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Wechselfelds

(57)  Die Erfindung bezieht sich auf eine Vorrichtung
zum berihrungslosen Manipulieren und Ausrichten von
Probenteilchen in einem Messvolumen mit Hilfe eines
inhomogenen elektrischen Wechselfelds, mit einer
Strahlungsquelle zum Aussenden von elektromagneti-
scher Strahlung und mit optischen Mitteln zum Leiten der
elektromagnetischen Strahlung in das Messvolumen.
Die Vorrichtung ist dadurch gekennzeichnet, dass als
Teil der optischen Mittel eine Strahlformungseinrichtung
zum Erzeugen eines zu einer Strahlachse asymmetri-
schen Intensitatsprofils vorhanden ist, wobei Probenteil-

chenim Messvolumen in einer durch das asymmetrische
Intensitatsprofil erzeugten inhomogenen Feldverteilung
des elektrischen Felds einfangbar sind, und dass zum
Mitfiihren von in der inhomogenen Feldverteilung einge-
fangenen Probenteilchen eine Dreheinrichtung zum Dre-
hen des asymmetrischen Intensitatsprofils um die Strahl-
achse relativ zum Messvolumen vorhanden ist. Die Vor-
richtung betrifft auBerdem ein Verfahren zum berih-
rungslosen Manipulieren und Ausrichten von Probenteil-
chen in einem Messvolumen mit Hilfe eines inhomoge-
nen elektrischen Felds.
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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft in einem er-
sten Aspekt eine Vorrichtung zum berthrungslosen Ma-
nipulieren und Ausrichten von Probenteilchen in einem
Messvolumen mit Hilfe eines inhomogenen elektrischen
Wechselfelds nach dem Oberbegriff des Anspruchs 1.
[0002] In einem zweiten Gesichtspunkt bezieht sich
die Erfindung auf ein Verfahren zum berlhrungslosen
Manipulieren und Ausrichten von Probenteilchen in ei-
nem Messvolumen mit Hilfe eines inhomogenen elektri-
schen Wechselfelds nach dem Oberbegriff des An-
spruchs 14.

[0003] Inweiteren Aspekten beziehtsich die Erfindung
auf ein Laser-Scanning-Mikroskop und auf ein Verfahren
zum Betrieb eines Laser-Scanning-Mikroskops.

[0004] Eine gattungsgemaRe Vorrichtung und ein gat-
tungsgemafes Verfahren sind beschrieben in: Arthur
Ashkin, Optical trapping and manipulation of neutral par-
ticals using lasers, 1997; Volume 94; Seiten 4853 - 4860
PNAS. Die Laser-Scanning-Mikroskopie und Anwend-
ungen hiervon in der Biologie sind beschrieben in: James
B. Pawley "Handbook of Biological Confocal Microsco-
py", 1995, Plenum Press, New York. Ein konfokales La-
ser-Scanning-Mikroskop ist auBerdem offenbart in DE
197 02 753 A1.

[0005] Es sind folgende zur Anordnungen und Verfah-
ren zur Ausrichtung und Drehung von Partikeln bekannt.
[0006] i) Eine Moglichkeit zur Positionierung und Aus-
richtung dielektrischer Partikel, hier: Partikel, deren Di-
elektrizitatskonstante von derjenigen des sie umgeben-
den Mediums abweicht, mit einem Durchmesser von we-
niger als 1000um ist die Dielektrophorese, welche die
Krafte, die inhomogene elektrische Felder auf elektrisch
polarisierbare Materie ausliben, ausnutzt. Abhangig da-
von, ob die zu manipulierenden Partikel dem Feldgradi-
enten folgen oder in entgegengesetzte Richtung wan-
dern, spricht man von positiver bzw. negativer Dielektro-
phorese.

[0007] Konkret werden bei diesem Verfahren Elektro-
den in der Nahe der zu manipulierenden Partikel bend-
tigt, von denen elektrische Felder ausgehen. Eine be-
sonders praktikable Anordnung dieser Elektroden wird
in so genannten Feldkafigen realisiert, bei denen wenig-
stens vier Elektroden ein Volumen umschlieRen, das sich
an der GréRe der zu manipulierenden Partikel bemisst.
Fir die Erzeugung der elektrischen Feldverteilungen um
die Elektroden legt man an diese Wechselspannungen
definierter Amplitude, Frequenz und Phase an. Als un-
geeignet erweisen sich Gleichspannungen, da diese zu
ungewlinschten Nebeneffekten wie Elektrolyse des Me-
diums, starker Erwarmung oder Strdmungen im Medium
fihren kdnnen, welche jedoch auch bei der Verwendung
von Wechselspannungen nicht génzlich auszuschlieRen
sind.

[0008] Des Weiteren sind die dielektrischen Eigen-
schaften der Proben im Allgemeinen eine Funktion der
Frequenz der sie umgebenden elektrischen Felder. So
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unterliegen z.B. viele Materialien, eingebettet in gangige
Medien, wie z.B. wasserigen Elektrolytldsungen, unter-
halb einer bestimmten Frequenz positiver, oberhalb die-
ser Frequenz negativer Dielektrophorese. Bei nicht voll-
standig charakterisierten Partikeln kann es daher nétig
sein, die Frequenz Uber ein "trial and error"-Verfahren
anzupassen, um den Betrieb des Feldkafigs effizient zu
gestalten.

[0009] Durch geeignete Geometrien des Feldkafigs
sowie passenden Spannungen an den Elektroden ist es
moglich, lokale Extrema der elektrischen Feldstéarke zu
erzeugen, die dazu genutzt werden kdnnen, dielektri-
sche Partikel einzufangen, d.h. stabil bezuglich ihrer
raumlichen Position zu halten. Weiterhin ist es moglich,
durch ein sich drehendes elektrisches Feld, erzeugt
durch der Geometrie des Kéfigs angepasste Phasenla-
gender an den einzelnen Elektroden anliegenden Span-
nungen, ein kontinuierliches Drehmoment auf eingefan-
gene Partikel zu Ubertragen. Dies kann je nach Kéfig
verschiedene Orientierungen haben, sodass es mdglich
ist, allein Uber Phasenanpassungen einen gefangenes
dielektrisches Teilchen um mehr als eine Achse zu dre-
hen. Je nach Eigenschaften des konkreten Gesamtsy-
stems kénnen Umdrehungszahlen von tber 100 Rota-
tionen pro Sekunde erreicht werden. Charakteristisch fir
diese Drehungist, dass zwar ein Gleichgewicht zwischen
dem durch das elektrische Feld induzierten und dem
durch hydrodynamische Reibung verursachten Drehmo-
ment besteht, sich das Partikel aber bezlglich seiner Ori-
entierung im Allgemeinen in keinem Gleichgewicht be-
findet. Die Frequenz, mit der sich das gefangene Partikel
dreht, ist insbesondere nicht die Frequenz, die vom Feld
vorgegeben ist, sondern liegt viele GréRenordnungen
darunter.

[0010] Die Anpassung der Drehgeschwindigkeit der
Partikel an einen gewlinschten Wert erfolgtim allgemein-
en Fall der Unkenntnis der vollstdndigen Struktur des
jeweiligen Partikels Uber Rickkopplungsmechanismen
nach dem Prinzip "trial and error". So kann z.B. die
Drehung von sich in Suspension befindlichen biolo-
gischen Zellen durch ein Mikroskop beobachtet und
gegebenenfalls durch geeignete Anpassung der elek-
trischen Wechselfelder beschleunigt oder verlangsamt
werden. Resultierend hieraus ist die Drehung von nicht
vollstdndig charakterisierbaren Partikeln, wie z.B. biolo-
gische Zellen, um kleine Winkel bestenfalls nur Gber be-
gleitende Messungen am System mdoglich. Literatur:
Christoph Reichle, Torsten Miiller, Thomas Schnelle and
Gunter Fuhr: "Electrorotation in octopole micro cages",
J. Phys. D: Appl. Phys. 32 (1999) 2128-2135; DE 100 59
152 C2 , DE 102004 023 466 A1 und DE 103 20 869 A1.
[0011] i) Eine weitere Mbglichkeit zum Drehen von mi-
kroskopischen Partikeln stellen sogenannte optische
Pinzetten, englisch: "optical tweezers", dar. Als optische
Pinzetten bezeichnet man optische Fallen, die Partikel,
deren Brechungsindex von dem des sie umgebenden
Mediums abweicht, mittels eines fokussierten Laser-
strahls halten und positionieren kénnen. Der prinzipielle
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Aufbau ist folgender: Unter Zuhilfenahme eines teilweise
durchlassigen Spiegels wird ein auf einige Millimeter
Durchmesser aufgeweiteter paralleler Laserstrahl, typi-
scherweise monochromatisch mit einer Wellenlange im
sichtbaren Spektrum oder nahen Infrarot und einem
Gaussformigen Intensitatsprofil, typische Leistung:
50mW, in den Strahlengang eines lichtoptischen Mikro-
skops eingekoppelt und durch ein Ol-Immersions-Objek-
tiv hoher numerischer Apertur in den Probenraum, ty-
pisch: Flissigkeitsfiim zwischen zwei Deckglasern, fo-
kussiert. Da die Feldenergie der elektromagnetischen
Welle beim Eintrittin Medien hdheren Brechungsindexes
gesenkt wird, erfahren bzgl. des sie umgebenden Medi-
ums optisch dichtere Partikel, die durch Molekularbewe-
gung zufallig oder anderweitig gezielt in den Bereich des
endlich ausgedehnten Fokus kommen, eine Kraftin Rich-
tung dessen Zentrums (Gradientenkraft). Des Weiteren
greift als Folge der Lichtstreuung an den Partikel eine so
genannte Streukraft an den Partikeln an, welche sie in
axialer Richtung stabilisiert. Die Streukraft allein schiebt
das Probenteilchen vom Laser weg. Eine stabilisierende
Wirkung ergibt sich zusammen mit den Gradientenkraf-
ten.

[0012] In Bezug auf den Laserstahl gibt es also ein
Gleichgewicht flr die Lage des Partikels im Fokus, wel-
ches dadurch charakterisiert ist, dass sich auf das ein-
gefangene Partikel wirkende Streu- und Gradientenkraf-
te gerade kompensieren bzw. Partikel im Falle kleiner
Auslenkungen aus der Gleichgewichtslage wieder in die-
se zurlickgetrieben werden.

[0013] Dieses kann z.B. ausgenutzt werden, um
Mikropartikel zu fixieren oder sie durch eine Anderung
des Eintrittswinkels des Laserstahls in das Objektiv zu
bewegen. Im Fall der Manipulation biologischer Zellen
ist es notig, Mikropartikel von etwa der Grolke der Zellen
selbst, z.B. kleine Latexkulgelchen, Giber geeignete Meth-
oden an die Zellen zu heften, um dann an diesen mit der
optischen Pinzette anzugreifen, da die Laserintensitat
aufgrund der Fokussierung des verwendeten Laserst-
rahls in dem zum Halten von Mikropartikel nutzbaren Be-
reich fur biologische Zellen zu hoch ist, um deren Integ-
ritdt zu gewahrleisten. Literatur: A. Ashkin, J. M. Dziedzic,
J. E. Bjorkholm, and Steven Chu: "Observation of a sin-
gle-beam gradient force optical trap for dielectric parti-
cles", OPTICS LETTERS/ Vol. 11, No. 5/ Mai 1986; DE
691 13 008 T2.

[0014] Um mit diesem Aufbau Partikel zu drehen, gibt
es verschiedene Mdglichkeiten.

a) Bei doppelbrechende Proben &ndert sich der Po-
larisationszustand des Laserlichtes derart, dass
diese ein Drehmoment erfahren. Dieser Drehmo-
mentlUbertrag flhrt zu einer kontinuierlichen
Drehung um die Laserachse und kann durch die
Anderung der Intensitét sowie Polarisation des ein-
fallenden Laserstahls reguliert werden. Eine An-
wendung dieses Prinzips sind lichtgetriebene Zah-
nrader mit einem Durchmesser von unter 20pum, die
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in sogenannten Mikromaschinen Einsatz finden. Lit-
eratur: M. E. J. Friese, T. A. Nieminen, N. R. Heck-
enberg & H. Rubinsztein-Dunlop: "Optical alignment
and spinning of laser-trapped microscopic particles”,
Nature 394, 348-350 (1998), E. Higurashi, R. Sawa-
da, and T. Ito: "Optically induced angular alignment
of trapped birefringent micro-objects by linearly po-
larized light", NTT Opto-electronics Laboratories,
3-9-11, M. E. J. Friese and H. Rubinsztein-Dunlop:
"Optically driven micromachine elements", Applied
Physics Letters -- January 22, 2001 -- Volume 78,
Issue 4, pp. 547-549.

b) Proben, deren Geometrie und Brechungsin-
dexverteilung dazu fuhrt, dass der bei einer op-
tischen Pinzette verwendete Laserstrahl derart
asymmetrisch gestreut wird, dass aufgrund der fiir
Photonen glltigen Impulserhaltung ein Drehmo-
ment auf die Probe bertragen wird, werden aufgr-
und dessen in Rotation versetzt. Bekannt ist dieser
Effekt als Windmuihleneffekt und tritt Gblicherweise
bei speziell gefertigten Mikropartikeln auf, deren
Form an die eines Propellers erinnert. Im weitesten
Sinn handelt es sich hierbei auch um eine Form der
Doppelbrechung des Partikels, da sowohl Spin als
auch Bahndrehimpuls des verwendeten Laserst-
rahls verandert werden kann. Ebenfalls erfolgt die
Drehung kontinuierlich. Literatur: E. Higurashi, O.
Ohguchi, T. Tamamura, H. Ukita, R. Sawada: "Op-
tically induced rotation of dissymmetrically shaped
fluorinated polyimide micro-objects in optical traps",
J. Appl. Phys., Vol. 82, No. 6, 15 September 1997.

