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Vorwort des Herausgebers

Optische Prinzipien spielen in den modernen Lebenswissemaften eine immer wichtigere Rol-

le. Neben leistungsfahigen bildgebenden Verfahren bemgitder Mediziner, Gentechniker und

Biologe jedoch zunehmend e ektive Werkzeuge, die es ihm giglichen, kleinste und sensible
Objekte minimal-invasiv mit hoher Prazision zu fangen, zu é&wegen, zu sortieren, zu sepa-
rieren oder zu vereinigen. Mikromanipulationstechnikengie keiner mechanischen Hilfsmittel

oder elektrischen Felder bedirfen und trotzdem eine senlgitHandhabung von mikroskopi-

schen Teilchen in den 3 Raumrichtungen ermdglichen, steheah&r auf der Wunschliste der

0.g. Fachleute und gewinnen in anderen Schlisseldiszigim wie der Mikrosystem- und Na-

notechnik, kontinuierlich an Bedeutung. So ist es nicht vevunderlich, dass sog. optische Pin-
zetten (optical tweezer) und 3D-Teilchenverfolger (partle tracker) mehr und mehr auch als

kommerzielle Produkte auf den Markt gelangen.

1971 ver6 entlichte Ashkin erstmals ein Verfahren, das esgtattet Mikropartikel lediglich un-
ter Zuhilfenahme von stark fokussierten Lichtfeldern zu lwegen. Diese als optische Pinzette
bezeichnete Klasse von Mikromanipulatoren hat inzwischesinen Entwicklungsstand erreicht,
der sie als zukunftstrachtiges Analysewerkzeug fur zahicke Anwendungen in den o.g. Fel-
dern pradestiniert. Entscheidenden Anteil an dieser Entwklung haben wichtige technische
Innovationen, bei deren Einfihrung das ITO maygeblich beiigt war. In einer vorangegan-
genen Dissertation konnte beispielsweise die exible undhnelle Fallengenerierung mittels
dynamischer Hologramme unter Verwendung hochau 6sendeaumlicher Lichtmodulatoren
erfolgreich demonstriert werden.

Frau Zwick setzt diesen Weg konsequent fort, indem sie die Ibgra sche Komponente als
Zusatz-Modul fur die Nachriistung vorhandener bzw. neu zulsa ender Mikroskope de niert
und daraus die opto-mechanischen Designvorgaben und Justagrschriften ableitet, imple-
mentiert und an praktischen Aufgabenstellungen veri zier Herauszustellen sind weitere wich-
tige Verbesserungen, die auf den Einfang groyerer Objeksmmbles und die Generierung von
an die jeweilige Aufgabenstellung angepassten Lichtfetdezielen. Damit leistet Frau Zwick



einen wichtigen Beitrag zur Steigerung der E zienz hologracher Pinzetten und erschlieyt die-
sem exiblen optischen 3D-Mikromanipulator insbesonderdurch die Umsetzung neuer ldeen
zur Generierung von Doppelfallen und axial ausgedehntenchifeldern weitere Anwendungs-
maoglichkeiten im Sinne der o.g. Zielstellungen.

Stuttgart im Oktober 2010

Prof. Dr. W. Osten
Institut flr Technische Optik
Universitat Stuttgart
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Kurzzusammenfassung

Seit ihrer Entwicklung durch Ashkin im Jahre 1986 fand die opsche Pinzette Einsatz in zahlre-
ichen Anwendungsfeldern von der Physik bis hin zur Zellbiogie. Die Fahigkeit, bertihrungslos
Objekte im Bereich zwischen einigen zehn Nanometern und igjan Dutzend Mikrometern mit
Hilfe von Licht zu fangen und zu bewegen, macht die optischarzette zu einem machtigen
Werkzeug.

Die Ende der 1990er Jahre am Institut fir Technische Optik1R9 und an der Universitéat
Chicago p5] realisierte dynamisch-hologra sche Implementierung dgischer Pinzetten erlaubte
darauf aufbauend vielfaltige Einsatzmdglichkeiten und neartige Mikromanipulationstechniken.

In der vorliegenden Arbeit wird die hologra sche Pinzette ar Anwendung in einem neuar-
tigen Diagnoseverfahren, basierend auf Kraftmessung waitentwickelt und erprobt. Dabei

kdnnen auf die Ublichen zellbeein ussenden Marker verziet und somit die Zellen in méglichst

naturlichem Zustand analysiert werden. Insbesondere komndemonstriert werden, dass die
vorgeschlagene Diagnosemethode es ermdoglicht, gesundiezeKrebszellen und mit Medika-

menten behandelte Krebszellen in einem friheren Stadium awnterscheiden, als dies mit
etablierten Methoden bisher mdglich ist.

Um ein solches System e ektiv einsetzen zu kdnnen, ist einallelisierung und Automa-
tisierung unabdingbar. Basis fur die Automatisierung ist@e voll- oder zumindest teilautoma-
tisierte Probenhandhabung, eine automatisierte Objekt&ennung sowie der automatisierte
Einfang und die automatisierte Kraftmessung.

Als ein erster Schritt in diese Richtung werden in dieser Arlitedie Aspekte der Automa-
tisierung des optischen Einfangs beleuchtet. Hierbei kotam verschiedene Hindernisse identi-
ziert und Lésungsansatze entwickelt werden, die das Priz des hologra schen Ansatzes der
optischen Pinzette nutzen.

Es wurden verschiedene angepasste Lichtfelder untersuckie es ermdglichen, die auf die
biologischen Objekte wirkende Leistungsdichte und damitas Schadigungspotential zu re-
duzieren. Dies konnte zudem auch durch die Reduzierung demzaxialen Einfang bendétigten
numerischen Apertur mit Hilfe von hologra sch generierterDoppelfallen erreicht werden, die
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gleichzeitig einen hohen Arbeitsabstand und ein groyes Aeltsfeld erlauben. Mit Hilfe axial
ausgedehnter Lichtquellen wurde der Einfangvorgang von iak verteilten Objekten optimiert,
was insbesondere bei der Automatisierung eine starke Ver@ichung darstellt. Zudem kon-
nte mit Hilfe eines Kalibrierverfahrens gezeigt werden, da eine automatisierte Steuerung der
Fallen auf einfache Weise mit der geforderten Genauigkeitdglich ist.

Desweiteren wurde ein hologra sch gesteuertes System zuikkbbearbeitung entwickelt, das
neben einem automatisierten Einfang auch eine automatisie Sortierung, basierend auf der
Bereinigung von Zelllinien durch Zerstérung, realisierekann. Neben der reinen Zerstérung
von Zellen ist auch eine hochgenaue Bearbeitung von ZellenduZellbestandteilen méglich.

Im Rahmen der Arbeit konnte demnach die hologra sche Pinzetterfolgreich zu einem marker-
freien Diagnosewerkzeug in der Krebsdiagnostik weiteravitkelt werden. Herausforderungen
bei der Umsetzung des automatisierten Einfangs wurden ideniert und Losungsvorschlage
erarbeitet sowie implementiert. Somit bildet diese Arbeitlen ersten Schritt in Richtung eines
vollautomatisierten Werkzeugs, welches zur Diagnose undeldlikamentenentwicklung einge-
setzt werden kann.

12



Abstract

Optical methods are very suitable for diagnostics in biomédne due to the potentially high
speed and resolution as well as the non-contact operation. aNbus mainly marker-based
applications to investigate certain properties of biologal objects are available. Unfortunately,
markers may in uence the intracellular processes or evendtviability of cells and, therefore,
may falsify the measurement results.

In this work, a novel marker-free diagnostics method based dhe optical force acting on a
cell has been analysed. According to rst measurement regsylit is possible to di erentiate
between healthy cells, leukemia cells, and treated leukeargells even in an signi cantly earlier
state compared to well-established methods like ow cytontey.

However, in order to apply such a system e ciently, automaton and parallelization are es-
sential. Therefore, it is necessary to automate cell handlj, object recognition, trapping, and
force measurement.

This contribution as a rst step towards realizing such an atomated diagnostic workstation
concentrates on the automation of the trapping process. Theby the work with living objects

and the application of micro- uidics can lead to several cHeenges concerning the trapping
process. After identi cation of the challenges, several kdions that are taking advantage of
the holographic control have been proposed and investigdte

Experimental Investigation of a Novel Method of
Marker-Free Diagnosis

To demonstrate the basic principle of the novel marker-fredgiagnostic workstation proposed in
this work, an holographic optical tweezers add-on modulerfa standard research microscope
(Zeiss Axiovert 200M) has been developed. A phase only spat light modulator (Holoeye
HEO 1080P) is employed to implement Fourier phase hologram$&he add-on module (Figure
1) is coupled to the microscope via one sideport.

13



Figure 1.: Mechanical design of the add-on module

45 T T T T
—Baf

40+ : —=— Baf + Imatinib
——BafM

35- R

30

N
€]
T

N
o
T

probability [%]

=
Ul
T

0 1 1
0.5 1 15 2
trapping force [pN]

Figure 2.: Force distribution of the investigated cell clases (Baf, Baf +Imatinib 2h and BafM)
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The principle of marker-free analysis is based upon the fatttat cells in di erent states di er

in their composition due to di erent metabolisms. This is wly they can be distinguished
by measuring the trapping force acting on them. This was dongy investigating the escape
forces using image processindg4g. It was discovered that the method is very well suited
for the identi cation of cancer cells of the chronic myelor leukemia (Baf). Figure2 shows
the Gaussian trapping force distribution of Baf-cells comgred with cells 2 hours after drug
treatment (Baf+Imatinib) and healthy cells (BafM). It is po ssible to classify those three groups
of cells [L1464. In addition it is possible to measure the in uence of the drgs faster than with
well-established methods like ow cytometrie, where the dirent types of cells only can be
identi ed after 3 hours. This demonstrates the high sensnity of our method.

New Trapping and Manipulation Methods using
Holographic Optical Tweezers

To improve the demonstrated diagnosis method, it is importa to automate and parallelize

the procedure, as such force measurements are very time aonsg. Realizing automated

trapping is straight forward when using holographic optichtweezers because the trapping
elds are completely controlled by software.

However, using micro- uidics (which is necessary for autoated cell handling) and working
with living cells can lead to several challenges. Particullg the high numerical aperture, which
is required for stable three-dimensional trapping, indusea low working distance and a small
axial trapping region. Objects being positioned above or b®v the actual trapping region are
di cult to be trapped and the strong energy density can damag living cells. Additionally,
as aberrations strongly depend on the numerical apertureight speci cations on the micro-
uidics system apply.

Due to the high exibility of the holographic setup it is possble to generate easily new trapping
geometries and methods. Traps can be adapted to objects arahplex manipulation tasks can
be performed. Using UV-light, it is even possible to destroynwanted cells in order to purify
the investigated cell lines for further processing. Varimimethods of optical manipulation
using the holographic approach are investigated in this wirin order to improve automated

trapping.

15



Parallelization of Trapping

To demonstrate the possibility of parallelization, simulaneous trapping of several particles
has been performed. 19 particles with a diameter of 3 um wemapped using a laser power
of 2.7 W (see Figure3). However, in practice the maximum number of particles is noonly
limited by the space-bandwidth product of the SLM but also bythe maximum incident power
on the SLM.

In addition, generating several traps using an analytic hogram computation leads to spurious
di raction orders, so-called ghost traps, which typicallyhave to be reduced using hologram
optimization (e.g. iterative Fourier transform algorithms).

Figure 3.: Independent trapping of 19 polystyrene beads hita diameter of 3 um.

16



Trapping using Adapted Light Fields

Non-spherical and large objects are di cult to be trapped wih a conventional single beam trap.
In this case the laser power is normally increased in order taise the trapping force. However,
this method is potentially for biological objects. To prevet biological objects from damage
and at the same time to obtain stable trapping, two di erent methods were investigated to
adapt the light eld to the object.

Holographic optical tweezers enable the generation of sealespots to manipulate a single
particle. In this way it is possible to split the required lagr power to several traps and thus
reduce the intensity concentration. At the same time, this échnique enables to rotate and
tilt objects. Figure 4(a) shows the rotation of a yeast cell by using two traps and tating
one trap around the other. Figure4(b) shows the same procedure for tilting the object out-
of-plane. Thus holographic optical tweezers enable the adton and positioning of objects in
three dimensions with high accuracy70].

Another method is to employ an expanded trapping eld (appreimately the size of the par-
ticle) with homogeneous illumination. It was demonstratedhat with extended light elds it
is possible to generate the dame trapping force with lower ergy density [70].

(a) in-plane rotation (b) out-of-plane rotation

Figure 4.: Three-dimensional manipulation: In-plane andui-of-plane rotation of yeast cells
by means of two traps.
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Trapping with Expanded Light Fields

In order to improve and simplify automated trapping, it is adiantageous to trap axially dis-
placed particles in the same plane. To this end a light eld vilh an expanded axial intensity
distribution is employed which uses the scattering force tpush the particles towards the focal
plane of the microscope objective.

This method is closely related to Bessel-Beam trapping wheeaxial expanded intensity patterns
are generated in the near eld of an axicon. However in this gpoach, the axicon is introduced
in the Fourier domain of the object. This results in an axiall expanded trapping spot with a
strong axial gradient to cancel the scattering force in theottal plane, which - in contrary to
conventional Bessel beam trapping - enables axial stableapping.

By this approach, optical guiding to the focus is achieved faa particle that is positioned

between microscope lens and the trap. This has been demoastd clearly for particles which
are out of plane up to 20 um for a 63/1.2W microscope objective despite the fact that the
maximum intensity of the beam is reduced. In order to achievihe ideal trapping speed and
reliability (see Figure5), the maximum axicon phase shift, has to be adjusted to the trapping
distance. These traps are well suited for automated trappin

o distance 10 mm

5,

§ 14}

S

5 12+t

210}

&

g 8

|_

S 6f

= 1

g 4,

= ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

) 0 5 10 15 20
h [I]

Figure 5.: Duration of the trapping process for a 3 um partiel being positioned 10 um away
from the stable trapping position. The duration and the repatability (given by the error
bars) of the trapping process can be improved by using an akjaexpanded trapping eld.
The optimal axicon heighth, depends on the distance.

18



Holographic Twin Traps

Another novel trapping eld allowing three-dimensional tapping when using a single low nu-
merical aperture microscope lens based on two holograpHigayenerated counter propagating
beams has been developed. Two traps with di erent axial pdgns are superimposed by re-
ecting one beam at the object slide (see Figuré). This way, the scattering force is balanced
and stable trapping is realized by the gradient force. Traplnment as well as axial and
lateral displacement of the particle can be performed by dofre.

First experiments are presented which show the functiongfi of twin traps. Trapping forces
were computed to nd the in uence of focus separation and sical aberration. Moderate
amounts of spherical aberrations do not lead to a reductionf dhe trapping sti ness but
to a strong decrease of the escape force. Therefore abematcorrection, which is easy to
implement with the holographic approach, can be very helpfio enable or improve trapping
in the presence of aberrations.

Small focus separationsd,= 5 um for 10 um particles) do not in uence the axial trap sti ness
of the twin trap, whereas the axial escape force strongly deases. For spherical aberrated
beams, a similar behaviour was found, but the optimum trappig conditions were found for a
slight separation of the foci (I,=1.5 for 10 um particles and SA=0.1 um) 187.

microscope
objective

object

' ' dichroic mirror

(@) (b)

Figure 6.: Principle of holographic twin traps. Two holograhically generated traps at di erent
axial positions are superimposed to yield stable three-densional trapping at low numerical
aperture.
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Holographic 4  Microscope

The operation of holographic twin traps is in principle analgue to 4 microscopy. In a 4
setup, which is used in combination with uorescence confacimaging, the focal regions of
two counter propagating waves are coherently superimposedhe maximum of the thereby
generated standing wave is used for the excitation of uoreance. This results in a considerably
reduced central spot volume of the 3D-point-spread functio(PSF) and therefore an improved
resolution in the axial direction. Unfortunately, until now implementation of the method
as well as its practical application is very complicated andnly one (expensive) commercial
microscope is availableZ, 16).

In this thesis, a novel method of 4-microscopy is proposed by using the holographic twin
trap technigue. We obtain a 4 geometry with one single microscope objective and one siag|
beam path. In this way, conventional research microscopearcbe used for 4-microscopy.

As a rst step towards the implementation of a holographic 4-microscope, it is demonstrated
that it is possible to generate standing waves with a hologna Figure 7 shows the vertical
intensity gradient of the emitted light from a micro-sphere(diameter 175 nm) when shifting
the phase of the hologram by adding a constant o set . The intensity of the second peak
is smaller than the rst peak due to the bleaching of the micregphere. The phase di erence
between two peaks is 2. For a complete 4 imaging system the method should be automated
so that a three-dimensional scanning can be realized by adimg the hologram. Parallelization
is possible by using more complex holograms generating miplé double foci at the same time

[82.

0.2

Df [p]

Figure 7.: Recorded intensity for the holographically genated standing wave for the 4 ex-
periments.
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Holographic Microbeam for Puri cation of Cell Lines

In combination with the classi cation of cells, it might be interesting to purify cell lines for
further processing. This can be done by using high intensitight to destroy unwanted objects.

A combined tool of holographic optical tweezers and hologshic microbeam has been realized.
To cut biological materials by light, pulsed ultraviolet light is preferable. Therefore, the
microbeam setup requires a SLM which is able to work in this walength region. A digital
micro mirror device (DMD) especially designed for UV applations has been used. Aberrations
introduced by the DMD are compensated to improve the cuttinguality.

Beside destroying objects, the setup enables to move, cutdaprocess micro-scaled objects
like biological cells or tissue in three dimensions with higaccuracy. Processing cells and
other objects in solution ambitious as they are pushed awayyleach laser pulse due to the
radiation pressure. Hence they have to be trapped by the hgmphic optical tweezers to
enable processing. Figur& shows a human erythrocyte being moved using a holographic
optical trap and then destroyed using a holographically gemated microbeam 189.

(a) (b) (©)

Figure 8.: Human erythrocyte being moved using a holographboptical trap (a,b) and being
destroyed using a holographically generated microbeam (c)
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Technical Feasibility of the Automation

Holographic optical tweezers are very well suited for autoation, because they are generated
and controlled by software. The principal lateral positiomg accuracy depends on the micro-
scope objective and ranges from 2 nm for a 68L.2W objective up to 3.25 nm for a 40 /1.2W
objective. However, for automated trapping, the positiomg accuracy is mainly limited by the
calibration of hologram parameters and spot position. Modibdased calibration is usually not
accurate enough (e.g. due to slight misalignment).

Therefore, a calibration method has been implemented andviestigated. The calibration is
done by scanning a spot over a mirror positioned in the objegiane at di erent z-positions.
The exact position is analysed by image processing and théatéon between hologram param-
eters and spot position was approximated by a three-dimewsial polynomial t. With this
approach, satisfying accuracy for lateral trapping was agwved. However, the axial calibration
is limited by the poor repeatability of the positioning of the microscope objective.

In addition, when defocusing the spot using the hologram, abrations strongly increase since
the microscopic setup is not designed for defocused illuration. However it is possible to
correct for them to a certain extend by superimposing a corcgon hologram.

Holographic optical tweezers are a very suitable tool for mier-free cell diagnosis. In this
thesis, the principle of a new approach based on optical ferdhias been proofed and most
challenges concerning the automated trapping have been mtieed and solved. This work is
therefore towards the developement of an automized worksian for cell diagnosis and drug
development.
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1. EinfGhrung

Optische Methoden eignen sich aufgrund der potenziell hahé&eschwindigkeit und hohen
Au 6sung sowie der berthrungslosen Arbeitsweise prinzgll sehr gut fur diagnostische Frage-
stellungen innerhalb der Biomedizin. Von besonderer Bedeung sind (beim Stand der Tech-
nik) Methoden aus dem Bereich der diagnostischen ImmunoiegIn der Regel wird hier die
Bindung von markierten Antikdrpern an Antigene genutzt, umeinen Vorgang innerhalb ei-
ner biologischen Probe sichtbar zu machen. Zur Detektion veen bildbasierte Analyseme-
thoden (manuell oder automatisiert) sowie Durch usszytorater (z.B. FACS) genutzt. Insbe-
sondere uoreszenz-basierte Anfarbungen werden oft und thngroyem Erfolg implementiert
[164 94, 89, 96]. Gebrauchlich sind aber auch radioaktive Marker oder lumbgene Molekiile.
Die Einsatzbereiche sind ausgesprochen vielféltig und e¢ben von der Schwangerschaftsdia-
gnostik Uber Herzmarker bis zum Nachweis von Viren.

Der Einsatz von Markern ist allerdings (anwendungsabhang) auch mit teilweise signi kanten
Nachteilen verbunden. Zunachst missen geeignete Marker &ine Klassi kation zur Verfligung
stehen und zugelassen sein. Daruiber hinaus erfordert deng&atz oft aufwandige biochemische
Vorbereitungsschritte und fiihrt potenziell zu einer Zellbein ussung bzw. einer Anderung der
Messergebnisse selbst, z.B. durch negative Beein ussurgy dellviabilitat.

In dieser Arbeit wird ein neuartiges Verfahren der marker&ien Zelldiagnostik basierend auf
der optischen Kraftwirkung auf Zellen untersucht. In Kombnation mit Bildverarbeitung (Po-
sitionsdetektion und Grundklassi kation der Zellen) kdnren in dem vorgeschlagenen System
Zellen, die rein bildbasiert nicht di erenziert werden kdmen, automatisiert unterschieden wer-
den. Detektiert wird die Bewegung der Zellen in hologra sclyenerierten Lichtfeldern. Die
Einfangdynamik wird als wichtiges Di erenzierungsmerkmiaeingesetzt, da diese Dynamik
emp ndlich vom Zellzustand abhé&ngig ist.

Bei ersten Voruntersuchungen im Rahmen dieser Arbeit konntdie grundséatzliche Funktions-
weise der Methodik in Zusammenarbeit mit dem Dr. Margarete iBcher-Bosch-Institut fur
Klinische Pharmakologie (IKP) am Robert-Bosch-Krankenhasi Stuttgart fir Leukdmiezellen
bereits veri ziert werden. Dabei konnte eine Di erenziermg der Zellen in einem signi kant
friheren Stadium als mit den bekannten uoreszenzbasienieMarkerverfahren erzielt werden.

23



1. EinfGhrung

Das vorgeschlagene System arbeitet mit Einzelzellen und dgamit bereits bei sehr geringen
Probenmengen (Groyenordnung: einige hundert Zielzellehis hin zu gréyeren Probenmengen
(einige tausend bis zehntausend Zellen) einsetzbar.

Um ein solches System e ektiv einsetzen zu kdnnen und Mesgen mit Hilfe statistischer
Methoden auswerten zu kbnnen, ist jedoch eine Parallelisi@g und Automatisierung unab-
dingbar. Basis flr die Automatisierung ist eine voll- oder umindest teilautomatisierte Pro-
benhandhabung, eine automatisierte Objekterkennung (z.Bildverarbeitungsbasiert) sowie
der automatisierte Einfang und die automatisierte Kraftmssung.

Im Rahmen dieser Arbeit wird dieses neuartige markerfreie &jnoseverfahren untersucht.
Hierbei werden insbesondere die Aspekte der Parallelisiag und Automatisierung des opti-
schen Einfangs beleuchtet. Insbesondere fur die dabei itdemerten Hindernisse werden LO-
sungsvorschlage auf Basis der hologra schen Manipulati@mtwickelt. Diese Arbeit bildet also
den ersten Schritt in Richtung eines vollautomatisierten Wikzeugs, welches zur Diagnose und
Medikamentenentwicklung eingesetzt werden kann.
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2. Stand der Technik

Die markerfreie optische Diagnostik erfolgt beim Stand deFechnik klinisch vor allem durch
reine Streulichtmessungen, z.B. in Durch usszytometerrDoppler Anemometern oder inter-
ferometrischen Anordnungen§5, 28, 182. Eine Vielzahl anderer optischer Messmethodiken
sind aber ebenfalls grundséatzlich geeignet, wichtige diagstische Information zu liefern. Zu
nennen sind hier u.a. die auto uoreszenzbasierten Techeik [L66 149 95|, spektroskopische
Analysemethoden (z.B. Raman Spektroskopiel3§ und Abwandlungen [142) [101], quan-
titativer Phasenkontrast [91] und polarisationsbasierte Verfahren. Weiterhin von Bedgung
ist die Erweiterung hin zu einer Analyse der zeitlichen Dymaik von Messgréyen bzw. Pro-
zessen (z.B. time-gated Fluoreszent49). Verfahren, bei denen die Zellen zunachst auf einer
Ober ache immobilisiert werden, um dann z.B. durch optisch Nahfeldmikroskopie oder Kraft-
mikroskopie analysiert zu werden, sind hinsichtlich eindgchtzeitanalyse, wie sie aufgrund des
hohen geforderten Durchsatzes fir statistische Auswertgan gefordert ist, als problematisch
zu beurteilen.

Eine neue Klasse optischer Diagnosemethoden nutzt die Knafrkung von Licht auf Zellen
bzw. Zellbestandteile oder andere mikroskopisch relevanPartikel (z.B. Viren). Als einer der
Ersten arbeitete Arthur Ashkin auf dem Gebiet der optischerKraftwirkung auf mikroskopi-
sche Objekte. Er entwickelte in den 1970er Jahren die ersteptischen Fallen, so genannte
Doppelfallen p]. Dabei stabilisieren zwei gegenlau ge leicht defokussie Gauysche Strahlen
mit geringer numerischer Apertur ein mikroskopisches Obje[143. Den Doppelfallen stehen
die spater entwickelten Einzelfallen gegentuber, die denabilen Einfang mit einem einzigen
Mikroskopobjektiv erméglichen 10]. Diese Geometrie wird weitldu g als optische Pinzette
bezeichnet.

Mit Hilfe optischer Krafte wurden in den letzten Jahren inteessante Grundlagenuntersuchun-
gen im Bereich der Diagnostik durchgefihrt. Zu nennen sindsbesondere Verfahren, die durch
gezielte Deformation der Zellen Rickschlisse auf die mectsmhen Parameter der Zelle als
Ganzes bzw. ihrer Membran zulassen. Unter anderem wurde gigt, dass sich das Verfahren
zur Analyse von Erythrozyten B5, 64 eignet. Zudem wurde ein mikro uidisches System flr die
optische Messung der mechanischen Eigenschaften von Eineen von Martin et al. realisiert

[114. Eine weitere bekannte Klasse an Analysemethoden nutztedMessung der Kraftkopp-
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2. Stand der Technik

lung an spezi sche Sekundarobjekte (z.B. andere Zellen, rvallem aber beschichtete oder
unbeschichtete Microbeads)155. Diese Verfahren sind sehr gut fir Grundlagenuntersuchun
gen geeignet. Eine Ubertragung auf kostene ziente, autontisierte Diagnostiken scheint aber
ausgesprochen schwierig.

Bekannt sind weiterhin verschiedene Zellsortierungsvatiren, bei denen Zellen passiv gemay
ihrer optischen Kraftwirkung sortiert werden b2, 104 111]. In der jingsten Vergangenheit
wurden erste experimentelle Untersuchungen von verscheen Gruppen hinsichtlich einer
Messung der Zelldynamik in Lichtfeldern zur hochgenauen &gnostik durchgefihrt. Diese
Methodik, die auch Basis des hier vorgeschlagenen Systests nutzt ebenfalls die Kraftwir-
kung von Licht auf einzelne unmarkierte Zellen. Dartber heus wurden von anderen Gruppen
frihdiagnostische Erfolge fur die Malariadetektion durcloptisch induzierte Rotation von Ery-
throzyten [26, 121 sowie die Detektion von viraler Infektion von HelLa Zellen84], Viren [85]
und die Klassi kation von Hefezellen 173 eindrucksvoll demonstriert.

Genau wie die Streuwirkung (siehe oben) hangt die optischaaftwirkung allerdings in kom-
plexer Weise von einer Vielzahl von Zelleigenschaften abu ZAennen sind hier insbesondere
Zellgréye, Brechzahl, Zellform, Membraneigenschaftemniere Struktur, umgebendes Medi-
um sowie Absorption. Ein diagnostischer Einsatz im Sinne rer Zellklassi kation ist beim
Stand der Technik aber nur dann mdglich, wenn eine hochreil@ortierung im Vorfeld bereits
anderweitig (z.B. per FACS) erfolgt ist. Daher wurden bisheauch lediglich manuelle Unter-
suchungen durchgefiihrt. Eine automatisierte Analysemetitik basierend auf der Ablenkung
durch optisch-induzierte Kraft ist nicht bekannt. Am nachgen kommt dem eine von Wang et
al. realisierte Losung, bei der zumindest das Objektfeldreas Weitfeld Mikroskops teilweise
analysiert werden kann 134.

Es zeigt sich also, dass die Einsatzmoglichkeiten optischdanipulation sehr vielfaltig sind.
Bisher ndet sie jedoch hauptsachlich in forschungsnahennmvendungen Einsatz, wo die nor-
malerweise umstandlichen Handhabungen sowie der sehr gge Durchsatz teilweise toleriert
werden kdonnen. Diese Beschrankungen haben ihre Ursache @ Ansteuerung konventionel-
ler Manipulationssysteme, die weitgehend durch mechangVeranderung optischer Elemente
wie Spiegel oder Linsen erzielt wirdlp7, 38, 183. Zur Erzeugung mehrerer Fallen eignen sich
akusto-optische Modulatoren, deren Einschrédnkung jedoafturch zeitliches Multiplexing ge-
geben ist.

Abhilfe schat die bereits 1996 von Hayasaki vorgeschlagerhologra sche Realisierung opti-
scher Pinzetten 72]. Diese wurde 1999 am Institut fr Technische Optik (ITO) 129 107 und
an der Universitat Chicago nahezu zeitgleich realisiertniChicago zunéachst statisch und am
ITO mit Hilfe von raumlichen Lichtmodulatoren [129 107, 25).
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Dynamische Lichtmodulatoren kénnen auch in einer abbildelen Anordnung z.B. mittels ge-
neralisiertem Phasenkontrast zur Generierung der gewuisen Lichtfelder eingesetzt werden
[12Q 36]. Hier ist eine axiale Manipulation jedoch nur durch die Korhination mit Doppelfallen
maoglicht [135.

Der hologra sche Ansatz bietet den groyen Vorteil, belieie Lichtfelder generieren zu kon-
nen, wodurch die Fallenanzahl und Fallenform frei wahlbarired. Die Fallen sind unabhan-
gig voneinander ohne Einsatz beweglicher Mechanik in dreDimensionen positionierbar.
Gegenuber dem generalisierten Phasenkontrast bietet deslbgra sche Ansatz neben der 3D-
Positionierung zusatzlich den Vorteil einer hoheren Licktzienz. So kann theoretisch das
gesamte, auf den Lichtmodulator fallende Licht in die gewiathten Fallen gelenkt werden.

Am Markt sind inzwischen verschiedene Realisierungen dertgehen Pinzette verfugbar. So
bieten die Firmen JPK Instruments (Berlin) und Intracel (Herts, UK) konventionelle optische
Pinzetten (Nanotracker bzw. Cell Robotics LaserTweezers)saModul flr verschiedene Stan-
dardforschungsmikroskope (Olympus, Nikon, Zeiss) an. Dierma PALM Microlaser Techno-
logie€ (Bernried, Deutschland) bietet neben der optischen Pinzet (PALM MicroTweezers)
auch verschiedene Gerate zum optischen Schneiden mit Héimes UV-Lasers sowie ein kom-
biniertes Gerat an, das sowohl den Einfang und optisches Belfiden als auch Mikrodissektioh
ermoglicht (PALM CombiSystem). Die Systeme der Firma PALM md ebenfalls Ein-Fallen-
Systeme. Lange Zeit wurde die einzige kommerziell verfugbaologra sche optische Pinzette
von der Firma Arryx Inc. (Chicago, USA), bei der es sich um e Ausgrindung aus der Uni-
versitat Chicago handelt, angeboten. Seit dem Jahr 2007 wigedich eine hologra sche Arbeits-
station von der Universitat Glasgow angeboten. Aufgrund denohen Kosten und der bedingt
automatisierbaren Anwendung liegen deren Zielgruppen ma@mtan noch eher im Bereich der
Forschung p1].

Eine andere Losung verfolgt die Arbeitsgruppe um J. Gliickstia die ein System auf Basis von
Doppelfallen mittels generalisiertem Phasenkontrast ewickelt hat [170. Diese Arbeitsstation
steht momentan nur ausgewahlten biologischen Institutenuz Erprobung zur Verfigung.

Die hologra sch optische Manipulation erd net die Mdglictkeit der Automatisierung der op-

tischen Manipulation ohne mechanische bewegte Teile, deedbteuerung der Fallen allein auf
Software und der Ansteuerung des Lichtmodulators basierAuf diese Weise ist es mdglich,
mehrere Objekte parallel dreidimensional zu manipulieremm somit den Durchsatz zu erho-

! Axiale Bewegung konnte durch die Variation des Intensitats\erhaltnisses zwischen den gegenldu gen Strahlen
erreicht werden.

2inzwischen Teil der Carl Zeiss AG

3Mikrodissektion bezeichnet eine Technik, bei der mit Hilfe énes Lasers ein Segment aus einem Gewebe
geschnitten wird. Durch Strahldruck wird dieses Segment indie H6he katapultiert und in einem Probengefay
aufgefangen, so dass es unabhangig von umliegendem Gewelmtetsucht werden kann.
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2. Stand der Technik

hen. In Kombination mit dem Einsatz von Mikro uidik-Systemen er6 net sich die Mdglichkeit
der automatisierten, auf der Kraftwirkung basierenden Z&liagnostik.
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3. Grundlagen der optischen
Mikromanipulation

Als allgemeine Grundlage fiir diese Arbeit diente ein dynastgh hologra scher Ansatz zur Ge-
nerierung der zur Manipulation benétigten Lichtfelder, bedem ein rAumlicher Lichtmodulator
als hologra sches Element eingesetzt wird. In diesem Absgtt wird vor der Einfihrung in
die hierfur grundlegenden Verfahren (Hologra e, Abschnit3.3) und Technologien (Funkti-
onsweise verschiedener Lichtmodulatoren, Abschnig.2) zunachst ein Uberblick tUber diesen
fur die Arbeit grundlegenden Ansatz gegeben (Abschnit.1). Die verschiedenen Prinzipien
der Manipulation werden in Abschnitt 3.4 erlautert.

3.1. Dynamische Hologra e zur optischen
Mikromanipulation in der Mikroskopie

Optische Manipulationsverfahren ermdglichen den Einfanglie Bewegung und das Schneiden
mikroskopischer Objekte, wie z.B. biologischer Zellen bzwleren Bestandteile und mikrome-
chanischer Komponenten. Grundlage solcher Manipulationast in der Regel die Einkopplung
eines Lasers in ein Mikroskop. Durch die starke Fokussiemimit Hilfe des Mikroskopobjektivs
wird in der Objektebene ein Spot erzeugt, mit dem mikroskopche Proben geschnitten, ge-
fangen oder bewegt werden kénnen (siehe AbschnBt4). Es gibt verschiedene Verfahren,
den Manipulationsspot zu bewegen. Eine der gebrauchlicest Methoden ist der Einsatz eines
mit hoher Genauigkeit verkippbaren Spiegels oder akustgtischen Modulators, mit dem der
Spot Uber die Probe gescannt werden kann. Auf die verschiege Methoden der mechanischen
Steuerung soll hier nicht naher eingegangen werden. Vergtene Moglichkeiten sind in Svo-
boda et al. dargestellt 167. In der Regel werden solche Aufbauten auyerst komplex, sdtha
dreidimensionale Bewegungen oder raumliches Fangen mithmeren Fallen erforderlich sind.

