Licht einer Falle vom Objekt
stark gestreut wird, was vor allem fiir Fallen von Belang ist, die oben
oder unten an einem Objekt angreifen. Hier sind Weiterentwicklungen
am Analysealgorithmus notwendig, beispielsweise indem die Streuung
beriicksichtigt und teilweise kompensiert wird. Alternativ koénnen die
Reduzierung der Kohérenzldnge des Fallenlichts oder andere technische
Mafinahmen in Betracht gezogen werden.

Ein weiterer vielversprechender Ansatz besteht darin, nicht nur die Position
der einzelnen Fallen zu korrigieren, sondern auch deren Intensitdt. Da das
Detektionssignal ein Maf} fiir die potentielle Kraftausiibung ist, kann davon
ausgegangen werden, dass eine Falle mit 10 % kleinerem Signal an einer Stelle
mit 10 % kleinerer lokaler Polarisierbarkeit angreift (S (b) o< Vn(b)). Indem
die Intensitéit (und damit der Intensitétsgradient) dieser Falle um 10 % erhoht
wird, kann sie die gleiche Kraft wie die anderen Fallen aufbringen, wodurch
die Raumlage eines Objekts stabiler wird.

Das beschriebene Verfahren ist zum groflien Teil bereits implementiert
und eine Anpassung des Versuchsaufbaus ist nicht notwendig. Lediglich
die Analyse der Raster-Detektionssignale fiir die Bestimmung neuer
Angriffspunkte muss verbessert werden.
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A.1. Symbole

Symbol Beschreibung Einheit
Q Offnungswinkel einer Linse rad
g, O Polarisierbarkeit eines Streuers m?

o/ Absorptionsindex

a Partikelradius m

b Positionsvektor relativ zu Fokuszentrum m

B magnetische Flussdichte Vs/m?
c Lichtgeschwindigkeit im Vakuum m/s
C Streuquerschnitt m?

d Strahlauslenkung, Versatzdistanz m

D Aperturradius m

€0 Vakuumpermittivitat \/}—;
E, E Elektrische Feldstirke V/m
E E-Feld im k-Raum Vm
10} Phase einer elektromagnetischen Welle rad

f Brennweite m

F. F Kraft N

h Plancksches Wirkungsquantum Js

h Greensche Funktion

H Propagator im Frequenzraum

I Intensitét W /m?
R Intensitdt auf Kamera W /m?
k Wellenzahl m~!
k Wellenvektor m~!

A Wellenlénge m

M Vergroflerung

n Versatzeffizienz

o dynamische Viskositét Pas

n Brechungsindex
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Q

Flachenelement

m
P Dipolmoment Cm
Ap Impulsdnderung Ns
PCCD, PSLM Pixelraster m
P Leistung W
TA Reflexionskoeffizient (Amplitude)

r Ortsvektor m

p Ortsvektor in Pupillenebene m
Sz, Sy laterale Positionssignale m
Sz axiales Positionssignal W /m?
S Streufunktion

Sz, Sy, Sz gewichtete Positionssignale

0 Finfallswinkel eines Lichtstrahls rad
T Versatzdauer S

t Zeit S

T Periodendauer S

U, U Ortskoordinaten in Pupillenebene m
U Spannung A%

v Geschwindigkeit m/s
v Volumenelement m?
w Strahlweite (halber Durchmesser) m
T, Y, 2 raumliche Koordinaten m

A.2. Abkiirzungen
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Abk. deutsche Bezeichnung englische Bezeichnung
BF Durchlicht bright field

BFP hintere Brennebene back focal plane

BT Strahlfalle beam trap

DC Farbteiler dichroic mirror

FL Fluoreszenz fluorescence

NA numerische Apertur numerical aperture

OL Objektivlinse objective lens

PBS  phosphatgepufferte Salzlosung phosphate buffered saline
PFM photonisches Kraftmikroskop  photonic force microscope
PSF  Punktbildfunktion point spread function



A.4. Justage des Strahlengangs

A.3. Optischen Komponenten und Gerate

Abk.  Funktion Hersteller Modell

LA Laser Alphalas Monopower-1064-10W-SM
M Spiegel diverse

BT Strahlfalle selbstgebaut

AP Blende selbstgebaut

DC Farbteiler Laser Components

DL Detektionslinse Zeiss

EF Anregungsfilter Zeiss

BF Durchlichtquelle Lumileds Luxeon I

LH A\/2-Platte Thorlabs

ND Graufilter Thorlabs

BE Strahlaufweiter Linos

SM Scanspiegel GSI VM500+

TL Tubuslinse Zeiss

CCD  CCD-Kamera Zeiss

DF Detektionsfilter Zeiss

DI Diffusor Zeiss

PBS Polarisationsstrahlteiler

RD Referenzdiode TEM

SLM  Spatialer Lichtmodulator ~Holoeye Pluto

SL Scanlinse Zeiss

OL Objektivlinse Zeiss C-Apochromat 40x, NA 1.2
FL Fluoreszenzlichtquelle Zeiss HXP120