¢)"Optical Spanners": Hierzu wird der oben beschrie-
bene Aufbau der optischen Pinzette dahingehend
modifiziert, als dass der in die Mikroskopoptik einge-
koppelte Laserstrahl zuvor so polarisiert wird, dass
der mittlere Gesamtdrehimpuls der Photonen stark
von Null abweicht. Dies geschieht durch raumliche
Lichtmodulatoren, die Licht tGber Modulation der
Phasenlage Uber die Wellenfront mit einem Bahn-
drehimpuls ausstatten. Durch Streuung und Absorp-
tion dieses Laserlichts an gefangenen Partikeln fin-
det ein kontinuierlicher Drehimpulsibertrag auf
selbige statt, woraus eine Rotation des gefangenen
Partikels um die Laserachse resultiert. Ebenso ist
es mdglich, Mikropartikel auf Kreisbahnen zu schick-
en, die sie periodisch durchlaufen, ohne dass es ein-
er Fuhrung der einzelnen Partikel z.B. Giber Auslen-
kung des einfallenden Laserstrahls bedurfte. Liter-
atur: M. E. J. Friese, J. Enger, H. Rubinsztein-Dun-
lop, and N. R. Heckenberg: "Optical angular momen-
tum transfer to trapped absorbing particles", Physi-
cal Review A 54, 1593-1596, (1996), J Leach, M. R.
Dennis, J. Courtial and M. J. Padgett: "Vortex knots
in light", New J. Phys. 7 (2005) 55.

d) AuRerdem gibt es Ansatze, Objekte mit mehreren
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optischen Pinzetten gleichzeitig zu halten und durch
Variation der relativen Lage der Foki zueinander
asymmetrische Partikel um die optische Achse des
Mikroskops zu drehen.

[0015] Hierzu kénnen entweder Uber Strahlteileropti-
ken mehrere Laserstrahlen in das Mikroskop eingekop-
pelt werden oder man lenkt den Laserstahl Gber automa-
tisch gesteuerte Spiegel oder akustisch-optische Deflek-
toren (AOD), die zwischen mindestens zwei Positionen
hin und her springen, so um, dass die so entstehenden
Teilstrahlen auf mehr als einen Fokuspunkt zusammen-
laufen. Eine andere Mdglichkeit zu Erzeugung von mehr
als einem Fokus ist die Verwendung von holographi-
schen Phasenplatten. Ein solcher Aufbau wird auch als
holographische optische Pinzette, englisch: "holographic
optical tweezers", bezeichnet.

[0016] Drehungen senkrecht zur optischen Achse des
Mikroskops wurden an einem speziell zu diesem Zweck
gefertigten, hantelférmigen Mikropartikel bestehend aus
zwei teilweise verschmolzenen Glaskiigelchen von jew-
eils etwa 5um Durchmesser in einem "trial and erorr"
Experiment realisiert. Ebenfalls wurde in Laborexperi-
menten gezeigt, dass es mdglich ist, Festkérperlaser du-
rch einbringen einer geeigneten Aperturblende in die
Resonatorkammer, englisch: "cavity", so zu modifi-
zieren, dass die von ihnen emittierten Laserstrahlen du-
rch ein Objektiv auf mehr als einen Punkt fokussiert wer-
den. Jeder dieser Foki kann somit als optische Pinzette
genutzt werden. Literatur: V. Bingelyte, J. Leach, J. Cour-
tial, and M. J. Padgett: "Optically controlled three-dimen-
sional rotation of microscopic objects", APPLIED PHYS-
ICS LETTERS VOLUME 82, NUMBER 5, 3 FEBRUARY
2003; Amiel Ishaaya, Nir Davidson, and Asher Friesem:
"Very high-order pure Laguerre-Gaussian mode selec-
tion in a passive Q-switched Nd:YAG laser", Optics Ex-
press # Vol. 13, Iss. 13 -- June 2005 pp: 4952-4962;
Enrico Santamato, Antonio Sasso, Bruno Piccirillo, and
Angela Vella: "Optical angular momentum transfer to
transparent isotropic particles using laser beam carrying
zero average angular momentum", Optics Express Vol.
10, Iss. 17 -- August 2002 pp: 871-878.

[0017] iii) Fokussierende Glasfasern, d.h. handels(ibli-
che, lichtleitende Glasfasern, deren Ende mit einer klein-
en Sammellinse versehen oder geeignet anders modifi-
ziert wird, kdnnen dazu eingesetzt werden, mikroskopis-
che Partikel stabil zu halten. Das Prinzip ist hierbei ver-
gleichbar mit dem der optischen Pinzette, mit dem Un-
terschied, dass der Laserstrahl nicht mehr in die
Mikroskopoptik eingekoppelt werden muss, sondern ge-
fuhrt durch die Glasfaser in den Probenraum gelangt.
Aufgrund der langlichen Form des durch das praparierte
Faserende entstehenden Fokus richten sich mikrosko-
pische Partikel mitihrer langsten Achse parallel zur Aus-
breitungsrichtung des Laserstrahls aus. Uberlagert man
die Foki mehrerer Glasfasern, ist es moglich, durch gee-
ignetes An- und Ausschalten der Faserlaser gefangene
Partikel neu zu orientieren. Sie richten sich innerhalb
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kurzer Zeit jeweils parallel zur optischen Achse der jew-
eils aktiven Glasfaser aus. Dieses Verfahren gestattet,
sofern es die Geometrie der am sonstigen Aufbau beteil-
igten Gerate und die Biegsamkeit und Abmessung der
Glasfasern erlauben, Partikel in Schritten von einer
Gleichgewichtslage in die néchste zu drehen. Die Anzahl
der stabilen Orientierungen entspricht dabei hochstens
der doppelten Anzahl der Fasern. Literatur: K. Taguchi,
H. Ueno, T. Hiramatsu and M. lkeda: "Optical trapping
of dielectric particle and biological cell using optical fibre",
ELECTRONICS LETTERS 27th February 1997 Vol. 33;
K. Taguchi, H. Ueno and M. Ikeda: "Rotational manipu-
lation of a yeast cell using optical fibres", ELECTRONICS
LETTERS 3rd July 1997 Vol. 33 No. 14; K. Taguchi, M.
Tanaka, K. Atsuta and M. Ikeda: "Three Dimensional Op-
tical Trapping Using Plural Optical Fibers", Proc. of
CLEO2000, pp.CtuK19, (2000-9); Taylor, R. S.; Hna-
tovsky, C.: "Particle trapping in 3-D using a single fiber
probe with an annular light", Optics Express, vol. 11, Is-
sue 21, p.2775.

[0018] iv) Zweistrahllaserfallen und darauf aufbauen-
de Methoden zur Manipulation von Mikropartikeln: Diese
Art der Laserfalle wurde erstmals 1970 von A. Ashkin mit
frei propagierenden Laserstahlen realisiert. Die heute
verbreitetere, technisch leicht abgewandelte Form be-
dient sich der Fuhrung der Laserstrahlen durch Glasfa-
sern in den Probenraum. Das Prinzip beider Bauformen
ist jedoch das gleiche. Zwei von ihrem Intensitatsprofil
her gauf3férmige, divergente Laserstrahlen werden so
gegeneinander gerichtet, dass ihre optischen Achsen
einander decken. Ahnlich wie bei der optischen Pinzette
greifen auch hier zwei Arten von Kréaften an in Bezug auf
das umgebende Medium optisch dichtere Partikeln, die
in den Bereich der Laserstrahlen kommen. Gradienten-
krafte, die das Partikel in den Bereich maximaler Laser-
intensitat ziehen, d.h. radial zentrieren, und Streukrafte
in Ausbreitungsrichtung der Laserstrahlen, die fir eine
Ausrichtung entlang der optischen Achse sorgen. Dies
fuhrt dazu, dass sich das Partikel bei gleicher Beschaf-
fenheit der beiden Laserstrahlen nach relativ kurzer Zeit
in einer stabilen Gleichgewichtsposition zentriert zwi-
schen den beiden Laserstrahlen befindet. Erhéht man
die Intensitat eines der Laserstrahlen, wird diese Gleich-
gewichtslage des gefangen Partikels auf der optischen
Achse etwas in Ausbreitungsrichtung dieses Laser-
strahls verschoben. Der Durchmesser der Laserstrahlen
sollte, um die Falle effizient zu gestalten, im Bereich der
Gleichgewichtsposition fir gefangene Partikel die GréRRe
der Partikel nicht wesentlich Ubersteigen. Der volle Di-
vergenzwinkel der Laserstrahlen liegt typischerweise bei
10 - 20 Grad im Fernfeld. Die fir das Einfangen und Hal-
ten notwendige Laserleistung héngt von Dichteunter-
schied des Partikels zu dem des ihn umgebenden Me-
diums, GroRe des Partikels, relativen Brechungsindizes,
Temperatur und Geometrie der Falle sowie gegebenen-
falls von Divergenz und Breite der Laserstrahlen ab. Sie
liegt jedoch bzgl. des Fangens und Halten von biologi-
schen Zellen in wéasserigen Medien zwischen 5 und
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300mW kontinuierlicher Leistung pro Laserstrahl, ty-
pisch: voller Divergenzwinkel im Fernfeld in Luft 15 Grad,
Wellenlange im nahen Infrarot, z.B.1060nm.

[0019] Das definierte Drehen von Partikeln ist mit die-
sem Aufbau nicht mdglich. Uber ein leichtes Verkippen
der Laserstrahlen gegeneinander kann ein gefangenes
Partikel jedoch auf eine periodische Bahn innerhalb der
Falle gezwungen werden. Die Dynamik dieses Prozes-
ses ist charakterisiert durch das abwechselnde Angrei-
fen von Streu- und Gradientenkraften der beiden Laser-
strahlen am Partikel. Dies lasst sich qualitativ wie folgt
beschreiben: Das Partikel befindet sich im Zentrum von
Laserstrahl1, die auf es wirkende Streukraft driickt es in
Richtung Laserstrahl2 bis die von diesem ausgehende
Gradientenkraft dominiert, das Partikel neu zentriert und
die von Laserstrahl2 ausgehende Streukraft es wieder
in Richtung Laserstrahl1 schiebt usw. Dieser Effekt tritt
in der Regel ungewollt auf, wenn die Laserstrahlen nicht
optimal ausgerichtet sind, findet jedoch keinerlei Anwen-
dungen.

[0020] Des weiteren sind, dhnlich dem Prinzip der
Zweistrahllaserfalle, optischen Fallen unter Verwendung
von mehr als zwei Laserstrahlen gebaut worden, in de-
nen gefangene Partikel bei nicht optimal ausgerichteten
Faserenden auf 8hnliche, periodische Bahnen gezwun-
gen werden.

[0021] Weiterhin lassen sich elliptische Partikel durch
Variation der relativen Laserintensitdten von einem La-
serstrahl in einem anderen Drehen, da sich diese in op-
tischen Fallen stets mit ihrer Hauptasche parallel zur
Ausbreitungsrichtung des Laserstrahls ausrichten. Die
Anzahl der méglichen Ausrichtungen entspricht hier, wie
im Fall der auf fokussierenden Glasfasern basierenden
optischen Falle, maximal der doppelten Anzahl der ver-
wendeten Glasfasern.