Die in dieser Arbeit vorgestellten exiblen Manipulationyverfahren basieren auf einer hologra-
schen Lichtmodulation. Abbildung 3.1 zeigt eine schematische Darstellung des Manipulati-
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3. Grundlagen der optischen Mikromanipulation
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Abbildung 3.1.: Schematischer Aufbau der hologra schen Miomanipulation: Mit Hilfe ei-
nes Laserstrahls wird das in einen SLM eingeschriebene Hplimm ausgelesen und in ein
Mikroskop eingekoppelt. Die Rekonstruktion des Hologrammerfolgt durch das Mikrosko-
pobjektiv. Auf diese Weise kann eine nahezu beliebige Lidktrteilung in der Objektebene
realisiert werden. Dieses Prinzip kann zur Steuerung der kfomanipulation genutzt werden.

onsprinzips. Das zentrale Element zur Erzeugung der bengtien Lichtfelder ist ein raumlicher
Lichtmodulator. Das in den Lichtmodulator eingeschriebes Hologramm wird mit einem Kolli-
mierten Laserstrahl ausgelesen. Der gebeugte Strahl wird das Mikroskop eingekoppelt und
durch das Mikroskopobijektiv in der Objektebene fokussiertUblicherweise wird der raumli-
che Lichtmodulator (engl. spatial light modulator, SLM) in der Fourierebene positioniert. Das
eingeschriebene Hologramm entspricht nach Multiplikatbn mit dem beleuchtenden Lichtfeld

somit der Fouriertransformierten des gewtinschten Lich#dlds. Die Rekonstruktion (Fourier-
transformation) wird durch das Mikroskopobjektiv realisert [129 (siehe hierzu auch Abschnitt
3.3). Der Einsatz dynamischer di raktiver optischer Elemente(DOES) im Strahlengang des
Mikroskops er6 net einen hohen Grad der Flexibilitat fur de optische Mikromanipulation, da
eine beliebige Anzahl von Manipulations-Spots unterschiicher Form unabhéngig voneinan-
der generiert und in allen drei Raumdimensionen einfach durcAnderung des Hologramms
bewegt werden kann.
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3.1. Dynamische Hologra e zur optischen Mikromanipulatio in der Mikroskopie

Zusammengefasst ergeben sich gegentiber konventionelérht-hologra schen Manipulations-
methoden eine Reihe von Vorteilen:

A

Die Anzahl der Manipulations-Spots ist nahezu frei wéhlba Sie wird theoretisch nur
durch das Orts-Bandbreite-Produkt des SLM (Abschnitt3.3.4) und die zur Verfligung
stehende Laserleistung beschrankt.

Spotpro le kénnen exibel geandert werden. Dies erd net zm einen die Moglichkeit,
system oder probeninduzierte Aberrationen, die die Fallequalitat beein ussen, zu kor-
rigieren [131, 130, zum anderen kdnnen objektangepasste Lichtfelder gerestiwerden.

Die Manipulations-Spots lassen sich unabhangig voneinder sowohl lateral als auch
axial positionieren.

Der Aufbau der optischen Manipulation ist im Gegensatz zu énventionellen Mehrspot-
systemen auyerst kompakt und einfach, da die ManipulatiorSpots vollstandig durch
den SLM gesteuert werden.

Da die Position der Manipulations-Spots digital gesteudrwird, ist im Vergleich zu me-
chanisch gesteuerten Fallen eine sehr hohe Au 6sung und Gergkeit der Positionierung
erreichbar.

Die bedeutendsten Nachteile des hologra schen Ansatzegeben sich durch den Einsatz von
(nicht-idealen) Lichtmodulatoren:

~

N

In der Praxis sind die Positionierung der Fallen sowie die Berrationskorrektur begrenzt
durch das Orts-Bandbreite-Produkt (siehe AbschnitB.3.4), bzw. die Grauwertau 6sung
des Lichtmodulators.

Durch die meist pixelierte Struktur der eingesetzten Lickmodulatoren (Fiillfaktor, Uber-
tragungsfunktion der Pixel) sowie nicht-perfekte Modulabnsbedingungen ist die Licht-
e zienz der Elemente reduziert (siehe Abschnitt3.3.4).

In den Jahren nach der Entwicklung des hologra schen Ansatgd72, 129 galt zudem die
Berechnungsdauer der Hologramme als Hauptnachteil. Einée8erung der Spots in Echtzeit
war damals nicht méglich. Durch die Implementierung der Bechnung auf der Gra kkarte [68]
und der damit ermdglichten Manipulation in Videoechtzeit $t dieser Nachteil des Verfahrens
inzwischen ausgeraumt (siehe Abschni®.3.2.
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3. Grundlagen der optischen Mikromanipulation

3.2. Raumliche Lichtmodulatoren

Unter rdumlichen Lichtmodulatoren (engl. spatial light madulator, SLM) werden an dieser
Stelle Elemente verstanden, die es ermoglichen, geziek dintensitat, Phase oder Polarisation
einer Lichtwelle raumlich und zeitlich aufgel6st zu beeirussen. Es sind sehr viele Prinzipien
der raumlichen Lichtmodulation bekannt (siehe hierzu3l, 109 sowie 0] mit weiterfihrender
Literatur).

Eine Klassi kation entsprechender Modulatoren kann anhashverschiedener Kriterien erfolgen.
Wesentliche Parameter sind hierbei Pixelierung, Fullfaktr, Ansteuerung (optisch oder elek-
tronisch adressiert), Au 6sung und die Modulationsart (Kenlinie der komplexen vektoriellen
Modulation).

Fur hologra sche Anwendungen sind insbesondere hochaudisde Modulatoren mit hohem
Orts-Bandbreite-Produkt (siehe Abschnitt3.3.4 von Interesse. Unter den Modulatoren, die ein
hohes Orts-Bandbreite-Produkt aufweisen, sind pixeliegt Fltissigkristall-Modulatoren (engl.
liquid crystal displays, LCDs) und Mikro-Elektro-Mechansche Systeme (engl. micro-electro-
mechanical systems, MEMS) die einzigen, die fur einen Mass®arkt entwickelt wurden und
aus diesem Grund zu einem verhaltnismayig geringen Preisfigbar sind. Die Entwicklung
dieser Modulatoren wurde vor allem durch Display und Projktionsanwendungen vorangetrie-
ben. Da beide Technologien in dieser Arbeit eingesetzt wuad, werden sie im Folgenden na-
her vorgestellt. Einen einfiihrenden Uberblick tiber weiterwichtige Modulatortechniken (z.B
akusto-optische Modulatoren, Membranspiegel, magnetaigthe Modulatoren) gibt Goodman

[59.

3.2.1. Flussigkristall-Modulatoren

Der Einsatz von Flussigkristallen in Displays ist weit verbeitet. Neben dem weithin bekannten
Einsatz in Computermonitoren und Fernsehgeraten nden Flssigkristall-Modulatoren zum
Beispiel auch Anwendung in Projektoren. Bei diesen Anwendgen steht in erster Linie die
Modulation der Amplitude im Vordergrund. Sie lassen sich goch ebenfalls zur Phasenmodu-
lation einsetzen.

Flussigkristall-Modulatoren machen sich die Doppelbrecimgseigenschaften von Flussigkristal-
len zu Nutze, d.h. je nach Ausrichtung der Kristalle wirkt em anderer Brechungsindex auf das
einfallende polarisierte Licht. Durch Anlegen einer extaeen Spannung an einen Pixel kann
die Ausrichtung der Molekile und damit der e ektive Brechumgsindex ortlich aufgeldst ge-
regelt werden. Es gibt verschiedene Typen von Flussigkradlen, die sich vor allem in ihrer

32



3.2. Raumliche Lichtmodulatoren
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Abbildung 3.2.: Molekulare Anordnungen verschiedener Tym von Flussigkristallen: nemati-
sche(a), smektische (b) und cholesterische (c) Flussigitialle (nach p5]). Der Ubersichtlich-
keit halber wurden die Ebenen separiert.

molekularen Anordnung unterscheiden. Es handelt sich dalnem nematische, smektische und
cholesterische Flussigkristalle (siehe AbIR.2).

Die in dieser Arbeit eingesetzten Modulatoren basieren auérdrillt- und planar-nematischen
Flassigkristallen (engl. twisted- bzw. planar-nematic Guid crystals). Diese Modulatoren un-
terscheiden sich in ihrer Bauweise durch verdrillt bzw. ptear angeordnete Flissigkristalle. Die
Molekule richten sich an der Polierrichtung der sogenanmeAlignmentlayer aus, die auf den
umgebenden Glasplatten aufgebracht sind. Sind die Poliehtungen senkrecht zueinander, so
ergibt sich ein verdrillt-nematisches System (siehe AbI8.3), sind sie parallel zueinander, ein
planar-nematisches System.

Beim Anlegen einer Spannung verandert sich die Ausrichturter Molektile (Abbildung 3.3(b))
und damit auch die Phasenschiebung des Lichts. In konventiellen Anwendungen wird bei
geeigneter Wahl der Eingangspolarisation zusatzlich dieoRrisation beein usst. Dies wird
in den ublichen LC-Anwendungen (Monitor, Fernsehgerat) geitzt, um mit Hilfe von Pola-
risations Itern eine Amplitudenmodulation zu erzielen. Auf diese Weise kann mit Hilfe von
Flussigkristalldisplays durch Anlegen eioner Spannungtsaufgeldst eine Phasen- bzw. Ampli-
tudenmodulation realisiert werden. Die Spannung kann entder mittels elektrischer oder op-
tischer Adressierung gesteuert werden. Dementsprechenldizwischen elektrisch und optisch
adressierbaren Lichtmodulatoren unterschieden. Auf dienesprechende technische Umsetzung
soll hier jedoch nicht n&her eingegangen werden (Detaileke z.B. Efron B1)).

Im Gegensatz zu elektrisch adressierbaren Modulatoren kabei optisch adressierbaren Mo-
dulatoren (OASLMs) ein Fullfaktor von 1 realisiert werden.Damit sind sie sehr e zient,
bendtigen jedoch auf der Gegenseite eine aufwandige Anardg zur optischen Ansteuerung

[107.

Die realisierte Phasenschiebung hangt jedoch nicht nur vater angelegten Spannung ab. Vor
allem bei hohen Gitterperioden kann es durch hohe Spannunggerschiede zwischen benach-
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(a) ohne angelegte Spannung (b) mit angelegter Spannung

SRR

Abbildung 3.3.: Funktionsweise einer verdrillt-nematideen Flussigkristallkammer. Die Aus-
richtung der Flussigkristalle und damit der Ein uss auf Poérisation und Phase einer ein-
fallenden Lichtwelle andert sich bei Anlegen einer SpanngnDie Pfeile geben jeweils die
Polierrichtung der Alignmentlayer an.

barten Pixeln zu einem Streufelde ekt (dem so genannten Frging-Field E ekt) kommen.
Durch Ubersprechen zwischen benachbarten Pixeln konnémhe Phasenspriinge nicht mehr
sauber realisiert werden. Als Folge verwischen Kanten undedmaximale Phasendi erenz wird
reduziert. Dies fuhrt zu einer reduzierten Beugungse zien (siehe Abschnitt3.3.4) und storen-
den Fehlordnungen. Das Ausmay des Fringing-Field E ektstsabh&angig von den verwendeten
Flussigkristallen, der Pixelgroye sowie der Dicke der Fl&ggkristallschicht [3, 32).

LCDs sind sowohl in Re exion als auch Transmission erhéltlic Wahrend transmittive Licht-
modulatoren meist einfacher in vorhandene Aufbauten integrt werden kdnnen, haben re-
ektive LCDs, die normalerweise auf einer Silizium Backplae (engl. liquid crystal on silicon,
LCoS, siehe z.B. Luederlf09) realisiert werden, den Vorteil, dass sich die AnsteuerHtronik
hinter dem Pixel be ndet und somit die aktive Flache des Pixis (und damit der Fullfaktor)
auch bei kleinen Pixelabstanden (engl. pixel pitch) sehr gy sein kann (bis zu 95%7[0)).

Der spektrale Arbeitsbereich von Flussigkristall-Moduloren liegt im Sichtbaren bis nahen
Infrarot (NIR). Die Lichtmodulation ist im Allgemeinen wellenlangenabhéngig. Ein Einsatz
im ultravioletten Spektralbereich ist problematisch, da &h die in kommerziellen Elementen
eingesetzten organischen Flussigkristallmolekiile vesgthsweise leicht unter UV Bestrahlung
zersetzen 103 108.

In dieser Arbeit sollen zwei LC-basierte SLMs zum Einsatz kamen: das LC-R 2500 sowie das
fur den NIR-Bereich besser geeignete HEO 1080 P von HoloeyBie technischen Details
sowie deren Modulationseigenschaften nden sich in Anharfy1l.
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3.2. Raumliche Lichtmodulatoren

3.2.2. Mikro-Elektro-Mechanische Systeme

Neben der Modulation auf Basis von Flussigkristallen sind Mro-Elektro-Mechanische Modu-

latoren die zweite groye Gruppe kommerziell eingesetzterchtmodulatoren. Hierbei werden

mechanisch bewegbare Spiegel lithographisch auf einem Caufgebracht. Jeder Spiegel repra-
sentiert einen Pixel, der mit Hilfe einer angelegten Spanng individuell angesteuert werden

kann.

Die Technik Mikro-Elektro-Mechanischer Systeme erlaubtrgndsatzlich die Realisierung so-
wohl von Phasen als auch von bindrer Amplitudenmodulation

Zur Modulation der Phase wird die Hohe der einzelnen Mikroggmel verstellt, wie dies bei-
spielsweise im Phasen-Mikrospiegelelement (engl. pistmiicro mirror array, Piston MMA) des
Fraunhofer Instituts flr Photonische Mikrosysteme (IPMS)verwirklicht wurde. Durch Anle-
gen einer Spannung kdnnen die Spiegel kontinuierlich sea&ht zur Ober ache des Displays
verschoben werden.

Einfacher zu realisieren (und fir Massenanwendungen wighgr) sind MEMS mit binarer Am-
plitudenmodulation. Diese wird durch Verkippung der Mikrepiegel erreicht. Durch zeitliches
Multiplexing lassen sich im Sinne einer zeitlichen Mittelng fur visuelle Anwendungen trotz
binarer Amplitudenmodulation auch Graustufen darstellenFur die in dieser Arbeit realisierte
Hologrammrekonstruktion ist dieses zeitliche Multiplexig nicht direkt einsetzbat.

Lange Zeit waren hauptsachlich zwei entsprechende Systemgf dem Markt erhéaltlich: der
Digital Light Processing (DLP® ) Chip der Firma Texas Instruments (TI), besser bekannt
als Digital Micromirror Device (DMD) und das Amplituden-Mikrospiegelelement (engl. tilt
micro mirror array, Tilt MMA) des IPMS der Fraunhofer Geselschaft. Daneben beschétftigt
sich eine Reihe von Forschungsinstituten mit der Herstellgnvon MEMS, die zum Groyteil zu
Forschungszwecken eingesetzt werden. Eine Ausnahme tilierbei das belgische Forschungs-
institut Interuniversity Microelectronics Centre (IMEC), das 2008 ein neues hochau 6sendes
MMA (11 Megapixel) fur industrielle Anwendungen auf den Makt brachte.

Grundsatzlich eignet sich das Piston-MMA fir hologra scheAnwendungen sehr gut, da Pha-
senhologramme deutlich e zienter als Amplitudenhologramrme sind (siehe hierzu Abschnitt
3.3.1und 3.3.4. Nachteilig ist jedoch die relativ geringe momentan verfjbare Au dsung
(200 240 Pixel). Im Gegensatz dazu sind amplitudenmodulierendéikrospiegelelemente mit
sehr hohen Au 6sungen verhéltnismayig gunstig erhaltlich

1Zeitliches Multiplexing lasst sich jedoch in hologra schen Anwendungen zur Speckle-Reduktion bei der
Rekonstruktion einsetzen
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Grundsatzlich sind MEMS aufgrund des Prinzips (Modulatiordurch Re exion) fur einen sehr
breiten Spektralbereich vom Ultraviolett (UV) bis ins Infrarot (IR) nutzbar. Das Piston MMA
realisiert eine maximale Hohenverstellung von 300 nm. Dackidie Phasenschiebung aus der
doppelten Hohenverstellung ergibt, arbeitet dieses Elemtejedoch nur fir Wellenlangen bis
zu etwa 600 nm e zient [106. Beim DLP® -Chip hingegen konnten Schadigungen durch UV-
Bestrahlung festgestellt werden (so genannte stuck mirr siehe $9)). Aus diesem Grund
wurde gerade fur diesen Bereich eine modi zierte Version tnckelt [30], die zudem eine
verbesserte Transmission des Deckglases fur UV-Licht aefgt.

3.3. Holograe

Hologra e (griechisch: holos=vollstandig und graphein=afzeichnen) ist eine Technik zur drei-
dimensionalen Aufzeichnung von Objekten durch Speichergider Phase. Sie wurde 1947 durch
den ungarischen Physiker Denis Gabor entwickelt, der urgjpmglich das Au dsungsvermogen
in der Elektronenmikroskopie verbessern wolltetf]. Wirklich eingesetzt werden konnte diese
Technik jedoch erst nach der Entwicklung des Lasers im Jahr @9. Fir seine Entwicklung
erhielt Gabor 1971 den Nobelpreis.

In diesem Abschnitt wird auf verschiedene Arten von Hologramen und deren Eigenschaften
eingegangen, die eine wichtige Rolle fur die in dieser Arb&ingesetzten Techniken spielen.

3.3.1. Grundprinzip
Das Grundprinzip der Hologra e basiert auf einem zweistu gn Verfahren. Im ersten Schritt
wird das komplexe Lichtfeld der Objektwelleo durch koharente Uberlagerung mit einer be-

kannten Referenzwelle gespeichert. Das entstehende Interferenzmuster wird miinem hoch-
au 6senden photosensitiven Detektor aufgezeichnet (vghbb. 3.4(a)):

H=jo+rj®=jo°+jri?+or +r o (3.1)

Im zweiten Schritt wird die Phase durch Beleuchten mit eineRekonstruktionswelle rekonstru-
iert. Entspricht die Rekonstruktionswelle der bei der Aufnme verwendeten Referenzwelle, so
gilt fir die Rekonstruktion (vgl. Abb. 3.4(b)):

r H=r jo?+r jri’+ o jri’+r r o (3.2)
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Objekt ﬁ\
» Rekonstruktion ©
\// objektwelies // Objektwelle o

Referenzwelle r Hologramm Rekonstruktionsweller = Hologramm

(a) Hologrammgenerierung (b) Hologrammrekonstruktion

Abbildung 3.4.: Die klassische Hologra e ist ein 2-SchritVerfahren: Im ersten Schritt wird
das Hologramm durch komplexe Uberlagerung von Objekt- und Reenzwelle aufgezeichnet.
Nach Entwicklung des hologra schen Films kann das Hologram durch Beleuchtung mit
einer Rekonstruktionswelle rekonstruiert werden.

Der Term o jrj® reprasentiert dabei bis auf einen konstanten Faktor die koptexe Objektwelle
einschlieylich deren Phaseninformation und bildet das wirelle, im Allgemeinen orthoskopi-
sche Bild an der Position ab, an der das Objekt zuvor stand. Dd&erm r r o stellt die
konjugiert-komplexe Information des Objekts dar und bildeim Falle einer ebenen Referenz-
bzw. Rekonstruktionswelle ( = r ) das reelle, pseudoskopische Bild. Die Ternre joj* und

r jrj? sind Gleichlichtterme, die keine Objektinformation enthéten. Im Fall von Inline- bzw.
On-Axis-Hologrammen storen diese Terme durch Uberlagemimas eigentliche Bild. Aus die-
sem Grund werden Hologramme oft durch Einfuhren eines Winlsekwischen Objekt- und
Referenzwelle mit einer Tragerfrequenz tberlagert, um eim@umliche Trennung von virtuel-
lem und reellem Bild sowie der zusatzlichen stérenden Terrae erreichen 105.

Idealerweise sollen Hologramme die unabhangige Modulatisgon Amplitude und Phase reali-
sieren. In der Praxis sind diese beiden Parameter jedoch eitander gekoppelt, so dass keine
gleichzeitig unabhangige Modulation méglich ist. Reale Hojrammmedien sind daher dahin-
gehend ausgelegt, méglichst nur einen der Parameter getzzel beein ussen (Amplituden- bzw.
Phasenhologramme), in der Praxis werden jedoch immer beiBarameter zu einem gewissen
Grad moduliert.

In der klassischen Hologra e werden zunachst prinzipbedih Amplitudenhologramme aufge-
zeichnet. Sie haben jedoch den entscheidenden Nachteilsddchtfeld durch feldabhangige
Absorption zu modulieren, was eine sehr geringe Beugungs#enz (ca. 6%) zur Folge hat.
Das Phasenhologramm hingegen moduliert im Idealfall nur@iPhase des Lichtfelds und kann
aus diesem Grunde ohne Intensitatsverluste arbeiten. Einndres Hologramm weist als Pha-
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3. Grundlagen der optischen Mikromanipulation

senhologramm die vierfache Beugungse zienz (siehe Absdtin3.3.4 des entsprechenden Am-
plitudenhologramms auf.

Amplitudenhologramme stellen reelle Funktionen dar, dienider Fourierebene zur 0.0Ordnung
symmetrische Signale liefern. Phasenhologramme lieferarch ihre komplexe Modulation eine
groyere Freiheit in der Fourierebene. So kdnnen beispietsse so genannte Blaze-Hologramme
theoretisch 100% der einfallenden Intensitat in die erstedBigungsordnung ablenken, womit
storende nullte, hohere und negative Beugungsordnungerma&hiert werden.

Die Verwendung der Amplitudeninformation zur Erzeugung eer Phasenmodulation, wie dies
beim klassischen Bleichen von Hologrammen erfolgt, fihrivangslau g zu einem erhéhten

Rekonstruktionsfehler. Bei computergenerierten Hologramen kann dieses Problem durch ge-
eignete Hologrammberechnung aber vermieden werden.

3.3.2. Digitale Hologra e

Der Begri digitale Hologra e bezeichnet nach allgemeiner Ubereinkunft das Verfahrenrdi-
gitalen Aufnahme eines Hologramms und dessen numerische &ekruktion. Generell gespro-
chen umfasst die digitale Hologra e jedoch alle Verfahrerie es ermoglichen, die Wellenfront
digital zu speichern.

Der Ubersichtlichkeit halber lassen sich die digital-holira schen Verfahren in Generierungs-
und Rekonstruktionsverfahren unterteilen:

Unter digital-hologra schen Generierungsverfahrenwerden sowohl Aufzeichnungstechniken
verstanden, bei denen das Imbasierte Aufzeichnungsmediudurch einen geeigneten photo-
elektrischen Sensor (z.B. CCD, CMOS) ersetzt wird, als auahe numerische Berechnung von
Hologrammen (computergenerierten Hologramme, CGH oder@&usynthetische Hologramme),
bei der komplett auf einen physikalischen Aufbau verzichtevird.

Digital-hologra sche Rekonstruktionsverfahrenrumfassen sowohl die numerische Rekonstrukti-
on (z.B. durch mathematische Fouriertransformation bei Farierhologrammen), bei der eben-
falls auf einen physikalischen Aufbau verzichtet wird, alauch analoge Rekonstruktionsver-
fahren, bei denen das Hologramm mit Hilfe eines digital araterbaren Elements (rdumlicher
Lichtmodulator) oder einem statischen Element dargestelivird.

Die digitale Hologra e ndet Anwendung in einer Vielzahl messtechnischer Verfahren, wie bei-
spielsweise die hologra sche Mikroskopid13 und die vergleichende digitale Hologra e153.

2Ein Blazegitter kann anschaulich mit einem Prisma verglichen werden. Aufgrund der Modulo 2 Phase
entsteht ein sagezahn-formiges Beugungsgitter.
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Das in dieser Arbeit eingesetzte digital-hologra sche Véahren basiert auf der Berechnung
computergenerierter Hologramme, welche mit Hilfe einesdhtmodulators zur Rekonstruktion
dargestellt werden.

CGHs erd nen die Moglichkeit, nahezu beliebige Lichtverikungen in der Rekonstruktionsebe-
ne zu erzeugen. Dabei kdnnen stérende Terme und Rekonstrokisfehler durch geeignete Ho-
logrammberechnung eliminiert oder zumindest reduziert ween. Dies kann zum einen erreicht
werden, indem nur der Nutzterm der Gleichung3.1 dargestellt wird. Zum anderen kénnen
Hologrammeé mit Hilfe von Hologrammoptimierungs-Algorithmen direkt berechnet werden.

Zur Realisierung der Manipulationsverfahren in dieser Arbewerden Hologramme verwendet,
die durch Rekonstruktion einzelne, unabhangig voneinandan drei Dimensionen bewegbare
Spots erzeugen. Diese werden im Zusammenhang mit der opiest Pinzette als Fallen und in
Bezug auf das optische Skalpell als Schneidspots bezei¢hier Einfachheit halber wird in
den folgenden Ausfuihrungen einheitlich von Fallen gespizen.

Zur analytischen Berechnung der entsprechenden CGHs bitake gewiinschte Lichtverteilung
in der Rekonstruktionsebene die Basis zur Berechnung. Dureime inverse Fouriertransforma-
tion ergibt sich das Hologramm des gewiinschten LichtfeldeBies fuhrt zu einer einfachen
Beschreibung der komplexen Amplitude eines Fourierholagnms der Fallej [68]

H; (x;y) = Hoei(kgx+ kpy)  gk20?+y?) & ( xy) (3.3)

Hierbei ist die laterale Position des Spots durck <**k¥) (anschaulich: Phasenkeil) und die
axiale Position durche®?**¥* (anschaulich: Linsenterm) gegebere ( *¥) bestimmt das Po-

tential der Falle. Mit diesem Faktor kdnnen beispielsweis@berrationen (durch Einschreiben
der inversen Phasenverteilung) korrigiert oder speziellachtverteilungen (wie z.B. Donuts)

erzeugt werden.

Das Hologramm furN Fallen wird durch komplexe Superposition einzelner Falleerreicht:

X
Hn = H; (3.4)
j=1

Um den Modulationseigenschaften des darstellenden Medisrgerecht zu werden, muss aus
diesem komplexen Feld die Phasen bzw. Amplitudeninformain ermittelt werden. Ein Pha-

3insbesondere Phasenhologramme, deren analoge Aufzeichmuprinzipbedingt auf Amplitudeninformationen
basiert
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senhologramm ergibt sich nach

) — =(Hn)
Hp (X;y) = arctan <(An) (3.5)
und ein Amplitudenhologramm nach
Ha(Xy) = <(Hn): (3.6)

Dies ist eine sehr einfache und schnelle Methode zur anadgthen Berechnung von Hologram-
men. Da jedoch Hologrammmedien (insbesondere SLMs) keimarplexen Hologramme dar-
stellen kénnen und hier eine fehlerbehaftete Methode zur &aktion der Phasen- bzw. Ampli-
tudenmodulation angewendet wird (Gleichun@.5bzw. 3.6), entstehen bei der Rekonstruktion
mit zunehmender Anzahl von Spots storende Artefakte wie tsgiielsweise Stérordnungen (ho-
here Ordnungen, nullte Ordnung). Diese Stérungen kénnen diln den Einsatz optimierender
Algorithmen, wie iterative Fourier-Transformations-Algorithmen (IFTA, z.B. [48, 83, 161)
oder direkte Suchalgorithmen 156 93, 16]] stark reduziert werden. Diese Algorithmen sind
im Vergleich zur analytischen Berechnung jedoch sehr rechaind damit zeitintensiv.

Zur Realisierung einer Manipulation in Video-Echtzeit missn die Hologramme in entsprechen-
der Geschwindigkeit berechnet werden. Handelstbliche CBWtoyen jedoch bei der gleichzei-
tigen Berechnung vieler Fallen mit hoher Pixelzahl mittelsanalytischer Algorithmen an ihre
Grenzen (vor allem wenn zeitgleich noch eine Kamera angastet wird oder Bildverarbeitung
erforderlich ist). Aus diesem Grunde wurde die BerechnungedHologramme auf einer mittels
Cg* programmierbaren Gra kkarte implementiert [68, 67, 133. Da moderne Gra kkarten in
hohem Maye parallel rechnen und das Ergebnis direkt auf demld&chirm ausgegeben wird,
kann die Rechenzeit deutlich reduziert werden, wobei glemsitig die CPU fir andere Aufga-
ben frei bleibt. Wahrend zunachst nur die analytische Beredang in Echtzeit moglich war,
zeigt die rasante Entwicklung im Gra kkartenbereich inzwschen Wirkung, so dass mittlerweile
auch iterative Fourier-Transformations-Algorithmen in Echtzeit berechnet werden kénner8f3.

4Programmiersprache fiir Gra kprozessoren: C for graphics
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3.3.3. Hologrammgeometrie

Hologramme werden hé&u g gemay der Aufnahme- bzw. Rekonstriignsgeometrien klassi-
ziert. Dabei ist der rdumliche Zusammenhang zwischen Objé und Hologrammebene der
entscheidende Faktor. Die Haupteinteilung erfolgt in dreKlassen:

Bei einem Bildebenenhologramm  kann die Beziehung zwischen Objekt und Hologramm
durch eine Abbildung beschrieben werden. Diese Technik wivorzugsweise bei Objekten
angewandt, die keine allzu tiefe raumliche Ausdehnung btzsn. Die Rekonstruktion be ndet
sich direkt in der Hologrammebene.

Bei einemFresnelhologramm hingegen liegt das Hologramm bei der Aufnahme im Bereich
der Fresnelschen Beugung des Objektes. Die Struktur des biglammogitters ist dabei stark
abhangig vom konkreten Abstand.

Die dritte Klasse stellen die so genanntefourierhologramme  dar. Mathematisch ist die
Beziehung zwischen Hologrammil (x;y) und Objekt bzw. Rekonstruktion h(u;v) durch ei-
ne Fouriertransformation gegeben. Bei Beleuchtung des ldgramms mit einer ebenen Welle
wird die Rekonstruktion in der hinteren Brennebene einer Lse mit der Brennweitef sicht-
bar, da diese zwischen vorderer und hinterer Brennebene eioptische Fouriertransformation
durchfihrt: Z Z, )

h(u;v) = H(x;y)exp if—(ux +vy) dxdy (3.7)

1
Die Amplitude und Phase an der Position(u;Vv) in der Rekonstruktionsebene sind gegeben
durch Amplitude und Phase der beiden Raumfrequenzeff, = u=f;f , = v=f) in der
Hologrammebene. Wird das Hologramm aus der vorderen Brenmgie verschoben und in einem
Abstand d vor der Linse angebracht, so ergibt sich folgende Beziehumgyischen Hologramm
und Rekonstruktion [B5):
h [
exp iz 1 & (u2+v?)

h(u;v) = T

Z Z, 2

. H(x;y)exp if—(ux +vy) dxdy (3.8)
Dies entspricht nur bei Betrachtung der Intensitat der Fouierbeziehung, da der Phase ein
zusatzlicher Defokusterm Uberlagert ist. In den meisten Avendungen ist jedoch die Intensitat
der Rekonstruktion von Interesse und die Phasenverteilungahkeinen Ein uss. Fiur d = f
entfallt der Phasenterm und die Beziehung entspricht eineexakten Fouriertransformation
(vgl. GI. 3.7).
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Bei der Rekonstruktion von Hologrammen mit Hilfe von Linsen mss zusatzlich der Ein uss
der begrenzenden Apertur einbezogen werden. Dieser wurdedleichung 3.8 vernachlassigt,
ist jedoch in Goodman $5] ausfluhrlich erlautert.

Fourierhologramme haben gegentber Bildebenen und Fredinelogrammen eine Reihe von
Vorteilen und werden deshalb in dieser Arbeit eingesetzt. ééden der einfachen mathemati-
schen Beschreibung kann die Gréyenskalierung des Objektdser die Wahl einer geeigneten
Rekonstruktionslinse beein usst werden. Zudem haben lokaDefekte keinen starken Ein uss,
da das gesamte Hologramm zur Rekonstruktion jedes einzelreanktes beisteuert. Weiterhin

wird auch das (besonders in der digitalen Hologra e oft krische) Orts-Bandbreite-Produkt

ideal ausgenutzt.

3.3.4. Beurteilung von Hologrammen und Hologrammmedien

Bei der Bewertung der Qualitdt von Hologrammen sind im Weséithen zwei Parameter von
Interesse: die Beugungse zienz und die Rekonstruktionsqtitit.

Diese Parameter werden jedoch in der Literatur von versclidenen Autoren unterschiedlich
de niert bzw. es werden verschiedene Verfahren bei der Erthing der Parameter eingesetzt.
Daher ist bei einem Vergleich entsprechender Werte sordfglzu prifen, welche De nition und
welches Verfahren bei der Erfassung angewandt wurden. Zandé&angen sowohl Beugungse -
zienz als auch Rekonstruktionsqualitat stark vom gewahlte®@bjekt ab.

Ein weiterer wichtiger Bewertungsparameter fur das Hologmmmedium, der sich besonders
bei hohen Frequenzen sowohl auf die Rekonstruktionsquddit als auch auf die Beugungsef-
zienz auswirkt, ist das Orts-Bandbreite-Produkt.

Im Folgenden werden diese drei Bewertungsparameter beseben:

Rekonstruktionsqualitat: Die Rekonstruktionsqualitat gibt die mittlere quadratische Abwei-
chung der rekonstruierten Amplitudehis; zur gewiinschten Amplitudehs,; an [156:

X
E = Jhso (U; V) hige (U; v)j° (3.9)

uv2A

A gibt das Gebiet der gewuinschten Intensitatsverteilung anna ist ein Skalierungsfak-
tor, der die von 1 unterschiedliche Beugungse zienz beruskchtig.
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Beugungse zienz: Die Beugungse zienz eines Hologramms ist de niert Gber deAnteil der
einfallenden Leistungl o, der in die interessierende Beugungsordnumg (normalerweise
die 1. Ordnung) abgelenkt wird $5J°:

m = Im (3.10)
lo
Die Beugungse zienz hangt stark von der Art des Hologrammsla So haben beispiels-
weise Amplitudenhologramme im Vergleich zu Phasenholognanen eine deutlich gerin-
gere Beugungse zienz, da zur Modulation die Amplitude und dmit die Intensitét abge-
schwacht wird (siehe hierzu Abschnitt3.3.1). Eine Ubersicht (iber typische theoretische
Werte zeigt Tabelle3.1 (nach [152).

Di raktive Struktur theoretische Beugungse zienz ;
kontinuierliche Sinus-Amplitudengitter 6%
kontinuierliche Sinus-Phasengitter 34%

bindre Amplitudengitter 10%

bindre Phasengitter 41%

geblaztes Phasengitter 100%

Tabelle 3.1.: Ubersicht tber typische Werte der Beugungseienz der 1.Beugungsordnung
(m = 1) verschiedener di raktiver Strukturen

Orts-Bandbreite-Produkt:  In der Praxis sind die Positionierung der Fallen sowie die Adrra-
tionskorrektur durch das Orts-Bandbreite-Produkt des Libtmodulators begrenzt. Eine
Uberschreitung des Orts-Bandbreite-Produkts fiihrt zu Aksing. Bereits das Annéahern
an das Orts-Bandbreite-Produkt kann zu kinstlicher Apodiation® fhren.

Das Orts-Bandbreite-Produkt ist ein May fir die Anzahl an Feiheitsgraden und ist
de niert durch das Produkt der Ausdehnung des Signals im Ostaum (L4,Ly) und der
Bandbegrenzung im FrequenzraumBj,B,) [55]:

M = L,B,L,B, (3.11)

Das Orts-Bandbreite-Produkt eines Lichtmodulators wird émgemay tber das Produkt
seiner Ausdehnung und seinem Pixelpitch de niert. Somit espricht es gerade der An-
zahl der ansteuerbaren Pixel.

5Von einigen Autoren wird die Beugungse zienz auch anders deniert. Meist wird dann als Bezugsgréye
nicht die einfallende Intensitat | o sondern die Summe des gebeugten Lichts verwendet.

Slokal verringerte Beugungse zienz aufgrund von Pixelstruktur sowie Quantisierungs- und Fringing-Field
E ekten
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3. Grundlagen der optischen Mikromanipulation

Bei der Optimierung von Hologrammen sind die Beugungse ziez und die Rekonstruktions-
qualitat bei gegebenem Orts-Bandbreite-Produkt in der Reiit stark aneinander gekoppelt.
So ist es moglich, die Rekonstruktionsqualitat in einem begnzten Bereich auf Kosten der
Beugungse zienz zu optimieren und umgekehrt.

3.3.5. Darstellung von Hologrammen mit pixelierten
Lichtmodulatoren

Bei der Darstellung von Hologrammen mittels pixelierter Lahtmodulatoren treten in der Praxis
E ekte auf, die die Beugungse zienz und Rekonstruktionsquétat des Hologramms beein us-
sen. Dies kann zu verschiedenen Artefakten wie stark ausgéggten hoheren Beugungsordnun-
gen sowie Geisterfallen fuhren.