PI Piezotisch MCL Nanoview300
CCD2 CCD-Kamera Prosilica GC1350H

BO Bolometer Coherent PowerMax PM10

A.4. Justage des Strahlengangs

Bemerkungen Alle Schienen werden mit den Positionierwinkeln am Raster

des optischen Tisches ausgerichtet.

Die Justage erfolgt am besten mit dem Beam Profiler (BP), vor allem
vor den beiden BE. Dieser kann reproduzierbar auf Schiene aufgesetzt
werden. Die Position der optischen Achse auf dem CMOS-Chip kann ermittelt
werden, indem ein aufgeweiteter Strahl auf eine runde Detektorkarte mit Loch
gerichtet wird. Der BP steht direkt dahinter. Mit langer Belichtungszeit sind
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alle Pixelwerte maximal und der gemessene Intensitdtsschwerpunkt entspricht
der Position der optischen Achse.
Der Strahl muss durch A\/2-1 und PBS1 abgeschwéicht werden.

Fallenerzeugung

1. Strahlhoche an Position von M1 durch Unterlegen der Schiene 1 justieren
(ohne M1).

2. M1 verschieben und verkippen, sodass der Laserspot direkt hinter M1
und an Pos3 auf der optischen Achse liegt (ohne PBS2).

3. PBS2 verschieben und verkippen, sodass der Laserspot direkt hinter
PBS2 und Pos1 auf der optischen Achse liegt (ohne BE1, M2, BE2 und
SLM).

4. BEI1 einsetzten und Strahl auf 3.8 mm direkt hinter BE1 aufweiten.

5. Strahl mit Scherplatte (SP) hinter BE1 auf maximale Kollimation
einstellen.

6. BE2 einsetzten und Strahl auf 8.6 mm aufweiten.
7. Strahl mit SP hinter BE2 auf maximale Kollimation einstellen.

Fiir die folgenden Punkte sollte der Laser im Feedback betrieben werden, um
eine moglichst gute Richtungsstabilitdt zu gewéhrleisten.

8. Feinjustage von PBS2 durch Verkippen, sodass der Laserspot an Posl
auf der optischen Achse liegt (ohne SLM).

Fiir die Justage nach dem SLM sollte ein Hologramm angezeigt werden, dass
einen diinnen Strahl erzeugt, der aber noch gut sichtbar ist. Ein Kreis mit
100 Pixel Radius ist passend. Wird das Strahlprofil in der BFP betrachtet,
ist ein weiterer Ring hilfreich, der in der BFP einen etwas kleineren Radius
als die BFP hat.

9. SLM so auf Schiene 4 verschieben, dass der Strahl mittig auf den
SLM trifft. Dafiir kann der BP mit 0.5 x-Teleobjektiv (M0.5) verwendet

werden.

10. SLM durch Drehen und Unterlegen von Streifen aus Metallfolie
verkippen, sodass der Laserspot am Fnde von Schiene 4 auf der
optischen Achse liegt (ohne L1).
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A.4. Justage des Strahlengangs

11. M7 grob positionieren, sodass der Strahl moglichst entlang der optischen
Achse von Schiene 5 verlduft. Dafiir die Detektorkarte verwenden und
temporér ein kurzes Schienenstiick hinter M7 aufstellen.

12. L1 und L2 geméaf ihrer Brennweiten einsetzten.
Der Strahlengang zwischen SM und OL wird separat justiert:

13. DC2 wird grob justiert, indem die OL entfernt wird und ein Spot, der
durch die Mikroskopbeleuchtung bei geschlossener Feldblende erzeugt
wird, den Rearport auf der optischen Achse verlidsst. Dafiir kann
temporér eine Schiene verwendet werden.

14. DC1 kann ebenso grob justiert werden.

Jetzt werden die beiden Teilstrahlengénge aufeinander abgestimmt.
Das Strahlprofil in der BFP wird am besten beobachtet, indem ein
Objektivdummy eingeschraubt wird und an diesem eine Aufnahmeplatte mit
Reiter und Schiene durch mindestens drei Madenschrauben sicher befestigt
wird. Auf diese Schiene kann der BP mit M0.5 gesetzt werden. Eine Blende
mit Durchmesser 9.8 mm dient als Referenz fiir die Position des Strahls.