[0022] Anwendung finden faserbasierte Laserfallen
zudem auf dem Gebiet der Viskoelastizitdtsmessung an
biologischen Zellen, zuerst von J. Guck et. al. in einer
faserbasierten divergenten Zweistrahllaserfalle reali-
siert. Hierbei wird ausgenutzt, dass bei gentigend hohen
Laserintensitaten, als Folge der relativistischen Energie-
Impuls-Beziehung sowie dem allgemeinen Prinzip der
Impulserhaltung, Krafte an der Membran einer Zelle an-
greifen, die in der Lage sind, diese zu verformen. Eine
zu diesem Zweck betriebene Falle wird auch als opti-
scher Strecker, englisch: "optical stretcher", bezeichnet.
[0023] Des Weiteren kdnnen Zweistrahllaserfallen da-
zu eingesetzt werden, sphéarische Mikropartikel bis zu
einer GroéfRe von wenigen Mikrometer aquidistant auf-
zureihen. Literatur: A. Ashkin: "Acceleration and Trap-
ping of Particles by Radiation Pressure", Phys. Rev. Lett.
24, 156-159 (1970); S.D. Collins, R.J. Baskin, and D.G.
Howitt, "Microinstrument gradient force optical trap", Ap-
plied Optics 38, 6068-6074 (1999); Guck, J., R. Anan-
thakrishnan, T.J. Moon, C.C. Cunningham and J. K&s:
"Optical deformability of soft dielectric materials", Phys.
Rev. Lett., 84 (23), 5451-5454 (2000); Guck, J., R. Anan-
thakrishnan, T.J. Moon, C.C. Cunningham and J. Kas:
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"The Optical Stretcher - A Novel, noninvasive tool to ma-
nipulate biological materials", Biophys. J., 81, 767-784
(2001); W. Singer, M. Frick, S. Bernet, and M. Ritsch-
Marte: "Self-organized array of regularly spaced mi-
crobeads in a fiber-optical trap”, J. Opt. Soc. Am. B 20,
1568 (2003).

[0024] Alle vorstehend beschriebenen Lésungen ha-
ben in Bezug auf das Anwendungsgebiet der Erfindung
mindestens einen der folgenden Mangel:

[0025] Die Drehung der Partikel resultiert aus einem
kontinuierlichen Drehimpulstbertrag. Dieses fihrt dazu,
dass eingefangene, nicht vollstandig charakterisierte
Partikel nur Gber ein "trial and error" Verfahren unter Ver-
wendung eines Riickkopplungsmechanismus um defi-
nierte Winkel gedreht werden kénnen. Im Fall der dielek-
trischen Feldkafige und "Optical Spanners" heif3t dies
konkret: Die Drehung mikroskopischer Partikel um defi-
nierte Winkel ist nur dadurch méglich, dass eine konti-
nuierlich induzierte Drehung kurz vor Durchlaufen der
gewunschten Ausrichtung abgebrochen und das Partikel
unter Berlcksichtigung des Verhaltnis von auftretenden
Tragheit- zu Reibungskraften abgebremst wird. Um zu
beurteilen, ob die gewlinschte Orientierung bereits er-
reicht ist, bedarf es im Allgemeinen einer Messung, die
typischerweise mit einem Lichtmikroskop erfolgt.
[0026] Es ist nicht mdglich, die Drehung mikroskopi-
scher Partikel im Grenzfall kleiner Winkelgeschwindig-
keiten im Gleichgewicht durchzufiihren. Dies bedeutet,
dass die Orientierung eines Partikels nach Abschluss ei-
ner Drehung im Allgemeinen nicht stabil ist. Es ist daher
mit denen unter i), ii)a), ii)b), iic),iii) und iv), genannten
Methoden nicht mdglich, ein Partikel in jeder beliebigen
Orientierung bezuglich mindestens einer der moglichen
Drehachsen stabil zu halten. Soll eine bestimmte Orien-
tierung gehalten werden, ist es nétig, gegen Drehmo-
mente, die auf asymmetrische Partikel aufgrund von
Asymmetrien des Aufbaus wirken, dynamisch, d.h. not-
wendigerweise unter Verwendung von Rickkoppelme-
chanismen, gegenzusteuern. Im Falle von Feldkafigen
wird die Rotationssymmetrie des Systems durch die end-
liche Zahl der verwendeten Elektroden gebrochen. Im
Fall der "Optical Spanners" ist es die Polarisationsrich-
tung des Laserstrahls, der zum Halten des Partikels ver-
wendet wird, die flr eine Vorzugsorientierung asymme-
trischer Partikel sorgt.

[0027] Drehungen kdénnen resultierend aus dem vor-
herigen Punkt nur Gber Rickkopplungsmechanismen mit
konstanter Winkelgeschwindigkeit ausgefiihrt werden.
Zu bewerten, ob sich z.B. eine biologische Zelle mit kon-
stanter Winkelgeschwindigkeit dreht, ist insbesondere
dann problematisch, wenn die Struktur der Zelle noch
weitgehend unbekanntist und erst durch das Drehen auf-
geklart werden soll.

[0028] Die Verwendung optischer Pinzetten zum Dre-
hen mikroskopischer Partikel stellt eine starke Ein-
schrankung der verwendbaren Mikroskopoptiken dar,
welche im Allgemeinen gleichzeitig zur Beobachtung der
Partikel genutzt werden. Unerlasslich ist hier die Verwen-
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dung von Objektiven hoher numerischer Apertur. Daraus
resultiert ein sehrkleiner Arbeitsabstand sowie eine nicht
immer gewtinschte sehr starke VergréRerung. Des Wei-
teren sind optische Pinzetten nicht als universell einsetz-
bare Zusatzmodule fiir beliebige Mikroskope zu sehen.
Die Integration einer optischen Pinzette in ein Mikroskop
ist im Allgemeinen sehr aufwendig und bei vielen Mikro-
skoptypen Uberhaupt nicht oder nur eingeschrankt mog-
lich. Problematisch fir die Kombination mit optischen
Pinzetten sind z.B. Konfokalmikroskope, Dekonvoluti-
onsmikroskope, samtliche Mikroskope, die Objektive mit
einer numerischen Apertur kleiner als ~1.1 verwenden.
[0029] Optische Pinzetten sind aufgrund der durch die
Fokussierung der verwendeten Laserstrahlen bedingten
extrem hohen Spitzenintensitat zur direkten Manipulati-
on biologischer Proben weitestgehend ungeeignet. Ther-
mische Schaden, sowie Strahlungsschaden an den Pro-
ben lassen sich etwa durch die Wahl geeigneter Wellen-
l&ngen minimieren, nicht aber ganzlich vermeiden.
[0030] In den meisten Fallen ist die Doppelbrechung
mikroskopischer Partikel viel zu gering, als dass diese in
einer linear polarisierten Laserfalle ein Drehmoment er-
fahren konnten, welches sie in Rotation versetzt. Aus-
nahmen stellen hier speziell gefertigte Mikrozahnrader
sowie optisch aktive Kristalle dar.

[0031] Das Drehen mikroskopischer Partikel durch ei-
ne optische Pinzette erfolgt in der Regel um die optische
Achse der zur Fuhrung des Laserstrahles eingesetzten
Mikroskopoptiken, welches Ublicherweise auch zur Be-
obachtung des Partikels verwendet wird. D.h. das Dre-
hen des Partikels unter Beobachtung ergibt keinen zu-
satzlichen Informationsgewinn. Dieses Verfahren ist da-
mit als Grundlage fiir tomographische Untersuchungen
ganzlich ungeeignet. Es ist theoretisch zwar denkbar,
das Partikel von der Seite mit einem zweiten Mikroskop
zu beobachten, jedoch aufgrund der der Funktionalitat
untergeordneten Geometrie handelsiiblicher Mikrosko-
pe einfach nicht praktikabel. Da z.B. der Abstand des
laseremittierenden Objektivs zum Partikel nicht wesent-
lich gréer als 250um sein darf, fir optische Pinzetten
verwendbare Objektive typischerweise jedoch einen
Durchmesser von nicht weniger als 2cm haben, misste
das zur Beobachtung dienende Objektiv einen Arbeits-
abstand von mindestens 1 cm besitzen. Diese Konstel-
lation wiirde allerdings das erzielbare Auflésungsvermo-
gen erheblich herabsetzen, da es im Wesentlichen eine
Funktion des maximalen Winkels ist, unter dem von der
Probe ausgesandtes Licht in das Objektiv fallt.

[0032] Dielektrische Feldkafige arbeiten typischerwei-
se nach dem Prinzip negativer Dielektrophorese, d.h.
Partikel, die eingefangen werden sollen, miissen sich in
einem Medium héher Dielektrizitdtskonstante befinden.
Da die hierbei notwendigen Feldstarken erheblich sind,
typisch >20 KV/m, flieRen in der Regel kleine elektrische
Stréome zwischen den Elektroden im Probenraum, was
unerwiinschte Auswirkungen auf die gefangenen Parti-
kel haben kann. Diese kénnen von der Erwdrmung bis
hin zu strukturellen Verdnderungen oder Tod empfindli-
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cher Proben, z.B. biologischer Proben, reichen.

[0033] Firdie Manipulation biologischer Probenist da-
her die Verwendung spezieller, schwach leitender Medi-
en erforderlich, die jedoch mit vielen Zelltypen nicht kom-
patibel sind bzw. deren Auswirkungen auf die Integritat
der Zellen nicht bekannt sind.

[0034] Aufgabe der Erfindungist, eine Vorrichtung und
ein Verfahren zu schaffen, mit welchen das Manipulieren
und Ausrichten von Probenteilchen in einem Messvolu-
men erleichtert wird.

[0035] Diese Aufgabe wird in einem ersten Gesichts-
punkt der Erfindung durch die Vorrichtung mit den Merk-
malen des Anspruchs 1 geldst.

[0036] Ineinem zweiten Aspekt der Erfindung wird die
Aufgabe durch das Verfahren mit den Merkmalen des
Anspruchs 14 gel6st.

[0037] Bevorzugte Ausgestaltungen der erfindungs-
gemalen Vorrichtung und vorteilhafte Varianten des er-
findungsgemafRen Verfahrens sind Gegenstand der ab-
hangigen Anspriche.

[0038] Die Vorrichtung der oben bezeichneten Art ist
erfindungsgeman dadurch weitergebildet, dass als Teil
der optischen Mittel eine Strahlformungseinrichtung zum
Erzeugen eines zu einer Strahlachse asymmetrischen
Intensitatsprofils vorhanden ist, wobei Probenteilchen im
Messvolumen in einer durch das asymmetrische Inten-
sitatsprofil erzeugten inhomogenen Feldverteilung des
elektrischen Felds einfangbar sind, und dass zum Mit-
fihren von in der inhomogenen Feldverteilung eingefan-
genen Probenteilchen eine Dreheinrichtung zum Drehen
des asymmetrischen Intensitatsprofils um die Strahlach-
se relativ zum Messvolumen vorhanden ist.

[0039] Das Verfahren der oben genannten Art ist er-
findungsgemaR dadurch weitergebildet, dass der in das
Messvolumen eingeleiteten elektromagnetischen Strah-
lung ein zu einer Strahlachse asymmetrisches Intensi-
tatsprofil aufgepragt wird, welches im Messvolumen eine
inhomogene Feldverteilung des elektrischen Felds er-
zeugt, in welcher Probenteilchen eingefangen werden,
und dass zum Mitfiihren von in der inhomogenen Feld-
verteilung gefangenen Probenteilchen das asymmetri-
sche Intensitatsprofil um die Strahlachse relativ zum
Messvolumen gedreht wird.

[0040] Gegenstand der Erfindung ist auch ein Laser-
Scanning-Mikroskop, insbesondere ein konfokales La-
ser-Scanning-Mikroskop, welches eine erfindungsge-
maRe Vorrichtung zum beriihrungslosen Manipulieren
und Ausrichten von Probenteilchen in einem Messvolu-
men mit Hilfe eines inhomogenen elektrischen Wechsel-
felds aufweist.

[0041] SchlieRlich ist Gegenstand der Erfindung auch
ein Verfahren zum Betrieb eines Laser-Scanning-Mikro-
skops, insbesondere eines konfokalen Laser-Scanning-
Mikroskops, bei dem die Verfahrensschritte des An-
spruchs 14 durchgefihrt werden.

[0042] Als erster Kerngedanke der Erfindung kann die
Erkenntnis angesehen werden, dass mit Hilfe eines
nichtrotationssymmetrischen Strahlprofils in einem
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Messvolumen eine inhomogene Feldverteilung des elek-
trischen Felds erzeugt werden kann, mit welcher eine
azimutale Ausrichtung eines Probenteilchens bezogen
auf eine Strahlachse bewerkstelligt werden kann.
[0043] Als weiterer Kerngedanke der Erfindung ist so-
dann anzusehen, dass auf diese Art gefangene oder fest-
gehaltene Partikel oder Probenteilchen durch einfaches
Drehen des nicht rotationssymmetrischen Intensitats-
profils relativ zum Messvolumen im Messvolumen mani-
puliert, ausgerichtet und gedreht werden kénnen. Durch
die Variation der elektromagnetischen Strahlung wird ei-
ne Drehung der Feldverteilung um eine beliebige Dreh-
achse bewerkstelligt.

[0044] Die Wirkung der Erfindung ergibt sich aus dem
Verhalten von spezifisch polarisierbarer Materie im Feld
einer anisotrop, beispielsweise nicht rotationssymme-
trisch abgestrahlten elektromagnetischen Strahlung.
Hierbei kommen vor allem Laserquellen als Strahlungs-
quellen in Betracht.