Dabei spielen unter anderem je nach Modulatortyp der Fulfaktor der Pixelierung, eine

nicht lineare Kennlinie oder bei LCDs der Fringing-Field Eekt eine Rolle. Phasenmodulato-
ren leiden oft unter zusatzlich auftretender Amplitudenmdulation oder nicht ausreichender
maximaler Phasenschiebung (weniger abs ). Falls neben der Phasen- bzw. Amplitudenmodu-
lation eine Polarisationsmodulation auftritt, ergeben sih sekundare Phasene ekte aufgrund
der nichttransitiven geometrischen Phaselfi7, 97].

Zusatzlich hat auch die Anzahl der QuantisierungsstufeN einen starken Ein uss auf die
Beugungse zienz. Aufgrund des limitierten Orts-Bandbreie-Produkts stehen jedoch meist fur
eine Gitterperiode nur eine limitierte Anzahl von Pixeln ud damit darstellbare Graustufen
zur Verfagung.

Die Beugungse zienz derm-ten Beugungsordnung in Abhangigkeit der verwendeten Qutn
sierungsstufenN ergibt sich nach p5] zu:

. [ =2
m = sinc? m sinc(m - ) (3.12)
N sing ™2
Fur maximale Phasenschiebungen = 2 ergibt sich fur die 1. Beugungsordnung eine
vereinfachte Darstellung $5:
. 1
1 = sinc? N (3.13)

Abbildung 3.5(a) zeigt die Beugungse zienz in Abhangigkeit der Quantisierngsstufen flr
verschiedene maximale Phasenschiebungen an. Es zeigt sich, dass bereits bei vier Quan-
tisierungsstufen ca. 80% der maximalen Beugungse zienzreicht werden kann. Die Grenze
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(a) Bei 4 Quantisierungsstufen wird bereits ca. (b) Ab einer maximalen Phasenschiebung von
80% der maximalen Beugungse zienz er- ca. 1,5 wird bereits ca. 80% der maximalen
reicht. Beugungse zienz erreicht.

Abbildung 3.5.: Beugungse zienz von Hologrammen unter Eimuss verschiedener maximaler
Phasenschiebung und QuantisierungsstufenN .

von minimal vier Quantisierungsstufen bildet oft einen guen Kompromiss zwischen maximal
erreichbarem Beugungswinkelsin = =g) und Beugungse zienz.

Die Beugungse zienz eines mit einem SLM (mit absorbierenddnterpixel-Struktur) darge-
stellten Hologramms ergibt sich nach70]:

sim =R (1 A) FF? H  ons (3.14)

wobei die Re ektivitdt der Spiegel &che des Elements durctR und die Absorptionse ekte
(z.B. durch interne Re exionen oder Amplitudenmodulation)durch A gegeben sindFF ist
der Fullfaktor des Elements (bezogen auf die Flache)y ist die E zienz des Hologramms,
wobei die Quantisierung und Modulationseigenschaften (&zbeispielsweise die Kennlinie) ent-
halten sind. ., spielt eine Rolle bei Elementen, deren Modulationseigensdten einer zeitli-
chen Abhangigkeit unterliegen. o, gibt den nutzbaren Zeitanteil an. Im Falle von MEMS
kann dieser Anteil recht gering sein (weniger als 2093(]).

Die E zienz dynamisch verénderbarer Hologramme, die mit SMs dargestellt werden, liegt
typischerweise unter 50%. Einer der wichtigsten Parametest hierbei der Fillfaktor, da er

guadratisch eingeht. Zum einen, weil{ FF) des Lichts an der Zwischenpixelstruktur ab-
sorbiert wird. Zum anderen, da aufgrund der pixelierten Strktur héhere Beugungsordnungen
entstehen, die ebenfalls gemay einem Faktor vot ( FF) eingehen.

Um das Problem des Fillfaktors zu umgehen, wurden Kombinaten aus optisch und elek-
trisch adressierten LCDs verwendet107. Hierbei wurde ein pixelierter Modulator auf ein
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3. Grundlagen der optischen Mikromanipulation

OASLM abgebildet und durch einfache Tiefpass Iterung der Relierungse ekt unterdrtckt.
Dies ist jedoch mit einem entsprechend hohem apparativen Avand verbunden und wird
deshalb tendenziell eher bei stark e zienzkritischen Anwedungen empfohlen.
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3.4. Manipulation mit Licht

3.4. Manipulation mit Licht

Im Makroskopischen ist der Impulsibertrag von Licht auf Magrie so gering, dass im Nor-
malfall keine spurbaren Auswirkungen beobachtet werden.uf mikroskopische Objekte kann
sich jedoch ein starker Ein uss bemerkbar machen. Unter esprechenden Bedingungen lasst
sich Licht einsetzen, um Mikropartikel nur mit Hilfe von Licht einzufangen und zu bewegen.
Dartber hinaus kénnen Objekte sogar geschnitten oder gdizigerstort werden. Der Ein uss
von Licht auf Materie ist dabei sehr stark von den Parameteries eingesetzten Lichts sowie
dem zu manipulierenden Objekt und seiner Umgebung abhangig

Beim optischen Einfang wird die Ubertragung des Impulses sgenutzt. Hierbei sind Absorp-
tionse ekte unerwinscht, da sie das Objekt durch Erhitzenahadigen kbnnen, wohingegen die
Absorption beim optischen Schneiden sogar genutzt wird.

In dieser Arbeit wird sowohl die Manipulation durch optiscle Krafte als auch Manipulation
durch Absorption eingesetzt. Aus diesem Grund werden im Fg#nden die Funktionsweisen des
optischen Einfangs (Abschnitt3.4.1) und Schneidens (Abschnitt3.4.2 ndher erlautert.

3.4.1. Optischer Einfang

Der optische Einfang basiert auf der Impulstibertragung vohicht auf Materie. Als einer der
ersten Forscher auf diesem Gebiet konnte Arthur Ashkin in ¢ee1970er Jahren zeigen, dass
es moglich ist, Objekte von einigen Mikrometern Durchmessan beugungsbegrenzten Fokus
eines Laserstrahls einzufange®,[10].

Eine anschauliche Erklarung des optischen Einfangs von R&eln liefert die Impulsbetrach-
tung (Abbildung 3.6): An den Grenz &chen zwischen zwei Medien wird Licht abgeh&t oder
absorbiert und erfahrt somit eine Impulsanderung, die aufas Objekt Ubertragen wird. Daraus
resultieren zwei Kréfte: Die Streukraft wird durch Absorpion und Re exion des Lichts erzeugt
und schiebt das Objekt in Strahlrichtung aus der Falle. Die @dientenkraft entsteht durch
Ablenkung des Lichts und wirkt (fir Objekte mit gréyerer Breehzahl ng als das umgebende
Medium ny ) in Richtung der hoéchsten Intensitat des Lichtes. Fur Objeke mit ny > ng
wirkt die Kraft in entgegengesetzter Richtung und wird somitvom Ort hoéchster Intensitat
abgestoyen. Ein stabiler Einfang ist nur dann maoglich, wendie Gradientenkraft Fgag groyer
als die StreukraftFsye, ist [10]:

F
Grad 1. (3.15)
I:Streu
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Impulsanderung Impulsénderung

out b i in

A in ¢ i . ut

(a) lateraler Einfang: Die Summe aller Strahlen (b) axialer Einfang: durch Fokussierung des Ein-

bewirkt eine Kraft in Richtung der héheren In- fangstrahls wird ein axialer Gradient erzeugt, der

tensitéat. der Streukraft entgegenwirkt. Auch hier ergibt
die Impulsbilanz eine Kraft in Richtung des Fo-
kus.

Abbildung 3.6.: Strahlenoptische Darstellung der Gradigankraft: ein nicht-homogener La-
serstrahl durchlauft ein Objekt mit ny < n . Strahlen hdherer Intensitat sind durch einen
dickeren Strahl gekennzeichnet.

0\
.

RP

T2P

T?RP

Abbildung 3.7.: Geometrie zur Berechnung der Kraft aufgruwhder Streuung eines Strahles der
Leistung P an einem sphéarischen Objekt. Die Kraft wird beein usst dura den re ektierten
Strahl mit der Leistung RP sowie eine unendliche Anzahl an gebrochenen Strahlen mit
abnehmender Leistungr2R"P.
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Es gibt verschiedene Ansatze, den optischen Einfang thetiseh zu beschreiben und Einfang-
krafte zu berechnen. Die Theorien hangen stark von der Gréyer Objekte ab, da fur ver-
schiedene Objektgréyen unterschiedliche Naherungen gelt Grundsatzlich wird unterschieden
zwischen Objekten, die deutlich kleiner und solchen, die ailich gréyer als die Wellenlange
sind. Bei kleinen Objekten (o  0;2 ) wird ein elektromagnetisches Modell zur Beschreibung
der Einfangkrafte eingesetzt. Groye Objekterg 5 ) werden normalerweise mit Hilfe der
geometrischen Optik beschrieberl8(d. Im Zwischenbereich existieren verschiedene Losungs-
ansatze, jedoch keine einheitlich anerkannte Theorie.

Geometrisch-optisches Modell  Bei Objekten, die deutlich gréyer als die Wellenlange sind,
kann das von Ashkin 9] verwendete geometrisch optische Modell mit guter Naheng zur
Erklarung der Einfangkraft herangezogen werden.

Zunachst wird die Kraft eines einzelnen Strahls der LeistgnP auf eine dielektrische Spha-
re betrachtet: Ein unter dem Einfallswinkel auf ein Objekt auftre ender Lichtstrahl wird
entsprechend dem BrechungsgeseZo]

nu sin = ngsin ° (3.16)

an den Grenz achen teilweise gebrochen und teilweise re tat. Der gebrochene Anteil wird
nun an jeder Grenz ache wieder sowohl gebrochen als auch eé&tiert, wobei jedoch intern
re ektierte Strahlen keinen Ein uss auf die Einfangkraft haben.

Die auf das Objekt wirkende Kraft ergibt sich aus der Summe dee ektierten Anteils mit der
Leistung RP sowie der (aufgrund interner Re exion) unendlichen Anzahlgpbrochener Strahlen
mit abnehmender LeistungT?P; T?RP;:::T?R"P, wobeiR und T die Fresnelschen Re exions-
und Transmissionskoe zienten darstellen. Da die Fresnetie zienten polarisationsabhangig
sind, gilt dies auch fur die Einfangkréafte.

Kraftkomponenten, die in Strahlrichtung wirken, werden a Streukraft Fsyey , jene senkrecht
dazu als GradientenkraftFgaq bezeichnet. Ihre Betrage ergeben sich aus der Impulsdi e-
renz zwischen einfallendem und austretendem Strahl. Dietégration tGber die Ubertragenen
Impulse aller Strahlen ergibt eine Gesamtkraftg, 143 180Q:

_nyP T2(cos2( 9+ Rcos2
Fstreu = o 1+ Rcos?2 1+ R2+ 2R oS 20 (3.17)
_nyP . T2(sin 2( 9+ Rsin2
Forad = c Rsin2 1+ R2+ 2R cos 20 (3.18)
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Wellenoptisches Modell Ist das Objekt kleiner als die Wellenlange, kann das Licht ot

mehr als Strahl, sondern muss als Welle betrachtet werdenuzVereinfachung wird angenom-
men, dass das Licht im Objekt einen veranderlichen elektdsen Dipol induziert, der eine Kraft
in Richtung des Feldgradienten erféahrt. Die GradientenkrafFgag in Richtung des Intensitats-
gradienten 5 E?2 fiir ein Rayleigh-Partikel mit der Polarisierbarkeit p ist proportional zum

Radiusro des Partikels und dem Gradientenl[Q}:

nyrd n? 1

_ v 2 _ 2.
Ferad = 2 pb E“= 2 N2 +2 5 E; (3.19)

mit der Brechzahl ny, des umgebenden Mediums und dem relativen Brechungsindex=
no=ny . Folglich erfahren groyere Partikel eine groyere Kraft undverden dadurch leichter
gefangen.

Das Objekt wird durch die Streukraft Fsye, [10] axial aus der Falle getrieben:

1128518 n2 1 %
Fstreu = a 3 §'/| n2+2 Ny - (320)

Dabei bezeichnetc, die Lichtgeschwindigkeit im Vakuum, \, die Wellenlange im Medium
und | die Intensitat. Ein stabiler dreidimensionaler Einfang wid auch hier erzielt, wenn die
Gradientenkraft die Streukraft Ubersteigt (siehe GI3.15

Bereich zwischen Mie- und Rayleigh-Regime  Die Beschreibung der Einfangkrafte im Be-
reich, in dem der Objektdurchmesser im Groyenbereich der Wanlange liegt, gestaltet sich
deutlich schwieriger, da hier die getro enen Néherungen ctit mehr zutre en. Zwar lasst sich

zeigen, dass der optische Einfang auch in diesem Bereich tiwbgst [10], eine allgemein giltige
Berechnungsmethode existiert jedoch nicht. Es wurden jedoverschiedene Ansatze entwickelt,
die sich dem Problem von den Seiten der beiden bestehendere®tien anndhern.

Die geometrische Optik ist gultig fur groye Objekte, wobeigdoch die eigentliche Groye des
Objekts nicht in die Berechnung mit ein ieyt. Durch Modellierung der einfallenden Gauy-
schen Strahlen kann das Modell so erweitert werden, dass @kidurchmesser bertcksichtigt

werden p6, 178. Da Gauysche Strahlen auf paraxialer Naherung basiererefert dieser Ansatz

nur verlassliche Ergebnisse flir schwach fokussierte Stiat Korrekturen hoherer Ordnung der

Gauyschen Strahlen kdnnen Abhilfe scha enlfl, 133 179 18(0. Entsprechende Anséatze sind
auch unter dem Begri generalized Lorenz-Mie theorybekannt. Sie eignen sich gut zur Be-
schreibung des Einfangs von Objekten, deren Durchmessegikkr oder gleich der Wellenlange
ist. Feldverteilungen, wie sie in der Realitat durch eine begnzende Apertur oder Aberrationen

gegeben sind, kbnnen jedoch nicht bericksichtigt werden.
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Néahert man sich dem Problem vom wellenoptischen Ansatz, souss beachtet werden, dass
das Objekt mit zunehmendem Durchmesser nicht mehr als isofyer Streuer betrachtet werden
kann. Zwischen gestreutem und ungestreutem Licht wird eirugéatzlicher Phasenshift einfiihrt,
welcher mit dem so genannten Rayleigh-Debye Theorérmeriicksichtigt werden kann. Durch
Einbeziehung von Mehrfachstreuurfgkann dieser Ansatz weiter verbessert werden. Da hier
die Interaktion zwischen Objekt und Lichtfeld starker einlezogen wird, kébnnen auch gréye-
re Objekte berlcksichtigt werden. Zudem erlaubt diese Methle die Berechnung der Kraft
beliebiger Lichtfelder mit Hilfe einer Fourierentwicklurg sowie beliebiger Objektformenl[39.

Eigenschaften optischer Fallen

Optische Fallen fangen nicht starr, d.h. Objekte werden wian einem Gummiband gefangen
und kdnnen sich um das Fallenzentrum bewegen. Be ndet siclasl Objekt genau im Zentrum
der Falle, so be nden sich alle Krafte im Gleichgewicht. Waglert das Objekt aus der Falle
heraus, so wirkt eine Kraft auf das Objekt, die es zurlckziehFur kleine Distanzen wachst
die Ruckstellkraft linear mit der Auslenkungx:

F = x X; (3.21)

wobei die laterale Kraftkonstante . ein May fur die laterale Steifheit ist. Bei einer steifen
Falle (also fur groye ) muss eine groyere Kraft aufgewendet werden, um das Objekihieine

Distanz x aus dem Fallenmittelpunkt heraus zu bewegen als bei einerllgamit kleiner Steif-

heit. Entsprechend kann die axiale Kraftkonstante , de niert werden. In der Praxis wird die

Fallensteifheit als Steigung des linearen Bereichs der Ktieurve® um den Gleichgewichtspunkt
ermittelt. Fallen, die durch einen Laser mit Gauyscher Intesitatsverteilung erzeugt werden,
besitzen fur kleine Auslenkungen des Objekts aus der Fallm ddarmonisches Potential 162

(Integration von Gleichung 3.21):

1
E=Ep+ éx2 (3.22)

Gefangene Objekte be nden sich also im Potentialminimum.

Die Qualitat einer Falle wird durch den dimensionslosen Witkngsgrad bzw. die Einfange -
zienz Q charakterisiert. Die Einfange zienz ist unabhangig von de LaserleistungP und pro-
portional zur Kraft F und kann Uber die Einfangkraft mittels folgender Beziehungle niert

"auch bekannt als Rayleigh-Gans Naherung oder erste Born-Naheng

8auch als Bornsche Naherungen héherer Ordnung aus der Quantarechanik bekannt

9Bei dieser Kurve wird die auf das Objekt wirkende Kraft tiber die Objektposition aufgetragen. Fir kleine
Auslenkungen ist sie linear.
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werden [L67: 5
n
F = Fgrad + Fstreu = MCo Q (3.23)

Fur typische Werte von ny, P und Q liegt F im Bereich von Pikonewton. Man kann die
Abhangigkeit der Kraft von ny, P oder Q ausnutzen, um hdhere Einfangkrafte zu erzielen.
In der Biologie ist das umgebende Medium oft eine Art Nahrmeéamn, das nicht geandert
werden kann, ohne das Objekt nachteilig zu beein ussen. D&eigerung der Laserleistung ist
wegen einer drohenden Beschadigung der biologischen Olgekur bedingt moglich. Deshalb
ist Q der eigentlich beein ussbare Faktor. Er bertcksichtigt de Ein uss, den die humerische
Apertur, Spotgréye, Wellenlange, Polarisation und Stralpiro | auf die Einfangkraft haben.
Zusatzlich enthalt er auch die optischen Eigenschaften d&bjekts wie z.B. Groéye, Form und
die relative Brechzahln = no=ny [18(0. Fur den Einfang wesentliche Parameter sind:

Numerische Apertur: Die numerische Apertur (NA) ist eine Kenngroye fir die Bundeng
von Lichtstrahlen in optischen Systemen und ist gegeben dir NA = ny sin , mit
dem Brechungsindexny des Immersionsmediums und dem halben O nungswinkel.
Zur Erzeugung von einer stabilen Falle spielt die numerisehApertur des verwendeten
Mikroskopobjektivs eine bedeutende Rolle. Diese wird der riEachheit halber im fol-
genden auch als die numerische Apertur der Falle bezeichndé groyer die numerische
Apertur der Falle, desto hoher auch der laterale sowie ax@&lintensitatsgradient und
somit auch die Einfangkraft L67. Beim axialen Einfang wirkt die Streukraft der Gradi-
entenkraft entgegen. Zur Realisierung des stabilen axial&infangs ist folglich eine hohe
numerische Apertur von groyer Bedeutung, damit die Gradig¢enkraft die Streukraft
Ubersteigt. Dies wird normalerweise mit einer numerischefipertur NA 1 erreicht.
Besonders die Randstrahlen tragen deutlich zur axialen Grashtenkraft bei. Aus die-
sem Grund ist eine homogene Ausleuchtung der Eintrittspulie des Mikroskopobjektivs
einer gauyférmigen Ausleuchtung vorzuzieheb@ (siehe hierzu Abschnitt4.1.2).

Einfangfeld: Die beim optischen Einfang typischerweise verwendeten htéelder weisen eine
Gauysche Intensitatsverteilung auf. Der Einsatz modi ziger Lichtfelder kann jedoch
Vorteile haben. So konnte Ashkin mit Hilfe donut-férmiger lichtfelder® fiir hohe relati-
ve Brechungsindizes bessere Einfange zienzen erzielem, klier verstarkt Strahlen unter
hohem Winkel auftre en. Zudem ermdglicht eine donut-formig Falle den Einfang von
Partikeln mit no  1im Zentrum des Rings, da diese von Orten hoher Intensitat abgie-
yen werden 9]. Zusatzlich lasst sich mit Hilfe donut-férmiger Lichtfetler ein Drehimpuls
auf Objekte Ubertragen und damit gezielt rotierenq4, 43, 160Q.

0ponut-férmige Lichtfelder werden durch eine Phasenspira mit einer Phasendi erenz von 2 in der Pupille
erzeugt. Durch die Phasensingularitét (nicht-de nierte Phase) im Zentrum der Spirale wird nach Fourier-
transformation ein Lichtspot mit Amplitude 0 im Zentrum erze ugt, der einem Donut &hnelt.
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n 1,05 11 1,2 1,3 1,4 1,6 18 | 2,0
Q || 61,9%] 83,7%| 100%| 104,3%  102,2%| 85,9% | 61,9% | 35,1

Tabelle 3.2.: Abhé&ngigkeit der Einfange zienz vom Brechugsindexverhaltnisn = ng=ny
bei homogener Ausfillung der Eintrittspupille. Es wurde aiuden relativen Brechungsindex
n =1;2 von Polystyrol in Wasser normiert P].

Aberrationen: Nachteilig sind Aberrationen des Einfangfelds. Sie vermern normalerweise
den Intensitatsgradienten und haben damit (insbesonderérfkleine Objekte) negativen
Ein uss auf die Einfangkraft [180.

Polarisationsrichtung: Entgegen dem axialen Einfang ist die laterale Einfangkratibhangig
von der Polarisation des Einfanglichtfelds. So ist sie pdtal zur Polarisationsrichtung
groyer als senkrecht zu ihr180.

Brechzahlverhaltnis: Der Ein uss des Brechzahlverhaltnisses = no=ny, auf die Einfange -
zienz konnte durch Ashkin 9] belegt werden. Sehr gute Einfangeigenschaften liegen in
einem Bereich von can = 1;2 1;5 vor (Tabelle 3.2), in welchem die meisten biolo-
gischen Objekte liegen. Die abnehmende Gute mit zunehmenda erklart sich durch
ansteigende Streukraft aufgrund von verstarkten Re exiome[9].

Objekte mit einem relativen Brechungsindexr 1 (Medium optisch dichter als Objekt)

werden vom Ort héchster Intensitat abgestoyen. Sie sind nmkbnventionellen Lichtfeldern

nicht einfangbar, sondern missen mit speziellen Feldernieneinem Donut , eingefangen
werden.

Objektradius: Fur Objekte im geometrisch-optischen Bereich ist die Einfagkraft unabhan-
gig vom Radius des Objekts. Fuir Objekte im Rayleigh-Regime dagen weist die domi-
nierende Gradientenkraft eine starke Abhangigkeit vom Rads auf (2-Abhangigkeit,
siehe Formel3.19. Berechnungen von Wright und Sonek179 zufolge geht dier3-
Abhangigkeit im Rayleigh-Regime mit zunehmendem Partikeldius in einer3-Abhan-
gigkeit im geometrisch-optischen Bereich uber.

Objektform: Sphérische Partikel erfahren eine hohere Einfangkraft aRartikel mit unregel-
mayiger Ober ache. Dies ist anschaulich zu erwarten, da banregelmayiger Ober ache
die Streuung zunimmt (und gleichzeitig die Gradientenkrafreduziert wird) und somit
das Verhaltnis zwischen Gradienten- und Streukraft redueit wird.
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Optische Krafte werden in verschiedenen Geometrien zum Eamg mikroskopischer Objekte
verwendet. Die zwei wichtigsten Geometrien sind so genaenDoppel- und Einzelfallen.

Doppelfallen werden durch zwei gegenldu ge Lichtfelder zzugt. Das Objekt wird lateral durch
die Gradientenkraft gefangen und stabilisiert sich axial ra einem Punkt, an dem sich die
gegenlau gen Streukrafte ausbalancierer6[ 143 175 24, 159 88]. Die axiale Position kann
durch das Intensitatsverhaltnis der gegenlau gen Strahiebeein usst werden L35. Dynamisch
bewegliche Doppelfallen kdnnen beispielsweise mit Hilf&usto-optischer Modulatoren 172

und generalisiertem PhasenkontrastlBg realisiert werden.

Der Hauptnachteil von Doppelfallen ist die aufwandige Imgmentierung, die normalerweise
durch zwei hochgenau justierte, niederaperturige Mikroskobjektive [6] oder optische Fa-
sern R4, 89 realisiert wird. Wang et al. entwickelten selbst-justieende Doppelfallen unter
Anwendungen eines phasenkonjugierten Spiegel¥4. Diese elegante Losung bringt jedoch
ebenfalls einen hohen apparativen Aufwand mit sich und istomit unrealistisch im prakti-
schen Einsatz (vgl. auch Kapiteh.4).

Einzelfallen (engl. single beam traps/]) werden hingegen mit einem einzigen Strahl realisiert.
Durch den Einsatz eines hochaperturigen Objektivs wird aai ein starker Gradient erzeugt.
Somit Ubersteigt die Gradientenkraft die Streukraft. Diesst normalerweise bei Objektiven mit
einer numerischen Apertur gréyer 1 der Fall. Der Gleichgeghtspunkt, in dem axial stabiler
Einfang madglich ist, be ndet sich aufgrund der Streukraft éicht unterhalb des Fokus. Aufgrund
der Realisierung mit einem einzigen Mikroskopobjektiv lasa sich Einzelfallen sehr einfach
in Standardmikroskope implementieren. Sie sind auch untetem Namenoptische Pinzette
bekannt.

Einzelfallen weisen jedoch gerade im biologischen Bereaihige Nachteile auf: Zur Erzeugung
eines starken Intensitatsgradienten wird eine hohe numeche Apertur bendtigt. Diese erzeugt
zum einen eine hohe Konzentration der Intensitat, was zur B&digung biologischer Objekte
fuhren kann. Zum anderen besitzen hochaperturige Objekaveine geringe Scharfentiefe und
einen geringen Arbeitsabstand. Gerade beim Einsatz von Mikuidiken ist dies eine starke
Einschréankung, da durch Ein- und Aus usse bzw. die Dicke dddeckelung ein entsprechender
Arbeitsabstand gefordert ist.

Um die Schadigung von biologischen Zellen mdglichst geriag halten, werden bei optischen
Pinzetten vorzugsweise Wellenlangen im nahen Infrarot (c@80 bis 1330 nm) eingesetzt. In
diesem Bereich ist die Absorption relativ gering, wahrendessowohl bei kiirzeren Wellenlangen
(durch biologische Materialien wie beispielsweise Chroiworen) als auch langeren Wellenlan-
gen (durch Wasser) stark ansteigt167].
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3.4. Manipulation mit Licht

Die Schadigung von Zellen durch die Einwirkung von Laserhitist noch nicht exakt erforscht.
Neben Schadigung durch Warmeeinwirkung (d.h. Absorption)danen auch photochemische
Vorgéange eine Rolle spielen. Studien belegen, dass Wellagén um 820 nm im Vergleich
zu anderen Wellenlangen relativ geringe Schadigungen hemufen [171, 167, wodurch sich
Diodenlaser in diesem Wellenlangenbereich als Einfangdasanbieten. Hau g werden jedoch
Einfanglaser mit einer Wellenlange von 1064 nm eingesetda diese mit hoher Strahlqualitat
und Leistung vergleichsweise gunstig erhaltlich sind.

3.4.2. Optisches Schneiden

Das Bearbeiten von Material mit Hilfe von fokussiertem Lagtcht ist eine gut entwickelte
Technik, die in vielen verschiedenen Gebieten genutzt wirdie Anwendungen reichen von
laser-basierter Materialbearbeitung bis hin zu medizinthen Laserskalpellen oder Mikrosektion
von Zellen L3 33, 54]. Durch den Einsatz von stark fokussiertem, hochintensive Laserlicht
konnen Materialien auf Makro- sowie auf Mikroebene gesdfitten, verschmolzen oder
zerstort werden [L4].

Dabei beruhen die zu Grunde liegenden E ekte auf physikaiieen und chemischen Prozessen,
die durch die Absorption einzelner oder mehrerer Photonereitgleich (Single- bzw. Multi-
photonenprozesse) ausgeltst werden. Der Umfang der Beessung des Materials ist nicht
nur eine Funktion der Laserparameter wie Wellenlange, Intesitéat, Belichtungszeit, Spotgro-
ye und Wiederholungsrate. Es spielen auch die Materialeigamaften wie Absorptions- und
Streukoe zienten, Warmekapazitat und Warmeleitfahigkeit ane groye Rolle 14].

Vor allem Ultrakurzpuls-Laser haben sich in den letzten Jalen zu einem &uyert wichtigen
Werkzeug fur die Mikrostrukturierung und die Laser- und Nanchirurgie entwickelt. Durch die
Verwendung gepulster Laser (Nano-, Piko- und Femtosekunalekann ein extrem hoher Ener-
gieeintrag durch beugungsbegrenzte Fokussierung im SulBnoimeterbereich realisiert werden,
selbst wenn die mittlere Leistung des Lasers (verglichen now-Lasern) recht gering ist 56.

Laserskalpelle arbeiten typischerweise bei sehr kurzer [Bdauer im Bereich von Nano- oder
Pikosekunden vorrangig durch Losen molekularer Bindungerder Plasmabildung, wahrend
mit zunehmender Belichtungzeit thermische E ekte eine gggere Rolle spielen. Die Interakti-
onsprozesse konnen grob in vier Kategorien unterteilt weed (siehe Abbildung3.8) [14]:

Photochemische Wechselwirkung: Durch die Bestrahlung mit Licht geringer Leistungsdich-
te und langer Belichtungszeit konnen chemische E ekte innlealb von Makromolekilen
oder Geweben ausgelost werden. Einer der bekanntesten mhabtemischen E ekte ist
beispielsweise die Photosynthese. In der Lasertherapiéden photochemische Wechsel-
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Abbildung 3.8.: Abhéngigkeit der Interaktion von Laserstahlung mit Gewebe von Belichtungs-
zeit und Intensitat (nach [14]).

wirkungen die Grundlage der photodynamischen Therapie. Dai werden dem Patienten
S0 genannte Photosentisizer injiziert, die sich selektim iTumorgewebe anreichern. Durch
anschlieyende Bestrahlung des Tumorgewebes wird eine platemische Reaktion her-
vorgerufen, die zur Abtétung des Tumorgewebes fuhrl®, 17).

Thermische Wechselwirkung (oder auch thermische Ablation): Die thermische Wechsel-
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wirkung beruht auf der Absorption mit nachfolgendem lokale Anstieg der Temperatur.
Es handelt sich dabei um einen zweistu gen Prozess, bei demmachst das Photon ab-
sorbiert und dabei das Atom/Molekil in einen angeregten Ztsnd versetzt wird. In
einem zweiten Schritt wird das Atom/Molekil abgeregt, inden die Anregungsenergie in
kinetische Energie umgewandelt wird. Es handelt sich hiedlsm um einen Transfer der
Photonenenergie in kinetische Energie und damit in Warme.

Abhangig von der Bestrahlungsdauer und der Intensitat desdsers erwarmt sich das Ob-
jekt unterschiedlich [L7, 124: Bei weichen, biologischen Geweben, wie sie hier relevant
sind, werden verschiedene Stufen der Erwarmung untersathém: Bis ca. 40C bleibt das
Gewebe unbeschéadigt. Ab ca. 48 kann die Zellmembran so stark geschadigt werden,
dass dies zum Zelltod fuhrt (Hyperthermie). Ab etwa 6GC kommt es zu einer irreversi-
blen Strukturdnderung der Proteine (Denaturierung) sowieur Koagulation (Gerinnung)
des Gewebes. Bei etwa 100 beginnt die Verdampfung des Wasseranteils im Gewebe
(Vaporisation). Durch die daraus folgende Drucksteigerunim Gewebe wird das Gewebe



3.4. Manipulation mit Licht

(a) Bindungenergie typischer organi-

scher Bindungen (b) Photonenenergie verschiedener Laser
’ BindungStyp ‘ EBindung (eV) ‘ ’ Lasertyp ‘ (nm) ‘ EPhoton (EV) ‘
C=0 7,1 ArF 193 6,4
c=C 6,4 Nd:YAG 3 266 4,7
O-H 4,8 XeCl 308 4,0
N-H 4,1 Nd:YAG 3 355 3,5
Cc-O 3,6 Nd:YAG 2 532 2,4
C-C 3,6 He-Ne 633 2,0
C-N 3,0 Nd:YAG 1064 1,2
C-S 2,7 CO, 10600 0,1

Tabelle 3.3.: Bindungsenergie verschiedener organischMerbindungen sowie Photonenenergie
verschiedener Laser. Auslp4.

durch Mikroexplosionen abgetragen. Bei Temperaturen Ubé&00 C setzt die Verkohlung
des Gewebes (Karbonisation) ein.

Fir eine Abschatzung der Schadigung des umliegenden Gewels¢ die so genannte ther-
mische Relaxationszeit maygeblich. Diese gibt die Zeit am der sich der durch die La-
serbestrahlung entstandene Temperaturgradient wieder baut [17]. Bei cw-Bestrahlung
bzw. langen Pulsdauern wird das thermische Gleichgewichuith deponierte Laserleis-
tung und Wéarmedi usion bestimmt. Dadurch kann es zu einer Séwigung von angren-
zendem, nicht bestrahltem Gewebe kommen. Bei sehr kurzenl®dauern ist die Warme-
di usion dagegen vernachlassigbar, da die eingestrahltenrgie in mechanische Energie
(explosionsartige Abtragung) umgewandelt wird, so dass webendes Gewebe unbeein-
usst bleibt.

Direkte Photoablation: Direkte Photoablation ist die direkte Zersetzung von Molelidlen bei
Bestrahlung mit hochintensiver Strahlung. Durch die Bestxthlung mit hochenergetischen
Photonen kann ein Energiezustand erreicht werden, der dierBlungsenergie der Mole-
kule Ubersteigt, so dass das Molekul zerfallt. In der Biolog liegt der Schwellwert der
Photoablation typischerweise bei etwd 0’ 10PW=cn? bei Pulsen im Nanosekundenbe-
reich. Zur Photoablation werden hier hauptsachlich Lasem UV-Bereich (typischerweise
Excimer-Laser) gewdahlt, da die Photonenenergie die Bindgsenergie der meisten orga-
nischen Bindungen ubersteigt (vergleiche Tabell@ 3 sowie [L24).

Die Abtragtiefe ist dabei abhangig von der Pulsenergie, vdrjedoch durch eine Satti-
gungsgrenze nach oben hin begrenzt. Die Hauptvorteile déesAbtragtechnik liegen in
der hohen Prézision, der hohen Vorhersagbarkeit des Abtriaigpzesses sowie der geringen
thermischen Schadigung des umliegenden GewebE24].
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3. Grundlagen der optischen Mikromanipulation

Umstritten ist die kanzerogene bzw. mutagene Wirkung der U\&trahlung. Die meis-
ten biologischen Verdnderungen werden durch eine photoameche Reaktion der Erb-
substanz hervorgerufen und korrelieren damit mit dem Absptionsspektrum der DNS.
Neue Untersuchungen zeigen jedoch, dass der Ein uss von éestrahlung bei 193 nm
geringer ist als bei 248 nm, obwohl die DNS in diesem Bereichahm starker absorbiert.
Dies liegt unter anderem an der e ektiveren Absorption dute Proteine in der Zelle, so
dass weniger Strahlung den Zellkern erreichl7].

Plasma-induzierte Ablation/Photodisruption: Ubersteigt die induzierte Leistungsdichte in
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etwa 10*W/cm 2, so kommt es zum laser-induziertenptischen Durchbruch Atome und
Molekule werden ionisiert und I6sen dadurch die Bildung e&s Plasmas (hochionisierter
Zustand) aus. Die lonisierung von Atomen bzw. Molekilen kamauf zwei Arten (abhan-
gig von der Pulsdauer) geschehen: Werden Nanosekundenpudsgesetzt, so erhitzt sich
das Gewebe kurzzeitig auf Uber 1000, wodurch eine thermische lonisierung maoglich
wird. Beim Einsatz von noch kirzeren Pulsdauern kommt es agrund des hohen Pho-
tonen usses zu einer direkten lonisierung durch Ubertragat Photonenenergie, der so
genannten Photonenionisierung. Hierbei sind sowohl Sieglals auch Multiphotonenpro-
zesse maoglichl24.

Die bei der lonisierung frei werdenden Elektronen dienensaAusloser fir die Plasma-
bildung. Sie werden durch das bestehende Strahlungsfeldsbleleunigt (inverse Bremss-
trahlung) und geben ihre Energie durch Stoyionisation an a@ere Atome ab. Auf diese
Weise breitet sich das Plasma lawinenartig aus.