15. M4 wird grob justiert, sodass der Strahl auf der vorgesehenen Position
durch den Boden der Rearportbox tritt.

16. Der SM bei 0V Steuerspannung so positioniert, dass der kleinere der
beiden Spiegel den Strahl symmetrisch um die BFP-Blende herum
beschneidet. Das Intensitétsprofil wird erst danach angepasst!

17. Durch Verschieben von M4 und des SLM auf seiner Schiene und
durch Verstellen von M7 kann das Intensitdtsprofil mittig in die BFP
verschoben werden.

An dieser Stelle kann der kurze Strahlengang ohne SLM bequem eingestellt
werden:

18. Es ist hilfreich, M2 und M3 vorher auf eine Auslenkung in rechtem
Winkel einzustellen, indem M3 entfernt wird und die Spotposition an
Pos2 mit der Detektorkarte gepriift wird. M2 wird durch M3 ersetzt
und dieser ebenfalls eingestellt. Anschliefend werden beide eingesetzt
und verschoben und verkippt bis das Strahlprofil in der BFP mittig ist.

19. Die Position der SL wird so korrigiert, das der Strahl in der BFP
kollimiert ist (mit SP priifen).
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Zuriick zum SLM-Strahlengang:

20. Nun kann die Position von L2 korrigiert werden, damit der Strahl in
der BFP ebenfalls kollimiert ist.

21. Die Position des Hologrammzentrums in MicPy kann jetzt ermittelt und
gespeichert werden.

22. Die Blende vor den SM, die die Riickseite der OL schiitzt, kann jetzt
eingesetzt und ausgerichtet werden.

Jetzt kann die OL eingeschraubt, die Piezostage (PI) aufgesetzt und ein
Coverslip (CS) mit Wasser geladen werden.

23. Fir die Positionierung der Kamera wird ein Bead mit einem
Durchmesser von ca. 300 nm gefangen. Das Bead sollte auf der Kamera
scharf abgebildet sein und dunkler als der Hintergrund erscheinen.

Nun kann M6 eingesetzt und justiert werden, indem viele Fallen um die
0. Beugungsordnung (BO) herum platziert werden und M6 eine mdoglichst
kleine Fliche einschliefllich der 0. BO verdeckt.

Abschlieflend kénnen die Koordinatensysteme von MicPy kalibriert werden.

Detektionseinheit

24. Zunichst die Mikrometerschrauben nach Augenmafl einstellen. Die
Detektionseinheit sollte parallel zur Piezostage ausgerichtet werden.

25. Lichtleiter der Fluoreszenzbeleuchtung durch eine Taschenlampe ersetz-
ten. Detektionseinheit mit Mikrometerschrauben lateral nachjustieren,
sodass die Beleuchtung mittig durch die Detektionslinse (DL) geht.

26. L3 und auf dieser Schiene folgende Optiken werden entfernt und der

Strahlverlauf mit dem BP auf Schiene 7 iiber die Mikrometerschrauben
feinjustiert.

27. Abschlielend kénnen L3, BS1, BS2 und BS3 eingesetzt werden.

A.5. OpenGL Shader Code
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A.5. OpenGL Shader Code

#version 120 // backwards compatibility
const float pi = 3.141;
const vec4 white = vec4(1.0, 1.0, 1.0, 1.0);

const int maxn = 100; // spots mazimum

uniform int n = 1; // number of spots

uniform vec3 spots[maxn]; // (z, y, z) in meters

uniform vec2 propsl[maxnl; // (aperture, intensity) in ratios of 1.0
uniform float offset[maxn]; // phase offset for spots

uniform float lambda = 1.064e-6; // wavelength in meters

uniform float pixelsize = 8e-6 * 1.32; // pizel size in back focal plane in meters
uniform float f = 4.11e-3; // focal length of lens in meters

uniform vec2 size = vec2(1080, 1080); // size of hologram in pizels

uniform vec2 center = vec2(540, 540); // beam center position on hologram

uniform vec2 axisangle = vec2(0, 0); // incident angle of beam on hologram
uniform float aperture = 540; // aperture radius in pizels

uniform float zernikeCoeff [12]; // Zernike coefficients for aberration correction
uniform float na = 1.2; // numerical aperture of lens

uniform float nm = 1.33; // refractive indez of medium

void main(void)

{
// tezture ranges from O to 1 in z and y (see SLMFrame.OnDraw())
vec2 texture = gl_TexCoord[0].xy;

// coordinates on SLM in pizels from center
vec2 pix = (texture * size - center);