[0045] Die Erfindung gestattet beispielsweise, verein-
zelte mikroskopische Partikel mit einem Durchmesser
zwischen 0,2 und 5000 p.m, die sich bezuglich ihrer Lage
bereits in einem stabilen Gleichgewicht befinden oder
mit Hilfe der erfindungsgeméafRen Vorrichtung in ein
Gleichgewicht gebracht werden, beriihrungslos um de-
finierte Winkel zu drehen. Die Drehung kann dabei ins-
besondere so durchgeflihrt werden, dass es mdéglich ist,
ein Partikel in jeder beliebigen Orientierung relativ zu ei-
ner Drehachse stabil zu halten.

[0046] Die erfindungsgemale Vorrichtung stelltin sich
eine Einheit dar, die bezuglich ihrer Funktionalitat unab-
hangig von eventuell zur Beobachtung der manipulier-
ten, ausgerichteten und/oder gedrehten Partikel nétigen
Instrumente, insbesondere unabhangig von einem hier-
zu eingesetzten Mikroskop, ist. Gleichwohl ergeben sich
insbesondere zahlreiche vorteilhafte und neue Anwen-
dungenim Bereich der Mikroskopie. Beispielsweise kann
die berlhrungslose Drehung der Partikel quer zu einer
optischen Achse, insbesondere senkrecht zu einer opti-
schen Achse, eines zur Beobachtung dienenden Instru-
ments erfolgen. Die hierbei méglichen neuen Anwendun-
gen gehen Uber die oben beschriebenen Lésungen hin-
aus und dort vorhandene Beschrankungen kénnen zum
grolRen Teil vermieden werden. Die erfindungsgemalfe
Anordnung kann auch beschrieben werden als eine elek-
tromagnetische Strahlungsfalle, die es ermdglicht, mi-
kroskopische Partikel, die in ihren optischen Eigenschaf-
ten, insbesondere Brechungsindex und Absorptionsver-
halten, von denjenigen eines sie umgebenden Mediums
abweichen in einer beliebigen Orientierung relativ zu
mindestens einer Drehachse zu halten. Auch einander
im Messvolumen (berlagernde asymmetrische Intensi-
tatsprofile mehrerer Strahlungsquellen sind im Prinzip
denkbar und kénnen fir bestimmte Anwendungen vor-
teilhaft sein. Der Brechungsindex des zu manipulieren-
den Partikels muss dabei grof3er als derjenige des um-
gebenden Mediums sein.

[0047] Die Erfindung betrifft insbesondere das stabile
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beriihrungslose Ausrichten und Drehen von Partikeln mit
einem typischen Durchmesser von 0,2 bis 5000 Mikro-
meter. Dies ist vor allem flir Mikroskopietechniken zur
Erzielung hoher isotroper Aufldsungen von Bedeutung,
wie z.B. der lichtmikroskopischen Computertomographie
an einzelnen biologischen Zellen, suspendierten Zellor-
ganellen oder kleinen Zellverbanden.

[0048] Eine weitere Anwendung ist der Einsatz in mi-
krofluidischen Systemen, um etwa die Viskositat klein-
ster Stoffmengen, wie sie z.B. in Mikroreaktoren umge-
setzt werden, zu bestimmen oder kleinste Drehmomente
zu quantifizieren.

[0049] Die erfindungsgemafie Vorrichtung, die auch
als Zellrotator bezeichnet werden kann, kann auch nutz-
bringend mit dem "optical stretcher" eingesetzt werden.
In der Kombination kann vermieden werden, dass mikro-
fluidischer Fluss Zelldrehungen induziert, wahrend die
Zelle verformt oder "gestretcht" wird.

[0050] Bei der erfindungsgemafien Vorrichtung wird
mindestens ein elektromagnetischer Strahl verwendet,
der durch geeignete Optiken, z.B. optische Wellenleiter,
Spiegel oder Mikroprismen, so in den Probenraum ge-
fuhrt wird, dass seine transversale Ausdehnung dort et-
wa der PartikelgroRe entspricht oder in unmittelbarer Na-
he des Probenraums mit geeigneter Geometrie erzeugt
wird, z.B. von einer Laserdiode. Die Probenteilchen wer-
den also bezlglich mindestens einer Achse orientiert.
Auch eine Ausrichtung relativ zu mehreren Achsen ist
grundsatzlich moglich. Hierzu kénnen mehrere Strah-
lungsquellen verwendet werden. Besonderes Merkmal
der Fuhrung der eingesetzten elektromagnetischen
Strahlung ist es, dass sie anders als bei optischen Pin-
zetten, vollig entkoppelt von méglicherweise zur Beob-
achtung der Probe eingesetzten Mikroskopoptiken zu se-
hen ist.

[0051] Zweck der verwendeten elektromagnetischen
Strahlen ist es zunéachst, wie bei Laserfallen, das zu ma-
nipulierende Partikel in ein stabiles Gleichgewicht bezlig-
lich seiner Lage zu bringen und mdgliche andere am Par-
tikel angreifende Krafte zu kompensieren. Wird hierzu
lediglich ein Strahl verwendet, so ist es notwendig, dass
dieser konvergent ist oder aber eine entgegen der Aus-
breitungsrichtung dieses Strahls gerichtete Kraft, z.B.
[0052] Gravitation, Reibungskrafte bedingt durch den
Fluss des Mediums, am Partikel angreift, um auftretende
Streukrafte zu kompensieren.

[0053] Kommen mehrere Strahlen zum Einsatz, kon-
nen diese so gegeneinander gerichtet werden, dass von
ihnen am gefangenen Partikel angreifende Streukrafte
sich gegenseitig aufheben. Generell ist der Punkt der
stabilen Lage des Partikels in der Falle charakterisiert
durch das Verschwinden der Summe aller angreifenden
Krafte, sowie dem Auftreten riicktreibender Kréafte fur kei-
ne Auslenkungen aus der Gleichgewichtslage. Weiterhin
resultiert aus der Verwendung mindestens eines elektro-
magnetischen Strahls mit nichtrotationssymmetrischem
Profil ein Potential fur die Orientierung eingefangener,
im Hinblick auf ihre optischen Eigenschaften nicht voll-
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sténdig homogene oder asymmetrisch geformte Partikel
bezliglich der Drehung um die Ausbrei tungsrichtung die-
ses Strahls. Die Asymmetrie dieses Strahls kann das In-
tensitatsprofil, seine Polarisation sowie die Modulation
der Phase (ber den Stahlquerschnitt betreffen. Schon
kleinste Abweichungen der Partikelform von Rotations-
kérpern, die bei realen Proben praktisch immer vorhan-
den sind, reichen hierbei zur Ausbildung eines Potentials
fur die Winkelausrichtung aus. Resultierend aus diesem
Potential ergibt sich eine Vorzugsorientierung des Parti-
kels in der Falle, die beim Einfangen eingenommen und
dann stabil gehalten wird. Dreht man nun das Profil des
asymmetrischen Strahls und damit das Potential fiir die
Winkelausrichtung eines eingefangenen Partikels, dreht
sich dieses mit. Diese Drehung erfolgt im Grenzfall klei-
ner Winkelgeschwindigkeiten im Gleichgewicht, d.h. im
Minimum des Potentials. Realisiert wird die Drehung des
fur die Orientierung des Partikels verantwortlichen asym-
metrischen Stahlprofils, am einfachsten durch die Dre-
hung eines den Strahl asymmetrisch emittierenden Wel-
lenleiters. Andere Méglichkeiten zur Drehung des Strahl-
profils, z.B. solche die astigmatische Linsen oder Spiegel
verwenden, sind mdglich.

[0054] Das Verfahren besteht erfindungsgemaf aus
folgenden Schritten, von denen einige, je nach der Be-
schaffenheit der Probe, als optional zu betrachten sind.
[0055] Zun&chst kdnnen die zu untersuchenden Par-
tikel fur die Durchfihrung des erfindungsgeméafien Ver-
fahrens in folgender Weise vorbereitet werden.

[0056] Die zu untersuchenden Partikel werden verein-
zelt und Partikelaggregate aufgebrochen. Je nach Emp-
findlichkeit und Beschaffenheit der Probe eignen sich
hierfiir verschiedene Verfahren, die von der grob mecha-
nischen Einwirkungen auf die Probe, wie z.B. durch Zer-
kleinerung in einem Médrser, Uber Ultraschallmethoden
bis hin zu Verfahren reichen, bei denen die Probe unter
Zugabe geeigneter Chemikalienin flissigen Medien sus-
pendiert wird. Im Fall biologischer Zellen kann ebenfalls
eine enzymatische Behandlung der Probe nétig sein, um
interzellulare Strukturen aufzulésen.

[0057] Falls notwendig, kann die Probe unter Einsatz
Ublicher Techniken, wie z.B. Sedimentation, Zentrifuga-
tion, chemischer Aufbereitung, von Verunreinigungen
befreit werden.

[0058] Nach Vorbereitung des Partikels kénnen diese
wie folgt behandelt werden.

[0059] Die vereinzelten Partikel werden nun in ihrem
Medium in den Wirkungsbereich der die Erfindung be-
treffenden Strahlungsfalle gebracht. Im Fall flissiger Me-
dien bieten sich hierzu die Verwendung mikrofluidischer
Transportsysteme, Mikropipetten sowie optischer Pin-
zetten an. In Gasen sowie auch im Vakuum koénnen fir
diesen Transport z.B. Mikrosonden, elektrische Felder,
optische Pinzetten oder Zerstauber, wobei letztere im
Vakuum nur bedingt geeignet sind, verwendet werden.
Bei der Wahl des Mediums ist darauf zu achten, dass
dieses weder chemisch mit den Partikeln reagiert. Eben-
falls sollte das Medium im Fall die verwendete Strahlung
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absorbierender Partikel ein guter Warmeleiter sein.
[0060] Im flr das weitere Verfahren unglnstigen Fall,
dass sich mehrere nicht zusammenhangende Partikel in
der Falle befinden, kann die Leistung der verwendeten
Laserstrahlen solange gesenkt werden, bis alle Teilchen
bis auf ein einziges getrieben durch thermische Fluktua-
tionen oder gerichteten Fluss des Mediums den Wir-
kungsbereich der Falle verlassen haben.

[0061] In Fallen stark unterdampfter oder Gberdampf-
ter Systeme, z.B. groRe Partikel in verdiinnten Gasen
oder im Vakuum bzw. kleine Partikel in hochviskosen
Medien, ist es nétig abzuwarten, bis sich das eingefan-
gene Partikel in einer stabilen Position in der Falle ein-
findet. Ublicherweise dauert dieser Vorgang jedoch le-
diglich einige hundertstel Sekunden

[0062] Bei stark variierender PartikelgrofRen kann es
zudem vorteilhaft sein, die Geometrie der Falle, sofern
diese mit divergenten elektromagnetischen Strahlen ar-
beitet, der Grofie des jeweilig gefangenen Partikels an-
zupassen.

[0063] Das Drehen des gefangenen Partikels erfolgt
Uber die Drehung mindestens eines asymmetrischen
Strahlprofils. Hierbei kann diese Asymmetrie die Vertei-
lung von Intensitat, Polarisationszustand und/oder eine
Modulation der Phasenlage Uber den Strahlungsquer-
schnitt bedeuten. Ebenso kann die hydrodynamische
Kopplung an einen in die Néhe des Partikels gebrachten,
rotierenden Wellenleiter zur Drehung des Partikels ge-
nutzt werden.

[0064] Ist die Messung am Partikel, zwecks welcher
die Drehung durchgefiihrt wurde, abgeschlossen, kann
das Partikel unter Verwendung eines an sich bekannter
Transportmechanismus entsprechend dem Messergeb-
nis sortiert werden.

[0065] Die erfindungsgemafe Anordnung und das
Verfahren sind mit einer Reihe von Vorteilen verbunden.
[0066] Die Drehung mikroskopischer Partikel erfolgt
gekoppelt an das sie ausrichtende Potential. Insbeson-
dere heildt dies, dass ein gefangenes Partikel durch die
erfindungsgemafie Anordnung ohne Verwendung von
Rickkoppelmechanismen um definierte, beliebige Win-
kel gedreht werden kann. Dies ist vor allem dann wichtig,
wenn die raumliche Struktur der zu drehenden Partikel
nichtvollstédndig charakterisiertist oder gar, wie beim Ein-
satz der Drehung zu Zwecken der Computertomogra-
phie, durch die Drehung aufgeklart werden soll.

[0067] Eine solche Drehung ist, je nach Auspragung
der. Asymmetrien von elektromagnetischem Strahl und
Partikel, der Viskositat des das Partikel umgebenden Me-
diums sowie der Intensitat des Laserstrahls und der re-
lativen mittleren Brechungsindizes sehr schnell durch-
fihrbar. Dieses erlaubt andererseits, die Erfindung im
Fall besonders empfindlicher Partikel, z.B. biologischer
Zellen, die zum Zweck der Computertomographie ge-
dreht werden sollen, fur welche Winkelgeschwindigkei-
ten von 360°/Sekunde ausreichen, mitrelativ kleinen Lei-
stungen zu betreiben, z.B. Laserstrahlen mit jeweils 10
- 100 mW. Dies entspricht bei der Verwendung divergen-
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ter Laserstrahlen wesentlich geringeren Belastungen flr
die Zellen als sie bei der Manipulation durch optische
Pinzetten auftreten.