Nach Zinden des Plasmas kann sich dieses durch die weiter@igmeeinstrahlung aufhei-
zen und ausbreiten. Es kommt zu einer explosiven Ausdehnungd am Ort des Fokus
entsteht eine Schockwelle, die sich anfangs mit Ubersclgaschwindigkeit und nach we-
nigen Mikrometern mit Schallgeschwindigkeit ausbreitetDie Expansion der Schockwelle
fuhrt zu mechanischen Kraften im Material, die es zerstorekonnen [L2].

In wassrigen Medien (als welches biologisches Gewebe aelges werden kann) entsteht
eine Kavitationsblase, welche nicht vollstandig kollabr¢, sondern eine gasgeftllte Blase
hinterlasst. Durch Aneinanderreihen solcher Blasen lassich ein exaktes Schneiden von
Gewebe realisieren. Durch den hochgenauen Energieeintuagl die sehr kurze Pulsdauer,
kommt es zu nahezu keiner thermischen Schadigung des angeden Gewebedl[].

Das Zunden des Plasmas (und damit die Induzierung des optien Durchbruchs) ist
sowohl durch die Pulsdauettp als auch durch den Schwellwert der Energiedichtiy,
gemayE, P tp = const: gegeben. Die elektrischen Felder im Plasma liegen dabei ierd
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Abbildung 3.9.: Schneiden im Inneren eines lebenden Objekt

Groyenordnung normaler intramolekularer LadungsfeldeDer Ablationsprozess beruht
also allein auf der ionisierenden Wirkung des Plasmas.

Aufgrund der erhéhten Absorption durch das Plasma kdnnen ba optischen Durchbruch
selbst in gering absorbierenden Medien hohe Energien eibgeeht werden, wodurch sich
das Feld der Anwendungen auch auf transparente Materialieausweitet. Grundsatzlich
wird bei den plasma-induzierten E ekten zwischen zwei Pr@ssen unterschieden: Ab-
tragprozesse, die auf der reinen Plasma-Erzeugung beruherrden alsplasma-induzierte
Ablation bezeichnet. Abtragprozesse, die durch plasma-induzie@ehockwellen oder Ka-
vitationsblasen eine tberwiegend mechanische Ursachedés Schneiden von Materialien
haben, werden unter dem Begri Photodisruption zusammengefasst.

Mikrolaserskalpelle bedienen sich vorzugsweise der plasmduzierten Ablation sowie der Pho-
todisruption. In der Praxis werden jedoch in der Regel Kombationen der verschiedenen
Laser-Gewebe-Interaktionen beobachtef 4.

Mit der Entwicklung von Mikrolaserskalpellen wurde es in Kmbination mit dem Einsatz
hochaperturiger Objektive erstmals moglich, innerhalb gehlossener Objekte zu arbeiten und
somit beispielsweise genetische Modi kationen an lebendgellen vorzunehmen. Aufgrund der
starken Fokussierung nimmt die Intensitat mit zunehmendembstand zum Fokus quadratisch
ab, so dass ein Kompromiss gefunden wird, bei dem zwar innaltihder Zelle gearbeitet werden
kann, diese aber nicht beschadigt wirdsg].
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4. Experimentelle Untersuchung eines
neuartigen markerfreien
Diagnoseverfahrens

Im Rahmen dieser Arbeit soll eine neue markerfreie Methoderzzelldiagnostik entwickelt und
untersucht werden. Dieses Verfahren ermdglicht die Klasderung von Zellen mit Hilfe opti-
scher Einfangkrafte. Durch den Einsatz hologra scher Mapulation ist eine Automatisierung
dieses Verfahrens realisierbar. Im Rahmen der Untersuchusgll dieses Diagnoseverfahren ve-
ri ziert und im Hinblick auf die Automatisierung des optischen Einfangs beleuchtet werden.
Dabei werden Herausforderungen bezuglich der Automatisieg und der Arbeit mit lebenden
Zellen identi ziert.

Hierfir wurde zunachst ein Experimentalaufbau einer holog schen Pinzette realisiert. Da
Standardforschungsmikroskope fir biologische Aufgabenteickelt wurden und verhaltnisma-
yig leicht erweiterbar sind, wurde die hologra sche Pinzét als Erweiterungsmodul (Add-on
Modul) mit einem solchen Mikroskop kombiniert. Das entwioklte System wurde zur Erpro-
bung des neuartigen Diagnoseverfahrens eingesetzt.

4.1. Design und Realisierung eines hologra schen
Add-on Moduls fir ein Forschungsmikroskop

Zur Realisierung der hologra schen Pinzette wurde ein AddroModul mit einem handelsubli-
chen Forschungsmikroskop kombiniert. Dabei wurden das leksmikroskop Zeiss Axiovert 200
als Basisplattform gewahlt. Inversmikroskope weisen eiménvertierten Strahlengang auf. Dies
bedeutet, dass der Objekttrager oberhalb des Objektivs aalgracht ist. Auf diese Weise lassen
sich Objekte in Ussigen Medien, wie bspw. lebende Zellkwiten, bequem untersuchen, da sie
von unten betrachtet werden kénnen. Aus diesem Grund ist di@versmikroskopie gerade im
groyten Zielbereich der hologra schen Pinzette - der Biofpe - besonders stark vertreten.
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4.1. Hologra sches Add-on Modul

1 Zwischenbildebene 10 Leuchtfeldblende
Fototubus 11 Aperturblende

2 Okular 12 Filterschieber

3 Zwischenbildebene 13 HBO Lampe
Frontport 14 HALLa

4 Zwischenbildebene mpe
Baseport 15 Leuchtfeldblende

5 Umschaltung Strahlengang 16 Polarisator

zw. Baseport/Frontport/ 17 Aperturblende
Vis. Beobachtung

18 Kondensor
6 Sideport Prismen 19 Objektiv
7 Tubuslinse
8 Analysator
9 Reflektorwirfel

Abbildung 4.1.: Schematische Darstellung des Strahlenggs des Zeiss Axiovert 200 (mit
freundlicher Genehmigung der Carl Zeiss AG au?3)).

Zur Einkopplung der hologra schen Pinzette kommen beim Axivert 200 zunachst funf Ka-
meraports sowie die Fluoreszenzeinheit (Abkl.1, Punkt 13) in Frage. Prinzipiell stellt die
Einkopplung in einen parallelen Strahlengang eine nahajende Mdglichkeit dar, da sich das
optische Design dadurch stark vereinfacht. Um den paralk Strahlengang tber die Kamera-
ports zu erreichen, musste jedoch die Tubuslinse entfernevden, was eine abbildende Nutzung
des Mikroskops ohne Modi kation unméglich macht.

Ein nahezu paralleler Strahlengang kann Uber die Fluoresezeinheit erreicht werden. Die
Wellenlange des verwendeten Einfanglasers kooperiertgath nicht mit Standard-Fluoreszenz-
ltern. Ein Austausch dieser Filter wéare fur den Benutzer skr kostspielig. Beim Axiovert 200

ist daher die Einkopplung in den parallelen Strahlengang ctit mdglich, ohne entweder die
grundsatzlichen Mikroskopfunktionen einzuschréanken odgroéyere Modi kationen am Gerat

vorzunehmen. Daher wurde diese Methode nicht weiter vergl

Stattdessen wurde die Einkopplung der Pinzette Uber den mitparallelen Strahlengang der
Kameraports vorgenommen. Mit Hilfe einer zusatzlichen Lse kann der Strahlengang kolli-
miert werden, so dass ohne groyen Mehraufwand eine zuvesige Einkopplung der Pinzette
realisiert werden kann. Aus mechanischen und praktischenr@den wurde hierbei einer der
Seitenports gewahlt - theoretisch ist aber eine Einkopplgniber jeden Kameraport denkbar.

LEin entsprechender Filter muss hierbei sowohl UV (Fluoreszezbeleuchtung) als auch NIR (Pinzette) re ek-
tieren, und gleichzeitig den sichtbaren Bereich transmitieren. Ein solcher Filter, der drei Wellenlangen mit
hoher Gite voneinander trennen muss, ist schwer realisiedy und aus diesem Grunde voraussichtlich sehr
kostspielig.

61



4. Experimentelle Untersuchung eines neuartigen markegfen Diagnoseverfahrens

4.1.1. Anforderungen an das System

Das hologra sche Add-on Modul basiert auf dem in Abschnit83.1 dargestellten Prinzip der
hologra schen Manipulation. Das Hologramm wird mittels eies Lasers ausgelesen und in das
Mikroskopobjektiv eingekoppelt, das eine Fouriertransfenation durchfuhrt. Die Eintrittspu-
pille ist nicht frei zuganglich und daher muss der SLM in die E abgebildet werden. Da keine
genauen Angaben vom Hersteller (Zeiss) zur Verfligung gdkteverden, muss ein justierbarer
Aufbau entworfen werden, der auf das Mikroskop angepasstngen kann.

Das System unterliegt verschiedenen Randbedingungen undférderungen, die eine sorgfal-
tige Simulation des optischen Aufbaus erfordern. Prinzipll kann das System in zwei Teile
aufgespaltet werden, die separat behandelt werden kbnneaum einen die Beleuchtung des
Lichtmodulators und zum anderen die Abbildung desselben e Eintrittspupille des Objek-
tivs. Diese beiden Teile sind jedoch tUber die HomogenitatidBeleuchtung der Eintrittspupille
gekoppelt.

Die Randbedingungen und Anforderungen an das System wurdenzwei Gruppen eingeteilt:
die optischen Randbedingungen, die die Funktionalitat desyStems gewahrleisten sowie die
Rahmenbedingungen, die sich durch die Wahl der Basiskompaoiten ergeben.

Optische Rahmenbedingungen:

Die grundsatzliche Auslegung des Systems ist durch folgendloraussetzungen gegeben:

~ Der Lichtmodulator muss in die Eintrittspupille (EP) des Mikroskopobjektivs (MO) mit
dem Radiusrgp abgebildet werden.

~ Zwischen Tubuslinse und Eintrittspupille muss ein kollimerter Strahlengang vorliegen,
da die Kombination aus Mikroskopobjektiv und Tubuslinse ftidiesen Fall optimiert ist.

" Gleichzeitig ist eine moglichst homogene Ausleuchtung d&intrittspupille 2 (EP) gefor-
dert, um die axiale Einfangkraft nicht zu reduzieren (sieh@ierzu Abschnitt 4.1.2.

" Die Rekonstruktion der einzelnen Fallen soll Uber das ges#éeFeld ein beugungsbegrenz-
tes Verhalten aufweisen. Deshalb soll die Wellenfrontdefoation Peak to Valley (PV)
Wpy =10 betragen.

2In der optischen Pinzette tritt der Fangstrahl durch diese Pupille in das Mikroskopobjektiv ein. Daher wird
diese Pupille als Eintrittspupille bezeichnet. Diese Pupile entspricht der Austrittspupille der mikroskopi-
schen Abbildung.
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| Objektiv (Zeiss) | fmo [mm] | rep [mm] | bei 1064 nm [%] a [mm] |
1 A-Plan 20 /0,45 8,23 3,70 85% 0,51
2 | C-Apochromat 40 /1,2W 4,11 4,94 62% 0,28
3| C-Apochromat 63 /1,2W 2,61 3,13 65% 0,28
4| EC Epiplan 50 /0,7 3,29 2,30 62% 11

Tabelle 4.1.: Ubersicht Uber die eingesetzten Objektive mder Transmission und dem
Arbeitsabstand a.

Der Abbildungsmaystab ° = rgp=rg,y muss idealerweise dem Groyenverhaltnis von
Pupille zu SLM entsprechen, wobeis yy den Radius des Innenkreises des SLM darstellt.

Gleichzeitig soll sich der Aufbau fir den Einsatz verschaener Mikroskopobjektive eig-
nen. Hierbei ist zu beachten, dass Brennweite, Eintrittsgaille und NA unterschiedlich
sind. Da sich der Durchmesser der Eintrittspupille auf den Bbildungsmaystab auswirkt,
ist hier ein Kompromiss zu nden, welcher in Abschnitt4.1.2 untersucht wird.

~ Aufgrund der Lichtverluste, die bereits durch den Einsatales Lichtmodulators induziert
werden sowie der hohen Kosten leistungsstarker Laser so#ilder Konstruktion des
Aufbaus auf moglichst hohe Lichte zienz geachtet werden.

" Zu Justagezwecken ist eine zugangliche Rekonstruktionseteeauyerhalb des Mikroskops
sinnvoll.

Rahmenbedingungen durch gewahlte Basiskomponenten:

Mikroskop: Brennweite, Durchmesser und Lage der Tubuslinse (TL) sindudch das Mikro-
skop Zeiss Axiovert 200M bereits festgelegt und kénnen nicterandert werden. Die
Brennweite ist mit f 1. = 164;5 mm bekannt. Der Abstand der Tubuslinse zur Eintritts-
pupille der Mikroskopobjektive variiert von Objektiv zu Objektiv, und betragt etwa
dr. ep =130 10mm. Der Mindestabstand zwischen Tubuslinse und Einkoppegitk
ist aufgrund mechanischer Beschrankung festgelegt (Pditigedr. p =170 10 mm).
Die Lage der Hauptebenen der Tubuslinsd . und H?L wird vom Hersteller nicht ver-
0 entlicht. Eine schematische Darstellung des Mikroskopzgeigt Abbildung 4.1

Mikroskopobjektive: Die in dieser Arbeit eingesetzten Objektive sind in Tabell&.1 auf-
gelistet. Hier wurde die Auswahl bezlglich Vergréyerung wnnumerische Apertur so
getro en, dass ein groyer praxisrelevanter Bereich abgetk werden kann.
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SLM: Bei dem verwendeten Lichtmodulator handelt es sich um dasgmar-nematische phase
only LC-Display HEO-1080-P der Firma Holoeye. Die wichtigen technischen Daten fur
die Auslegung des optischen Designs sind der Pixelpitpp = 8 um und die Chipgréye
15,36 8;64 mm?. Weitere technische Daten nden sich in AnhangA.1.2.

Laser: Als Einfanglaser kommt ein cw-Faserlaser der Firma IP GrouiRE-Polus PYL-20M)
zum Einsatz. Der Laser besitzt eine integrierte Kollimatinsoptik mit einem Austritts-
radius von etwaw_=7,0 mm bei einer Wellenlange von = 1;064 um. Eine Ubersicht
Uber die wichtigsten Parameter ndet sich in AnhangA.1.4.

4.1.2. Homogenitat und Lichtverlust

Um den Abbildungsmaystab der Einkopplung festzulegen, méisn zunachst dessen Ein uss
auf die Homogenitat der Beleuchtung der Eintrittspupille swie dessen Ein uss auf Intensi-
tatsverluste untersucht werden. Einerseits wirkt sich e starke Homogenitat der Beleuchtung
der Eintrittspupille positiv auf die E zienz der Falle aus, da intensive Randstrahlen beson-
ders stark zur Verbesserung der axialen Einfangkraft beétgen. Andererseits bewirkt sie einen
starken Leistungsverlust, da sie in der Praxis meist (aufgnd der gauyférmigen Intensitats-
verteilung) mit einer starken Aufweitung des verwendeten dsers verbunden ist, wodurch ein
Groyteil der Intensitat ausgeblendet wird. Da leistungsstarke Laser mit guter Strahlqualitat
vergleichsweise teuer sind, sollten aufbaubedingte In@titsverluste moglichst gering sein. Es
muss also ein Kompromiss zwischen Homogenitat und Interéisverlust gefunden werden.

Die Homogenitat in der EP wird durch das Zusammenspiel von karaufweitung zur Aus-
leuchtung des SLM und Abbildungsmaystab ° des SLM in die EP erzeugt. Hierbei ist der
Abbildungsmaystab der kritische Parameter, da dieser die @litéat der Rekonstruktion stark
beein usst. Die Ermittlung der idealen Aufweitungsverhdinisse erfolgt also in zwei Schrit-
ten: Da verschiedene Objektive mit unterschiedlichen Einttspupillen zum Einsatz kommen
sollen und eine variable Aufweitung mit der erforderlichebbildungsqualitat teuer und auf-
wandig ware, muss ein Abbildungsmaystab © gefunden werden, der einen Kompromiss fir
die verschiedenen Objektive darstellt. Aus diesem Grund wen die Auswirkungen des Ab-
bildungsmaystabs auf die Homogenitat, den Lichtverlust, id e ektive numerische Apertur
und das Orts-Bandbreite-Produkt untersucht, welches dutcdie Anzahl eingekoppelter Pixel
gegeben ist. Danach kann die Ausleuchtung des SLM auf Basissdoptimalen Verhéltnisses
zwischen Intensitatsverlust und Homogenitat ermittelt weden.

SEine Alternative ware der Einsatz eines Gauy-to-Flattop Konverters.
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4.1. Hologra sches Add-on Modul

Ermittlung des optimalen Abbildungsmaystabs:

Aufgrund des rechteckigen Formats des SLM (Seitenverhaign16:9) und der rotationssym-
metrischen Optik wird - um Artefakte durch fehlende Randpixebei der Rekonstruktion des
Hologramms zu vermeiden - nur die innere Kreis ache des SLNhgekoppelt. Es werden also
die Pixel ausserhalb des Innenkreises ausgeblendet.

Tabelle 4.1 zeigt, dass die Eintrittspupillen der verschiedenen Obj¢ike stark variieren. Da °

konstant gehalten wird, werden sie unterschiedlich ausgeichtet. Dadurch kénnen - abhangig
vom ©- grundsatzlich zwei Situationen entstehen (Abbildungt.2): Die Unterausfillung der

EP, bei der zwar alle Pixel in das MO eingekoppelt werden, jedh die e ektive numerische
Apertur NAg; reduziert wird sowie die Uberausfiillung der EP, bei der ein€ll der Pixel

ausgeblendet wird.

Mit Hilfe von Simulationen konnte, als Kompromiss fiur die veschiedenen Objektive, ein Ab-
bildungsmaystab von °=1;1 gefunden werden. Hier werden folgende Forderungen erfiillt

1. Orts-Bandbreite-Produkt:  Abbildung 4.3(a) zeigt den DurchmesseDs y in Pixeln des
eingekoppelten SLM-Bereichs in Abhangigkeit des Abbildgsmaystabs % Dg.y stellt
ein May fir das e ektive Orts-Bandbreite-Produkt dar. Zur snnvollen Rekonstruktion
des Hologramms wird ein Bereich mit einem Durchmesser vowet 600 Pixeln bendtigt.
Diese Bedingung kann fur das 50 Objektiv nicht ganz erflllt werden. Da es sich hier
jedoch nicht um eines der Haupteinfangobjektive handelt, ivd dieser Nachteil toleriert.

2. Intensitatsverlust: Der Intensitatsverlust hangt stark mit dem Durchmesser deginge-
koppelten SLM-BereichsDs y zusammen. Wie in Abbildung4.3(b) zu sehen ist, ist
die Forderung des geringen Intensitatsverlustes fur das 4@bjektiv fur %< 1;2 un-
problematisch. Beim Einsatz des 63 Objektivs tritt ein Intensitatsverlust von nahezu
50%, beim Einsatz des 50 Objektivs sogar etwa 70% auf. Da die Eintrittspupillen des
40 und des 63 Objektivs Uber einen Faktor von 1,5 auseinander liegen, walieses
Ergebnis zu erwarten. Hier wurde die Prioritat auf eine hohe ektive NA gesetzt, ohne
die ein stabiler axialer Einfang nicht méglich ware.

3. Numerische Apertur: Bei einem Abbildungsmaystab von °= 1; 1 wird fiir alle Objektive
nahezu die maximale e ektive NA erreicht (Abbildung4.3(c)). Nur beim 40 Objektiv
tritt eine leichte Reduzierung der e ektiven NA auf, was zudm durch die Einkopplung
der Randbereiche des SLM zu erhéhten Aberrationen fuhren kanTrotzdem gewahr-
leisten sowohl das 40 als auch das 63 Objektiv einen stabilen axialen Einfang.
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4. Experimentelle Untersuchung eines neuartigen markegfen Diagnoseverfahrens

(a)

(b)

Abbildung 4.2.: (a) Unterausfillung und (b) Uberausfulluny der Eintrittspupille bei gleich-
bleibendem Strahldurchmesser und veranderter EP sowie di@swirkungen auf die e ektive
numerische Apertur bzw. die Anzahl eingekoppelter Pixel.

Ermittlung der optimalen SLM-Ausleuchtung:

Nach Festlegung des Abbildungsmaystabs kann die endguéigiomogenitat und Intensitat
Uber die Aufweitung des Lasers zur Ausleuchtung des SLMs biesnt werden.

Zur Realisierung des stabilen axialen Einfangs sind intensi Randstrahlen, die mit hohem
Winkel auf das Objekt einfallen, von groyer Bedeutung. Kim e&l. [92] konnten zeigen, dass
jedoch ab einer Homogenitatvo=rep > 1;5 keine wesentliche Verbesserung der Einfangkraft
erreicht werden kann. Bei diesen Untersuchungen gilt das Mgiltnis wo=rep als May flur die
Homogenitat. wy stellt dabei den Radius der Gauyschen Intensitatsverteilgnin der Eintritts-
pupille des MO dar. Der Radiusw, ist an der Stelle de niert, an der die Intensitat auf1=¢
abgefallen ist. Der Radius des auf den SLM tre enden GauysaneStrahls wird mit wgyy
bezeichnet fvsim 2= wo).

Da zur Einkopplung ein System mit einem konstanten AbbildugsmaystalS verwendet wird,
muss die Homogenitat bereits flr das Objektiv mit der groyte Eintrittspupille ausreichend
sein. Der verwendete Laser besitzt durch die Kollimationptik ohne weitere Aufweitung bei
der Ausleuchtung des SLM einen Radius vows,y = 7;0mm’, bzw. bei der Einkopplung in
das MO einen Radius vorwg = 7;7 mm.

6 Alternativ kann ein Zoom-System verwendet werden, das den Ablidungsmaystab entsprechend der EP des
verwendeten MO andert. Dabei werden der Aufbau und auch die Beienung des Aufbaus jedoch deutlich
komplexer.

"Es wird beim Laser von einem idealen Gauystrahl ausgeganggt44.
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(c) Numerische Apertur in Abhangigkeit von ©.

Abbildung 4.3.: Orts-Bandbreite-Produkt, Intensitatsvelust und e ektive NA in Abhangigkeit
des Abbildungsmaystabs °des SLM in die EP.
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4. Experimentelle Untersuchung eines neuartigen markegfen Diagnoseverfahrens

| | Objektiv [ rep [mm] | Wo=rep [ Iep =lo | Imax=Imin | Dsim [Pixel] | NAgs |

1| 20 /0,45 3,70 2,08 0,42 0,63 841 0,45
2|40 1,2W 4,93 1,63 0,61 0,47 1080 1,15
3|63 /1,2W 3,13 2,46 0,32 0,71 712 1,20
4| 50 /0,7 2,30 3,35 0,19 0,83 523 0,70

Tabelle 4.2.: Ubersicht Uiber die Abhangigkeit der verschidenen Parameter vom eingesetzten
Mikroskopobijektiv bei einem auf den SLM fallenden Strahlidius vonws,y =7;0mm °=
L,1(! wo=7;7mm). Hierbei stellt I gp =ly die Intensitat direkt nach der Eintrittspupille
dar. | ist die Intensitat des Lasers vor Beleuchtung des SLM. Im Gegsatz zu Abbildung
4.3(b) ist hier bereits der Verlust durch eine Blende vor dem SLM migeinem Durchmesser
von R = 4;3 mm einbezogen. Gleiches gilt fir die Homogenitdt,ax =Imin . Dpx Stellt den
Durchmesser des eingekoppelten SLM-Bereichs dar.

Eine Ausleuchtung ohne Aufweitung entspricht beim Objekti mit der groéyten Eintrittspu-
pille (40 Objektiv) einer Homogenitat von wp=rep = 1;63. Die Homogenitat fur die an-
deren Objektive fUr diese Ausleuchtung ist in Tabelld.2 dargestellt. Sie sind alle im Bezug
auf die geforderte Homogenitéat vollig unproblematisch. Deer kann der Laser ohne weitere
Aufweitung in das System integriert werden. Dies hat den Vieil eines deutlich reduzierten
Justageaufwands sowie eines verkurzten und damit stabileru#daus.

4.1.3. Optisches Design des Add-on Moduls

Das geforderte System ist grundsatzlich mit einem afokalefbbildungssystem realisierbar,
wobei die Tubuslinse die zweite Linse des afokalen Systenadellt. Es muss allerdings be-
rucksichtigt werden, dass die Lage der Eintrittspupille fil verschiedene Mikroskopobjektive
sowie die Position der Tubuslinse abhangig vom Modell desiZe Axiovert variieren kann (sie-
he Abschnitt 4.1.1). Zudem liegt die Tubuslinse ungunstig fur einen einfachefeleskopaufbau,
da der Abstand zwischen Tubuslinse und Eintrittspupille reht der Brennweite der Tubuslinse
entspricht.

Das optische Design wurde zunachst paraxial entworfen una zweiten Schritt mit realen, han-
delsublichen Linsen optimiert. Da die Designdaten der Mikiskopobjektive und der Tubuslinse
nicht bekannt waren, wurden diese als ideale, also Paraxiaken, simuliert und somit als sehr
gut korrigiert angenommen. Lediglich die Fehler der Zusatptik werden daher bertcksichtigt.

Abbildung 4.4 zeigt das entwickelte System, das einem afokalen System a&urser Linse (Lin-
se 1,f;=150 mm) auyerhalb des Mikroskops und der Tubuslinse entspht. Die detaillierten
Designdaten nden sich in AnhangA.2. Da der Abstand zwischen der Hauptebene der Tu-
buslinse und der EP des MO nicht der Brennweite der Tubusliesentspricht sondern um z°
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4.1. Hologra sches Add-on Modul

Abbildung 4.4.: Strahlengang der entwickelten Losungen.

verschoben ist, muss auch der SLM aus der vorderen Brennebesntsprechend um z ver-
schoben werden. Dabei bleiben Abbildungsmaystab und phasehtige Abbildung erhalten.
Der Zusammenhang entspricht hierbei in erster Naherungz®= ©® z, wobei °= f; =f;
der Abbildungsmaystab des afokalen Systems ist (siehe l@erAnhang A.3).

Da die Position der Eintrittspupille von Objektiv zu Objektiv variiert und zudem bei der
Fokussierung das Objektiv und damit auch die EP verschobening, ist die Abbildung nicht
immer perfekt, sondern das Hologramm wird von einem zusé&ttien Defokusterm Uberlagert.
Dieser kann durch eine entsprechende Anderung des Holograsmausgeglichen werden. Da
hierbei jedoch kein paralleler Strahlengang zwischen TL drMO gegeben ist, werden zusatz-
liche Aberrationen eingefihrt 0.

Toleranzuntersuchung

Reale Systeme unterscheiden sich aufgrund von Justage- undtigeingstoleranzen zum Teill
deutlich von den berechneten Systemen. Fur das entwickelBgstem wurden die Auswirkungen
von Fertigungstoleranzen untersucht, um im mechanischenufbau auf besonders emp ndliche
Komponenten reagieren zu kénnen. In Zemax sind zwei Methadeur Untersuchung des Ein-
usses von Fertigungstoleranzen gegebet][Zum einen kann der Ein uss von zuvor de nierten
Maximaltoleranzen untersucht werden, um besonders ein seeiche Elemente zu identi zieren.
Zum anderen kann mit Hilfe der Monte Carlo Methode aus einewufilligen Kombination von

Toleranzen, die innerhalb eines vorgegebenen Rahmens lregen realistischer Bereich der zu
erwartende Abweichung des realen Systems vom Idealsystermigtelt werden.

Es wurden - soweit verfigbar - die Herstellerangaben zu Fgitingstoleranzen zur Berechnung
verwendet. Detailllierte Angaben zur Wahl der Fertigungstieranzen nden sich in Anhang
A.2.1
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Das System reagiert relativ unemp ndlich auf die geringen &fkippungs- und Dezentrierungs-
toleranzen der Linse 1. Durch die geringe Anzahl optischerldiente ist auch die Anzahl
der Fehlerquellen limitiert. Problematischer sind dagegedie Toleranzen von Brechungsindex
und Dicken der Linsen. Da diese Faktoren die Brennweiten déinsen veréndern, lassen sich
die Abweichungen jedoch relativ einfach bei der Justage diwr@axiale Verschiebung der Linse
korrigieren. Zudem zeigte die Toleranzierung, dass einegféltige Justage der optischen Ach-
se unverzichtbar ist. Insgesamt ist das System jedoch sefmamp ndlich. Abbildung 4.5(b)
zeigt den RMS-Wellenfrontfehler aufgetragen tUber den Feldtwkel fir das schlechteste in der
Monte Carlo Analyse ermittelte System. Die Wellenfront istiber das gesamte Feld von 0
bis 1,9 beugungsbegrenft Die dazugehdrigen Spotbilder sind in Abb4.5(a) dargestellt. Der
PV Wellenfrontfehler liegt hier bei etwa Wpy = 0;02 auf der optischen Achse bis zu

Wpy = 0;12 bei der Maximalauslenkung von 1,9 (entspricht einer Gitterperiode von 4
Pixeln). Durch Defokussierung der Linse 1 kann Uber das ges# Feld eine Verbesserung auf
etwa Wpy =0;02 erzielt werden. Es konnte also ein robustes, einfaches unoinkaktes
System entworfen werden.

4.1.4. Mechanische Umsetzung

Das Design des Add-On-Moduls konnte mechanisch auyerst koakt verwirklicht werden. Der
gesamte Aufbau (siehe Abb4.6) konnte auf einer Montageplatte mit den Mayen 460300 mn?
untergebracht werden. Es wurden hierbei vor allem mechanige Komponenten des Mikrobank-
Systems der Firma Linos verwendet. Der SLM wurde auf einem &Mtisch aufgebracht. Da in
den verwendeten Laser bereits eine Kollimationsoptik mitgssendem Ausgangsstrahldurch-
messer integriert ist, konnte hier deutlich an Baul&dnge egespart werden. Ein zweistu ges
Spiegelsystem ermdglicht die genaue Justage der optischech#e, um den Ergebnissen der
Toleranzierung gerecht zu werden. Aufgrund des unpolamsten Lasers wurde zusatzlich zur
Einstellung der richtigen Polarisation ein Polarisator vodem SLM eingefiugt. Zur Bildaufnah-
me wurde eine Zeiss AxioCam Mrm mit einer Au dsung von 1388L040 Pixeln und einem
Pixelpitch von 6,45 pm verwendet. Um eine Abbildung des Eiahglasers auf die Kamera
zu verhindern, wurde ein Infrarot Iter zwischen Objekt- urd Kameraebene eingebracht. Eine
Erlauterung des Vorgehens bei der Justage ndet sich in AnhgnA.2.4.

Das hier vorgestellte Add-on Modul wurde auf Basis einer kamerziellen Mikroskopplattform
realisiert. Diese ist nicht fur die verwendete Wellenlange = 1;064 um ausgelegt. Aus diesem
Grund kann es innerhalb des Mikroskops zu unerwiinschten Reen und daraus resultierenden
Interferenzen kommen, was zu Intensitatsschwankungen demfangspots fuhren kann.

8Es wird hierbei davon ausgegangen, dass aus E zienzgriindegsiehe Abbildung 3.5) Hologramme mit mi-
nimal 4 Graustufen verwendet werden.
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Abbildung 4.5.: Toleranzierung des 1-Linsen-Systems. Sg@agramm und RMS-
Wellenfrontfehler fur das schlechteste in der Monte Carléhalyse ermittelte System.
Bei diesem System fuhrt in erster Linie die Dezentrierung déiinse 1 zu einer Verschlech-
terung der optischen Qualitat. Trotzdem wird immer noch eie beugungsbegrenzte Falle
erzeugt.

(a) Mechanisches Design des Add-on Moduls (b) Foto des Komplettsystems

Abbildung 4.6.: Mechanische Realisierung des Add-on Moduls
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4.2. Klassi kation von Zellen mit Hilfe der
hologra schen Pinzette

Die Bestimmung von Zelleigenschaften, z.B. bei der Idenkation von Erkrankungen und dem
Nachweis von Zellverdnderungen, spielt in der klinischenidgnose und der mikrobiologischen
Forschung eine groye Rolle. Da Zellen in verschiedenen Zustén (wie z.B. gesunde Zellen,
Krebszellen und Zellen unter Einwirkung von Medikamentenpufgrund ihres Sto wechsels
eine unterschiedliche Zusammensetzung besitzen, wirkarf diese Zellen unterschiedliche Ein-
fangkréafte. Dies soll genutzt werden, um Zellen unterschikcher Zustéande voneinander zu
unterscheiden und um auf diesem Weg die Diagnose verschregteKrankheiten zu unterstuit-
zen.

Die Kraftmessung mit der hologra schen Pinzette kann so mdigherweise zur Bestimmung
von Krebszellen eingesetzt werden. Dabei werden nicht spsehe Zelleigenschaften gemessen,
sondern die Reaktion der Zelle als Gesamtsystem. Einersegtschwert dies die Interpretation
der Ergebnisse, erhoht aber andererseits die Emp ndlichikeles Messsystems im Vergleich zu
Systemen, die nur einen Parameter messen, da auf einfache énd Weise viele Parameter
gleichzeitig erfasst werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde hierzu eine erste Studie durcifjihrt, um die Machbarkeit
der Methode zu Uberpriufen. Als Versuchsobjekte wurden Blktebszellen, gesunde Zellen und
medikamentds behandelte Krebszellen gewahlt, da fur diebereits entsprechende Verfahren
existieren, mit denen die Messergebnisse des neuen Veréglsrveri ziert werden kdnnen. Die
Versuche wurden in Zusammenarbeit mit dem Dr. Margarete Feher-Bosch-Institut fur Kli-
nische Pharmakologie am Robert-Bosch-Krankenhaus Stuttgadurchgefihrt.

4.2.1. Kraftmessung mit der hologra schen Pinzette

Es existieren verschiedene Prinzipien der Kraftmessung tmaptischen, bzw. hologra schen
Pinzetten [12§, die hauptsachlich auf zwei physikalischen Gesetzen bban (6, 167: der
Brownschen Bewegung und dem Viskositatswiderstand. Mettien, die auf Brownscher Be-
wegung beruhen, nutzen aus, dass mikroskopische Partikelchten Positionsschwankungen
unterworfen sind. Beim Einfang dieser Partikel werden die d3itionsschwankungen entspre-
chend der Fallenstarke reduziert. Durch Messung der Pogitisschwankungen kann mit Hilfe
eines Grenzfrequenzverfahrendq7 oder der Boltzmann Statistik B0 Rickschluss auf die
Einfangkraft gezogen werden. Bei Verfahren, die den Visktégswiderstand nutzen, werden
die Objekte durch das Ussige Medium, in dem sie sich be nderbewegt. Der Widerstand,
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den das Objekt erfahrt, beruht auf der Viskositat der Fllsglkeit. Auch hier kann auf verschie-
denen Wegen, z.B. mittels Fluchtmethode50] oder Fallensteifheitsmethodel77, 162, auf die
Einfangkraft geschlossen werden.

Die Verfahren, die auf Brownscher Bewegung beruhen, setzeme Beobachtung der Zelle
Uber einen gewissen Zeitraum voraus, um eine statistischeidwvertung der Objektpositionen
durchfihren zu kdénnen. Die Messung der Kraft auf einzelne [ dauert mit steigender
Objektgroye aus diesem Grund vergleichsweise lang. Da atetistischen Griinden auch eine
hohe Anzahl von Einzelzellen untersucht werden muss, eignsich die Methoden, die auf
Brownscher Bewegung basieren, in diesem Fall nicht zu Diaugezwecken.

Die Fallensteifheitsmethode beruht darauf, das Objekt miHilfe zweier externer Fallen zum
Schwingen anzuregen. Auch hier wird eine verhaltnismayigrige Messdauer bendtigt. Des-
halb wurde die Fluchtmethode im Rahmen der folgenden Untershungen zur Kraftmessung
eingesetzt, die sich durch kurze Messdauer und hohe Zuvedikeit auszeichnet.

Die Fluchtmethode misst jene Kraft, die aufgewendet werdemuss, damit das gefangene Ob-
jekt aus der Falle ent iehen kann. Hierzu wird das Objekt mitzunehmender Geschwindigkeit
bewegt, bis das Objekt aufgrund des wirkenden Stromungsweicgtands aus der optischen Falle
herausfallt. Die maximale Kraft lasst sich also aus der Mamxialgeschwindigkeit des Objekts
errechnen.