// pizel count for intensity control
float count = abs(pix.x) * size.x + abs(pix.y);

// polar coordinates:

// radius on SLM from center in meters, angle in Tadians
vec2 rho = pix * pixelsize * cos(axisangle);

float rho2 = dot(rho, rho);

float angle = atan(rho.y, rho.x);

// Zernike radius ranges from -1 to +1 within aperture
float zer = length(pix) / aperture;
float zer2 = zer * zer;

// wave number
float kO = 2.0 * pi / lambda;

// complez field
vec2 field = vec2(0.0, 0.0);

// only if within aperture
if (length(pix) <= aperture) {
// Some (older) graphic cards need a fized boundary in for loops:
// n -> mazn and break for-loop as soon as i ==
for (int i=0; i<maxn; i++){
if (i < n) {
float intensity = propsl[il.y;
if (mod(count, 1.0 / intensity) < 1) {
vec3 r = spots[il.xyz;
float aper = propsl[il.x;
if (length(pix) <= aperture * aper) {
// prism (lateral)
float phi = kO / £ * dot(rho, r.xy);

// and lens (azial)

phi += nm * kO * r.z * sqrt(1 - zer2);

// previous line can be replaced by following line
// for Fresnel approzimation

//phi += nm * kO * r.z * (1 - zer2/2);

// add phase offset
phi += offsetl[il;

// sum up electric field
field += vec2(cos(phi), sin(phi));

}
} else {
continue;

}
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}

}

float phase = 0.0;

if (field.x != 0.0) {
phase = atan(field.y, field.x);
// correction of spherical aberrations
float zernike02 = 2 * zer2 - 1;
float zernike0O4 = 6 * zer2xzer2 - 6 * zer2 + 1;
float zernike06 = 20 * zer2x*xzer2*zer2 - 30 * zer2*zer2 + 12% zer2 - 1;
phi += zernikeCoeff [3] * zernike02;
phi += zernikeCoeff [8] * zernike04;
phi += zernikeCoeff [11] * zernikeO6;
// correction of astigmatism
float zernike22 = rho2;
phi += zernikeCoeff [4] * zernike22 * cos(2 * angle);
phi += zernikeCoeff [5] * zernike22 * sin(2 * angle);
// correction of coma
float zernikel3 = 3 * zer2 * zer - 2 * zer;
phi += zernikeCoeff [6] * zernikel3 * cos(angle);
phi += zernikeCoeff [7] * zernikel3 * sin(angle);

¥

phase = mod(phase + pi, 2*pi) - pij;

gl_FragColor = white * (phase / 2.0 / pi + 0.5);

¥

A.6. Zellkultur nach der Methode der hangenden
Tropfen
Zutaten:

o Zellen: RH-30 humanes Rhabdomyosarkom (DSMZ Braunschweig —
ACC 489)

o Kulturmedium: RPMI 1640 mit 10% FCS (fotales Kélberserum) (Fa.
Biochrom)

o Zellkulturplastikwaren: Fa. Greiner Bio-One

Vorgehensweise:

o Die Zellen wachsen adhérent, d.h. zum Zéhlen und Passagieren werden
die Zellen mit Trypsin/EDTA-L6sung abtrypsiniert. Zellzahlung in der
Neubauer-Kammer.

e Ansatz von Zellverdiinnungen verschiedener Konzentration in sterilen
50 ml-Rohrchen: Zellsuspension: 50 000 Zellen in 5 ml Medium entspricht
200 Zellen in 20 pl.

e Davon 3 Verdiinnungen ansetzen:

— 1:2 verdiinnt — entspricht 100 Zellen in 20l
— 1:4 verdiinnt — entspricht 50 Zellen in 20 pl

160



A.6. Zellkultur nach der Methode der hiangenden Tropfen

— 1:8 verdiinnt — entspricht 25 Zellen in 20 pl

e Auf dem Deckel einer 6cm-Kulturschale werden durch ein Kreuz
4 Bereiche markiert. Mehrere 20 pl-Tropfchen der verschiedenen
Verdiinnungen werden in den Deckel in den entsprechenden
Konzentrationsbereich pipettiert. Der Deckel mit den Tropfchen wird
vorsichtig gewendet und auf das Schalenunterteil gesetzt. In die Schale
werden noch 2,5ml Phosphatpuffer (PBS) pipettiert um eine feuchte
Atmosphére zu gewdhrleisten und einer Mediumaufkonzentrierung
vorzubeugen.

e Die Zellen werden in einem Kulturschrank bei 37°C und einer COso-
Konzentration von 5% so lange kultiviert bis die Zellverbdnde die
gewiinschte Grofle erreicht haben.
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