[0068] Anders als z.B. bei dielektrischen Feldkafigen
und "optical spanners" kann ein eingefangenes Partikel
in jeder durchlaufbaren Orientierung stabil gehalten wer-
den, ohne dass es eines Rickkoppelungsmechanismus
bedarf. Durchlaufbar sind alle Winkel zwischen 0° und
360° beziiglich mindestens einer Drehachse. Niitzlich ist
dies z.B. bei der Langzeitbeobachtung biologischer,
nicht adharenter Zellen, bei denen man darauf angewie-
sen ist, eine zufallige, z.B. durch brownsche Bewegung
bedingte Drehung der Zelle zu unterbinden, um den
Blickwinkel auf die Zelle konstant zu halten.

[0069] Ausflihrungsformen der beschriebenen Erfin-
dung zum Ausrichten und Drehen von Mikropartikeln sind
als funktionelle Einheit entkoppelt von etwaig zur Beob-
achtung eingesetzten Mikroskopoptiken zu sehen. Dies
bietet die folgenden Vorteile:

[0070] Die Erfindung ermdglicht die Rotation von mi-
kroskopischen Partikeln senkrecht zur optischen Achse
eines Mikroskops. Dies kann z.B. fir die lichtmikrosko-
pische Computer-tomographie oder andern Mikrosko-
pieverfahren zur Erzielung hoher isotroper Auflésungen
an vereinzelten, suspendierten, biologischen Zellen so-
wie kleineren Zellverbanden eingesetzt werden.

[0071] Ein zur Beobachtung der eingefangenen Parti-
kel dienendes Mikroskop kann unabhangig von der Er-
findung bedient werden. Es ist z.B. mdglich, die Foku-
sebene des Mikroskops in Bezug auf gefangene Partikel
zu variieren, was unter anderem fiir die Konfokal- und
Dekonvolutionsmikroskopie von grofRer Bedeutung ist.
[0072] Zu Beobachtungszwecken eingesetzte Mikro-
skope bediirfen keiner oder allenfalls geringer Modifika-
tionen.

[0073] Die Erfindung kann beliebig mit optischen Pin-
zetten kombiniert werden. Dariber hinaus ist auch eine
Kombination der Erfindung mit einem Lasermicrobeam,
der schneiden und mikroinjizieren kann, moglich. Dar-
Uber hinaus kann die Erfindung auch mit einer mikroflui-
dischen Kammer, die eine Erneuerung eines Zellmedi-
ums erlaubt und somit zur Langzeitbeobachtung von Zel-
len verwendet werden kann, kombiniert werden.

[0074] Anders als bei optischen Pinzetten ist die Ver-
wendung von Objektiven hoher numerischer Apertur op-
tional. Dies ermdglicht z.B. den Einsatz von Objektiven
mit gréBerem Arbeitsabstand.

[0075] Des Weiteren stellt die Erfindung keinerlei be-
sonderen Anspriche an das die Partikel umgebende Me-
dium. So ist es mdglich biologische Zellen in beliebigen
Zellmedien, d.h. insbesondere in allen in Medizin und
Biologie Uiblichen Standardmedien einzufangen und dre-
hend zu orientieren. Die einzige Anforderung an die zu
verwendenden Medien ist, dass ihr Brechungsindex
niedriger ist als derjenige der zu untersuchenden Zelle.
Dies ist meistens der Fall.

[0076] Weitere Vorteile ergeben sich aus der Ausge-
staltung der erfindungsgemafien Anordnung und des
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[0077] Ein besonderes Merkmal der Erfindung ist,
dass sie unter Verwendung von laserstrahlenflihrenden
Glasfasern sehr platzsparend realisiert werden kann. Ty-
pischerweise haben diese einen Auflendurchmesservon
80um, wahlweise 125um, und sind damit gut in eine An-
ordnung zu integrieren, welche bequem an die Proben-
halterungen konventioneller Lichtmikroskope angepasst
werden kann.

[0078] Glasfaserbasierte Ausflihrungsformen sind
denkbar, die ganzlich ohne Freistrahloptiken auskom-
men. Die Speisung der elektromagnetischen Strahlungs-
falle, hier: einer Laserfalle, kann somit duRerst flexibel
erfolgen, was es erméglicht, die Falle in Bezug auf La-
serquelle und Mikroskop zu bewegen, ohne dass eine
erneute Kalibrierung notwendig wirde. Als Laserquellen
kénnen diodengepumpte Glasfaserlaser eingesetzt wer-
den.

[0079] Aufgrund der minimalen GrofRe denkbarer Aus-
fuhrungsformen der Erfindung ist deren Einsatz zur Ver-
messung mikrofluidischer Systeme denkbar. Eine kon-
krete Anwendung ist die Messung der Viskositat kleinster
Stoffmengen, wie sie z.B. in chemischen Mikroreaktoren
umgesetzt werden, Uber die Messung der maximalen
Winkelgeschwindigkeit, mit welcher ein bekanntes Test-
objekt gedreht werden kann.

[0080] Ebenfalls bietet die Erfindung die Mdglichkeit,
extrem kleine Drehmomente zu quantifizieren, wie sie
z.B. bei der Bewegung der Geil3el eines Bakteriums auf-
treten, in dem die bei einer aktiven Drehung des Partikels
durch die Erfindung maximal erreichbare Winkelge-
schwindigkeit verglichen wird mitdem Verhalten des Par-
tikels in der stationadren Falle.

[0081] Grundsatzlich kann ein asymmetrisches Inten-
sitatsprofil durch Phasenmodulatoren beliebiger Art er-
zielt werden. Die erfindungsgemafie Vorrichtung kommt
grundséatzlich ohne die Verwendung von optischen Lin-
sen aus, kann aber auch mit optischen Linsen realisiert
oder kombiniert sein.

[0082] Bei bevorzugten Ausgestaltungen der erfin-
dungsgemalfien Vorrichtung weist die Strahlformungs-
einrichtung optische Komponenten mit einer zu einer op-
tischen Achse asymmetrischen Transmissionscharakte-
ristik auf. Der Begriff der asymmetrischen Transmissi-
onscharakteristik soll hier in seiner breitesten Bedeutung
verstanden werden, beispielsweise sollen hierunter auch
Situationen verstanden werden, bei denen elektroma-
gnetische Strahlung asymmetrisch in eine Lichtleitfaser
eingekoppelt wird. Beispielsweise kann die asymmetri-
sche Transmissionscharakteristik bereitgestellt werden
durch einen Ubergangsbereich, an dem zwei Lichtleitfa-
sern mit einem radialen Versatz aneinander grenzen.
[0083] Grundsatzlich kann die Einkopplung des Lichts
in eine zum Probenraum fihrende Faser auch auf andere
Weise exzentrisch erfolgen. Beispielsweise fiihrt beim
Fokussieren eines zunachst parallelen Strahls mit Hilfe
einer Sammellinse auf ein sauber geschnittenes Ende
einer Glasfaser eine leichte radiale Versetzung des Fo-
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kus ebenfalls zur Generierung héherer Moden.

[0084] Bei einer besonders einfach zu realisierenden
Variante der erfindungsgemafien Vorrichtung wird die
asymmetrische Transmissionscharakteristik durch einen
asymmetrischen Abschluss einer Lichtleitfaser bereitge-
stellt. Die Glasfaser kann aber auch durch ihren Aufbau
ein asymmetrisches, mit der Orientierung der Faser kor-
reliertes Strahlprofil zulassen. Beispielsweise kann die
Glasfaser einen elliptischen Kern aufweisen. Das asym-
metrische Strahlprofil I8sst sich beispielsweise auch
durch gezieltes Quetschen der Glasfaser erzeugen.
[0085] Eine Drehung des asymmetrischen Intensitats-
profils kann durch Drehung von Glasfasern bewerkstel-
ligt werden.

[0086] Alternativ kdnnen auch astigmatische Linsen
oder Spiegel, asymmetrische Blenden und/oder variable
Aperturblenden eingesetzt werden, um die gewlinschte
asymmetrische Transmissionscharakteristik bereitzu-
stellen.

[0087] Ein veranderbares asymmetrisches Intensi-
tatsprofil der Laserstrahlung kann erzielt werden bei Va-
rianten, bei denen die Strahlumformungseinrichtung
elektronisch ansteuerbare Linsen oder einen spatial light
modulator (SLM) aufweist. Grundsatzlich ist jedes Ver-
fahren, bei dem sich mindestens eine unsymmetrische
Lasermode mit einer symmetrischen Lasergrundmode
Uberlagert, zur Generierung eines asymmetrischen
Strahlenprofils geeignet.

[0088] Als optische Mittel zum Leiten der elektroma-
gnetischen Strahlung in das Messvolumen kénnen
grundsatzlich Waveguides oder auch photonische Kri-
stalle verwendet werden. Bei besonders bevorzugten
Varianten der Erfindung umfassen die optischen Mittel
zum Leiten der elektromagnetischen Strahlung in das
Messvolumen Lichtleitfasern.

[0089] Das erfindungsgemafie Drehen des asymme-
trischen Intensitatsprofils kann grundsatzlich in beliebi-
ger Weise erfolgen. Bei einfach zu realisierenden Aus-
fihrungsbeispielen wird die Strahlumformungseinrich-
tung mit Hilfe der Dreheinrichtung mechanisch bezuglich
des Messvolumens gedreht. Beispielsweise kann mit ei-
ner einfach aufgebauten Dreheinrichtung ein asymme-
trischer Abschluss einer in das Messvolumen hineinrei-
chenden Lichtleitfaser gedreht werden.

[0090] Hieraus ergibt sich bereits eine vorteilhafte
Weiterbildung des erfindungsgeméafien Verfahrens, bei
der eine Drehung der Probenteilchen durch eine hydro-
dynamische Kopplung an ein sich im Bereich des Mess-
volumens drehendes optisches Element, insbesondere
das Ende einer Lichtleitfaser, mindestens unterstitzt
wird.

[0091] Entsprechend kann zum Drehen des Intensi-
tatsprofils auch eine bereits asymmetrisch emittierende
Strahlungsquelle gegeniiber den optischen Mitteln zum
Leiten der Strahlung in das Messvolumen mechanisch
gedreht werden. Diese Variante kann gewahlt werden,
wenn die optischen Mittel zum Leiten der Strahlung in
das Messvolumen selbst auf das Intensitatsprofil einen
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vernachlassigbaren Einfluss haben. Man hat dann den
Vorteil, dass ein Eingriff in das Messvolumen praktisch
nicht notwendig ist, insbesondere keine sich drehenden
Teile dort vorhanden sind.

[0092] Alternativzum mechanischen Drehen einer ani-
sotrop emittierenden Strahlungsquelle kann auch eine
asymmetrisch emittierende Lichtquelle zum Drehen des
asymmetrischen Intensitatsprofils gezielt moduliert an-
gesteuert werden. Hierbei sind dann praktisch keine be-
weglichen Teile notwendig, so dass eine solche Anord-
nung insbesondere in mechanischer Hinsicht von Vorteil
ist. Eine weitere Gruppe von Varianten der erfindungs-
gemafRen Vorrichtung und des erfindungsgemafen Ver-
fahrens ist ebenfalls dadurch gekennzeichnet, dass die
Drehung des anisotropen Intensitatsprofils nicht auf me-
chanischem Weg erfolgt. Beispielsweise kann eine Dre-
hung des asymmetrischen Intensitatsprofils durch eine
Drehung der Polarisationsebene bewerkstelligt werden.
Hierzu kann die Vorrichtung eine aktive Polarisationsein-
richtung, insbesondere eine Faraday-Zelle aufweisen.
Zusammen mit weiteren Komponenten, beispielsweise
doppelbrechenden und/oder nichtlinearen optischen
Bauteilen kann durch Drehung der Polarisationsebene
auch eine Drehung eines nichtsymmetrischen Intensi-
tatsprofils erreicht werden.

[0093] Umgekehrt wird, wenn beispielsweise die ge-
samte Lichtquelle gedreht wird und diese bereits polari-
siertes Licht aussendet, auch die Polarisationsebene
beim Drehen des Intensitatsprofils mitgedreht.

[0094] Hierflr kdnnen auch Lichtleitfasern mit nichtro-
tationssymmetrischem Profil zum Einsatz kommen.
[0095] Bei besonders vorteilhaften Varianten tritt die
elektromagnetische Strahlung aus einem Ende einer
Lichtleitfaser in das Messvolumen ein, wobei das Ende
der Glasfaser entweder plan sein kann, in Form einer
Blende ausgebildet sein kann oder eine definierte Asym-
metrie aufweisen kann.