Die auf ein bewegtes Objekt wirkende Reibungskraftg lasst sich mit Hilfe des Stokeschen
Gesetzes beschreibedJ:

FR =6 r oV (41)

Die Reibungskraft ist somit proportional zum Radius des Objdk ro, der dynamischen Vis-

kositat des Mediums und der Geschwindigkeit des Objekts. Das Stokes-Gesetz gilt nur fur
den laminaren Stromungsfall, der aber in mikroskopischenxgerimenten vorausgesetzt wer-
den kann. In den Versuchen wurde jene Geschwindigkeit limearhdht und die Geschwindigkeit

gemessen, bei der das Objekt aus der Falle ieht.

Die Bewegung der Zelle wird mittels einer Kamera mit fester iBlfrequenz aufgezeichnet. Mit
Hilfe von Bildverarbeitung wird die Position der Zelle ernttelt. Hierzu wird zunachst eine

Kantendetektion mittels des Canny-Algorithmus 1] durchgefuhrt. Um genaue Positionsdaten
und die Querschnitts ache der Zellen zu erhalten, wird das iBl zusatzlich so weiterverarbei-
tet, dass o ene Kanten geschlossen, die entstehenden Behel aufgefillt und kleinere Bereiche
geldscht werden144. Diese Kombination der Bildverarbeitungsalgorithmen wst gegenuber
der Kreuzkorrelation, die sehr hau g zur Positionsdetektin verwendet wird, gewisse Vorteile
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Abbildung 4.7.: Messung der Position der Zelle

auf. Die Kreuzkorrelation zeigt sich problematisch bei Vé&nderungen der Zelle gegeniber dem
Vergleichsmuster, wie sie beispielsweise durch Verdrelgunnd Verschiebung von Zellbestand-

teilen (z.B. Zellkern) durch die optische Falle oder Re exinen des Lasers an der Zellober ache
auftreten konnen.

Schwingungen der Umgebung stéren die Bewegung der Zellem das Ausmay dieser Stérun-
gen zu ermitteln, wurden direkt vor dem Start der eigentlicen Kraftmessung 40 Kamerabilder
bei xer Objektposition aufgenommen. Zeigen sich schon wénd der Ruhephase der Zelle
starke seitliche Auslenkungen, z.B. durch Schwingungen si&isches, so wird die Messung
verworfen. Neben dem Ein uss der Schwingungen unterliegeiie Kraftmessungen zusatzlich
dem Ein uss von Stromungskréaften, die u.a. durch Verdunstog entstehen. Aus diesem Grund
wurden geschlossene Probenhalterungen verwendet, die au®i durch einen O-Ring (Hb6he
1 mm) getrennte Deckglaser (Dicke 0,17 mm) bestehen.

Um den verbleibenden Ein uss von Stromungskraften auf die &sung zu ermitteln, wird

die Geschwindigkeit der Zelle nach dem Verlassen der Fallettachtet und die Messung um
die entsprechende Komponente der Messrichtung korrigie&ufgrund der geringen Masse der
Zellen sowie der kleinen Reynolds-Zahl ist die Tragheit derele vernachlassigbar.

Abbildung 4.7 zeigt die ermittelte Position einer Zelle bis zur Flucht ausler Falle. Aus die-
sen Positionsdaten lasst sich die Geschwindigkeit erreém Die maximale Geschwindigkeit
wird durch den Maximalwert des Betrags der Geschwindigkeitiaten bestimmt. Mit Hilfe von

Gleichung 4.1, dem Durchmesser der Zelle (ermittelt durch Bildverarbeitng) und der dyna-

mischen Viskositat des Mediumsvon naherungsweisd; 4 10 “Ns=m? ergeben sich Kréafte
im Bereich von Pikonewton. Durch wiederholte Messung der Kft auf ein Objekt konnte eine
Wiederholgenauigkeit der Kraftmessung von etwa 10% ermitteverden.

9Als Medium wurde die Nahrlésung RPMI (entwickelt am Roswell Park Memorial Institute) mit verschiedenen
Zusatzen verwendet. Die dynamische Viskositat lasst sich dieh Verwendung der dynamischen Viskositat
fur das Medium DMEM (Dulbecco's Modi ed Eagle Medium) anndhern.
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4.2. Klassi kation von Zellen mit Hilfe der hologra schen Rnzette

Auswahl geeigneter Versuchsobjekte

Das Verfahren der Kraftmessung setzt voraus, dass die zu eréuchenden Zellen tber einen
gewissen Zeitraum einfach zu handhaben sind und vereinzetirliegen. Aus diesem Grund
eignen sich hier im Besonderen semiadharente oder nichtlaitente Zeller®.

Bei dieser Untersuchung wurden Zellen der Zelllinie Baf3-Kbder auch BafM) verwendet, die
aus gesunden Vorlauferzellen der B-Lymphozyt€hder Maus bestehen. Die Zelllinie Baf3-
pl85 (Baf) stellt eine gentechnische Veranderung der Zalie Baf3-M dar, und gehért zu den
Krebszellen der chronisch myelonischen Leukdmie (CML).&Slassen sich durch Behandlung
mit Imatinib 2 hemmen und sterben nach einiger Zeit ab.

Das System aus Zellen der Baf-Zelllinie und Imatinib wurdedseits durch verschiedene Arbei-
ten ausfuhrlich charakterisiert B1]. Dies ermdglicht einen Vergleich der Kraftmessung mit der
hologra schen Pinzette mit der Emp ndlichkeit etablierter Methoden wie der Durch usszy-
tometrie (siehe unten).

Vergleichsverfahren Durch usszytometrie (FACS)

Die mit der hologra schen Pinzette durchgefuhrten Messuren wurden mit Messungen eines
in der zellbiologischen Forschung und in der klinischen Dgaostik etablierten Verfahrens der
Durch usszytometrie verglichen. Die Durch usszytometrie auch bekannt als Fluorescence
Activated Cell Sorting (FACS) verwendet Fluoreszenz-Maker zur Messung von Zelleigen-
schaften. Dazu werden die Zellen in einer sich verengendeailare vereinzelt. Dort kbnnen
sie so sie denn die markerspezi sche Eigenschaft besitzemit Hilfe eines Lasers zur Fluores-
zenz angeregt und detektiert werden. Auf diese Weise konngallen in hoher Geschwindigkeit
(bis zu 1000 Zellen/s) identi ziert werden.

0adhéarente Zellen haften leicht an der Ober &che des Probengfayes oder bilden Agglomerate, wodurch eine
vereinzelte Kraftmessung unméglich wird. Sie lassen sichwar durch Enzyme l6sen, sterben dann jedoch
nach kurzer Zeit, was die Messung deutlich erschwert.

11B-Lymphozyten gehéren zu den weiyen Blutkorperchen (Leukayten)

2)matinib ist ein Sto, der die biochemische Informationsiibertragung beein usst und auf diese Weise die
Zellteilung von Krebszellen blockiert. Imatinib ist seit 2002 in der EU als Medikament zur Behandlung von
chronisch myelonischer Leukdmie (CML) und weiteren Tumorekrankungen zugelassen. Imatinib kann die
CML nicht vollstéandig heilen, da nicht alle Leukédmiezellen und Leukéamievorlauferzellen eliminiert werden,
aber es verringert die Anzahl an Krebszellen und normalisidrso die Blutzusammensetzung und damit die
Symptome der CML.
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4. Experimentelle Untersuchung eines neuartigen markegfen Diagnoseverfahrens

4.2.2. Messung der Fangkraft von Leukamiekrebszellen

Zur Charakterisierung der Messmethode wird eine Zeitanag durchgefthrt. Dazu wird die
Zelllinie Baf (Krebszellen) mit Imatinib (3 pumol/ml) versetzt und die Einfangkraft iber meh-
rere Stunden zu verschiedenen Zeitpunkten nach Start der Bandlung gemessen. Zudem wird
die Einfangkraft einer Kontrollgruppe unbehandelter Krekzellen (Baf) gemessen.

Die Fangkrafte auf die Zellen steigen mit zunehmender Dauder Imatinibeinwirkung. Bereits

nach 2 Stunden lassen sich mit dieser Messmethode die behelteh Krebszellen von der Kon-
trollgruppe unterscheiden (Abbildung4.8(a)). Pro Zeitabschnitt wurden aufgrund der relativ

langen Messdauer nur jeweils 5-10 Messungen durchgefihrt.

Mit Hilfe chromatographischer Verfahren lasst sich bei Zien unter Imatinibeinwirkung nach
2 Stunden die maximale Konzentration des Proteins PAR nachweisen119. Die Zellen sind
also unter Ein uss von Imatinib nach 2 Stunden bereits deuith verandert, was die Detektion
mittels Kraftmessung erklaren kann.

Dieselbe Zeitanalyse wurde zum Vergleich ebenfalls mit deRACS durchgefihrt. Hierbei
dienten die Marker Annexin und TMRM als Zelltod-Indikatoren. Mit Hilfe der Marker kon-
nen im FACS erst nach etwa 3 Stunden die mit Imatinib verseten Zellen von der jeweiligen
Kontrollgruppe ohne Imatinib unterschieden werden (siehAbbildung 4.8(b)). Die Klassi ka-
tion mit Hilfe von Einfangkréften zeigt hier also einen Voreil gegenuber bekannten Methoden.

Durch die geringe Anzahl an Messungen je Zeitpunkt sind die édsdaten unsicher und es
zeigen sich Ausreiyer. Aus diesem Grund ist eine Erh6hungrdénzahl von Messungen von
Bedeutung, um eine statistisch aussagekraftige Messung eumdglichen.

Um eine genaue Aussage uber die statistische Verteilung d@nfangkrafte auf die Zellen tre en
zu kénnen, wurde eine groyere Anzahl von unbehandelten Kesellen (Baf), Krebszellen nach
2 Stunden Imatinibeinwirkung (Baf +Imatinib 2h) sowie gesmde Zellen (BafM) gemessen.

Innerhalb der Messdauer von 10 Minuten kénnen manuell nur wge Zellen (5-10) gemessen
werden. Um die notwendige Anzahl fur eine statistische Augstung der Messungen zu errei-
chen, wurden deshalb fir diese Untersuchungen mehrere Meggen einer Zellldsung gemessen.
Hierdurch stieg die gesamte Messdauer fir 100 - 200 Messungaf ca. 8 h.

Die gemessenen Einfangkrafte wurden als Histogramm aufigegen und die Verteilung mit
einer Gauykurve angenahert. Abbildungt.9 zeigt die Verteilung der Kréafte fur jeweils zwei

13Poly(ADP-Ribose)Polymerase
4 Tetramethylrhodaminmethylester
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4.2. Klassi kation von Zellen mit Hilfe der hologra schen Rnzette

| | Anzahl Messungen Scheitelwert [pN]|  [pN] |

Baf (1) 117 1,18 3,50
Baf (2) 205 1,12 3,49
Baf + Imatinib 2h (1) 142 1,35 2,57
Baf + Imatinib 2h (2) 145 1,40 2,48
BafM (1) 102 1,27 2,00
BafM (2) 99 1,24 1,71

Tabelle 4.3.: Daten der Gauy-Fits an die Kraftverteilung ( entspricht der Standardab-
weichung)

Messreihen der Zellen. Es ist zu erkennen, dass sich alle Jigren in ihrer Krafteverteilung
deutlich voneinander unterscheiden.

Krebszellen (Baf) und mit Imatinib behandelte Zellen nach I2 (Baf + Imatinib 2h) zeigen
eine Verschiebung des Scheitelwertes um 0,23 pN und sind dagh bereits nach 2 Stunden
voneinander unterscheidbar (siehe Tabelk.3). Krebszellen (Baf) und gesunde Zellen (BafM)
zeigen hingegen nur eine relativ geringe Verschiebung vat PN. Hier ist jedoch die Standard-
abweichung der Verteilung deutlich unterscheidbar (Faktol,5).

Es ist also mdglich, verschiedene Zellzustande der Bafiiele anhand der Einfangkrafte in
optischen Pinzetten zu unterscheiden. Gegenliber Messunguit dem FACS zeigte sich der
groye Vorteil, dass die Veranderung der Zellen bereits naéhh statt nach 3 h festgestellt
werden konnte.

Die Messungen an den Zellen der Baf-Zelllinie zeigen die Emglichkeit des Messverfahrens.
Fur die weitere Entwicklung ist es jedoch notwendig, Zellenu nden, die sich mit den tblichen
Verfahren nicht unterscheiden, jedoch mit optischen Pinzien klassi zieren lassen. Zudem ist
eine Automatisierung des Verfahrens zur Beschleunigungrddessungen unabdingbar.
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(a) Zeitanalyse von Baf-Zellen mit Imatinib. (b) Messungen von mit Imatinib behandelten Zellen
und unbehandelten Zellen im FACS mit den Zelltod-

Indikatoren Annexin und TMRM.

Abbildung 4.8.: Zeitanalyse durchgefiihrt mit hologra scler Pinzette und FACS.

Abbildung 4.9.: Kraftverteilung von unbehandelten Krebsellen (Baf), Krebszellen nach 2
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Stunden Imatinibeinwirkung (Baf +Imatinib 2h) sowie gesurden Zellen (BafM).
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5. Untersuchung neuer Einfang- und
Manipulationsverfahren

Die in Kapitel 4.2 vorgestellten Untersuchungen zeigen sehr deutlich die pzipielle Umsetz-
barkeit dieses neuartigen Analyseverfahrens in der Diagstk oder Medikamentenforschung.
Da Zellen in ihren Eigenschaften statistisch weit streuersind viele Messungen an verschie-
denen Zellen notwendig. Eine Automatisierung und Parallsierung, um den Zelldurchsatz zu
erhohen, ist also fur den praktischen Einsatz unerlasslich

Grundsétzlich bietet der hologra sche Ansatz der Mikromaipulation ideale Voraussetzungen
zur Automatisierung. Da die Steuerung der Fallen ausschiiich tber Software realisiert wird,
ist keinerlei bewegte Mechanik nétig. Zudem kann die Anzatder Fallen an die Aufgaben-
stellung angepasst werden, so dass eine Parallelisierung ausreichender Laserleistung im
Rahmen des Orts-Bandbreite-Produkts des Lichtmodulators églich ist.

Basis fir die Automatisierung ist jedoch eine voll- oder zumdest teilautomatisierte Pro-
benhandhabung. Dabei werden standardmayig Mikro uidikssteme eingesetztg8, 18. Der
Einsatz von Mikro uidiken in Verbindung mit dem optischen Einfang sowie die Arbeit mit
lebenden Zellen flihren zu verschiedenen Herausforderumge

Arbeitsabstand: Hologra sche Einzelfallen kooperieren nur bedingt mit Miko uidiksyste-
men. Aufgrund der benétigten hohen numerischen Apertur, dizum stabilen Einfang not-
wendig ist, ist ein geringer Arbeitsabstand gefordert. Hi&kann bereits die Deckelung der
Mikro uidik-Komponenten ein Problem darstellen. Zudem kan je nach geometrischen
Abmayen das Mikroskopobjektiv mit Zu- und Ab Ussen der Mikio uidik-Komponenten
kollidieren [125. Entsprechende Systeme werden aus diesem Grund h&u g mitlfd
von speziell fir den optischen Einfang entwickelten Mikraiidiksystemen B4, 37, 169,
Doppelfallen 163 126 125 oder mit Hilfe aufwéandiger, in die Mikro ui k integrierte r,
Fallensysteme realisiert§4, 116 117.

Aberrationen: Da Aberrationen Funktionen der numerischen Apertur sindl9], stellt die hohe
numerische Apertur drastische Anforderungen an die Oberchen der Mikro uidik.
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5. Untersuchung neuer Einfang- und Manipulationsverfahre

Objektschadigung: Die hohe numerische Apertur kann aufgrund der hohen Leistgedichte
im Fokus zur Schadigung biologischer Objekte fihreri$7, 148 11§. Neben einer Ver-
falschung der Messung der Einfangkraft verhindert dies zazlich eine weitere Analyse
entsprechender Zellen.

Axiale Objektposition: Der Einfang mit Einzelfallen ist mit klassischen Fallen al stark
lokalisiert. D.h. auyerhalb eines gewissen Ein ussberéi der Falle ist kein Einfang mog-
lich. Dieser Bereich nimmt mit zunehmender NA ab1[80. Probenkammern, die beispiels-
weise wie Mikro uidiken eine Tiefe im Bereich einiger 10 umib einiger 100 um aufweisen,
fuhren jedoch zu einer starken axialen Variation der Objekiosition. Neben dem geringen
axialen Einfangbereich fuhrt die axiale Verteilung der Olgkte (aufgrund der geringen
Tiefenscharfe bei hoher NA) zu Schwierigkeiten bei der Dédigon der Objekte. Beide
Punkte kénnen in der Praxis bei einer Automatisierung zu Pidemen fihren.

Zellsortierung: Insbesondere im Zusammenhang mit der Klassi zierung kanis &on Interesse
sein, die klassi zierten Zellen zur weiteren Analyse zu steren. Im Falle einer weiteren
Analyse mehrerer verschiedener Zelllinien ist es notwegdimehrere Ab Usse bereitzu-
stellen. Interessiert jedoch nur eine bestimmte, dafir jee¢h reine Zelllinie, so kann
eine Bereinigung der Zelllinie durch gezielte automatiste Zerstérung uninteressanter
Zellen vorteilhaft sein [L6§.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Methoden untecht, die bei einer Automa-
tisierung des untersuchten Diagnoseverfahrens Vorteilaeben. Dabei wurden ausschlieylich
Ansatze verfolgt, die die hohe Flexibilitat der hologra sbhen Manipulation nutzen, wahrend
mechanische Anséatze nicht verfolgt wurden. So kénnen diechtfelder an komplexe Aufga-
benstellungen angepasst werden, um Objektschadigungspatial zu reduzieren oder den Ar-
beitsabstand zu erhdhen. Dabei kommen Mehrspottechnikenitnrunabhéngigen, klassischen
Fallenpotentialen aber auch vollig neuartige Lichtfeldezum Einsatz. Neben der Erprobung
neuartiger hologra scher Einfang- und Bewegungsverfahte(siehe Abschnitt 5.2-5.4) wurde

auch die Manipulation mittels hologra sch gesteuertem Lasskalpell zur Zellsortierung (siehe
Abschnitt 5.5) erprobt. Um die technische Realisierbarkeit zu tberpriferwurde zudem eine
Methode zur Kalibrierung von Hologrammkoe zienten zur Obgktposition untersucht (siehe
Abschnitt 5.6).
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5.1. Einfang groyerer Objektensembles zur
Parallelisierung der optischen Manipulation

Theoretisch lasst sich bei gentigend hoher Laserleistungtrhiologra schen Pinzetten eine
nahezu beliebige Anzahl von Fallen generieren, die nur darcdas Orts-Bandbreite-Produkt
des Lichtmodulators beschrankt ist (siehe Abschnit8.3.4. Mit zunehmender Anzahl Uberla-
gerter Hologramme nimmt die Beugungse zienz des Gesamtlmjramms jedoch ab, so dass
schon vor Erreichen des Orts-Bandbreite-Produkts Stéromingen auftreten, die beim Einfang
groyer Objektensembles stérend sein kbnnen. Die Starke deeisterfallen hangt dabei stark
von der Position und der Anzahl der Fallen ab (siehe Abbildun5.1). Aus diesem Grund ist es
notwendig, beim Einsatz vieler Fallen auf optimierende Hogrammberechnungs-Algorithmen
zurlckzugreifen (siehe Abschnitt3.3.2. Hier sind beispielsweise IFT-Algorithmen 48] oder
direkte Suchalgorithmen, wie Direct Binary Search Algortimus [L56 oder der Simulated An-
nealing Algorithmus P3 geeignet. Weiterhin ist die Charakterisierung des Lichtodulators
zur Verbesserung der Beugungse zienz von Bedeutun®9], welche wiederum in die Holo-
grammoptimierung ein ieyen kann Pg].

Bei der Erzeugung einer groyen Anzahl von Fallen ist zu bedeh, dass mit zunehmender
Anzahl an gefangenen Objekten die Laserleistung entsprecia gesteigert werden muss. Beim
Einsatz sehr hoher Lichtleistungen ist jedoch eine Schadigg des LCD zu beflrchten, da dieses
nur bedingt gekihlt werden kann. Weil die Zerstorschwellees eingesetzten Lichtmodulators
nicht bekannt ist, wurde die maximale Leistung des Lasers bden folgenden Versuchen auf
2,5 W begrenzt.

Der die Anzahl der Fallen beim Einsatz von ungekuhlten Licilmodulatoren beschréankende
Faktor ist demnach nicht das Orts-Bandbreite-Produkt, sodern vor allem die bendtigte La-
serleistung pro Falle. Diese wird vor allem durch die hoheneviuste des Gesamtsystems be-
ein usst. Abb. 5.2 zeigt den Einfang von 19 etwa 3 um groyen Polystyrolkugeln tneiner
Ausgangs-Laserleistung von 2,5 W. Beim Betrieb der hologrschen Pinzette mit einer kon-
stanten Lichtleistung von 2,5 W fur die Dauer von etwa einert8nde konnte bereits eine leichte
Erwarmung des (ungekuhlten) Displays festgestellt werden

Dieser Versuch wurde mit dem 63 Objektiv durchgefiihrt. Aufgrund des Systemdesigns (sieh
Abschnitt 4.1) tritt bei diesem Objektiv bereits ein Intensitatsverlust von 45% im Vergleich
zum 40 Objektiv auf. Trotzdem ist auch bei idealem Systemdesign i maximale Anzahl
gefangener Objekte von der Skalierung der Laserleistunghgimgig. Die Zerstérschwelle ist
dabei abhéangig vom eingesetzten SLM und muss charakterisizerden [87].
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(b) (©) (d) ©)

Abbildung 5.1.: Stérordnungen (oder auch Geisterfallen)udigrund der analytischen Holo-
grammberechnung (Gleichun@.4). Die Starke der Geisterfallen hangt stark von der Position
und der Anzahl der Fallen ab.

a) 0.0rdnung (oberer Pfeil) und eine Falle (unterer Pfeil)

b) 3 Fallen und die entsprechenden Geisterfallen (Pfeile)

c) 3 Fallen (angeordnet im Dreieck) und die entsprechendene@Gterfallen (Pfeile)

d) 6 Fallen (Dreieck), keine Geisterfallen sichtbar

e) 7 Fallen ohne Geisterfallen

(@)

(a) lateral gefangen (b) axial gefangen

Abbildung 5.2.: Einfang eines Objektensembles von 19 3 pmogien Polystyrol-Beads.
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5.2. Einfang mit angepassten Lichtfeldern

Komplexe und ausgedehnte Objekte lassen sich nur schwer reihem einzigen beugungsbe-
grenzten Spot einfangen. Die Einfangkraft wird in diesem Reoft mit Hilfe der Intensitat des
Einfanglasers erhoht. Dies kann jedoch bei biologischen f@kten leicht zu Schadigungen fuh-
ren [167. Im Folgenden werden zwei Methoden vorgestellt, den Einfg mit Hilfe angepasster
Lichtfelder schonender zu gestalten.

5.2.1. Objektmanipulation durch Mehrspottechniken

Wie in Abschnitt 5.1beschrieben, ist es mit Hilfe des hologra schen Ansatzes giiéh, mehrere
Fallen unabhangig voneinander zu erzeugen und zu bewegeredkann genutzt werden, um die
schadliche, auf das Objekt wirkende Leistungsdichte zu retieren. Teilt man den Einfang eines
Objekts auf mehrere Fallen auf, so kann die Intensitat jedezinzelnen Falle verringert werden.
Auf diese Weise lasst sich das Objekt mit mehreren Fallen untkr daraus resultierenden, Gber
das Objekt verteilten Intensitat wesentlich einfacher beagen, ohne der Gefahr der Schadigung
ausgesetzt zu sein.

Abbildung 5.3 stellt den Einfang eines langlichen Objektes schematisclard Durch die un-
abhéangige Bewegung der beiden Fallen zueinander ist nebenee einfachen Bewegung des
Objektes zusatzlich eine beliebige Ausrichtung des Objeld im Raum moglich, so dass das
Objekt lateral und axial in eine beliebige Stellung gedrehiverden kann.

Dies wurde auch experimentell nachgewiesen: Abs.4 und Abb. 5.5 zeigen beispielhaft den
Einfang einer Hefezelle mit zwei Fallen. Langliche Objektevie Hefezellen, richten sich unter
der Lasereinwirkung auf. Durch Einsatz dieser Mehrspottboiken lassen sich die Hefezellen
wieder in eine waagrechte Position bringen bzw. in-plane drout-of-plane beliebig drehen.
Es ist also erstmals auf einfache und exible Weise mdglicimit Einzelfallen sowohl laterale
Drehung (in plane) als auch Kippung aus der Ebene heraus (oat plane) zu realisieren.

Das Ausrichten bzw. Rotieren von Objekten wird beispielswa fur physikalische Grundlagen-
untersuchungen 8] wie die Kolloidforschung 27] oder optisch angetriebene Mikromaschinen
[44] eingesetzt. Dabei werden verschiedene Methoden, die bsmuf der Helizitat zirkular

polarisierten Lichts (bei doppelbrechenden Objektert]]) oder der Ubertragung eines Bahn-
drehimpulses (realisiert durch Gauy-Laguerresche Stram [L45 73, 46]) basieren, eingesetzt.
Bei beiden Methoden ist es schwierig, die Geschwindigkeineustellen bzw. unmdglich das
Partikel kontrolliert in eine bestimmte Position zu drehen Bei der Polarisationsmethode kann
jedoch durch Einsatz eines Polarisators linear polaristes Licht erzeugt werden, mit dem sich
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5. Untersuchung neuer Einfang- und Manipulationsverfahre

Abbildung 5.3.: Schematische Darstellung des Mehrfallengangs eines langlichen Objektes.
Durch die unabhangige Bewegung der Fallen zueinander isheibeliebige Ausrichtung des
Objekts im Raum maglich.

(@) (b) (© (d)

Abbildung 5.4.: 3D Manipulation Drehung: Rotation (in plang einer Hefezelle durch Bewegen
der zweiten Falle.

Abbildung 5.5.: 3D Manipulation Drehung: Kippung (out of plne) einer Hefezelle durch
Bewegen der zweiten Falle.
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5.2. Einfang mit angepassten Lichtfeldern

der Rotationswinkel genau einstellen lass#]]. Da hier jedoch doppelbrechende Partikel be-
notigt werden und biologische Objekte im Normalfall sehr gmg bis gar nicht doppelbrechend
sind, emp ehlt sich diese Methode eher fir geeignete Mikrieenente. Zudem ist der Rota-
tionswinkel durch Einstellung der Polarisationsrichtungglobal fir alle gefangenen Partikel
gegeben.

Allen bisher entwickelten Methoden ist die laterale Rotatin gemein. Die einzige bis dato be-
kannte Moglichkeit, ein Drehmoment im Raum zu erzeugen und dat Objekte aus der Ebene
heraus zu kippen, ist gegeben durch mehrere Doppelfalleme dhittels generalisiertem Phasen-
kontrast erzeugt werden 13€. Diese leiden jedoch unter hohem Leistungsverlust sowi@em
relativ hohen apparativen Aufwand durch die gegenldu gen Bppelfallen. Die hier vorgestellte
Technik der dreidimensionalen Ausrichtung lasst sich gruiséatzlich auch in konventionellen
optischen Pinzetten realisieren, ist dort jedoch mit einenmohen apparativen Aufwand ver-
bunden.

Eine weitere zuklnftig interessante Einsatzmdoglichkeit et Technik ist die tomographische
Untersuchung von Mikroobjekten.

5.2.2. Lateral ausgedehnte Lichtfelder

Neben der Mdglichkeit der Mehrspottechnik liefert die holgra sche Pinzette eine Methode,
mit einer einzigen Falle schonenden und trotzdem e zientekinfang zu erzielen. Hierbei sollen
ausgedehnte Lichtfelder die auf das Objekt wirkende lokalatensitat reduzieren.

Dazu werden die Hologramme so modi ziert, dass in der Objedbene eine ausgedehnte Fal-
le entsteht. Diese ausgedehnte Falle wird bei der Berechmmudurch eine groye Anzahl nahe
beieinander liegenden Fallen modelliert. Da die analytise Berechnung vieler Fallen zu Stor-
ordnungen fihrt (siehe Abschnitt3.3.2, wurden die Hologramme mit einem optimierenden
Algorithmus (Gerchberg-Saxton-Algorithmus 48]) berechnet.

Bei den Untersuchungen wurde ein Polystyrol-Bead (Durchmser: 6 pm) mit Fallen unter-
schiedlichen Durchmessers eingefangen. Bei gleichbleitber Gesamtlaserleistung wurde somit
die auf das Objekt wirkende maximale Leistungsdichte redigzt. Der Fallendurchmesser wur-
de von 2 bis 5 um variiert und die auf das Objekt wirkende Krakonstante (siehe Abschnitt
3.4.1) gemessen. Dies erfolgte durch die Ermittlung der Kraftk@tante mittels Boltzmann
Statistik der Brownschen Bewegung4l0, 56|. Die Position des Objektes wurde dazu mit Hilfe
von Bildverarbeitung ermittelt. Die genaue Auswertemethdik ist in Reicherter et al. [12§
beschrieben.
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Abbildung 5.6.: Abhangigkeit der Kraftkonstante (in x- undy-Richtung) vom Fallendurchmes-
ser bei gleichbleibender Laserleistung: eine Reduzierurgy deistungsdichte um den Faktor 9
(bei 3-fachem Durchmesser) fuihrt zu einer Reduzierung derriEangkraft auf nur ein Viertel.

Abb. 5.6 zeigt die (richtungsabhangige) Kraftkonstante (x, ) der Falle in Abhangigkeit des
Fallendurchmessers. Es zeigt sich, dass eine Reduzierung ldsstungsdichte um das 9-fache
(bei 3-fachem Durchmesser) eine Reduzierung der Einfangkrauf ein Viertel zur Folge hat.
Eine Vergroyerung des Fallendurchmessers ist also im Hiidi auf die schonende Behandlung
von Zellen im Vergleich zum Einfang mit einzelnen beugungsgrenzten Fallen zu bevorzugen.
Durch die Verteilung der Laserleistung auf das gesamte Olgjekann ein schonender Einfang
gewahrleistet werden.

Es zeigt sich also, dass der optische Einfang stark von dettdnsitatsverteilung in der Falle

zum einen und vom Objekt zum anderen abhangt. Bei unsymmetdhen Objekten kann die In-
tensitatsverteilung eine zusatzliche Rolle spielen. Dieseagieren stark auf nicht-symmetrische
Lichtfelder. Abbildung 5.7(a) zeigt eine ungefangene Polystyrol-Scheibe. Beim Einfangtm
einem Gauyschen Strahl richtet sich die Scheibe im Strahlgeing auf und passt sich dem
Lichtfeld so an, dass eine Gleichgewichtsposition entstefAbb. 5.7(b)). Wird nun das einfan-

gende Lichtfeld in seiner Intensitatsverteilung geédnderiz. B. durch Brechung der Symmetrie
oder durch den Einsatz mehrerer Fallen, so kann die Ausriahtg dieses Objektes ahnlich
wie bei der Verwendung mehrerer Fallen verandert werden. étiwurde durch Einfihren ei-

nes astigmatischen Lichtfelds in Kombination mit einem Dekus die Ausrichtung des Objekts
verandert (siehe Abb.5.7(c)). Auf diese Weise ist es mdglich, ein solches Objekt zu rota.

Vergleicht man die Methode mit der in Abschnitt5.2.1 vorgestellten Rotationsmethode, so
kann hier durch Verteilung der Intensitat auf das gesamte gbkt eine schonendere Manipula-
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5.2. Einfang mit angepassten Lichtfeldern

(a) ohne Falle (b) mit Falle (c) mit Falle, verandertes
Lichtfeld

Abbildung 5.7.: Einfang einer Polystyrol-Scheibe. Beim Bfang richtet sie sich die Scheibe auf
und passt sich dem Lichtfeld bei einer Veranderung an. Auf ese Weise ist eine schonende
Rotation des Objekts mdglich.

tion durchgefuhrt werden. Da in hochaperturigen Systemen istetigen Lichtfeldern der laterale
Intensitatsgradient der Punktbildfunktion immer gréyer ist als der axiale Intensitatsgradient
[19 richten sich nicht-spharische Objekte im Lichtfeld auf ud kbnnen mit stetigen Lichtfel-
dern nicht in die Ebene zurtick gekippt werden. Eine gezieltddanipulation in 3D (out of plane)

ist also im Gegensatz zu nicht-stetigen Lichtfeldern (Mekpotmanipulation, Abschnitt 5.2.1)
nicht moglich.
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L Y ] ObJekt'
trager

Mikroskop-
objektiv

Abbildung 5.8.: Einfang eines Objektes, das sich auyerhadler Fokusebene be ndet. Mit Hilfe
der wirkenden Streukraft kann Uber einen bestimmten axiateBereich das Objekt in die
Fallenebene gedriickt werden. Ist die Entfernung zu groy bzwie Intensitat zu gering, wird
das Objekt nicht bewegt.

5.3. Einfang mit axial ausgedehnten Lichfeldern

Die hologra sche Pinzette eignet sich hervorragend zum annatisierten Einfang von Objek-
ten, da die komplette Steuerung der Fallen mittels Softwarerfolgt. Gerade Anwendungen, bei
denen ein relativ hoher Durchsatz erforderlich ist oder lverarbeitungsgesttitzte Sortierung
von Zellen kénnen auf diese Weise zeitsparend realisiertrden.

Beim dreidimensionalen Einfang mit mittel- bis hochaperttigen Mikroskopobjektiven ist der

Einfang sehr stark auf den Fokus lokalisiert. Be ndet sichia Objekt auyerhalb der Ebene,

wird es von der Streukraft abgestoyen. Diese Voraussetzemgmachen das Einfangen in der
Praxis abhangig vom Fingerspitzengefiihl des Anwenders. tQferden Objekte beim ersten

Einfangversuch abgestoyen, so dass sie durch Nachfokussig verfolgt werden missen. Dies
erschwert einerseits den gleichzeitigen Einfang mehre®bjekte und lasst sich andererseits
bei einer Automatisierung nur schwer realisieren.

Zur Realisierung des automatisierten Einfangs wurde desbhatine Vereinfachung des Einfang-
vorgangs untersucht. Hierbei wurde die normalerweise s#itde Streukraft (siehe Abschnitt
3.4.7) ausgenutzt: Die Beobachtung der gefangenen Objekte wirthgsonders im automati-
sierten Vorgang) deutlich vereinfacht, wenn Partikel aus nterschiedlichen Ebenen durch den
Einfang in dieselbe Ebene gebracht werden kénnen. Partikdie sich unterhalb der Falle be-

nden (siehe Abb. 5.8), kdnnen mit Hilfe der vorwarts wirkenden Streukraft in dieFokusebene
befdrdert und dort gefangen werden. Hierbei muss jedoch débstand entsprechend gering
bzw. die Intensitat entsprechend hoch gewéhlt werden, um eEin uss der Streukraft aus-
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5.3. Einfang mit axial ausgedehnten Lichfeldern

nutzen zu konnen. Partikel, die sich oberhalb der Falle beden, werden von der Streukraft
abgestoyen und kénnen nicht gefangen werden, ohne den Spathrzufokussieren.

Um den Ein uss der Streukraft axial zu erweitern muss die Irgnsitatsverteilung auf der op-
tischen Achse ausgedehnt werden. Eine bekannte MoglichiKeierzu ist der Einfang mit soge-
nannten Bessel-StrahlenS, 4, 45, 115. Diese werden mit Hilfe eines Axikorls das in einen
Gauyschen Strahl eingebracht wird, erzeugt. Die Intensitsverteilung auf der optischen Achse
hat eine axiale Ausdehnun@nax von [5]:

Zmax = (— (5.1)

wobei der O nungswinkel und n der relative Brechungsindex des Akbns ist (siehe auch
Abbildung C.2). Uber diesen Bereich andert sich die axiale Ausdehnung desntralen Maxi-
mums praktisch nicht (nicht-beugender Strahl) und bietet ddurch eine fokale Lichtlinie mit
geringer lateraler Ausdehnung, die zur Mikromanipulatioreingesetzt werden kann.

Durch die axiale Lichtlinie ist axiales optisches Fihren fegl. optical guiding) mit Hilfe von
Bessel-Strahlen sehr viel einfacher durchzufuhren, da d&étrahl im Gegensatz zu Gauystrahlen
Uber einen sehr groyen axialen Bereich lateral sehr gut ldisgert ist. Aus diesem Grund werden
Objekte lateral durch die Gradientenkraft xiert, wahrend sie axial mittels Streukraft gezielt
auf der optischen Achse verschoben werdés).[

Die bisher auf diesem Gebiet vorgestellten Arbeiten erlaeb lateralen Einfang ohne Verwen-
dung eines Mikroskopobjektivs im Nahfeld des Axikons. Um ren entsprechenden Bessel-
Strahl mit Hilfe einer hologra schen Pinzette zu erzeugenmuss beachtet werden, dass der
Lichtmodulator hier in der Fourierebene der Objektebene aebracht ist (siehe Abschnitt3.1).
Aus diesem Grund muss die Fouriertransformierte eines Axiks in den SLM eingeschrieben
werden. Diese entspricht einer ringférmigen Amplitudenndulation. Durch diese Amplituden-
modulation treten hohe Intensitatsverluste auf, da nur eirgeringer Anteil zur Erzeugung des
Bessel-Strahls genutzt werden kann. Die axiale Intensitgdusdehnung fihrt jedoch zusatzlich
zu der Amplitudenmodulation zu einer reduzierten Leistungdichte in der eigentlichen Falle.
Aus diesem Grund wurde direkt ein Axikon in das SLM eingesdeben. Da es sich hierbei
um ein reines Phasenobjekt handelt, ist mit einem deutlichegingerem Intensitatsverlust zu
rechnen. Eine schematische Darstellung der Anordnung ist Abbildung 5.9 dargestellt. Um
den Ein uss eines Axikons in der Fourierebene zu untersuamewvurden zundchst Simulationen
durchgefuhrt.

ldas alternativ auch mit Hilfe eines Phasenmodulators dargesllt werden kann
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Abbildung 5.9.: Optischer Einfang mit Hilfe eines Axikonsn der Fourierebene der Objekt-
ebene.

Abbildung 5.10 zeigt den axialen Verlauf der Amplitude und der jeweiligenntensitat eines
Lichtfelds im Objektraum bei unterschiedlichen Auspragugen des in den SLM eingeschriebe-
nen Axikons. Dabei isth, ein May fur den maximalen optischen Weg, den das Licht inneatb
des Axikons zuriicklegt. Abbildung 5.10(a) und 5.10(b) zeigen Amplitude und Intensitat oh-
ne eingeschriebenes Axikorhg = 0 ). Die Intensitatsverteilung entspricht einer beugungsbe
grenzten Fokussierung eines homogenen Strahls.

Abbildung 5.10(c) bzw. 5.10(d) und 5.10(e) bzw. 5.10(f) zeigen Amplitude und Intensitat ei-

nes Lichtfeldes mit einem Axikon vonh, =5 bzw. h, = 15 . Es zeigt sich, dass sich mit
zunehmender Axikonhohe der axiale Intensitatsbereich adshnt. Zusétzlich ist eine Defokus-
sierung zu beobachten, die im Experiment durch eine Uberkaging mit einem entsprechenden
Defokusterm ausgeglichen werden muss. Die Simulationenrden entsprechend den Expe-
rimenten fur ein 63 /1,2W Objektiv durchgefihrt.

Abbildung 5.11zeigt eine Simulation der lateralen Intensitatsverteilug eines axial ausgedehn-
ten Lichtfelds in verschiedenen z-Ebenen fir ein Axikon déidhe h, = 10 . Entgegen dem

klassischen Bessel-Strahl ist das axial ausgedehnte Lieftd nicht nicht-beugend. Es zeigt sich
jedoch, wie auch beim klassischen Bessel-Strahl, eine ktaaxiale Ausdehnung der Intensitat

auf der optischen Achse.

2In dieser Arbeit wird h, gegeniiber dem fiir physikalische Axikons aus Glas sonst iiblien O nungswinkel
als May bevorzugt, dah, unabhangig vom Abbildungsmaystab ° des SLM in die EP ist. Der Zusam-
menhang zwischerh, und st in C.2 dargestellt.
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Abbildung 5.10.: Logarithmische Darstellung der Amplitu@ (links) und Darstellung der je-
weiligen Intensitat (rechts) von mit verschiedenen Axikos erzeugten Strahlpro len in der
Objektebene. Z=0 ist die nominelle Fokusebene. Es zeigt Isieine axiale Ausdehnung der

Intensitat sowie eine Defokussierung.
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= —20um = —15um (c) z = —10um = —5um z = 0um zZ = 5um

Abbildung 5.11.: Simulation der lateralen Intensitatsveteilung eines axial ausgedehnten Licht-
felds in verschiedenen z-Ebenermf{ = 10 , 63 /1,2 Objektiv). Entgegen dem klassischen
Bessel-Strahl ist das axial ausgedehnten Lichtfeld nichicht-beugend. Trotzdem zeigt sich
eine starke axiale Ausdehnung der Intensitat auf der optisen Achse.

Wie erwartet, nimmt mit zunehmender axialer Intensitats-Awsdehnung auch die maximale In-
tensitat und damit auch der axiale Intensitatsgradient stek ab. Dies ist in Abbildung 5.12
exemplarisch fur verschiedene Axikonhohen dargestellteBn Vergleich der verschiedenen In-
tensitatskurven wurde der Ubersichtlichkeit wegen die zészlich eingefiihrte Defokussierung
nicht beachtet. Abbildung 5.13(a) stellt die Abnahme der Maximalintensitat in Abhangigkeit
der Axikonhohe h, dar. Zusatzlich wurde die axiale Ausdehnung des Strahls inbAangigkeit
der Axikonhohe ermittelt (Abb. 5.13(b)). Die axiale Ausdehnung eines Strahls wurde bis auf
eine Abnahme der Intensitat auf 10% der Maximalintensitat d niert. Es zeigt sich ein zur
Hohe des Axikons proportionales Verhalten.

Abbildung 5.14demonstriert den stabilen dreidimensionalen Einfang miteh neuartigen Licht-
feldern. Dazu wurden einige Polystyrol-Beads (Durchmegsd pm) auf einem Objekttrager
positioniert (Abbildung 5.14(a) und dann um 20 pum aus der Objektebene defokussiert, so
dass sie aufgrund der geringen Tiefenscharfe nur noch sekchlecht erkennbar sind (Ab-
bildung 5.14(b)). Die Objekte kdnnen mit Hilfe der ausgedehnten Lichtfelde(h, = 14 )
zuverlassig auf der Achse der Falle in die Fallenebene getivwerden. Im Gegensatz zu kon-
ventionellen Bessel-Strahlen ist in der Ebene maximalertensitat stabiler dreidimensionaler
Einfang moglich. Zudem konnte bei Durchfihrung der Experiente festgestellt werden, dass
der Einfangvorgang mit Hilfe von ausgedehnten Lichtfeldarim Vergleich zu konventionel-
len Lichtfeldern bei axial verschobenen Objekten schnellend zuverlassiger vonstatten geht.
Aus diesen Grinden eigenen sich axial ausgedehnte Lichdfsl sehr gut um den Einfang von
Objekten, welche sich zwischen Mikroskopobjektiv und Falbe nden, zu automatisieren.

Um die verbesserten Einfangeigenschaften des axial ausgfaten Lichtfelds genauer zu unter-
suchen, wurde folgendes Experiment durchgeftuhrt: In einde nierten Entfernung d von einem
Objekt wurde eine Falle erzeugt (siehe Abbildun.8) und die Zeit gemessen, die das Objekt
bendtigt, in die Falle gedriickt zu werden. Die Intensitatdes Einfanglasers wurde dabei so
eingestellt, dass es ohne eingeschriebenes Axikbg=0 ) nicht bzw. nur sehr schwer moglich
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Abbildung 5.12.: Axialer Intensitatsschnitt verschiedear mit unterschiedlicher Axikonhéheh,
erzeugter Strahlpro le. Die maximale Intensitat nimmt mit zunehmender Axikonhdhe ab,
wahrend die Intensitat sich axial ausdehnt. Der durch das Akon entstehende Defokus wird
hier nicht bertcksichtigt.
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Abbildung 5.13.: Eigenschaften des axial ausgedehnten hii@ld in Abh&ngigkeit der Axikon-
héhe
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5. Untersuchung neuer Einfang- und Manipulationsverfahre

(a) Beads auf dem Objekttrager (b) Defokussierung um 20 um (c) Beads axial tber 20 um in die
stabile Falle gefiihrt

Abbildung 5.14.: Einfang von 3 Polystyrol-Beads mit Hilfe gial ausgedehnter Lichtfelder. Mit
Hilfe dieser Lichtfelder ist es mdglich, Objekte Uber einewerhaltnisméyig groyen Bereich
(hier 20 pm bei einem Objektdurchmesser von 3 pum) sicher euriangen und sowohl axial
als auch lateral in der Fokusebene einzufangen.

war, das Objekt einzufangen. Abbildungs.15 zeigt die Einfangdauer eines Polystyrol-Beads
mit dem Durchmesser von etwa 3 pm in Abh&ngigkeit der zum Eiahg verwendeten Axikon-
hohe h, fur verschiedene Abstandal. Es wurden jeweils zwischen 10 und 20 Messungen pro
Axikonhohe durchgefiihrt und der Mittelwert sowie die Standrdabweichung ermittelt. Im Ver-
lauf der Messungen konnte festgestellt werden, dass der tamgvorgang mit eingeschriebenem
Axikon schneller und zuverlassiger vonstatten geht als beinem traditionellen Einfangfeld.
Die Zuverlassigkeit zeigt sich in der Variation der Einfandauer der einzelnen Messungen und
somit in der Standardabweichung, welche ebenfalls in Abdiing 5.15 dargestellt ist. Trotz
abnehmender maximaler Intensitat kann der Einfangvorganglso deutlich verbessert werden.

Zudem konnte festgestellt werden, dass sich mit zunehmemndeAbstand d das Minimum
der Einfangdauer zu héheren Axikonhéhen hin verschiebt. Wédnd fur einen Abstand von
d =10 pum ein Axikon mit einer Hohe von etwah, =4-10 vorteilhaft ist, ist fir einen Ab-
stand von d=20 pm ein Axikon der Hoheh, =10-17 glnstig. Erhdht man die Axikonhdhe
Uber den gunstigen Bereich hinaus, so nimmt die Einfangdaueieder leicht zu, was auf einen
Kompromiss zwischen Ausdehnung der Falle und Abnahme derténsitat schlieyen lasst. Die
optimale Axikonhdhe ist somit vom axialen Abstand des Objdks zur Falle abhangig, wes-
halb das Axikon der Anwendung angepasst werden kann. Im Gegatz zu konventionellen
Bessel-Strahlen ist hier ein stabiler dreidimensionaleriffang madglich. Diese Fallen eignen
sich also sehr gut zur Realisierung des automatischen Eingm Es sind allerdings weitere,
ausfuhrliche Untersuchungen notwendig, um das axial ausfghnte Lichtfeld an die jeweilige
Aufgabenstellung anpassen zu kénnen.

94



5.3. Einfang mit axial ausgedehnten Lichfeldern

Abstand 10 mm Abstand 15 mm
14f 12
) )
212 2,
= — 10t
g 10 g
© ©
S gl S
& 58
S 6 =
w w
4t 6
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
h 1] h 1]
(a) Abstand d =10 pm (b) Abstand d =15 pm
Abstand 20 mm
16! 50’
[}
LD,
o 40/
©
©
(@)
& 30F
£
w
201
0 5 10 15 20
h 1]

(c) Abstand d =20 pm

Abbildung 5.15.: Dauer bis zum Einfang eines 3 um-Objektesbverschiedenen Abstanden
der Falle zum Objekt. Der axiale Einfangvorgang kann mit Hie eines Axikons beschleu-
nigt werden. Zudem nimmt die Zuverlassigkeit des Einfangsrzu. Die optimale Axikonhdhe
hangt dabei vom axialen Abstand des Objekts zur Falle ab. DiEehlerbalken stellen die
Standardabweichung bei der Messung der Einfangzeit dar.
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(@) (b)

Abbildung 5.16.: Schema der Funktionsweise von hologralsen Doppelfallen: Zwei hologra-
sch defokussierte Fallen werden durch Re exion an einer sgyelnden Flache Ubereinander-
gelegt.

5.4. Hologra sche Doppelfallen

Der Einsatz von Einzelfallen in Kombination mit Mikro uidi k-Systemen bringt verschiedene
Nachteile mit sich. Neben der hohen Leistungsdichte, die z&chadigung biologischer Pro-
ben fuhren kann (siehe Abschnit.2), fuhrt die hohe numerische Apertur zu einem geringen
Arbeitsabstand. Hier kann bereits die Deckelung der Mikraiidik-Komponenten ein Problem
darstellen. Zudem kann je nach geometrischen Abmayen daskikiskopobjektiv mit Zu- und
Ab Ussen der Mikro uidik-Komponenten kollidieren.

Aus diesem Grund sind in Kombination mit Mikro uidik-Systemen so genannte Doppelfallen
vorteilhaft (siehe Abschnitt 3.4.1). Doppelfallen sind mit Objektiven mit geringer numeriscer
Apertur realisierbar. Dies fuhrt aufgrund einer geringeme Lichtkonzentration zu einem gerin-
geren Schadigungspotential der Zellen. Zudem kann mit hilea Arbeitsabstanden gearbeitet
werden. Andererseits sind sie jedoch gegeniiber Einze#alimit einem erheblichen apparativen
Mehraufwand verbunden.

Aus diesem Grund wurde im Rahmen dieser Arbeit eine neue Art ndDoppelfallen vorge-
stellt, die mit Hilfe hologra scher Pinzetten realisiert werden kann: so genannte hologra sche
Doppelfallen (Twin Traps [187]). Diese neue Art der Doppelfallen Iasst sich in ein Standdr
Mikroskop mit einem einzigen MO implementieren und umgehtosnit den Nachteil des hohen
apparativen Aufwands herkémmlicher Doppelfallen.
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5.4. Hologra sche Doppelfallen

Dabei werden mittels des SLM zwei unterschiedlich defokusde Lichtfelder generiert, die

zwei zueinander axial verschobene Fallen in der Objektel=erzeugen. Durch Re exion ei-
ner der Fallen an einem dichroitischen Spiegebder an der dichroitischen Deckelung einer
Mikro uidik kommen die beiden Foki in derselben Position imRaum aufeinander zu liegen
(siehe Abb.5.16. Somit entstehen zwei gegenléu ge konvergierende Kugellen. Die Justage

der Fallen zueinander sowie die Positionierung erfolgen tnoher Genauigkeit und ohne den
Einsatz mechanischer Komponenten mittels Software. Zudekann auf einfache Weise eine
Aberrationskorrektur implementiert werden.

Hologra sche Doppelfallen erzielen bei Verwendung einerittteren numerischen Apertur (in
dieser Arbeit wurde der Einfang fir ein Objektiv mit einer NAvon 0,7 untersucht) optimale
Einfangbedingungen, wenn die Foki exakt aufeinander liegeDurch diese Geometrie nutzen
sie axial nur die Gradientenkraft, da sich die Streukrafte & gegenlau gen Fallen genau ausl6-
schen. Folglich hangt die axiale Einfangkraft von holograschen Doppelfallen von der NA des
Objektivs ab. Konventionelle Doppelfallen hingegen nutredas Gleichgewicht der Streukraft
der gegenlau gen Fallen um axialen Einfang zu ermdgliche®ies wird durch einen kleinen
Abstand zwischen den Foki realisiert. Zwar wird auch bei kaentionellen Doppelfallen die
Streukraft komplett ausgeléscht, wenn die Foki genau aufender liegen. Da diese Doppel-
fallen jedoch meist mit sehr niedriger Apertur arbeiten, isder axiale Gradient sehr gering.
Somit ist in diesem Fall der axiale Abstand zwischen den Fokiorteilhaft, wie numerische
Simulationen zeigen159 137.

3Ein dichroitischer Spiegel ist ein Interferenz lter, der nur einen Teil des Lichtspektrums re ektiert, wahrend
der Rest transmittiert wird. Auf diese Weise lassen sich zweiVellenlangen voneinander trennen. Vorteilhaft
dabei ist, dass einerseits der Einfanglaser re ektiert wid und andererseits die Beleuchtung transmittiert
wird, so dass eine Beobachtung ohne die stérende hochintdue Laserfalle méglich ist.
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5.4.1. Numerische Berechnung der Einfangkrafte von hologra sch en
Doppelfallen

Im Folgenden werden die hologra schen Doppelfallen eineegaueren theoretischen Betrach-
tung unterzogen. Im Besonderen wird der Ein uss des Fokusstandes betrachtet, da dieser
einen bedeutenden Unterschied zu konventionellen Doplén darstellt. Zudem muss in der
Praxis mit Aberrationen gerechnet werden (siehe hierzu Ablsnitt 5.6.2. Insbesondere werden
Aberrationen durch ein Missverhéltnis des Brechungsinde¥' oder dicke Probef eingefiihrt.
Hierbei ist die spharische Aberration dominant]54 158 90, 14(. Diese beiden Parameter
werden verstarkt in den folgenden Untersuchungen des Einfgverhaltens betrachtet.

Zur Simulation von hologra schen Doppelfallen wird in diesr Arbeit das Modell der geome-
trischen Optik angewandt, die bei = 1 pm fur Objekte mit einem Durchmesser ab etwa
5 um gultig ist [180 (siehe Abschnitt 3.4.1).

Mit Hilfe geometrischer Optik ist es (im Vergleich zu welleaptischen Modellen) relativ einfach,
komplexe Systeme zu simulieren. Diese Simulationen konnemm Beispiel Aberrationen 89
oder realitatsnahe Objekte wie Zellen mit nicht-spharis@r Form oder beliebigen Brechungs-
indexverteilungen beinhalten 23, 61].

Hologra sche Doppelfallen werden durch zwei gegenlau geirizelfallen generiert. Durch die
Interferenz der zwei Lichtfelder entsteht eine stehende e im gemeinsamen Fokus. Zemanek
et al [184 untersuchten analytisch das Einfangverhalten von Gauyisen stehenden Wellen und
fanden eine starke Abhangigkeit von Partikelgroye, Brecimgsindex und Strahltaille. Obwohl
keine Simulationen fur groye Partikel durchgefiihrt wurdeyezeigte sich eine Tendenz fiir anstei-
gende Partikelgroye und abnehmende Strahltaille: Aufgrauhdes konkurrierenden Verhaltens
der Gradientenkraft benachbarter Maxima dominiert die Grdientenkraft der Strahleinhillen-
den und zieht die Teilchen in Richtung der Strahltaille.

Zemanek et al. gelang es, gréyere Partikel mit einem Durchsser von 5 um bei einer NA
von 1,25 mit Hilfe einer stehenden Welle in der Nahe einer rektierenden Ober che zu fan-
gen [L85. Dabei fanden sie heraus, dass die stabilste Einfangpasit jene Position ist, bei der
das Partikel die meisten Minima der stehenden Welle einsayt. Basierend auf den vero ent-
lichten Ergebnissen ist jedoch nicht klar, ob die Existenzet stehenden Welle erforderlich ist
bzw. wie sehr sie den axialen Einfang wirklich verbessertalPartikel dieser Groye eine groye

4Insbesondere bei biologischen Objekten wird in der Mikroséipie hau g nicht das Immersionsmedium, fir das
das Mikroskopobjektiv optimiert wurde, verwendet, sondemn beispielsweise das Nahrmedium, in dem sich
die Objekte be nden. Die Abweichung der Brechzahl des Immer®nsmediums kann Aberrationen einfihren.

SBiologische Objekte wie Gewebeproben oder lebende Objekigeisen eine gewisse Dicke auf, durch die die
interessierende Ebene abgebildet wird.
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5.4. Hologra sche Doppelfallen

Abbildung 5.17.: Lateraler Fokusabstandd, und axialer Fokusabstandd, der gegenlau gen
Fallen.

Anzahl von Maxima und Minima der stehenden Welle einschliep, ist anzunehmen, dass der
Ein uss der stehenden Welle selbst sehr gering ist und dergeintliche E ekt auf die Ausl6-
schung der Streukraft aufgrund der gegenldu gen Wellen ziickzufihren ist (siehe Abschnitt
5.4). Dies steht in Ubereinstimmung mit den konventionellen Dppelfallen, die durch inkoha-
rente Uberlagerung erzeugt werderl 75 24]. Aus diesem Grund kann die geometrische Optik
fur die Simulation von hologra schen Doppelfallen bei gran Teilchen mit guter Naherung
verwendet werden, obwohl der Ein uss der stehenden Wellednbei nicht beriicksichtigt wird.

Hologra sche Doppelfallen bestehen aus zwei gegenlau gé&inzelfallen und kdnnen somit
durch die Uberlagerung der Kraftfelder zweier Einzelfalfe simuliert werden. Durch Beein-

ussung des Intensitatsverhaltnisses der gegenlau gen Fen lasst sich bei konventionellen
Doppelfallen die axiale Lage der Gleichgewichtspositiorebin ussen [L35. Da sich die axiale

Lage und damit die der Gleichgewichtsposition der holograchen Doppelfallen einfach per
Software steuern lasst, wurde dieser Ansatz nicht weiter Melgt und fir die gegenlau gen

Einzelfallen gleiche Intensitat angenommen.

Die e ektive NA der Einzelfallen éandert sich in Abhangigkei des eingeschriebenen Defokus
(siehe hierzu Abbildung5.18. Der theoretisch maximal mogliche Defokus mit einem 500,7
Objektiv in der hier verwendeten Anordnung betragt etwa 286 um (siehe Tabell&.4). Bei ei-
nem solch starken Defokus andert sich die e ektive NA, mit dedie Strahlen fokussiert werden
um bis zu 27%. Ein geringer Defokus von etwa 100 pm (Defokusiei Falle von 100 pm ent-
spricht einer Position der Falle ca. 50 pm vom Spiegel entfef) fiihrt nur zu geringen Ande-

SLiegt die vorwértsgerichtete Falle in der Brennweite des MQ dann wird nur die gegenldu ge Falle defokus-
siert. Aufgrund der Re exion muss sie den Weg zwischen Fokuseene und Spiegel zweimal zuriicklegen,
weshalb der Abstand der Fallen zum Spiegel der halben Defoksgrung entspricht.
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rungen der NA von weniger als 3% (siehe Abth.18. Gerade in Mikro uidik-Anwendungen
werden keine bedeutend héheren Abstéande von der dichrodien Mikro uidik Deckelung er-
wartet. Somit kann die jeweilige zur Generierung der gegéini gen Fallen wirksame e ektive
NA néherungsweise als gleich angenommen werden.

Da aus diesen Grunden die gegenlau gen Einzelfallen als misch in Intensitat, Groye und
NA angenommen wurden, konnten die Simulationen der hologsahen Doppelfallen durch
die Simulation der Einfangkraft von Einzelfallen durchgefhrt werden, welche dann gespie-
gelt und miteinander kombiniert wurden. Es ist anzumerkendass hierbei nicht die eigentliche
Einfangkraft, sondern der zur Einfangkraft proportionaleWirkungsgrad Qst (oder auch Ein-
fange zienz) einer Einzelfalle simuliert wurde, da diesemunabhangig von der eingesetzten
Laserleistung, und damit besser vergleichbar ist (siehe €¢hung3.23. Die Einfange zienz
der hologra schen DoppelfallerQ+t kann also auf folgende Weise berechnet werden:

Qrr(X;y;2) = Qst(X;y;2)=2+ Qs7(X + Oi;y + dy; 2+ d;)=2; (5.2)

wobeid, und d, der laterale Abstand undd, der axiale Abstand zwischen den Foki sind (siehe
hierzu Abbildung 5.17). Daraus ergeben sich die laterale Einfange zien®),, bzw. Q, sowie
die axiale Einfange zienz Q,:

Qx = Qr7(X;0;0) (5.3)
Qy = Qrr(0;y;0) (5.4)
Q: = Qr7(0;0;2) (5.5)

Beim Vorhandensein von Aberrationen wurde die Fokuspositn durch Optimierung im sequen-

tiellen Modus von Zemax gefunden. Die Meritfunktion wurde abei so gewahlt, dass bei der
Optimierung der kleinste Spotradius (Methode zur Minimieung der Fehlerquadrate) gefunden
wurde.

Simulation der hologra schen Doppelfallen basierend auf geometische r Optik

Wie bereits in Abschnitt 3.4.1ausgefuhrt, werden optische Krafte in zwei Komponenten ayg-

teilt: die Streukraft und die Gradientenkraft. Die Gradiertenkraft zieht ein Objekt, das einen
hoheren Brechungsindex als das umgebende Medium hat, in Riahg hdchster Intensitét.

Die Streukraft hingegen druickt das Partikel in Ausbreitungrichtung des Lichts aus der Falle
heraus. Um stabilen Einfang zu erzielen, muss die Gradientegaft groyer als die Streukraft

sein.
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Abbildung 5.18.: Abhangigkeit der e ektiven numerischen Aertur vom induzierten Defokus
fur zwei verschiedene Mikroskopobjektive (50/0,7 and 20 /0,45).

Die Einfangkraft ist abhangig vom den Ein- und Austrittswirkeln der Strahlen sowie von
Re exions- und Transmissionskoe zienten (siehe Abschnitt3.4.7). Im Fall einer analytischen
LAésung muss diese fir jeden einzelnen Eingangsstrahl gefen werden und Uber die einzelnen
Strahlen integriert werden, um die Einfange zienz der Falée zu nden [143.

Eine hohere Flexibilitat ermdglicht die Anwendung eines &hldurchrechnungsprogramms wie

Zemax. Die Strahldurchrechnung durch das System erfolgtédrbei fir jeden einzelnen Ein-

gangsstrahl ohne die Losung analytischer Formeln. Auf de¥Veise ist es mdglich, auf einfache
Weise im Rahmen der geometrischen Optik komplexe Einfangsgse zu modellieren, die zum

Beispiel beliebige Lichtfelder oder Objektformen und Indeverteilungen beriicksichtigen.

Modellierung der Einzelfallen in Zemax:  Die Strahldurchrechnung wurde im nicht-sequen-
tiellen Modus durchgefiihrt, um Mehrfachre exionen zu beréksichtigen. Abbildung5.19zeigt
exemplarisch eine aberrierte Einzelfalle inklusive der #tetenden Mehrfachre exionen (zu
erkennen an den seitlich austretenden Strahlen). Die Dungdthnung jedes einzelnen Strahls
und seiner Verastelungen wird in einer Strahldatenbank gesichert und mit Hilfe von Matlab
analysiert. Die Impusanderung eines (ohne Verluste durcimeObjekt transmittierten) Strahls
basiert auf der Richtungsanderung des Lichtstrahl&,,; Ki, (siehe Abbildung 3.6). In der
vorliegenden Simulation werden Mehrfachre exionen berlsichtigt, wodurch der einfallende
Strahl m mit der Intensitat |, in eine bestimmte Anzahll,, von Asten mit jeweils der In-
tensitat |1, aufgeteilt wird. Aus diesem Grund wird bei der Berechnung devirkenden Kraft
(Summe aller Impulsdnderungen) der Einheitsvektor (norrerte Richtungsvektor) des einfal-
lenden (n) bzw. ausfallenden ¢ut) Strahls mit seiner jeweiligen Intensitat gewichtet. Mit Hife
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Abbildung 5.19.: Exemplarische Strahldurchrechnung einéinzelfalle mit spharischer Aber-
ration unter Bertcksichtigung von Mehrfachre exionen in Z2max.

von Gleichung3.23l4asst sich damit die von der Laserleistung unabhéngige Earige zienz Q
aus der Kraft F bestimmen:

Xn Xm * out . NG *in
il R @ X q,A: (5.6)

Die dreidimensionale Kraft, die auf ein Partikel wirkt, kam ermittelt werden, indem fir jede

Partikelposition (relativ zur Falle) eine Strahldurchredinung durchgeftihrt wird. Um Berech-
nungszeit einzusparen, besteht im Fall von achsensymmsthen Fallen die Mdglichkeit, die
axiale Position der Falle nur in einem Quadranten (positive und y- Koordinaten) zu variieren.

Die Lichtquelle wurde als homogen Uber die Eintrittspupi# angenommen. Polarisationse ekte
wurden nicht beriicksichtigt, da diese bei einer mittleren N von 0,7 (fir welche die folgenden
Simulationen durchgefuhrt wurden) sehr gering sind. Grursidtzlich sind mit dieser Methode
der Kraftsimulation jedoch beliebige Lichtverteilungen and auch Polarisationse ekte model-
lierbar.

Fur jede einzelne Strahldurchrechnung wurden 300 Strahlemrwendet, die zuféllig tber die
gesamte Eintrittspupille verteilt waren. Um sicherzustdén, dass diese limitierte Anzahl der
Strahlen ausreicht, wurden die Ergebnisse mit einer Strahdrchrechnung von 10.000 Strahlen
fur ein 10 pm Objekt verglichen. Die Abweichung der maximaleE zienz ’ Qe liegt hier bei
etwa 4%, wahrend die Abweichung der Fallensteifh&it nahezu unbedeutend ist.

"proportional zu der Kraft, die benétigt wird, um das eingefangene Objekt aus der Falle zu entfernen
8de niert durch die Steigung der E zienzkurve im Gleichgewi chtspunkt, vgl. Abschnitt 3.4.1

102



5.4. Hologra sche Doppelfallen

Modellierungs-Parameter:  Der Aufbau wurde entsprechend typischer Einfangbedingueg
in der Praxis modelliert. Dazu wurde eine homogene ebene Vegemit einer Wellenlange von
1,064 um mit Hilfe eines Wasserimmersionsobjektivs mit e&n NA von 0,7 fokussiert. Als
Objekt diente eine Sphare mit einem Durchmesser v@ng = 10 um und einem Brechungsindex
von np=1,4 (der Brechungsindex von Zellen liegt typischerweisenvischen 1,3 und 1,5, kann
aber in Extremféllen bis zu 1,7 betragen1b4 15). Als Umgebungsmedium wurde Wasser
eingesetzt oy =1;327bei =1,064 um).

Das in Zemax erstellte Modell gehorcht der Tangens-Bedingg. Da kommerziell erhéltliche
Mikroskopobjektive jedoch in aller Regel der Sinus-Bedingg gehorchen, wurde zusatzlich ein
Apodisationsfaktor A auf die Intensitat angewendet 157 62]. Dieser ist gegeben durch:

A( ) = cos*(); (5.7)

wobei der Einfallswinkel auf die optische Achse ist. Vor allem bei Einfang mit mittlerer
bis groyer NA hat dies einen groyen Ein uss (siehe hierzu dué@nhang C.3).

Modellierung von Aberrationen:  Eine typische Ursache fir Aberrationen ist das Verwen-
den eines Deckglases. Ist das Objektiv nicht fir diesen Falbrrigiert, fihrt die planparallele
Platte im fokussierten Strahl spharische Aberration ein. B der Ein uss der Aberrationen
maoglichst realitdtsnah simuliert werden soll, wurde zur Mdellierung der spharischen Aber-
ration ein Deckglas in den fokussierten Strahl gebracht undur Anderung der Starke der
spharischen Aberration verschiedene ImmersionsmedienduDeckglas-Materialien eingesetzt.
Die Starke der Aberrationen werden durch Zernikekoe ziergn (siehe Anhandg ) beschrieben.
Ein Standard-Deckglas der Dicke 170 pm (BK7, n=1,507 bei=1,064 pm) fuhrt bei einem
Objektiv mit der NA=0,7 eine sphérische Aberration vonZs,=0,1 ein.

Diskussion der Simulationsergebnisse

Wichtige Parameter zur Charakterisierung einer Falle sindum einen die Fallensteifheit
(siehe Abschnitt3.4.1) und zum anderen die maximale E zienzQ.s.. Die Fallensteifheit wird
ermittelt aus der Steigung der Kraftkurve (Kraft aufgetragen Gber die Objektposition). Die
maximale E zienz Qes. iSt proportional zur Fluchtkraft Feg, die benotigt wird, um das ein-
gefangene Objekt aus der Falle zu entfernen, und entspridbétragsmayig dem Maximum der
Einfange zienz [39].

Abbildung 5.20zeigt die axiale Einfange zienzQ, eines MOs mit einer NA von 0,7. Die gestri-
chelte Linie zeigt die Einfange zienz einer Einzelfalle. e axiale E zienz (und damit auch die
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Abbildung 5.20.: Vergleich axialer Einfange zienz von Eirzelfallen und hologra schen Dop-
pelfallen bei gleicher Gesamtintensitét bei einer NA von 0, Die maximale axiale E zienz in
vorwarts gerichteter Richtung wird fir hologra sche Doppéfallen deutlich verbessert. Eine
axial symmetrische Falle kann mit Hilfe von hologra schen Dppelfallen realisiert werden.

Kraft) ist unsymmetrisch und zeigt eine starke Tendenz, daBartikel in positiver z Richtung
aus der Falle zu dricken. Ursache hierfur ist die vorwarts vikende Streukraft: Be ndet sich
das Objekt in negativer z Richtung und damit vor der Falle, sobewirken sowohl Gradienten-
als auch Streukraft den Einfang. Be ndet sich das Objekt jedich in positiver z Richtung und
damit hinter der Falle, so wirkt die Streukraft der Gradienenkraft entgegen. Da der Antell
der Gradientenkraft mit abnehmender numerischer Apertur aéfgrund des reduzierten Inten-
sitatsgradienten abnimmt, wird der Ein uss der Streukraftund somit auch die Unsymmetrie
starker. Der Einsatz von hologra schen Doppelfallen hinggen fuhrt unabhangig von der nu-
merischen Apertur zu einer symmetrischen axialen Einfangdft (Abb. 5.2Q durchgezogene
Linie), da die Streukraft bei richtiger Justage ¢, = 0) vollstandig ausgeltscht wird. Vergleicht
man dies mit einer Einzelfalle gleicher Gesamtintensitago fiihren hologra sche Doppelfallen
zu einer Verbesserung der maximalen axialen Einfange zienin +z Richtung um ca. 50%
(1,48 fach im Vergleich zu einer Einzelfalle). Mit abnehmeder numerischer Apertur steigt
diese Verbesserung der maximalen axialen Einfange zienm #z Richtung an. Beispielsweise
fuhren hologra sche Doppelfallen bei einer NA von 0,45 zu rheals einer Verdopplung der
maximalen axialen Einfange zienz (2,13 fach, siehe189).

Abbildung 5.21(a) zeigt die axiale Einfange zienz Q, einer Einzelfalle unter Ein uss verschie-
den starker spharischer Aberration. Die Fallensteifheit wird durch mayig starke Aberration

leicht erhéht. Dieses Verhalten konnte ebenfalls von Fallam et. al. [39 flr eine numerische
Apertur von Kleiner als 1,0 gefunden werden. Jedoch nimmt miéunehmender sphérischer

104



5.4. Hologra sche Doppelfallen

0.08 : 0.3 :
—2Z_,=0l —2Z,=01

0.067 —2,=011 || 0.2} —2Z7,=0.1I

0.04! ---Z.,=0.18 | 0.1l o |---2,=0.151 |
---SA=041 || | Y] - -ZSAZOA |

ON 002’ O’ 0
of 01
-0.02 ¢
0.2t
-0.04 t
-20 -10 0 10 20 -5 0 5
Dz [nm] Dx [mm]

(@) (b)

Abbildung 5.21.: Laterale und axiale Einfange zienz eineiEinzelfalle unter dem Ein uss ver-
schieden starker sphéarischer Aberration. Bei achssymmisthen Fallen gleicht die laterale
E zienz von Einzelfallen der von hologra schen Doppelfaken.

Aberration die maximale E zienz in negativer axialer Richtung stark ab. In positiver axialer

Richtung erreicht die maximale E zienz ein Maximum bei einersphéarischen Aberration von
Zsan 0,1 . Die Gleichgewichtsposition des Objekts verschiebt sickxial durch Verschiebung
des Fokus beim Einfihren von spharischer Aberration. Zum bgeren Vergleich der Kurven
zeigt Abbildung 5.21(a)die Einfange zienz relativ zum geometrischen Fokus (gefuhen durch

Optimierung in Zemax).

Abbildung 5.21(b) zeigt die laterale Einfange zienz Qy unter dem Ein uss verschieden starker
spharischer Aberrationen. Wie bereits beim axialen Einfanfgstgestellt werden konnte, wird
auch beim lateralen Einfang bei geringer spharischer Abatron nur die maximale E zienz,
nicht jedoch die Kraftkonstante beein usst. Es ist anzumeken, dass Abbildung5.21(b) gleich-
zeitig die laterale Einfange zienz von hologra schen Dopgelfallen zeigt, da diese denen von
Einzelfallen gleicht.