[0096] Die elektromagnetische Strahlung kann grund-
satzlich aus beliebigen Quellen stammen, wobei zweck-
maRigerweise Laser eingesetzt werden.

[0097] Grundsatzlich kann es sich hierbei um gepulste
Laser handeln, was beispielsweise von Vorteil sein,
wenn nichtlineare optische Komponenten eingesetzt
werden. Bei einfachen Varianten werden kontinuierlich
betriebene Strahlungsquellen verwendet.

[0098] Die zu manipulierenden Probenteilchen mis-
sen zunéchst in irgendeiner Weise in den Wirkungsbe-
reich der elektromagnetischen Strahlung im Messvolu-
men transportiert werden.

[0099] Dies kann beispielsweise mit Hilfe der oben be-
schriebenen optischen Pinzetten sowie ergédnzend oder
alternativ mit Hilfe von dielektrophoretischen Kraften er-
folgen.

[0100] Wennraumlich méglich, werden die Probenteil-
chen mit Hilfe einer Kapillare an eine geeignete Position
im Messvolumen eingefiihrt. Die Probe muss die Kapil-
lare dabei nicht verlassen. Beispielsweise kann ein mi-
krofluidisches Transportsystem eingesetzt werden mit



19 EP 1 935 498 A1 20

einer Glaskapillare, die einen quadratischen Querschnitt
aufweist und durch deren Wande die elektromagnetische
Strahlung auf die Probenpartikel strahlt. Allgemein kén-
nen die Partikel mit einem mikrofluidischen System in
den Wirkungsbereich der Strahlung gebracht werden.
[0101] Besondersvorteilhaftistdie erfindungsgemafe
Vorrichtung und ist das erfindungsgemaRe Verfahren
einsetzbar, wenn als Probenteilchen biologische Proben,
insbesondere Zellen, Zellorganellen und/oder Gewebe-
stlickchen, untersucht werden. Hierbei sind die Proben-
teilchen bevorzugt in wassrigen Medien suspendiert.
[0102] Ein wesentlicher Vorteil der Erfindung im Ver-
gleich zu Manipulationsmethoden, die im Stand der
Technik bekannt sind, besteht darin, dass man weitest-
gehende Freiheit hat, die Probenteilchen kontinuierlich
mit hoher Winkelgeschwindigkeit oder sehr langsam
oder in definierten Schritten, insbesondere sprunghaft,
zu drehen.

[0103] Eine besonders vorteilhafte Anwendung ergibt
sich im Zusammenspiel mit der Mikroskopie, bei der sich
die Aufldsung in Lateralrichtung von derjenigen in Axial-
richtung unterscheidet. Mit Hilfe der erfindungsgemafien
Vorrichtung und des erfindungsgemafien Verfahrens
kénnen Probenteilchen zum Mikroskopieren gezielt ge-
drehtwerden, um eine bestimmte, insbesondere isotrope
Aufldsung zu erreichen. Dies ist moglich, da die Strahl-
achse der erfindungsgemafRen Vorrichtung vollig unab-
hangig gewahlt werden kann von der optischen Achse
eines Lichtmikroskops. Die Probe kann beispielsweise
zum Zweck der Computer-Tomographie in Schritten ge-
dreht und abgebildet werden. Die isotrope Aufldsung er-
gibt sich dabei durch das Verrechnen mehrerer Bilder
der Probe unter variierenden Winkeln mit Hilfe eines
Computers.

[0104] Darlber hinaus ergeben sich noch weitere vor-
teilhafte Anwendungen im Bereich der Mikroskopie.
[0105] Beispielsweise kdnnen Probenteilchen zum Mi-
kroskopieren mit unterschiedlichen kontrastgebenden
Prinzipien, insbesondere Phasenkontrast, Fluoreszenz-
mikroskopie, Ultraschallmikroskopie, konfokale Mikro-
skopie, CARS und/oder fiir lichtmikroskopische Manipu-
lationen, beispielsweise FRAP, un-Caging positioniert
und ausgerichtet werden. Auch eine Kombination des
erfindungsgemafen Verfahrens mit Methoden der Zell-
mikroinjektion und eine Langzeitbeobachtung von Zell-
béllchen und Zellen ist mdglich.

[0106] Besonders vorteilhafte Anwendungen ergeben
sich auch im Bereich der Laser-Scanning-Mikroskopie
und der tomographischen Methoden.

[0107] Bei weiteren Anwendungen des erfindungsge-
maRen Verfahrens, die grundsatzlich unabhangig von ei-
ner moglichen Beobachtung des Messvolumens mit Hilfe
eines Mikroskops sind, macht man sich die Mdglichkeit
zunutze, die Probenpartikel prinzipiell mit einer wahlba-
ren Geschwindigkeit in dem umgebenden Medium zu
drehen. Grundsatzlich kann die Drehung der Partikel
auch beliebig langsam, im Grenzfall kleiner Winkelge-
schwindigkeiten im stabilen Gleichgewicht bezliglich La-
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ge und/oder Orientierung erfolgen.

[0108] Mit Hilfe geeignet durchzuflihrender Kalibrie-
rungen kénnen mit dem erfindungsgemafien Verfahren
Krafte und Drehmomente, die auf die im anisotropen
Strahlungsfeld positionierten Teilchen wirken, gemes-
sen werden. Entsprechend sind auch Elastizitatsmes-
sungen maoglich.

[0109] Der Durchtritt der Photonen durch die Proben-
teilchen fihrt, wenn diese einen von der Umgebung ab-
weichenden Brechungsindex aufweisen, zu einem Im-
pulsiibertrag, mithin zu einer Kraft auf das Probenteil-
chen. Diese Kraftkann beispielsweise bei geeigneter Po-
sitionierung der Strahlungsquelle durch die Schwerkraft
ausgeglichen werden.

[0110] Bei besonders bevorzugten Varianten ist zum
Ausgleich von Kraften, die durch Impuls-iibertragung von
Photonen der elektromagnetischen Strahlung auf die
Probenteilchen ausgelibt werden, mindestens eine wei-
tere Strahlungsquelle vorhanden. Solche weiteren Strah-
lungsquellen kénnen auch dazu genutzt werden, an den
ausgerichteten Probenteilchen Elastizitdtsmessungen
durchzufihren.

[0111] DieDrehungvoneinemoder mehreren Proben-
partikeln kann aber auch dazu genutzt werden, ein um-
gebendes Probenmedium in Rotation zu versetzen.
[0112] Auch zur Bearbeitung und zur gezielten exter-
nen Manipulation, beispielsweise zur Ausrichtung eines
Probenteilchens fur die Exposition gegeniiber einem Mi-
krowerkzeug, wie einem optischen Skalpell, einer Mi-
kropipette oder einer patch clamp, kann das erfindungs-
gemale Verfahren eingesetzt werden.

[0113] SchlieRlich kann aus einer maximal méglichen
Winkelgeschwindigkeit eines Probenteilchens auch eine
Viskositat des umgebenden Mediums, beispielsweise
als des wassrigen Mediums, in dem sich das Teilchen
bewegt, bestimmt werden. Eine gemessene maximale
Winkelgeschwindigkeit bei gegebener Viskositat, bei-
spielsweise von Wasser, kann auch etwas Uber die Pro-
be, insbesondere die Probenform aussagen. Beispiels-
weise kdnnen Anhaltspunkte gewonnen werden, ob sich
ein Zellkern gerade teilt.

[0114] Weitere Vorteile und Merkmale der Erfindung
werden mit Bezug auf die beigefligten Figuren beschrie-
ben. Hierin zeigt:

Fig. 1  ein erstes Ausflihrungsbeispiel einer erfin-
dungsgemalfen Vorrichtung; und
Fig.2 ein zweites Ausfiihrungsbeispiel einer erfin-

dungsgemalfien Vorrichtung.
Ausfiihrungsbeispiel 1

[0115] Als erstes Ausfilihrungsbeispiel wird im Folgen-
den eine im Sinn der Erfindung modifizierte glasfaserba-
sierte Zweistrahllaserfalle beschrieben.

[0116] Der Aufbau, schematisch dargestellt in Fig. 1,
besteht aus einem Keramikkdrper 1, der die Ausrichtung
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von laserstrahlfiihrenden Glasfasern 6 und 7 durch eine
passgenaue Fuhrung durch Bohrungen gewahrleistet,
zwei Gleitlagern, bestehend aus den Keramikhilsen 3
und 13 und den gefiihrten Keramikzylindern 2 und 11,
die eine verdrillungsfreie Rotation der von rechts in den
Probenraum 10 gefiihrte Glasfaser 6 ermdglichen. Die
gesamte Anordnung ist montiert auf einem handelsubli-
chen Lichtmikroskop mit einem angedeuteten Objektiv
16, so dass sich Proben in der Laserfalle 10 durch den
Objekttrager 15 beobachten lassen.

[0117] Wahrend es sich bei der linken Glasfaser 7 um
eine sogenannte "single mode" Faser, d.h. eine Glasfa-
ser, die das durch sie gefiihrte Laserlicht mit einem
gaulischen rotationssymmetrischen Intensitatsprofil ab-
strahlt, handelt, besitzt der von der rechten Glasfaser 6
emittierte Laserstrahl diese Symmetrie nicht. Grund hier-
flir ist der leicht versetzte Ubergang 8 von einer "single
mode" Faser 5 zu einer Glasfaser 6, die bei der Wellen-
lange des eingesetzten Lasers, aufgrund des relativ zur
"single mode" Faser 5 groReren Faserkerns, in hdheren
Schwingungsmoden angeregt und daher auch als "multi
mode" Faser bezeichnet wird. Der im Bereich des Glas-
faserlibergangs 8 an die Glasfaser 6 gekoppelte Fortsatz
der "single mode" Faser 5 ist mit dem Bezugszeichen 9
versehen. Diese Glasfaser 9 ist eine Verlangerung der
Glasfaser 5, ist von der Glasfaser 5 jedoch mechanisch
beim Ubergangspunkt 14 mechanisch entkoppelt. Es
handelt sich bei der Glasfaser 9 um die gleiche "single
mode" Faser wie bei Glasfaser 5. Das so erzeugte La-
serprofil, innerhalb des von rechts in den Probenraum
10 gefiihrten Glasfaserstlicks 6, wird zwar immer noch
dominiert durch den fundamentalen, d.h. gauf3férmigen,
Lasermode, besitzt jedoch durch die Uberlagerung hé-
herer Moden, die im Allgemeinen nur diskrete Symme-
trien aufweisen, keine Rotationssymmetrie mehr. Die
Strahlformeinrichtung wird hier also durch den Ubergang
8 zwischen der Faser 5 zur Faser 6 bereitgestellt. Die
Drehung dieses Intensitatsprofils erfolgt Gber die verdril-
lungsfreie Drehung der letzten Zentimeter der rechten
Glasfaser 6 vor dem Probenraum 10, beginnend bei
Ubergangspunkt 14 samt den Keramikzylindern 2 und
11, in deren zentrische Bohrungen die Glasfaser 6 ein-
geklebt ist, sowie der Schutzummantelung 4 des Glas-
faserlibergangs 8, welche gleichzeitig als mechanisch
starre Kopplung des Keramikzylinders 2 an den Kera-
mikzylinder 11 dient. Im Bereich des Ubergangspunktes
14 berlhren sich, ausgerichtet durch ein im wesentlichen
aus zwei Keramikzylindern 11 und 12 sowie einer Kera-
mikfihrung 13 bestehenden Gleitlager, zwei plan ge-
schnittene, polierte Glasfaserenden, so dass einerseits
die Drehung der beiden Fasern relativ zueinander er-
moglicht wird, andererseits das von der Glasfaser 5 emit-
tierte Laserlicht praktisch verlustfrei in Glasfaser 9 tber-
koppeln kann. Die Drehung des die Quelle der Asymme-
trie des Laserprofils beinhaltenden, von rechts in den
Probenraum gefiihrten Glasfaserstiicks 6 kann manuell
sowie unter Verwendung eines motorisierten Antriebs er-
folgen. Die Bauteile 2, 4, 6, 8, 9 und 11 bilden eine starre
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Einheit, die in Bezug auf den Rest des Systems drehbar
ist.