Abbildung 5.22 zeigt die Einfange zienz- bzw. das Kraftfeld einer Einzelille (Abb. 5.22(a)
bzw. verschiedener nicht-aberrierter hologra scher Domifallen (Abb. 5.22(b) 5.22(e) mit
einer NA von 0,7. Die Hohenlinien stellen das Einfangpoteat (siehe Abschnitt 3.4.1) dar.
Kleine Unstetigkeiten der Hohenlinien sind auf numerischArtefakte des einfachen numeri-
schen Integrationsalgorithmus zurtickzufihren.

Abbildung 5.22(b) stellt die Einfange zienz einer hologra schen Doppelfale ohne Fokusab-
stand (d,=0) dar. Es zeigt sich, dass wie flur mittlere NA erwartet die laterale Einfange -
zienz deutlich stérker ist als die axiale Einfange zienz. B ist zu bemerken, dass die laterale
Einfange zienz im Falle von guter Justage und nicht-aberrieten Fallen bei hologra schen
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(c) Doppelfalle d,=4,0 um (d) Doppelfalle dy=2,0 um, d,=0 um
Abbildung 5.22.: x/z Ebene einer Einzelfalle (a) sowie eir hologra schen Doppelfalle ohne

(b) und mit (c) Fokusabstand d,. Die Pfeillange sowie die Dichte der Konturlinien reprasen
tiert die Starke der Kraft.
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(e) Doppelfalle dy=3,2 um, d,=1,6 um

Abbildung 5.22.: x/z Ebene einer hologra schen Doppelfaé mit lateraler Verschiebungd, =
2 um (a) sowie lateraler und axialer Verschiebungd{ = 3;2 um und d, = 1;6 um). Laterale
Verschiebungen fiihren zu einer unsymmetrischen Falle undrknen somit zu einem instabilen
Einfang fuhren. Die Pfeillange sowie die Dichte der Kontunien reprasentiert die Starke der
Kraft.

Doppelfallen mit der von Einzelfallen Ubereinstimmt. Das xaale Potential jedoch wird auf-
grund der hologra schen Doppelfallen symmetrisch und erngticht dadurch stabilen axialen
Einfang. Zum Vergleich zeigt Abb.5.22(a) die unsymmetrische Einfange zienz einer Einzel-
falle.

Abbildung 5.22(c)und 5.22(d) zeigen dejustierte hologra sche Doppelfallen mit einem &en
Fokusabstand vond,= 4 um bzw. einem lateralen Fokusabstand vom,=2,0 um. Wahrend
eine axiale Dejustage vord,= 4 um lediglich eine Verringerung von lateraler und axialer
Einfange zienz (siehe auch Abb.5.23 zur Folge hat, reagieren hologra sche Doppelfallen
deutlich emp ndlicher auf laterale Dejustage. Bereits ei@ Dejustage umd,=2,0 um bewirkt
eine starke Asymmetrie, die zur Instabilitat der Falle beitigt. Dies war zu erwarten, da der
Spotradius weniger als 1 um betragt. Fallen, bei denen sowaine starke laterale als auch
axiale Verschiebung vorliegt (Abb.5.22(e), sind nicht mehr zum Einfang geeignet.

Abbildung 5.23 zeigt die maximale axiale Einfange zienzQes. und die axiale Kraftkonstante
in Abhangigkeit des Fokusabstandsl,. Au allig ist, dass kleine Fokusabstande von bis zu
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5 um die Kraftkonstante nicht beein ussen (Abb. 5.23b), gestrichelte Linie). Die maxi-
male E zienz nimmt stark ab und konvergiert gegen die maximée E zienz einer Einzelfalle
(Abb. 5.23a), gestrichelte Linie). Abbildungen5.24a) und (b) zeigen den Grund fir diese
Verhalten: Ein positiver Fokusabstandd, fiihrt zu einer reduzierten Uberlappung der Fallen,
wobei ein negativer Fokusabstand zu einer ansteigenden Wlaepung fiihrt. In beiden Fal-
len wirkt die Streukraft der gegenlau gen Einzelfallen in @weils entgegengesetzter Richtung
und wird somit ausgeldscht. Im Falle eines optimierten Folsabstandes (d.h. bei Abwesen-
heit von Aberrationen im Fall d,=0 um ) wird die Streukraft komplett ausgeléscht und die
Gradientenkraft ist die einzige wirksame KraftkomponenteEin vorhandener Fokusabstand
hingegen zerstort diese Balance. Wie bereits erwéhnt fihrinekleiner Fokusabstand nur zu
einer Reduzierung der maximalen E zienz. Ein groyer Fokusaiand hingegen fuhrt neben
der reduzierten maximalen E zienz in einem kleinen Bereib zu einer stark ansteigenden
Kraftkonstante (Abb. 5.24a)). Je groyer der Abstand, desto geringer ist der Ein uss deein-
zelnen Fallen aufeinander. Aus diesem Grund sinkt die maxate E zienz auf das Ausmay der
maximalen E zienz einer Einzelfalle. Ein zu groyer Abstandfiihrt in beiden Féllen (positiv
und negativ) zu einer negativen Fallensteifheit in der Mitte zwischen beiden Einzelfal-
len und damit zu instabilem Einfang (Abb.5.24c)). Im Falle eines positiven Fokusabstands
treten neben dieser instabilen Einfangposition zusatath zwei stabile Einfangpositionen
mit relativ geringer Kraftkonstante auf, wie in Abbildung 5.24c) zu erkennen ist (vergleiche
hierzu [110).

Dasselbe Verhalten wurde auch bei aberrierten hologra seh Doppelfallen ermittelt. Aber im
Gegensatz zum Fall ohne Aberrationen wurde in diesem Fallstgestellt, dass die maximale
E zienz mit Einfihren einer gewissen Fokusseparation ansigt (Abb. 5.23a), durchgezogene
Linie). Bei einer typischen spharischen Aberration voZs, = 0;1 und den bereits genannten
Parametern sollte ein Fokusabstand von etwa 1 bis 1,6 um eafghrt werden (siehe hierzu
Abb. 5.23. Auf diese Weise kann der Verlust an maximaler E zienz aufgund der sphéarischen
Aberration von Zsp, =0;1 von 23% beid,=0 auf weniger als 15% reduziert werden.
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Abbildung 5.23.: (a) Axiale maximale E zienz Qesc Und (b) axiale Fallensteifheit in Abhan-
gigkeit des Fokusabstandsl, bei einer nicht-aberrierten Falle und einer Falle mit sphascher

Aberration Zsa =0;1 .
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5. Untersuchung neuer Einfang- und Manipulationsverfahre

Abbildung 5.24.: Entstehung von hologra schen Doppelfadin aus zwei gegenlau gen Fallen
mit verschiedenen Fokusabstanden ((ad,=-15 um, (b) d,=15 um, (c¢) d,=20 um ). Bei zu
groyem positiven oder negativen Abstand steigt die Falletesfheit (de niert als Steigung im
Gleichgewichtspunkt) an, bis sie positiv wird. Dies fuhrt merseits zu instabilem Einfang am
bisherigen Gleichgewichtspunkt, andererseits entstehenséatzlich zwei stabile Einfangposi-
tionen mit relativ geringer Kraftkonstante.
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5.4.2. Experimentelle Veri kation

Zur Demonstration der Funktionsweise von hologra schen Oapelfallen wurde das Zeiss Epi-
plan 50 /0,7 zur Rekonstruktion der Fallen eingesetzt.

Die Partikel wurden in einer selbstgefertigten Kammer in Weser geldst. Die Basis der Kammer
bildete ein dichroitischer Spiegel. Der Abstand zum Declag (Dicke 170 pum) wurde mit zwei
zusatzlichen Abstandshaltern (ebenfalls 170 um) erzeugt.

Das Fourierhologramm zur Erzeugung von hologra schen Dopfiallen kann aus einer einfa-
chen Superposition zweier unterschiedlich stark defokusger komplexer Amplituden berech-
net werden (siehe Gleichun@.3).

Gleichung 3.5 stellt schlieylich die einfachste Methode dar, ein komples Lichtfeld H (x;y) in
ein Phasenfeld zu konvertieren, das in das phase only SLMngieschrieben wird.

Abbildung 5.25demonstriert die Funktionsfahigkeit der hologra schen Dppelfallen. Ein Po-

lystyrol-Bead mit einem Durchmesser von 3 um wurde dreidimsional mit hologra schen

Doppelfallen eingefangen (Abb5.25a)). Wird das Hologramm flr die gegenlau ge Falle aus-
geschaltet, so wird das Bead aufgrund der starken vorwartsgchteten Streukraft aus der
verbleibenden Einzelfalle heraus (Abbildund.25b)) gegen die Spiegel ache gedrickt (Ab-
bildung 5.25c)). Der Abstand der hologra schen Doppelfallen zur Spiegj &che betrug bei

diesem Experiment ca. 25 pm.

Wie bereits in den Simulationen festgestellt werden konnterfordert der erfolgreiche Einfang
mit hologra schen Doppelfallen eine hochgenaue Justage d&llen zueinander. Hierzu wurden
die Fallen unabhéngig voneinander lateral justiert sowieeten Aberrationen korrigiert (itera-
tiv per manueller Einstellung der Zernikekoe zienten in de& Hologramm Software 130). Die
stabile Trappingposition wurde gefunden, indem ein Partiéd mit Hilfe der Streukraft einer Ein-
zelfalle nach oben geschoben wurde. Durch Nachfokussigrudes Mikroskopobjektivs konnte
das Partikel so lange nach oben befdrdert werden, bis die dorRe exion entgegenlaufende
zweite Falle das Partikel in einer stabilen Position xiert

Dieser Einfangprozess ist sehr aufwandig und erfordert urm der Praxis anwendbar zu
sein eine Vereinfachung. Hierzu ist eine Automatisierundes Einfangvorgangs unabdingbar.
Zudem kann, wie bereits erwahnt, die laterale und axiale Begung des Partikels mit hoher
Genauigkeit durch Steuerung per Software erreicht werdeSowohl die Automatisierung des
Einfangprozesses als auch die Steuerung per Software seime hochgenaue Kalibrierung von
Fallenposition und Hologrammparametern voraus. Im Rahmenieser Arbeit wurde deshalb
ein Verfahren zur dreidimensionalen Kalibrierung unterstht (siehe Abschnitt5.6).
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Abbildung 5.25.: Stabiler axialer Einfang mit einer hologa schen Doppelfalle (a). Wird die ge-
genlau ge Falle durch Anderung des Hologramms ausgesdl, so wird das Bead aufgrund
der stark vorwarts gerichteten Streukraft aus dem Fokus haus (b) gegen den re ektierenden
dichroitischen Spiegel gedrtickt (c).

Ein Ubergang zu geringerer NA konnte hierbei den Einfangpzess vereinfachen, da er geringere
Anforderungen an die Genauigkeit der Kalibrierung und Posonierung der Fallen stellt.

Nach Abschluss der Arbeiten an den hologra schen Doppelfah wurde der Ansatz von der
Arbeitsgruppe um M. Ritsch-Marte an der Medizinischen Uniuesitéat Innsbruck dbernommen
und weiterverfolgt [L27]. Die Arbeitsgruppe fand dabei heraus, dass eine weitere Réton der
NA (NA=0,1-0,2) den Einfangprozess vereinfacht. Aufgrundier geringen NA liegen die Spots
dabei nicht exakt aufeinander, sondern ein Fallenabstandtivorteilhaft. Dies steht in Uber-
einstimmung mit Arbeiten zu konventionellen DoppelfallenAufgrund der geringen NA und
Vergréyerung der verwendeten Objektive und der somit sehiuten Telezentrie der Objekti-
ve, ist dabei keine exakte dreidimensionale Kalibrierung @hr erforderlich. Die Arbeitsgruppe
konnte so den Einfang und die Bewegung vieler Objekte glergitig sowie den Einfang groyer
Objekte (bis zu 100 um) demonstrierenlpy.
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5.4.3. Hologra sches 4 -Mikroskop

Neben der eigentlichen Funktion der oben erlauterten Anording als hologra sche Doppel-
fallen konnte eine starke Ahnlichkeit zu der Kon guration énes 4 -Mikroskops festgestellt
werden. Bei einem 4-Mikroskop handelt es sich um ein konfokales (Fluoreszeh#ikroskop,
das durch Beleuchtung bzw. Detektion mit zwei gegenliberjenden Mikroskopobjektiven mit
hoher numerischer Apertur nahezu einen Raumwinkel von 4abdeckt und damit eine Erho-
hung der (in erster Linie) axialen Au dsung erreicht (n&hee Erlauterung siehe unten). Ein
solches Mikroskop ist mechanisch und optisch sehr aufwégdind aus diesem Grund auch sehr
teuer.

Eine Realisierung mit Hilfe eines Lichtmodulators entspréend dem Prinzip der hologra schen
Doppelfallen (siehe Abbildung5.16 hat diverse Vorteile. Zum einen ist die Implementierung
deutlich kostenguinstiger, da nur ein einziges Mikroskopgktiv benotigt wird und der zwei-
te Strahlengang sowie die hochgenaue Justage mit Piezoelatar eingespart werden kann.
Zum anderen ermoglicht ein solcher Aufbau die Korrektur vorberrationen, die durch eine
kostengunstigere Optik induziert werden sowie das Abscagm des Fokus mittels Software.

Zur Uberpriifung, ob der Aufbau auch zur hologra schen Genirung eines 4-Mikroskops ge-
eignet ist, wurde der in Abschnitt4.1beschriebene Aufbau leicht modi ziert und erste Versuche
durchgefiuhrt. Hierbei ist jedoch anzumerken, dass es sichilden folgenden Ausfuhrungen um
ein Nebenprodukt der hologra schen Doppelfallen handeltias nur im Ansatz untersucht wur-
de, um einen grundséatzlichen Nachweis der Funktionalitdtuzerbringen. Genaue Betrachtung
und Bewertung bedurfen jedoch einer tiefergehenden Untachung.

Konventionelle 4 -Mikroskopie

Es werden drei verschiedene Arten von 4Mikroskopen (Typ A, B und C) unterschieden 77,
79.

Typ A: In einem 4 Typ-A Mikroskop wird der Anregungslaser in zwei Strahlengiége auf-
geteilt, so dass die Probe von oben und unten koharent belétet wird. Aufgrund der
hohen NA wird dabei unter dem (nahezu) gesamten Raumwinkel vo4 beleuchtet.
Durch die koharente Beleuchtung von beiden Seiten entstebine stehende Welle (siehe
Abbildung 5.26(b)), deren Amplitude von der Phasendi erenz der gegenlau geivel-
len zueinander abhangig ist (siehe Abbildun.26(c). Die Strahlengange missen also
so justiert werden, dass zum einen die Phasendi erenz eineaximale Amplitude liefert
und zum anderen ein Wellenberg im Fokus liegt.
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Typ B: Bei diesem Typ wird die Probe konventionell von einer Seiteeteuchtet. Die Beob-
achtung der emittierten Strahlung erfolgt jedoch tUber zweMikroskopobjektive ober-
und unterhalb der Probe, wobei die zwei Strahlengange aufrdeDetektor zur Interfe-
renz gebracht werden. Dabei muss (aufgrund der sehr kurzemldrenz der emittierten
Strahlung) die Wegdi erenz zwischen den Strahlengéngenksegering sein. Sie wird so
justiert, dass das Licht eines Punktes aus der Fokusebenenktruktiv auf dem Detek-
tor interferiert. Die axiale Au 6sung erhoht sich, da Licht von Objektpartien, die =4
auyerhalb der Fokusebene liegen, destruktiv auf dem Sensaterferiert.

Typ C: Typ C ist eine Kombination von Typ A und Typ B. Die Probe wird hierbei sowohl
von beiden Seiten beleuchtet als auch beobachtet.

Die Anordnung hologra scher Doppelfallen ermdglicht die Raisierung des 4 Typ-A Mikro-
skops. Aus diesem Grunde wird im Folgenden hauptsachlichfadessen Eigenschaften einge-
gangen.

Au 6sung: In der Fluoreszenzmikroskopie werden uoreszierende Martkeingesetzt, um be-
stimmte Teile einer Zelle sichtbar zu machen. Bei Anregungitreiner geeigneten Wellenlange
A emittiert das sogenannte Fluorophor Licht einer langerenefergiedrmeren) Wellenlange
e . Durch Heraus Itern der Anregungswellenléange kénnen sotrausschlieylich die markierten

Steller? sichtbar gemacht werden.

In einem konventionellen Fluoreszenzmikroskop wird die Bibe nur von einer Seite beleuchtet
(Anregungsspot siehe Abbildundg.26(a)). Die laterale Au dsung ergibt sich dabei zu 164

Pateral = x = 0; 61ﬁ (5.8)
und die axiale Au 6sung zu p(Q]
Paxial = Iz = ZN;:Z: (5.9)

Die Intensitat der Beleuchtung héngt dabei quadratisch vonAbstand zum Fokus bzw. der
NA ab. Im axialen Abstand von weniger als, ist im Normalfall noch genug Licht vorhanden,
um entsprechend emp ndliche Fluorophore anzuregen. Ausediem Grund kann innerhalb des
Scharfentiefebereichs des Mikroskops die Position des éiaphors nicht aufgelost werden.

Im Gegensatz dazu bildet sich bei einem 4A) und (C) Mikroskop durch die beidseitige
Beleuchtung eine stehende Welle aus (siehe Abbildurtig26). Die Intensitat fallt in jedem

9Durch Einsatz entsprechender Marker kann genau gesteuert &den, welche Funktionen oder Teile einer Zelle
sichtbar gemacht werden sollen.
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Abbildung 5.26.: Simulation der Ausbildung einer stehenaeWelle durch gegenlau ge koha-
rente Beleuchtung bei Verwendung eines Wasserimmersiobgktivs mit NA=1,2 und einer
Wellenlange von = 1;064um. Im Gegensatz zu einer einseitigen Beleuchtung wird déioh
an axialer Au 6sung gewonnen. Die axialen Maxima kdnnen jedh zu Doppeldeutigkeiten
fuhren. Es wurden Gauysche Strahlen zur Beleuchtung angemmen und Beugungse ekte
vernachlassigt.
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Wellenknoten auf ein Minimum ab. Eine Probe, die im Abstand, = =4 von der Fokusebene
entfernt ist, liegt genau in einem Wellenknoten und wird kei Licht emittieren. Somit ist die
axiale Punktau 6sung um den Faktor 4 bis 7 erhoht und man eriieht damit Au 6sungen von
bis zu 75 nm (FWHM) [77, 78, 63].

Nebenmaxima Durch die stehende Welle entstehen axiale Nebenmaxima seAbbildung

5.26(b)). Diese konnen bei der Bilderzeugung in einem @A) Mikroskop zu Doppeldeutigkei-

ten fihren, da Fluorophore ebenfalls durch die Nebenmaxinangeregt werden. Es gibt hier
verschiedene Ansatze, den Ein uss der Nebenmaxima zu veigern.

So ist der 4 (C)-Aufbau gerade in dieser Beziehung vorteilhaft, da siatlie Punktbildfunktion
des Typ A und B so ergénzen, dass die Nebenmaxima deutlich vecert werden. Diese Anord-
nung reagiert jedoch sehr emp ndlich auf Phasenschiebungedie durch die Probe verursacht
werden. Da die Wellenlangen der Beleuchtung und Beobachwimnterschiedlich sind und aus
diesem Grund unterschiedliche Phasenschiebungen ent&ehist die Justage des Aufbaus stark
von der Probe abhéngig, so dass diese Anordnung in der Pragedten eingesetzt wird 7).

Eine weit verbreitete Methode hingegen (da sie ohne zusathlen apparativen Aufwand be-
trieben werden kann) ist die so genannte Dekonvolution. Hievird mittels Bildverarbeitung

eine nachtragliche Entfaltung mit der als bekannt vorausgetzten Punktbildfunktion durch-

gefuhrt [15Q 151, 164.

Eine weitere, ebenfalls in der Praxis hdu g eingesetzte Mabde, ist die sogenannte Zwei-
Photonen-Anregung (engl. two photon excitation) 76, 150. Die notwendige Energie, um ein
Fluorophor in einen angeregten Zustand zu versetzen, wirdenbei nicht (wie bei der kon-
ventionellen Fluoreszenzanregung) von einem Photon dergguenz = c= o = —& aufge-
bracht, sondern durch zwei Photonen mit entsprechend halb&nergie und folglich doppelter
Wellenlange. Durch die langere Wellenlange liegen die Nelogaxima weiter entfernt und die
Wahrscheinlichkeit, dass zwei Photonen in einem entspresaid kurzen Zeitraum ein Fluoro-
phor anregen, sinkt in den Nebenmaxima aufgrund der redudien Intensitat deutlich ab. Ein
weiterer Vorteil der langeren Wellenlange ist, dass lebeadbjekte deutlich weniger gescha-
digt werden. Es muss andererseits jedoch beachtet werdeasd sich bei dieser Methode auch
die Groye des Hauptmaximums entsprechend verdoppelt.

OHalbwertsbreite, engl. full width at half maximum
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Nachteile des konventionellen 4 -Mikroskops Neben dem Au 6sungsvorteil birgt der 4 -
Aufbau jedoch auch Nachteile.

"~ Biologische Proben haben unterschiedliche Brechungsiads, die auch innerhalb der Pro-
be stark variieren kénnen. Dadurch verschiebt sich die Ptisin der Wellenbauche der
stehenden Welle. Die getrennte Au 6sung zweier Punkte wirdicht beeintrachtigt, je-
doch die Messung der absoluten Positionen.

" Die Konstruktion und Justage eines 4 -Mikroskops ist sehr aufwéandig. Mikroskopobjek-
tive und optische Wege der Beleuchtung bzw. Abbildung missaehr genau aufeinander
abgestimmt sein. Auyerdem mussen sehr stabile (schwingsagme, temperaturkonstan-
te) Umgebungsbedingungen gescha en werden.

Der hohe Aufwand in Produktion und Benutzung eines solcheniktoskops stellt eine Hurde fur
die Verbreitung dieser Technik dar. Der einzige kommerzielHersteller dieser Art von Mikro-
skopen ist die Leica Microsystems GmbH, welche das Mikrogkonter der Produktbezeichnung
Leica TCS 4Pi p] vertreibt. Wegen der daraus resultierenden sehr hohen Asie ungskosten
sind weltweit nur wenige dieser Mikroskope im Einsatz.

Realisierung des hologra schen 4 -Mikroskops

Die Generierung der hologra schen 4-Beleuchtung entspricht der Erzeugung der hologra-
schen Doppelfallen. Ein Laserstrahl wird Gber den Lichtmdulator in das Mikroskop ein-
gekoppelt. Durch Einschreiben eines entsprechenden Halmmms werden zwei zueinander
defokussierte Lichtfelder erzeugt, wovon eines an einemi&gel so re ektiert wird, dass die
gegenldu gen Strahlen im selben Raumpunkt fokussiert werd€siehe hierzu auch Abbildung

5.16. Aufgrund der Kohérenz der gegenlau gen Strahlen entsteldabei eine stehende Welle.
Dieser Ansatz liefert eine Reihe von Vorteilen:

" Der zweite Strahlengang sowie das zweite Mikroskopobjektentfallen. Die Justage der
Foki kann einfach Uber die Software eingestellt werden. Dacth entféllt die aufwandige

Mechanik komplett, wodurch auch die Genauigkeit und Reprodierbarkeit gesteigert
wird.

" Mit Hilfe des SLMs kénnen mehrere Doppelfoki gleichzeitigebildet werden. Dadurch

ist eine Parallelisierung des Scanvorgangs mittels Dopfi denkbar, wodurch dieser in
deutlich kirrzerer Zeit durchgefihrt wird.

~ Aberrationen, die durch (glunstige) optische Komponentereingefuhrt werden, kdnnen
korrigiert werden.
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" Es kénnen nahezu beliebig geformte Lichtfelder generienterden. So kann beispielsweise
ein donut-formiges Lichtfeld zur Realisierung einer STED Aregung [80] zur Erh6hung
der lateralen Au 6sung wiinschenswert sein.

Versuchsaufbau Fur die ersten Versuche zum 4-Mikroskop wurde der bestehende Auf-
bau der hologra schen Pinzette verwendet (siehe Abschni#.1). Aufgrund der Anregung im
kurzwelligen und Emission im l&angerwelligen Bereich wurdedoch zur Anregung ein Laser
kurzerer Wellenlange (HeNe-Laser,,=633 nm) so in den Strahlengang eingekoppelt, dass
die hologra sche Pinzette weiterhin benutzt werden konnteDie Kennlinie des SLM wurde flr
die Versuche an die neue Wellenlange angepasst. Zur Belduny und Beobachtung wurde
aufgrund des relativ hohen Arbeitsabstands das 50,7 Objektiv verwendet. Grundsatzlich
kann mit einem Objektiv mit hoherer NA eine bessere Au dsungrreicht werden. Da es sich
bei diesen Versuchen zunéachst nur um einen Nachweis der gisétzlichen Funktion handelte,
wurde hier aufgrund der leichteren Handhabbarkeit der hoine Arbeitsabstand gegentber der
hohen Au 6sung bevorzugt.

Die Fluoreszenzbeleuchtung des Mikroskops erfolgt stanndendyig Uber so genannte Re ek-
torwurfel (Punkt 9, Abbildung 4.1), die gleichzeitig Anregungs- und Emissionswellenlangér f
vorde nierte Fluoreszenzsto e trennen. Da hier jedoch di€&inkopplung des Anregungslasers
Uber den Seitenport (auf Hohe Punkt 6, Abbildung.1) erfolgt, kdnnen die Re ektoren nicht
zur Filterung der Anregungswellenlange verwendet werdeBeshalb muss ein entsprechender
dichroitischer Filter vor der Kamera angebracht werden.

Die zwei gegenlau gen Strahlen werden wie die hologra samn®oppelfallen ebenfalls mit Hilfe
des Hologramms erzeugt. Hierbei werden zwei Hologramme $@flagert, dass ein Spot direkt
und ein Spot nach Re exion an einem dichroitischen Spiegel oter Fokusebene entsteht und
diese das Objekt beidseitig beleuchten. Um die Maxima derestenden Welle zu justieren kann
die Phase eines der tberlagerten Teil-Hologramme entsgrend geschoben werden, indem auf
das Hologramm eine Konstante addiert wird.

Wird die stehende Welle tUber das Objekt gescannt, so muss bigiat werden, dass die ge-
genlau gen Strahlen unter einem bestimmten Winkel (abh&ngivom Winkel der Auslenkung)
interferieren. Auf diese Weise wird ein asymmetrischer Spgeneriert, der zu einer Verfal-
schung des resultierenden Bildes fuhren kann. EntspreclienSimulationen zeigen hier jedoch
eine relativ geringe Intensitadtsabweichung von maximal 1%ei einem fir diese Anwendung
relevanten Objektiv 40 /1,2W und einem Auslenkwinkel von 3,45 (siehe Abbildung5.27).

engl. stimualted emission depletion. Hierbei wird die lateale Au 6sung verbessert, indem eine angeregte
Probe mit einem donut-formigen Lichtfeld einer langeren Weélenlange abgeregt wird. Nur der Teil der
Probe, der sich im Zentrum des Donuts be ndet, emittiert daraufhin Licht.
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Hierbei wurde zudem beachtet, dass die gegenlau gen Strahlunterschiedliche Winkel und
unterschiedliche e ektive NA besitzen. Problematisch an idsem E ekt ist, dass die Spot-
form abhangig von der Position und der Dicke des Probenhaiteist und damit einer genauen
Kalibrierung bedarf. Dann kann der E ekt beispielsweise duch Dekonvolution ausgeglichen
werden.

Wie bereits in Abschnitt 5.4.1 diskutiert, ist die e ektive NA (und damit auch der Spot-
durchmesser) der gegenlau gen Strahlen vom Defokus abhdmngAus diesem Grund sollte der
Defokus (und damit auch der Objekttrager-Spiegel-Abstandmdglichst gering gewahlt wer-
den. Alternativ kann auch eine geringe NA gewahlt werden, sasich wiederum negativ auf
die Au 6sung auswirkt. Die Verringerung der NA liegt bei demin den Versuchen verwendeten
Mikroskopobjektiv 50 /0,7 und Abstand von ca. 30 um vom Spiegel bei weniger als 1%g(v
Abbildung 5.18).

Versuche Das 4 -Mikroskop verbessert in erster Linie die axiale Au 6sungnd beein usst
die laterale Au 6sung nahezu nicht. Aus diesem Grund kann diFunktionsweise der Methode
nur durch die Messung der axialen Au 6sung und damit durch een z-Scan nachgewiesen
werden.

Grundsétzlich stehen zwei Méglichkeiten zur Realisierungrnes z-Scans zur Verfigung: mittels
Software und mechanisch. Eine Realisierung des z-Scans wglit Software hat den Vorteil,
dass keine mechanische Veranderung benétigt wird. Diesethlede eignet sich jedoch nur fur
geringen Defokus, da im defokussierten Zustand nur ein kier Teil der Energie vom Objekt
absorbiert (bzw. Uber Fluoreszenz emittiert) wird und dantieine Detektion der Emission nicht
moglich ist.

Bei einer mechanischen Verstellung sind gréyere Bereichmsbar, jedoch leidet die Repro-
duzierbarkeit. Beiden Methoden gemein ist jedoch, dass eirhochgenaue Kalibrierung des
Hologramms sehr wichtig ist. Hier muss neben der exakten alen und lateralen Position der

Foki auch die Phase der Wellen zueinander kalibriert werdelie in dieser Arbeit realisierte

Kalibrierung (siehe Abschnitt 5.6.2), erfullt diese Bedingungen nicht.

Aus diesem Grund wurde zunachst nur die Ausbildung einer $tenden Welle nachgewiesen.
Dabei wurden Verschiebungen der Spotposition vermiedendinur die Phase der gegenlau gen
Wellen zueinander verschoben. Dies bewirkt eine Verschigly der Position von Wellenknoten

bzw. -bergen (Abbildung5.26(b) und 5.26(c)). Ein Bead, das sich in der stehenden Welle
be ndet, wird entsprechend mehr bzw. weniger angeregt.

Zur Erzeugung der stehenden Welle mit diesem Aufbau wurdenednullte und die erste Beu-
gungsordnung verwendet. Auf diese Weise konnten zuné&chstez praktische Probleme umgan-
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(c) Abweichung der Intensitatsverteilung der Be-
leuchtung aufgrund einer Auslenkung um 3,45 bei
einer Probenhalterdicke von 100 um von einer ent-
sprechenden konventionellen 4-Beleuchtung

Abbildung 5.27.: Ein uss der veranderten Beleuchtungsbéadgungen auf die Intensitatsver-
teilung im hologra schen 4 -Mikroskop aufgrund des veranderten Einfallswinkels (oaxis)
und unterschiedlicher NA der gegenldu gen Wellen. Hier exragplarisch fir den maximalen
Auslenkwinkel von 3,45 (bzw. 3,02 fur die gegenlau ge Welle) bei Verwendung eines Was-
serimmersionsobjektivs mit NA=1,2 (bzw. NA=1,1 gegenlaug) und einem Probenhalter
der Dicke 100 um bei einer Wellenlange von = 1;064 um. Es wurden Gauysche Strahlen

zur Beleuchtung angenommen und Beugungse ekte vernachsis.
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5.4. Hologra sche Doppelfallen

0.2
0
Df [p]

Abbildung 5.28.: Nachweis der Ausbildung einer stehendenélle in einer hologra schen 4-
Anordnung. Bei Schiebung der Phase einer der gegenldu genellén um werden die
Maxima und Minima der stehenden Wellen geschoben. Dies werdit Hilfe eines uoreszie-
renden Beads gemessen. Die stehende Welle ist zusatzlich »asbleicherscheinungen des
Beads uberlagert.

gen werden. Zum einen stort die verbleibende nullte Beuguswydnung nicht und zum anderen
entstehen keine Spotverzerrungen durch den Auslenkwink&ie Phase zwischen den Wellen
wurde mit Hilfe des Hologramms verschoben. Hierzu wurde aefnes der Hologramme der
gegenldu gen Fallen ein konstanter O set aufaddiert, der iee zusatzliche Phasenschiebung
dieser Falle bewirkt.

Zur einfachen experimentellen Veri kation wurden zwei Palter im Aufbau vor und hinter dem
SLM so ausgerichtet, dass die nullte und erste Beugungsothy gleiche Intensitat aufweisen.
Dies bedeutet jedoch, dass der Doppelfokus aufgrund dertstahen Position der nullten Ord-
nung weder bewegt, noch Aberrationen Kkorrigiert werden kowen.

Fur die Versuche wurden uoreszierende Beads des PS-SpekkMicroscope Point Source
Kit (P7 220) der Firma Invitrogen verwendet B6]. Hierbei wurden bevorzugt 175 nm groye
Beads, die im roten Bereich uoreszieren (deep red uoressemicrospheres) verwendet. Die
Fluorophore lassen sich mit einem relativ breiten Spektruranregen, wobei das Maximum bei
A =633 nm liegt. Das Maximum des Emissionsspektrums liegt bek = 660 nm.

Abbildung 5.28zeigt die Messung der stehenden Welle. Die Abnahme der Ingitiét Gber

ist teilweise auf das Ausbleichen des Fluoreszenzfarbssazurtickzuftihren. Die Existenz einer
stehenden Welle beweist, dass sich die Methode grundséatzldafir eignet, ein 4 -Mikroskop
zu realisieren.
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5. Untersuchung neuer Einfang- und Manipulationsverfahre

Es konnte gezeigt werden, dass das hier vorgestellte holgche 4 -Mikroskop gegenlber
dem konventionellen 4-Mikroskop grundsatzlich Vorteile im Bezug auf Einfachh&i Automa-
tisierung sowie Kosten des Aufbaus hat. Wahrend der Versuclsgéellte sich jedoch ebenfalls
heraus, dass das hologra sche 4Mikroskop sehr hohe Anforderungen an die dreidimensiomal
Kalibrierung des Hologramms stellt. Zudem treten zusatahe E ekte durch schrage Beleuch-
tung bei lateraler Auslenkung auf, die noch einer genauerélmtersuchung und entsprechendem
Ausgleich bedurfen.

Das Themenfeld des hologra schen 4Mikroskops bietet also ein weites Feld an Forschungs-
maoglichkeiten, die leider im Rahmen dieser Arbeit nicht vereéft werden kénnen.
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5.5. Hologra sch gesteuertes Mikro-Laser-Skalpell zur Hsortierung

5.5. Hologra sch gesteuertes Mikro-Laser-Skalpell zur
Zellsortierung

Insbesondere im Zusammenhang mit der Klassi zierung von fen (siehe Abschnitt4.2) kann
es von Interesse sein, die klassi zierten Zellen zur weigr Analyse zu sortieren. Im Falle
einer weiteren Analyse mehrerer verschiedener Zellliniést es notwendig, mehrere Ab Usse
bereitzustellen. Interessiert jedoch nur eine bestimmteafir jedoch reine Zelllinie, so reicht
es aus, die unerwinschten Zellen zu eliminieren. Auch diesnk berthrungslos mit Hilfe von
Licht erfolgen. Absorbiert ein biologisches Objekt eine Vllenlange, so kann dieses mit Hilfe
von Licht geschnitten oder auch zerstort werden.

Im Folgenden wird eine Kombination $3, 122 56, 123 34] eines hologra schen Mikrolaser-
skalpells mit einer hologra schen Pinzette vorgestellt72, 71, 129 25. Wie auch bei der ho-
logra schen Pinzette kbnnen beim hologra schen Mikrolagskalpell mit Hilfe eines Lichtmo-

dulators, der in der Fourierebene der Objektebene plazievtird, mehrere unabhangige Bear-
beitungsspots mit hoher Reproduzierbarkeit softwaregestert positioniert werden B9]. Dieser

Ansatz ermdglicht es, Objekte gleichzeitig mit Hilfe der Hogra schen Pinzette zu klassi zie-

ren und/oder mit Hilfe des hologra schen Mikroskalpells zwerstoren.