[0118] Bei den verwendeten Glasfasern handelt es
sich um handelstibliche Stufenindexfasern, d.h. Glasfa-
sern, deren Brechungsindex im Bereich des Ubergangs
vom Faserkern zum diesen Kern umgebenden Faser-
mantel, engl: fibre cladding, sprunghaft variiert. Die nu-
merische Apertur der Fasern (NA) liegt bei etwa 0,14.
Ferner ist die "multi mode" Glasfaser durch zusatzliche
Strukturelemente um den Bereich des Faserkerns pola-
risationserhaltend und ermdglicht so eine besonders sta-
bilen Transport des Laserprofils, welches im Bereich des
versetzten Splice oder Glasfaseriibergangs 8 seine
Form erhalt. Sowohl "multi mode" Faser als auch "single
mode" Fasern haben nach der Entfernung des sie zu-
nachst umgebenden Acrylschutzmantels einen Auf3en-
durchmesser von 125 pm und lassen sich somit durch
die Bohrungen der verwendeten Keramiken, die einen
Durchmesser von 126 pm aufweisen, optimal fuhren und
ausrichten. Des Weiteren ist der Kerndurchmesser der
"multi mode" Faser 6 so gewahlt, dass die Ausbreitung
nur weniger Schwingungsmoden in der Faser mdoglich
ist. Der in Bezug auf die Wellenausbreitung in der Glas-
faser charakteristische so genannte "V Parameter”
nimmt fir die "multi mode" Faser bei der verwendeten
Wellenlange von 1060 nm, einen Wert zwischen 2.405,
Ubergang zum "single mode" Bereich, und etwa 4 an.
Gespeist werden die Glasfasern von Faserlasermodu-
len, die je nach zu manipulierender Probe mit einer Aus-
gangsleistung zwischen einigen Milliwatt und mehreren
Watt betrieben werden. Die Dampfung der Laserstrahl-
intensitat in der Glasfaser ist hierbei aufgrund der gerin-
gen Faserlangen zu vernachlassigen. Verluste im Be-
reich des Glasfaseriibergangs 8 kdnnen sich hingegen
auf 5-10% belaufen.

[0119] Die Funktionsweise dieser Anordnung ist fol-
gende: Die fir optische Zweistrahlfallen typischen Gra-
dienten- und Streukrafte greifen an Partikeln, die in den
Bereich der von den Glasfasern emittierten Laserstrah-
len gelangen, an und zentrieren diese in der Falle. Die
Drehung des von Glasfaserstlick 6 emittierten asymme-
trischen Laserprofils gekoppelt an die Drehung der Faser
selbst bewirkt die Drehung des Partikels in der Falle par-
allel zur optischen Achse der Glasfasern. Die Drehung
des Partikels ist damit direkt korreliert mit der Drehung
der Glasfaser und lediglich im Fall hochviskoser Medien
als leicht verzogert zu betrachten.

Ausflihrungsbeispiel 2

[0120] Im Folgenden wird eine der Erfindung entspre-
chende, glasfaserbasierte Einzelstrahlfalle beschrieben,
die in Fig. 2 schematisch dargestellt ist. Der Aufbau des
Systems ist dem in Ausflihrungsbeispiel 1 dhnlich. Die
wesentlichen Unterschiede bestehen im Einsatz lediglich
eines Laserstrahls sowie in der Erzeugung seines Profils.
[0121] Der Aufbau besteht aus einem von einer Kera-
mikfiihrung 21 ausgerichteten "single mode" Glasfaser-
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stlick 28, dessen verdrillungsfreie Drehung durch zwei
Gleitlager, bestehend aus den Keramikhilsen 22 und 24,
die mitder Keramikflihrung 21 bzw. dem Keramikzylinder
25 verklebt sind, sowie dem Keramikzylinder 23, der zu-
sammen mit Glasfaserstiick 28 eine starre, in Bezug auf
den Rest der Anordnung drehbare Einheit bildet. Die me-
chanische Entkopplung des Glasfaserstiicks 28 von der
"single mode" Glasfaser 26 wird durch den Ubergangs-
bereich 27 gewahrleistet, in welchem sich die plan-po-
lierten Enden der Glasfasern 26 und 28 berihren.
[0122] Derverwendete Laserstrahl wird von Glasfaser
28 nicht wie im Anordnungsbeispiel 1 divergent, sondern
durch die Miniaturlinse 32 (Abrundung des Glasfaseren-
des) fokussierend emittiert und besitzt dariiber hinaus
einen leichten Astigmatismus. Mit dem Begriff Miniatur-
linse 32 ist hier eine Abrundung eines Endes der Glas-
faser 28 gemeint, welche beim Ubergangsbereich 27 be-
ginnt und bis in den Probenraum fihrt.

[0123] Die Praparation des Glasfaserendes erfolgt fol-
gendermalen: Zunachst wird der Kern der Glasfaser 28
im Bereich des Endes mit Flusssaure, die das Mantelglas
zersetzt, freigelegt. Das so entstandene, verjlingte End-
stick der Glasfaser 28 wird nun in einen so genannten
"arc fusion splicer" (einem Geréat, welches normalerweise
dazu eingesetzt wird, um Glasfasern zu verbinden) ei-
nem zwischen zwei Nadelspitzen entstehenden Lichtbo-
genflretwa 0,2 Sekunden ausgesetzt. Dabei rundet sich
das Faserende aufgrund der Oberflachenspannung des
Glases ab und formt somit nach dem Abkuhlen die Mi-
niaturlinse 32. Diese Linse 32 weist wegen der Vorzugs-
richtung des Lichtbogens einen leichten Astigmatismus
auf, der dazu fiihrt, dass der von der Glasfaser 28 abge-
strahlte Laserstrahl ein elliptisches Profil besitzt.

[0124] Im Fokus 29 der so modifizierten Glasfaser 28
ist es moglich, mikroskopische Partikel zu fangen und zu
orientieren. Eine Drehung gefangener Partikel erfolgt
wiederum Uber die Drehung des an die Glasfaser 28 ge-
koppelten Laserprofils.

[0125] Ublicherweise wird die Anordnung tiber die Ke-
ramikflhrung 21 so an einem Objekttrager 31 fixiert, dass
im Fokus des Laserstrahls 29 gefangene Partikel mittels
eines Lichtmikroskops, dessen Objektiv 30 in der Abbil-
dung angedeutet ist, betrachtet werden kénnen.

[0126] Andere Ausfiihrungsformen sind mdglich, z.B.
solche, bei den Laserstrahlen von Laserdioden in unmit-
telbarer Nahe zum Probenraum erzeugt und iber geeig-
nete Optiken prapariert werden.

Verfahrensbeispiel 1 - Verfahren zur Langzeituntersu-
chung von Zebrafischembryonen

[0127] Zebrafischembryonen stellen fiir die Entwick-
lungsbiologie und Genetik ein interessantes For-
schungsgebiet dar, da diese einfach zu handhaben sind
und ihre Entwicklung, aufgrund ihrer Transparenz, bis zu
einem hohen Stadium lichtmikroskopisch verfolgt wer-
den kann.

[0128] Da die Ausdehnung dieser Embryonen die
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Scharfentiefe konventioneller Mikroskope jedoch Uber-
steigt, bedarf es anderer Verfahren, um radumlich hoch-
auflésende Bilder der Proben zu erhalten. Verbreitet sind
hier die konfokale Mikroskopie, welche mittels eines La-
serstrahls die Probe in Schichten scannt, um diese nach-
traglich zu einem dreidimensionalen Modell zusammen-
zufiigen, sowie der Einsatz von Dekonvolutionstechni-
ken, bei denen aus einem Stapel lichtmikroskopischer
Einzelbilder aus parallelen Fokusebenen ein dreidimen-
sionales Bild errechnet werden kann. Nachteil dieser
Verfahren ist, dass es mitunter mehrere Minuten dauert,
bis ein Bildstapel aufgenommen ist und von einem Com-
puter dargestellt werden kann. Ein "on-line screening"
der Embryoentwicklung ist damit nicht mdglich.

[0129] Das im Folgenden angefiihrte Verfahrensbei-
spiel beschreibt, wie die in Anordnungsbeispiel 1 be-
schriebene Anordnung dazu verwendet werden kann,
um mit einem konventionellen Lichtmikroskop die drei-
dimensionale Entwicklung eines Zebrafischembryos zu
untersuchen:

Das Verfahren besteht aus den Schritten:

Praparation der Zweistahlfalle: Fixierung der die
Glasfasern fiihrenden Keramik auf dem Objekt-
trdger eines Mikroskops, Adaption des Ab-
stands der Glasfaserenden auf ca. 2mm, Spei-
sung der Glasfasern durch Faserlaser (Aus-
gangsleistung etwa 2W pro Faser, Wellenlange
1064nm)

Entnahme eines oder mehrerer Embryonen aus
der Kultur

Gegebenenfalls weitere Vorbehandlung, wie
Exposition von Zellgiften, Medikamenten oder
anderen Einflissen gemal dem Zweck der Un-
tersuchung

GroRzlgige Benetzung der Glasfaserenden mit
dem den Anforderungen des Experiments ent-
sprechenden Medium

Zugabe eines oder mehrerer Embryonen mit ei-
ner weiten Pipette

Einfangen eines Embryos in der Falle: In den
wenigsten Falle befindet sich ein Embryo sofort
in der Falle. Meistens ist es notwendig, ihn mit-
tels von Mikropipetten ausgehendem Fluss in
die Falle zu spilen. Alternativ kann dieser Fluss
von einer Sonde verursacht sein, die durch das
Medium bewegt wird, den Embryo jedoch nicht
berlhrt.

[0130] Istder Embryo eingefangen, Iasst er sich durch
die Rotation des asymmetrischen Profils eines der ver-
wendeten Laserstrahlen kontinuierlich wie in Schritten
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um die optische Achse der Falle drehen. Dies ermdglicht
durch die Abbildung beliebiger Schnitte parallel zur Dreh-
achse durch die Probe, die Entwicklung des Embryos in
drei Dimensionen zu verfolgen. Die Drehung des Strahl-
profils erfolgt manuell oder motorisiert mit einer Aufl6-
sung von weniger als einem Grad. Die Nutzung von Fluo-
reszenz- oder anderer Mikroskopietechniken ist optional
und maglich.

[0131] Beilangandauernden Untersuchungen (langer
als 30 Minuten) kann es sinnvoll sein, das verwendete
Medium kontinuierlich unter Verwendung eines mit einer
Spritzenpumpe betriebenen mikrofluidischen Systems
auszuwechseln oder destilliertes Wasser zuzufiihren um
einer verdunstungsbedingten Erhéhung der Konzentra-
tion der im Medium gel6sten Stoffe entgegenzuwirken.

Verfahrensbeispiel 2

[0132] Drehen suspendierter, vereinzelter, biologi-
scher Zellen zum Zweck der Computertomographie un-
ter Verwendung eines in Anordnungsbeispiel 1 integrier-
ten mikrofluidischen Systems zusammen mit einem Pha-
senkontrastmikroskop.

Das Verfahren besteht aus folgenden Schritten:

[0133] In die in Ausflihrungsbeispiel 1 beschriebene
Anordnung wird ein mikrofluidisches System integriert.
Dieses besteht im Wesentlichen aus einer Glaskapillare
quadratischen Querschnitts, durch welche die Zellen in
den Wirkungsbereich der optischen Falle transportiert
werden. Die Regulation des Flusses durch diese Kapil-
lare erfolgt durch eine elektrische Spritzenpumpe.
[0134] Die Praparation der optischen Zweistrahlfalle
orientiert sich an den Parametern:

Abstand der Faserenden ca. 250p.m

Laserleistung etwa 100 mW je Glasfaser (nicht ge-
pulst)

Wellenlange der verwendeten Laser im nahen Infra-
rot (z.B. 1064nm)

[0135] Die gewlnschten Zellen werden der Kultur oder
einem Organismus enthommen und geeignet prapariert.
Adhérente Zellen werden von ihrem Substrat abgel6st
und ggf. unter Zugabe von Enzymen (z.B. Trypsin) und
Chemikalien in einem Zellmedium suspendiert.

[0136] Médgliche Verunreinigungen sowie andere Zell-
typen werden durch Verfahren wie z.B. der Dichtegradi-
entenzentrifugation oder Durchflusszytometrie aus der
Probe entfernt.

[0137] Die Zellen werden in ihrem Medium auf eine
Konzentration von 10.000 Zellen/ml verdiinnt bzw. durch
Zentrifugation angereichert.

[0138] Die Zellen werden in ihrem Medium mittels ei-
ner Spritze in das mikrofluidische Transportsystem inji-
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ziert.

[0139] Die Zellen werden unter Verwendung einer
Spritzenpumpe durch das mikrofluidische System in den
Wirkungsbereich der Laserfalle transportiert.

[0140] Befindet sich eine Zelle in der Falle, wird der
Fluss angehalten.

[0141] Die Zelle wird nun als Folge der Rotation des
asymmetrischen Profils eines der verwendeten Laser-
strahlen in Schritten von 5° um 360° gedreht und in jeder
Orientierung von einer an das zur Beobachtung einge-
setzte Phasenkontrastmikroskop angeschlossen Kame-
ra fotografiert.

[0142] Die Bilder werden sofort oder nach Abschluss
der Aufnahmeserie von einem Computer eingelesen und
digitalisiert..

[0143] Softwarebasiert wird aus den Einzelbildern ein
dreidimensionales Modell der Zelle errechnet.

Bezugszeichenliste

[0144]
1 keramische Glasfaserfiihrung mit zylindrischem
Fortsatz

2 Keramikzylinder
3 Keramikhilse verklebt mit (1) als Fiihrung fiir (2)

4 Schutz des Ubergangsstiicks (8), sowie mecha-
nisch starre Kopplung von (2) an (11)

5 "single mode" Glasfaser gespeist von Faserlaser-
modul

6 "multi mode" Glasfaser

7 "single mode" Glasfaser gespeist von Faserlaser-
modul

8 etwa 2u.m versetzter Ubergang von Glasfaser (5)
zu Glasfaser (6)

9 "single mode" Glasfaser

10  eigentliche Laserfalle, Probenraum

11 Keramikzylinder verklebt mit (9) und (4)

12 Keramikzylinder

13 Keramikhiilse oder -fihrung verklebt mit (12)
14  drehbarer Ubergang von (9) zu (5)

15  Objekttrager (diinne Glasplatte)

16  Objekt (als Bestandteil eines Mikroskops, optional)
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Erlduterung: Die Bauteile 2, 4, 6, 8, 9 und 11 bilden eine
starre Einheit, die in Bezug auf den Rest des Systems
drehbar ist

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

Keramische Glasfaserfiihrung mit zylindrischem
Fortsatz

Keramikhlse verklebt mit (21) als Fihrung fir (23)
Keramikzylinder, drehbar, darin eingeklebt Glas-
faser: (28); mechanisch starre Kopplung von (22)
an (31)

Keramikhlse verklebt mit (25) als Fiihrung fir (23)

Keramikzylinder, darin eingeklebt: Glasfaser (26)

"single mode" Glasfaser gespeist von Faserlaser-
modul

drehbarer Ubergang von (26) zu (28)

"single mode" Glasfaser mit asymmetrisch abge-
rundetem Ende, eingeklebt in (23)

aus der Glasfaser austretender, fokussierter La-
serstrahl mit leichtem Astigmatismus (eigentliche
Laserfalle, Probenraum)

Objektiv eines Lichtmikroskops (optional)

Objekttrager (diinne Glasplatte)

Erlauterung: Die Bauteile (23) und (28) bilden eine starre,
in Bezug auf den Rest des Systems drehbare Einheit

32

Miniaturlinse am Ende der Glasfaser (28)

Patentanspriiche

1.

Vorrichtung zum beriihrungslosen Manipulieren und
Ausrichten von Probenteilchen in einem Messvolu-
men mit Hilfe eines inhomogenen elektrischen
Wechselfelds,

insbesondere zur Durchfiihrung des Verfahrens
nach einem der Anspriiche 14 bis 33,

mit einer Strahlungsquelle zum Aussenden von elek-
tromagnetischer Strahlung und

mit optischen Mitteln (6, 5; 26, 28) zum Leiten der
elektromagnetischen Strahlung in das Messvolu-
men (10; 29),

dadurch gekennzeichnet,

dass als Teil der optischen Mittel (6, 5; 26, 28) eine
Strahlformungseinrichtung (8; 28) zum Erzeugen ei-
nes zu einer Strahlachse asymmetrischen Intensi-
tatsprofils vorhanden ist, wobei Probenteilchen im
Messvolumen (10; 29) in einer durch das asymme-
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trische Intensitatsprofil erzeugten inhomogenen
Feldverteilung des elektrischen Felds einfangbar
sind, und

dass zum Mitflihren von in der inhomogenen Feld-
verteilung eingefangenen Probenteilchen eine
Dreheinrichtung (2, 4, 11; 23, 28) zum Drehen des
asymmetrischen Intensitatsprofils um die Strahlach-
se relativ zum Messvolumen (10; 29) vorhanden ist.

Vorrichtung nach Anspruch 1,

dadurch gekennzeichnet,

dass die Strahlformungseinrichtung (8; 28) optische
Komponenten mit einer zu einer optischen Achse
asymmetrischen Transmissionscharakteristik auf-
weist.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 oder 2,
dadurch gekennzeichnet,

dass die optischen Mittel zum Leiten der elektroma-
gnetischen Strahlung in das Messvolumen (10; 29)
Lichtleitfasern (6, 5; 26, 28) umfassen.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 2 oder 3,
dadurch gekennzeichnet,

dass die asymmetrische Transmissionscharakteri-
stik bereitgestellt wird durch einen Ubergangsbe-
reich (14), an dem zwei Lichtleitfasern (5, 9) mit ei-
nem radialen Versatz aneinander grenzen.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 2 bis 4,
dadurch gekennzeichnet,

dass die asymmetrische Transmissionscharakteri-
stik durch einen asymmetrischen Abschluss einer
Lichtleitfaser (28) bereitgestellt wird.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 5,
dadurch gekennzeichnet,

dass die Strahlformungseinrichtung mindestens ei-
ne Lichtleitfaser mit nichtrotationssymmetrischem
Profil aufweist.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 2 bis 6,
dadurch gekennzeichnet,

dass die asymmetrische Transmissionscharakteri-
stik durch astigmatische Linsen oder Spiegel bereit-
gestellt wird.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 2 bis 6,
dadurch gekennzeichnet,

dass die asymmetrische Transmissionscharakteri-
stik durch eine asymmetrische Blende und/oder
durch variable Aperturblenden bereitgestellt wird.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 8,
dadurch gekennzeichnet,

dass die Strahlformungseinrichtung elektronisch
ansteuerbare Linsen oder einem spatial light modu-
lator (SLM) aufweist.
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Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 9,
dadurch gekennzeichnet,

dass die Strahlformungseinrichtung (8; 28) mit Hilfe
der Dreheinrichtung (2, 4, 11; 23) bezlglich des
Messvolumens (29) drehbar ist.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 10,
dadurch gekennzeichnet,

dass die Dreheinrichtung eine aktive Polarisations-
einrichtung, insbesondere eine Faraday-Zelle, auf-
weist.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 11,
dadurch gekennzeichnet,

dass die elektromagnetische Strahlung aus einem
Ende einer Lichtleitfaser (6; 28) in das Messvolumen
(10;29) eintritt.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 12,
dadurch gekennzeichnet,

dass zum Ausgleich von Kréften, die durch Impuls-
Ubertrag von Photonen der elektromagnetischen
Strahlung auf die Probenteilchen ausgeubt werden,
mindestens eine weitere Strahlungsquelle vorhan-
den ist.

Verfahren zum beriihrungslosen Manipulieren und
Ausrichten von Probenteilchen in einem Messvolu-
men mit Hilfe eines inhomogenen elektrischen
Felds, insbesondere unter Einsatz der Vorrichtung
nach einem der Anspriiche 1 bis 13, bei dem elek-
tromagnetische Strahlung in ein Messvolumen (10;
29) einer Probe geleitet wird und

bei dem Probenteilchen im Messvolumen (10; 29)
sich in einem inhomogenen elektrischen Feld der
eingeleiteten elektromagnetischen Strahlung aus-
richten,

dadurch gekennzeichnet,

dass derin das Messvolumen (10; 29) eingeleiteten
elektromagnetischen Strahlung ein zu einer Strahl-
achse asymmetrisches Intensitatsprofil aufgepragt
wird, welches im Messvolumen (10; 29) eine inho-
mogene Feldverteilung des elektrischen Felds er-
zeugt, in welcher Probenteilchen eingefangen wer-
den und

dass zum Mitfiihren von in der inhomogenen Feld-
verteilung gefangenen Probenteilchen das asym-
metrische Intensitatsprofil um die Strahlachse relativ
zum Messvolumen (10; 29) gedreht wird.

Verfahren nach Anspruch 14,

dadurch gekennzeichnet,

dass als elektromagnetische Strahlung Laserlicht
verwendet wird.

Verfahren nach Anspruch 14 oder 15,
dadurch gekennzeichnet,
dass die Strahlungsquelle kontinuierlich betrieben
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18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

30
wird.

. Verfahren nach einem der Anspriiche 14 bis 16,
dadurch gekennzeichnet,
dass zum Drehen des Intensitatsprofils eine asym-
metrisch emittierende Strahlungsquelle gegeniber
den optischen Mitteln zum Leiten der Strahlung in
das Messvolumen gedreht wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 14 bis 17,
dadurch gekennzeichnet,

dass eine Drehung des asymmetrischen Intensitats-
profils durch eine Drehung der Polarisationsebene
bewerkstelligt wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 14 bis 18,
dadurch gekennzeichnet,

dass zum Drehen eines asymmetrischen Intensi-
tatsprofils eine asymmetrisch emittierende Licht-
quelle gezielt moduliert angesteuert wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 14 bis 19,
dadurch gekennzeichnet,

dass die Probenteilchen mit Hilfe von optischen Pin-
zetten in den Wirkungsbereich der elektromagneti-
schen Strahlung im Messvolumen transportiert wer-
den.

Verfahren nach einem der Anspriiche 14 bis 20,
dadurch gekennzeichnet,

dass die Probenteilchen mit Hilfe von dielektropho-
retischen Kraften in den Wirkungsbereich der elek-
tromagnetischen Strahlung im Messvolumen trans-
portiert werden.

Verfahren nach einem der Anspriiche 14 bis 21,
dadurch gekennzeichnet,

dass die Probenteilchen mit Hilfe einer Kapillare in
das Messvolumen eingefiihrt werden.

Verfahren nach einem der Anspriiche 14 bis 22,
dadurch gekennzeichnet,

dass die Probenteilchen kontinuierlich oder in defi-
nierten Schritten, insbesondere sprunghaft, gedreht
werden.

Verfahren nach einem der Anspriiche 14 bis 23,
dadurch gekennzeichnet,

dass als Probenteilchen biologische Proben, insbe-
sondere Zellen, Zellorganellen oder Gewebestlick-
chen, zu Untersuchungszwecken eingefangen und
gedreht oder ausgerichtet werden.

Verfahren nach einem der Anspriiche 14 bis 24,
dadurch gekennzeichnet,

dass die Probenteilchen in wassrigen Medien sus-
pendiert sind.
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29.
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31.

32.

33.

34.
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Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 25,
dadurch gekennzeichnet,

dass Probenteilchen zum Mikroskopieren gezielt
gedreht werden, um eine bestimmte, insbesondere
isotrope, Aufldsung zu erreichen.

Verfahren nach einem der Anspriiche 14 bis 26,
dadurch gekennzeichnet,

dass ein Probenteilchen zur Bearbeitung und/oder
zur gezielten externen Manipulation, insbesondere
zur Exposition gegenliber einem Mikrowerkzeug,
wie einem optischen Skalpell, einer Mikropipette
oder einer patch clamp, gezielt manipuliert und aus-
gerichtet wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 14 bis 27,
dadurch gekennzeichnet,

dass die Probenteilchen zum Mikroskopieren mit
unterschiedlichen kontrastgebenden Prinzipien, ins-
besondere Phasenkontrast, Fluoreszenzmikrosko-
pie, Ultraschallmikroskopie, konfokale Mikroskopie,
CARS und/oder fir lichtmikroskopische Manipula-
tionen, insbesondere FRAP, un-Caging, gezielt po-
sitioniert und ausgerichtet werden.

Verfahren nach einem der Anspriiche 14 bis 28,
dadurch gekennzeichnet,

dass ein oder mehrere Partikel gedreht werden, um
das umgebende Probenmedium in Rotation zu ver-
setzen.

Verfahren nach einem der Anspriiche 14 bis 29,
dadurch gekennzeichnet,

dass auf ein im anisotropen Strahlungsfeld positio-
niertes Probenteilchen wirkende Krafte und Dreh-
momente gemessen werden.

Verfahren nach einem der Anspriiche 14 bis 30,
dadurch gekennzeichnet,

dass eine Drehung der Probenteilchen durch eine
hydrodynamische Kopplung an ein sich im Bereich
des Messvolumens (10; 29) drehendes optisches
Element, insbesondere das Ende einer Lichtleitfa-
ser, mindestens unterstltzt wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 14 bis 31,
dadurch gekennzeichnet,

dass an ausgerichteten Probenteilchen Elastizitats-
messungen durchgefiihrt werden.

Verfahren nach einem der Anspriiche 14 bis 32,
dadurch gekennzeichnet,

dass aus einer maximal méglichen Winkelge-
schwindigkeit eines Partikels eine Viskositat des das
Partikel umgebenden Mediums bestimmt wird.

Laser-Scanning-Mikroskop, insbesondere konfoka-
les Laser-Scanning-Mikroskop, insbesondere zur
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Durchfiihrung des Verfahrens nach Anspruch 35,
welches eine Vorrichtung nach einem der Anspri-
che 1 bis 13 aufweist, insbesondere mit einer sol-
chen Vorrichtung gekoppelt ist.

Verfahren zum Betrieb eines Laser-Scanning-Mikro-
skop, insbesondere eines konfokalen Laser-Scan-
ning-Mikroskops, insbesondere nach Anspruch 34,
bei dem zu untersuchende Probenteilchen in einem
Messvolumen unter Einsatz des Verfahrens nach ei-
nem der Anspriiche 14 bis 33 gezielt beriihrungslos
manipuliert und ausgerichtet werden und

bei dem die zu untersuchenden Probenteilchen in
dem Messvolumen mit dem Laser-Scanning-Mikro-
skop untersucht werden.
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