Neben der reinen Zerstérung der Objekte erd net das kombieite Werkzeug auyerhalb der
Hochdurchsatz-Verfahren neue Mdéglichkeiten in der Mikrablogie und der Mikromechanik 13,
122 57, 44, 53. Ein solch exibles Werkzeug ermdglicht die hochgenaue Bebeitung von Zellen
und deren Bestandteilen. Durch den hologra schen Ansatzdaen sich Objekte wahrend ihrer
Bearbeitung exibel zueinander bewegen und drehen, sowiellebige Schneidspotgeometrien
mit hoher Reproduzierbarkeit erzeugen 60]. Die Genauigkeit der Schnitte kann durch eine
Korrektur der durch die Proben eingefuhrten Aberrationen wsentlich verbessert werderlBQ
181].

Beide Teilsysteme Laserskalpell und hologra sche Pinztt wurden in einem Aufbau kombi-
niert. Hierzu wurde jedoch das Laserskalpell nicht in das Adon-Modul integriert, sondern ein
separater Laboraufbau konstruiert, um die optischen Kompmnten des Mikroskops vor even-
tuellen Schadigungen durch gepulste UV-Strahlung zu scla@n. Eine Aberrationskorrektur
wurde integriert sowie die Funktionsweise des kombiniereZerstérungs- und Bearbeitungs-
werkzeugs demonstriert.
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5. Untersuchung neuer Einfang- und Manipulationsverfahre

5.5.1. Design des kombinierten Setups

Der Aufbau des holgra schen Skalpells entspricht dem in Alsknitt 3.1 eingefiihrten Prinzip.
Fir Pinzette und Skalpell wurden zwei getrennte Strahlengge entworfen, die vor Einkopplung
in das Mikroskopobjektiv zusammengefuhrt werden.

Abbildung 5.29 zeigt den Aufbau. Das Mikroskopobjektiv (Zeiss Achroplan@ /1,0W) und
die LinseL 4 werden beide sowohl flr Bearbeitung als auch Einfang verwat. Die Beleuchtung
zur Beobachtung erfolgt durch eine LED (=633 nm) in Transmission (nicht eingezeichnet in
Abbildung 3.1). Im UV-Strahlengang wurden ausschlieylich Quarzglasken verwendet, die im
UV-Bereich eine gute Transmission aufweisen. Als Bearbeitgslichtquelle wurde ein Nd:YAG
Laser (Innolas SpitLight-600, =1064 nm, 7 ns Pulsdauer, 200 mJ bei 355 nm) mit einem Fre-
guenzverdreifachermodul verwendet. Aufgrund seiner kwga Pulsdauer kann mit diesem Laser

abhéangig von der Leistung und dem bearbeiteten Objekt gradsatzlich sowohl Photoablati-
on als auch Photodisruption realisiert werden (siehe hiaxzAbschnitt 3.4.2. Da Laserskalpelle
hauptséchlich mit Photodisruption oder Plasmainduktion abeiten, wurde der hier verwendete
Aufbau so ausgelegt, dass Photodisruption ermdglicht wird

Als Pinzettenlaser kam der Laser IRE-Polus PYL-20M der Firm#P Group (Tabelle A.1.4) mit
integrierter Aufweitungsoptik zum Einsatz. Fur die Pinzete wurde das LCD LC-R 2500 der
Firma Holoeye verwendet. Es handelt sich hierbei um ein twexd-nematisches phase-mostly
Display mit einer Au 6sung von 1024 768 Pixeln und einem Pixelpitch von 19 pm. Das
Lichtfeld nach dem LCD wird mit Hilfe eines Kepler Teleskopsnit einer Aufweitung von 0,35
(Ls, Ls) in das MO eingekoppelt.

Da das Skalpell im UV-Bereich (=355 nm) arbeitet, war die Wahl des Lichtmodulators hier
problematisch. Bis dato gibt es nur wenige kommerziell erliiche Lichtmodulatoren, die im
UV-Bereich arbeiten. Da Flussigkristalle durch UV-Licht loher Intensitat geschadigt werden
konnen [L03, miussen speziell fir diesen Wellenlangenbereich ausgeldMEMS eingesetzt wer-
den. Hier wurde ein UV erweitertes Modell eines DLP Chips der Firma Texas Instruments
(T1) verwendet (DMD, siehe Abschnitt 3.2.2).

Obwohl dieses Element fur den UV-Bereich ausgelegt ist, dirfkeine zuverlassigen Angaben

Uber seine Belastbarkeit bei gepulster UV-Laserstrahluigo0, 47, 186 oder auch bei Langzeit-

bestrahlung R9 verfugbar. Um das DMD nicht zu schadigen, wurde zunachstres Abschat-

zung auf Basis vorhandener Angaben zur maximalen Leistuntishte bei cw-Bestrahlund?

durchgefihrt. Diese betragt laut Herstellerangabe bei dererwendeten Laserwellenlange von
=355 nm etwa 4 W/cm?.

2Dauerstrich, engl. continuous wave
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5.5. Hologra sch gesteuertes Mikro-Laser-Skalpell zur Hsortierung

Abbildung 5.29.: Kombinierter Aufbau von hologra schem Mkrolaserskalpell und hologra sch
optischer Pinzette. Hierbei wird der IR-Laser fur den Pinzéénmodus und der UV-Laser flr
den Skalpellmodus verwendet.
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5. Untersuchung neuer Einfang- und Manipulationsverfahre

Abbildung 3.8 zeigt die bendtigte Leistungsdichte fiir verschiedene LasRulsdauern zur Be-

arbeitung von biologischen Objekten. Diese decken sich &uwmit experimentellen Ergebnissen
beispielweise zur Zellfusionl[r§ oder zum Anbohren biologischer Objekte3p]. Fur den hier

verwendeten Laser mit einer Pulsdauer votp s =7ns wird eine minimale Leistungsdichte von
ca.l = 10W=cn? zur Erzeugung von Photodisruption bendétigt. Bei Verwendug eines MO

mit einer NA von 1,0 ergibt sich ein Spotdurchmesser vod = 0;4 yum. Unter der Beruck-

sichtigung von Aberrationen wird ein Spotdurchmesser vod = 0; 6 pum angenommen. Damit
wird eine Energie pro Puls im Schneidspot von mindestens

ESpot =1 (d:2)2 tpus = 2] (5-10)

zur Erzeugung von Photodisruption bendétigt.

Ausgehend hiervon kann berechnet werden, wieviel EnergiegPuls auf das DMD fallen muss,
um die notwendige Schneidenergie im Spot zu erzeugen. Datbweirden Verluste durch den
Wirkungsgrad (E zienz) des mit dem DMD dargestellten Amplitudenhologramms pyp =
0; 061 (siehe AnhangA.1.1) sowie durch die UV-Transmission des MOSs (;,o0 = 0;60) und der
restlichen optischen Komponenten gpic ~ 0; 85 miteinbezogen:

E
Eowp = Spot 70 J; (5.11)
DMD Optk MO

Basierend hierauf wurde das optische Design entsprechengsgelegt. So ergab sich in Si-
mulationen bei Minimalbetrieb des Lasers (die Laserschuelliegt bei etwa 60 mJ) sowie

der Sperrstellung eines zwischengeschalteten Glan-TayRolarisators (Durchlass ca. 1%) eine
Aufweitung des Lasers um den Faktor 6, um den gewtinschten Miestwert nicht zu Gberschrei-

ten. Die Erhohung der Energie kann einfach durch Drehen desl@risators oder Erhdhung der

Laserleistung bewerkstelligt werden.

Beim Entwurf der Laseraufweitung wurde ein Galilei Teleskm bevorzugt, um eine Fokussie-
rung und damit eventuelle Plasmabildung aufgrund hoher Lsiungsdichte zu vermeiden, da
diese zu einer Verschlechterung der Strahlqualitat fuhrektnnte.

Zur Einkopplung des hologra sch generierten Schneidlicfglds in das MO wurde ein Kepler
Teleskop mit einer Aufweitung von 0,191( 3, L 4) verwendet. Hierbei wurde auf mdglichst hohe
Energiee zienz geachtet, weshalb im Gegensatz zur optiseh Pinzette nicht der Innenkreis
sondern das gesamte DMD (unter Verlust von numerischer Ager und Spotqualitat) einge-
koppelt wurde. In diesem Teil des Aufbaus (nach dem DMD) istid Leistungsdichte gering
genug, um Plasma im Fokus des Kepler Teleskops auszuscldiey
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DMD-Lot

Mikrospiegel-
Lot

reflektierter

einfallender Strahl

Strahl
Mikrospiegel

_______________________________ _DM D_Ebene

(a) Beleuchtung zu ach, Mikrospiegel schatten sich  (b) Beleuchtung unter einem Winkel von 27
gegenseitig ab.

Abbildung 5.30.: Beleuchtung des DMD zur Minimierung der Abchattung.

Zur Modulation werden die Mikrospiegel um 12 um eine diagonale Achse gekippt3[).
Um Abschattungen zu vermeiden (siehe Abbildun.30(a) wurde mittels elementarer geo-
metrischer Rechnung der ideale Beleuchtungswinkel bereefinDieser betragt 27 (Winkel
gemessen zum DMD-Lot) und fuhrt aufgrund der Verkippung deiikrospiegel zu einem Re e-
xionswinkel von 3 bzw. 51 (fur den Kippwinkel +12 bzw. 12 ), siehe Abbildung5.30(b).
Fir diesen Einfallswinkel wird gleichzeitig der Anteil ded.ichts, der in den Bereich zwischen
den Spiegeln fallt, minimiert. Das zwischen die Spiegel iahde Licht kann neben dem Ener-
gieverlust auch zur Schadigung des darunter liegenden Chifilhren.

Fur den experimentellen Aufbau wird als Nutzordnung das uetr 3 re ektierte Licht ge-
wahlt, da die Projektion des Hologramms aufgrund des geriag Ausfallwinkels nur wenig
verzerrt wird.

Aufgrund der diagonalen Kippachse des Mikrospiegels wurdeas DMD um 45 verkippt im
Aufbau xiert. Dadurch wird die optische Achse in der Ebene ghalten, was den Aufbau und
die Justage vereinfacht.

5.5.2. Aberrationskorrektur

Das verwendete DMD induziert durch seine Unebenheit starl&berrationen. Dies wirkt sich
negativ auf die Qualitdt des Schneidspots aus. Um diese Abationen korrigieren zu kdénnen,
wurden sie mit einem Twyman-Green Interferometer vermessgAbb. 5.31(a)). Basierend
auf der interferometrischen Messung wurde ein Korrekturlhmgramm berechnet, welches den
Steuerhologrammen tUberlagert wurde (Ablb.31(b)). Eine Vorstellung Uber die Starke der Ab-
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5. Untersuchung neuer Einfang- und Manipulationsverfahre

(a) Eingefuhrter Wellenfrontfehler (b) korrigiertes Steuerhologramm

Abbildung 5.31.: Durch Messung der DMD-Oberfache mit Hilfeeines Twyman-Green In-
terferometer wurde der durch Re exion am DMD eingefuhrte Wétnfrontfehler bestimmt.
Dieser wurde der Berechnung eines Korrekturhologramms zuudde gelegt. Das Korrektur-

hologramm wird bei Bewegung des Schneidspots jedem eineelibbindren Steuerhologramm
Uberlagert.

| Zernikekoe zient Wellenfront [um ] | Beschreibung |
-1.67089 Verkippung in x-Richtung
0.609721 Verkippung in y-Richtung
0.575233 Astigmatismus mit Achse 45
-1.55501 Defokus
1.38162 Astigmatismus mit Achsen 0 und 90
-0.928246 Koma entlang der x-Achse
0.0285712 Koma entlang der y-Achse
-0.568049 Spharische Aberration

Tabelle 5.1.: Ubersicht Uiber die Zernikekoe zienten des DID.

errationen gibt Tabelle 5.1 Hier werden die Zernikekoe zienten der priméren Aberratonen
des DMD dargestellt. Aufgrund der De nition der Zernikekoezienten auf den Pupillenradius
kénnen die Aberrationen in dieser Tabelle nur im Bezug auf ddnnenkreis des DMD angege-
ben werden. Zur Visualisierung der hologra schen Steuergrwurde eine mit einem Fotoresist
beschichtete Glasplatte bearbeitet. Dazu wurde das ShigldResist S1828 (Schichtdicke etwa
2-3 um) gewahlt, da dieser Resist eine geringe Absorption ineiich der Wellenlange der Be-
leuchtung ( =633 nm) aufweist, welche zur Beobachtung bendtigt wird undomit durch die
Beobachtung quasi nicht beein usst wird. Gleichzeitig istlie Absorption des Resists bei der

bearbeitenden Wellenlange (UV) sehr hoch, wodurch er an deearbeiteten Stellen beschadigt
wird.
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Zur Steuerung des Schneidspots mussen die entsprechendefogramme im Vorfeld berech-
net und auf den internen Speicher des DMD ubertragen werdeAufgrund der langsamen
Ansteuerung des DMD Experimentalboards ist eine interakie Steuerung in Echtzeit nicht
maglich.

Wie in Abschnitt 3.2.2 dargestellt, lassen sich mit dem DMD nur binare Amplitudenblo-
gramme darstellen. Diese weisen eine zur 0. Beugungsordmwymmetrische Rekonstruktion
auf, was neben der eigentlichen gewtunschten Rekonstruktigh Beugungsordnung) zu einer
gleichintensiven symmetrischen -1. Beugungsordnung fithAbbildung 5.32(a) zeigt die sym-
metrische Rekonstruktion. Dabei wurde ein Kreis punktweisien den Resist geschnittenen. Das
Scannen erfolgte durch Anderung des Hologramms. Ebenfatisutlich zu erkennen ist die
verhaltnismayig starke 0. Beugungsordnung.

Bei Abbildung 5.32(b) wurde hingegen dem Steuerhologramm zusatzlich ein Korreikholo-
gramm Uberlagert. Aufgrund der Nichtlinearitat des Schrdivorgangs im Resist scheint die
Spotqualitat bei beiden Versuchen gleich gut zu sein. Diestijedoch nicht der Fall. Der po-
sitive E ekt der Aberrationskorrektur ist gut an der -1. Ordnung sichtbar. Da die Aberra-
tionskorrektur auf die -1.Beugungsordnung einen konjugien E ekt hat, wird dieser durch
die Aberrationskorrektur entsprechend verschwommen undilirt aufgrund der reduzierten
Leistungsdichte nicht zu einer Belichtung. Die 1. Ordnungihgegen weist aufgrund der Aber-
rationskorrektur eine hohere Leistungsdichte auf. Durchie geringere Belichtungszeit el die
Beschéadigung durch die 0. Ordnung geringer aus.

5.5.3. Verschiedene Schneidexperimente

Es wurde zudem versucht, komplexe Felder und Muster durchrdkte Rekonstruktion des

Hologramms zu schneiden und damit auf das in konventionatleSystemen bliche Scannen
zu verzichten. Die Intensitat, die zuvor in einem Punkt konentriert war, wurde dabei tUber

das gesamte Feld verteilt. Aus diesem Grund waren die Leistgsdichte der Spots zu gering
(vergleiche B9)), um Ein uss auf das Resist zu haben. Da die kritische Leishgsdichte des

DMD nicht bekannt ist, wurde die Intensitét nicht bis zur Beabeitung erhdht.

Das Bearbeiten von Zellen und anderen Objekten in einer L&sy ist anspruchsvoll, da die
Partikel durch jeden einzelnen Laserpuls aufgrund des Shiglrucks aus dem Bearbeitungsfeld
heraus gedrickt werden. Aus diesem Grund mussen sie mit girmptischen Pinzette xiert
werden, um eine Bearbeitung zu ermdglichen. Abbildurg 33 zeigt einen Erythrozytert®, der
mit dem kombinierten Tool bewegt, xiert und zerstort wurde. Ein weiteres Beispiel fur die

Brote Blutkorperchen

129



5. Untersuchung neuer Einfang- und Manipulationsverfahre

Flexibilitat eines solchen kombinierten Setups zeigt Abliung 5.34 Hier wurde eine Hybrido-

mazellé* mit Hilfe des hologra schen Setups gefangen, bearbeitet dranach ein Polystyrol-

Bead mit Hilfe der Pinzette in die Zelle eingefuhrt. Es ist @o moglich, gezielt biologische
Objekte zu bearbeiten und zu manipulieren. Dies erd net einveites Feld an Anwendungen
(z.B. gezielte Manipulation in der Mikrobiologie).

Widerstandsfahigere Objekte missen mit héherer Pulseneggind Uber einen langeren Zeit-
raum hinweg bearbeitet werden. Aus diesem Grund mussen sig Bearbeitung xiert werden.
Abb. 5.35zeigt ein 10 um groyes Polystyrol-Bead, das gespalten wurf(learbeitungszeit ca.
30 s). Dieses Experiment wurde jedoch anstelle des DMD minem Spiegel durchgefiihrt, da
die Zerstorschwelle des DMD nicht bekannt ist. Wahrend der Bebeitung wurde das Bead
mit der Pinzette auf dem Objekttrager xiert.

Alle Experimente mit dem DMD wurden mit einer Pulsenergie zischen 10 und 40 mJ durch-
gefuhrt. Die Genauigkeit der Messung wird auf etwa 20 geschatzt. Die Pulsenergie, die auf
das DMD el, wurde durch einen Glan-Taylor Polarisator eingstellt, der etwa 2% der Energie
transmittierte. Aufgrund des Teleskops wurde das DMD mit eva 2446 der Ausgangsleistung

beleuchtet. Daraus folgt, dass das DMD mit maximal 0,05 bis,® mJ pro Puls beleuchtet

wurde. Dies fuhrt zu einer Energie des Schneidspots von etd/@ - 7,4 puJ pro Puls.

Grundsatzlich konnte gezeigt werden, dass durch die Komlaition einer hologra schen Pinzette
und eines hologra schen Laserskalpells Sortieren durchrd®rung unerwinschter Zellen még-
lich ist. Zum erstem Mal wurde ein Lichtmodulator in einem Mkrolaserskalpell zur Steuerung
eingesetzt. Dies erd net auf einfache Weise die automatste Steuerung der Bearbeitungs-
spots.

Daneben er6 net das hier vorgestellte kombinierte Werkzeuneue Flexibilitat in Mikrobiologie

und Mikromechanik. Durch Einsatz der Lichtmodulatoren istdie gleichzeitige Bearbeitung
und Bewegung von Zellen oder Zellbestandteilen mdglich.édurch den Lichtmodulator stark
aberrierten Lichtfelder konnten deutlich verbessert weeh und damit sogar inharente negative
Beugungsordnungen reduziert werden. Trotz allem erzeugasl DMD verhaltnismayig starke
Stérordnungen (inkl. der 0. Ordnung), die bei einer entspohenden Manipulation stérend
bzw. schéadigend wirken kénnen. Zudem wird aufgrund der gegen Beugungse zienz eine
sehr hohe Laserleistung bendtigt. Hier besteht die Ho nunguf phasenmodulierende MEMS,
die zwar bereits in der Entwicklung sind (z.B. das FraunhofePiston-MMA, siehe Abschnitt

14Zellhybrid aus Plasmazelle und Tumorzelle. Hybridomazelle wurden entwickelt, um Antikérper in beliebiger
Menge herzustellen. Durch die Plasmazelle (aus Milz oder Lyphknoten) besitzt sie die Fahigkeit, einen
bestimmten Antikdrper herzustellen, wahrend sie durch die Tumorzelle die Eigenschaft besitzt, sich in Kul-
tur beliebig zu vermehren. Die in dieser Arbeit eingesetzterHybridomazellen stammen von der Ratte und
wurden freundlicherweise vom Institut fir Zellbiologie und Immunologie der Uni Stuttgart zur Verfligung
gestellt.
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(a) ohne Aberrationskorrektur (b) mit Aberrationskorrektur

Abbildung 5.32.: Ein uss der Aberrationskorrektur beim Shreiben eines Kreises in Photore-
Sist.

(a) gefangen (b) bewegt (c) zerstort

Abbildung 5.33.: Rotes Blutkdrperchen (Erythrozyt) a) mit Hilfe einer hologra schen Pinzette
gefangen, b) bewegt und c) mit Hilfe eines hologra schen Miéskalpells zerstort.

(@) (b) (©

Abbildung 5.34.: Hybridomazelle und Polystyrol-Bead a) dgangen, b) Hybridomazelle mit
Skalpell bearbeitet c) eingefihrtes Bead in Hybridomazell

131



5. Untersuchung neuer Einfang- und Manipulationsverfahre

(@) (b)

Abbildung 5.35.: 10 um groyes Polystyrol-Bead, das mit Hie von UV-Licht durch Langzeit-
belichtung zerschnitten wurde.

3.2.2[10€4), momentan jedoch nicht mit ausreichender Au 6sung verfgibar, bzw. die einen
schlechten Duty-Cycle aufweisen. Aufgrund der raschen Bmicklungen auf diesem Gebiet wird

davon ausgegangen, dass ein hologra sches Skalpell mit tlieb besserer E zienz in naher
Zukunft realisierbar ist.

Eine Alternative ware der Einsatz von Femtosekundenlasernm sichtbaren Wellenlangenbe-
reich, wie von Kuang et al. bereits zur Bearbeitung demons#ért wurde [104. Aufgrund der

sichtbaren Wellenlangen sind hierzu wiederum Flussigktal-Lichtmodulatoren geeignet. Um

denselben Energieeintrag wie bei der Arbeit im UV-Bereichuzerzeugen, kénnte hierbei mit
Multi-Photonen-Prozessen gearbeitet werderiQd.
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5.6. Untersuchungen der technischen Realisierbarkeit der
Automatisierung

Die hologra sche Pinzette ist aufgrund der Softwaresteuang sehr gut geeignet, automatisierte
Einfangaufgaben durchzuflhren. Dabei ist eine hohe Gengkeit der Positionierung erforder-

lich. In diesem Abschnitt wird zunéchst untersucht, ob die gindsatzliche, durch die hologra-
sche Steuerung gegebene Positioniergenauigkeit aushgidarauf folgend wird ein Verfahren

zur Kalibrierung des Zusammenhangs zwischen Hologrammgparetern und tatséachlicher Po-
sition der Falle in der Objektebene untersucht, da eine emisechende Kalibrierung fir einen
automatisierten Einfang unabdingbar ist.

5.6.1. Laterale Positioniergenauigkeit

Die Positioniergenauigkeit wurde mit Hilfe eines zweitenCoS-Displays (Holoeye, LC-R 2500)
untersucht. Dies ist mdglich, da der kritische Faktor der Psitioniergenauigkeit durch die Ho-
logrammberechnung gegeben ist.

Zur Ermittlung der Positioniergenauigkeit Xmin wurde das in ein Holoeye LC-R 2500 (Pixel-
pitch 19 um, fir mehr Details siehe Anhangj.1.3) eingeschriebene Hologramm mit Hilfe eines
Fotoobjektivs im Abstand von d =2,615 m rekonstruiert und mit einer CCD-Kamera (Pixel-
pitch 9,9 um) aufgenommen. Die Auslenkung der Rekonstruktiowurde mit einer Schritt-
weite von x = 0; 88 Pixel (kameraseitig) verandert. Die verwendete Schrittwee wurde gut
aufgeldst. Mit Hilfe des Strahlensatzes lassen sich die higewonnenen Ergebnisse auf eine
Rekonstruktion mit einem Mikroskopobjektiv Gbertragen.

Bei einer Anderung der Ortsfrequenz des eingeschriebeneittéds mit der Schrittweite  k, =

1 kann mit dem LC-R 2500 und den verwendeten Mikroskopobjektn eine Verschiebung der
Falle mit Minimalschritten von bis zu 0,9 nm erreicht werden(siehe Tabelle5.2). Werden
die gewonnenen Erkenntnisse auf das hier verwendete HoleéjEO 1080 P (Pixelpitch 8 um)
Ubertragen, so ergeben sich Positioniergenauigkeiten Bism. Diese Genauigkeit Ubersteigt bei
weitem praktische Anforderungen, da die Positionierung irAllgemeinen durch die Brownsche
Bewegung beschrankt ist.

Hologra sche Pinzetten zeichnen sich also unter anderem mh ihre hohe Positioniergenauig-
keit aus. Die beugende Struktur ist durch die digitale Ansteerung des lithogra sch struktu-
rierten SLM gegeben und damit hochgenau und reproduzierbamstellbar.
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| Objektiv [ fyo[mMm] | Xmin [PM] (LC-R 2500) | Xmin [nm] (HEO 1080 P)|

40 /1,2W 4,11 1,4 3,25
50 /0,7 3,29 11 2,6
63 /1,2W 2,61 0,9 2,0

Tabelle 5.2.: Positioniergenauigkeit bei den verschiedam Mikroskopobjektiven

5.6.2. Kalibrierung Hologramm - Objektebene

Zur Bewegung der hologra schen Doppelfallen (siehe hierAbschnitt 5.4) sowie zur Realisie-
rung eines automatischen, bildverarbeitungsbasierten iifangs ist die Kenntnis des genauen
Zusammenhangs zwischen der Ansteuerung des Lichtmodulstoind dem Objektvolumen von
zentraler Bedeutung. Ziel der Kalibrierung des Hologrammeur Fallenposition ist es also, eine
Beziehung zwischen den Hologramm-Eingabeparametdsn ky, k, (im folgenden Hologramm-
parameter genannt) und der Position der Rekonstruktion in deObjektebene Xccp, Yecp
(gemessen durch Abbildung auf eine Kamera) sowzgo (gemessen durch z-Verschiebung des
Mikroskopobjektivs) herzustellen.

Dieser Zusammenhang ist nicht trivial, denn aufgrund von Juage- und Elementtoleranzen
kann der Zusammenhang nicht vollstandig aus der Simulatidmew. aus theoretischen Abschat-
zungen ubernommen werden, sondern muss messtechnisch gefhiwerden. Trotzdem ist es
hilfreich, den theoretischen Zusammenhang zu ermitteln,adso bereits eine Abschatzung der
Position moglich ist.

Daher wurde sowohl eine modellbasierte Kalibrierung auf Bes des optischen Designs und
der Hologrammberechnung durchgefihrt, als auch eine expeentelle Kalibrierung, die das
gesamte optischen Systems bertcksichtigt, jedoch auf einehe Messgenauigkeit angewiesen
ist.

Modellbasierte Kalibrierung

Die modellbasierte Kalibrierung nutzt die Informationen @s optischen Designs und der Holo-
grammberechnung. Mit der modellbasierten Kalibrierung tses maéglich, den durch den SLM
erzeugten Beugungswinkel hochgenau zu bestimmen. Dadukamn die relative Bewegung zur
0. Beugungsordnung lateral ( x, y), bzw. axial ( z) bestimmt werden. Die Transformati-
on durch das optische System in die Objektebene ist jedoch gnauigkeiten wie Dejustage,
Elementtoleranzen oder Aberrationen unterworfen, welcheaufgrund fehlender Informationen
Uber das reale System - nur schwer zu simulieren sind.
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Abbildung 5.36.: Laterale Verschiebung und Defokus in Abmgigkeit des normierten Holo-
grammparameterk,=k,max flr das Add-on Modul.

Eine laterale Bewegung der Falle wird durch einen Phasenkerzeugt, welcher zum Holo-
gramm addiert wird (vgl. Gleichung 3.4). Eine axiale Bewegung hingegen wird durch einen
quadratischen Phasenterm erzeugt. Aufgrund dieser untefgedlichen Phasenterme werden die
laterale und axiale Kalibrierung getrennt betrachtet. In Anvhang C.1.1 und C.1.2 ndet sich
eine ausfuhrliche Herleitung.

Laterale Kalibrierung: Der Beugungswinkel  ergibt sich in Abhangigkeit des Hologramm-
parametersky, der Wellenlange , dem Pixelpitch pp sowie softwareinternen Konstanten:

sin 4 = Ky (5.12)

3 215 pp
Bezieht man das optische System mit ein, kann man hieraus dierschiebung in der
Objektebene berechnen:
X = fmo ff—l X
TL
Dabeiistf o die Brennweite des Mikroskopobjektivst 1. die Brennweite der Tubuslinse
und f, die Brennweite von Linse 1 des Add-on Moduls. Hieraus lasstls die Verschie-

bung x in der Objektebene in Abhangigkeit vom Hologrammparametdverechnen.

(5.13)

Ein Uberblick uber die laterale Verschiebung bei Verwendgnverschiedener Mikroskop-
objektive mit Hilfe des hier entwickelten Add-on Moduls istin Abbildung 5.36(a) dar-

gestellt. Dabei ist die Auslenkung linear abhangig von derrBnnweite des Mikroskop-
objektivs. Gleichzeitig wachst auch das Objektfefd mit der Brennweite linear an (siehe

SAuf der Kamera sichtbarer Bereich des Objekts. Die Groye des Bjektfelds hangt (bei gegebener Kamera)
von der Vergréyerung (und damit Brennweite) des MO ab.
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| | fmo | xmax4GS| ke« | Xmax | Objektfeld Occp (Breite) |
40 /1,2W || 4,11 1,9 24576 125 pum 224 um
63 /1,2W | 2,61 1,9 24576 79 pm 142 pm
50 /0,7 | 3,29 19 24576 100 pm 179 um

Tabelle 5.3.: Ubersicht tiber die maximale Auslenkung der Fa bei verschiedenen Mikroskop-
objektiven.

hierzu Anhang A.2.2). Die Auslenkung x flr ein Gitter mit 4 Graustufen ist in Ta-
belle 5.3 dargestellt. So kann mit einem 4-stu gen Blazegitter beigplsweise mit dem
40 Objektiv eine Auslenkung von 125 pm realisiert werden, und somit (wie auch
mit jedem anderen Objektiv) das gesamte sichtbare Objektte mit der hologra schen
Pinzette erreicht werden.

Axiale Kalibrierung: Die axiale Bewegung des Spotsz wird mit einem im SLM dargestellte
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Linsenterm erzeugt. Dieser Linsenterm besitzt die Brennvte f 5,y . Der Zusammenhang
zwischenf gy und k, ergibt sich zu

9 220
fsim = k—pp2 (5.14)
4

Mit Hilfe von fg )y lasst sich nun die Defokussierung z in Abhangigkeit der Vergroye-
rung V des Mikroskopobjektivs berechnen:

nf 2
7= 1 .

Fir den hier entworfenen Aufbau wird bei einer positiven Brenweite des SLM eine ne-
gative Defokussierung in der Brennebene erzeugt und umgeke Die genaue Herleitung
ist in Anhang C.1.2 dargestellt.

Die maximale Brennweitef 5.y ist beschrankt durch zwei Faktoren: Zum einen durch die
maximale Phasensteigung, die das SLM darstellen kand £d =2 =2pp), zum anderen
durch die Eintrittspupille des Mikroskopobjektivs, die d& Radius bestimmt, innerhalb
welchem die maximale Phasensteigung auftritt. So kann bahem Objektiv mit kleinerer
Eintrittspupille eine kirzere Brennweitef sy eingeschrieben werden als bei einem Ob-
jektiv mit groyer Eintrittspupille. Die maximale Brennweite fur das jeweilige Objektiv
ergibt sich in Abhangigkeit des Abbildungsmaystabs®des SLM in die Eintrittspupille
des MO zu (siehe Herleitung Anhang.1.3):

r
fo = 2= PP, (5.16)
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’ H fSLMmax ‘ kzmax ‘ Zmax ‘
40 /1,2W || 64,5mm | 8414 277um
63 /1,2W | 42,8mm | 13252| 176um
50 /0,7 31,5mm | 18030| 286um

Tabelle 5.4.: Maximale Defokussierung simuliert fr vereeedene Mikroskopobjektivek,max ist
der Hologrammkoe zient, der fur das jeweilige Objektiv diemaximale Brennweitef s ymax
erzeugt. Diese ist gegeben durch die Au 6sung des Modulasosowie die Eintrittspupille
des Objektivs. znax gibt den gesamten Defokusbereich an, indem der Spot ohneasling
bewegt werden kann.

Mit Hilfe von Gleichung 5.15 und 5.16 konnte somit die Defokussierung der Falle si-
muliert werden. Abbildung 5.36(b) zeigt die Ergebnisse der Simulation. Wie erwartet
hangt der nominelle Defokus z linear von k, ab. Es zeigt sich, dass das Defokusver-
halten der Objektive sehr unterschiedlich ist. Wahrend das® und das 50 nahezu
einen ahnlichen maximalen Defokusumfang von etwa280 um besitzen, erreicht man
mit dem 63 Objektiv nur etwa 180 um. Da die maximale Defokussierung mit sehr
unterschiedlichen Hologrammparameterik, erreicht werden, zeigt sich dies besonders
gut bei einer Darstellung tber den normierten Hologrammpameter k,=k;nax (Siehe
Abbildung 5.37(a)).

Tabelle 5.4 zeigt eine Ubersicht tiber die maximale Defokussierunk,may ist dabei der
Hologrammkoe zient, der der fur das jeweilige Mikroskopolektiv maximal mdglichen
Defokussierundf symmax  €ntspricht.

Die Simulationen wurden mit Messungen im Experimentalau#tu verglichen. Hierzu wur-
de ein Spiegel in der Objektebene so verschoben, dass bessledenenk, der Fo-

kus scharf abgebildet wurde. Abbildungs.37(b) zeigt Messung und Simulation zweier
Mikroskopobjektive im Vergleich aufgetragen Uber den nori@rten Hologrammparame-
ter k,=zmax . ES zeigt sich eine sehr gute Ubereinstimmung.

Es konnte zudem beobachtet werden, dass eine Defokussigriiber den theoretisch er-
warteten Wert hinaus mdoglich ist. Abbildung5.37(b) zeigt dies fur das 40 Objektiv.
Dies ist moglich, da die Brennweitd 5., Uber die maximale Brennweite erh6ht werden
kann. Da jedoch der eingekoppelte Bereich des SLM von der Eitispupille abhangt,
wird beim Uberschreiten vonk,m.x das Abtasttheorem in den Randbereichen des Holo-
gramms nicht mehr erfillt. Dies ist in der Praxis mit hohen Itensitatsverlusten sowie
einer reduzierten e ektiven NA verbunden. In Extremanwendngen, in denen der das
Abtasttheorem erfillende Defokusbereich nicht ausreichkann dies jedoch von Vorteil
sein.
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Abbildung 5.37.: Defokus auf der optischen Achse in Abhéargkeit des normierten Hologramm-
parameter k,=k,max . Messung und Simulation stimmen gut Uberein. In der Praxissi zu
beobachten, dass Uber den maximalen Defokusbereidh<k,max = 1) hinaus defokussiert
werden kann. Hierbei wird jedoch in den Randbereichen des ldgtamms das Abtasttheorem
verletzt, wodurch die Beugungse zienz als auch die e ektie NA abnimmt.

Die Aberrationen nehmen mit zunehmender Defokussierungask zu. Da diese sehr stark
vom eigentlichen Aufbau abhangen, wurden sie experimeritelmittelt (siehe Abschnitt
5.6.2. Um trotzdem stabilen Einfang mit einer defokussierten Hé zu erméglichen, wird
ein Teil des Orts-Bandbreite-Produkts des Modulators zum ésgleich der Aberrationen
verwendet. Dies kann auf der anderen Seite wiederum die marel mégliche Defokussie-
rung reduzieren.

Experimentelle Kalibrierung

Wahrend bei der modellbasierten Kalibrierung die Positionalativ zur 0. Beugungsordnung
bestimmt wurde, kann die Position der Falle messtechnisctbsolut bestimmt werden. Dabei
wird der optische Aufbau als Blackbox behandelt und somit Eiment- und Justagetoleranzen

bericksichtigt.

Vorgehensweise: Zur experimentellen Kalibrierung wird das Objektfeld mit &m Spot des
Einfanglasers abgetastet. Da in der Objektebene keine Kamaeangebracht werden kann, wird
das Objektfeld in Re exion mit Hilfe eines Spiegels auf die Kaera abgebildet. Die laterale
Kalibrierung erfolgt also nicht direkt zwischen Hologrammarameter und Objektfeld, sondern
zwischen Hologrammparameter und Kameraebene (Bildfeld)ie Beziehung zwischen Objekt-
feld o und Bildfeld o' ergibt sich durch die Vergréyerungy = o>a Die axiale Kalibrierung
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hingegen Zwo (k;)) erfolgt zwischen Hologrammkoe zient und Objektebene, d&yo durch
Verschiebung des Mikroskopobjektivs und damit direkt in deObjektebene gemessen wird.

Kombiniert man laterale und axiale Kalibrierung, so kann eie dreidimensionale Kalibrierung
durchgefihrt werden.

Die Abrasterung des Objekt- und damit auch Bildfeldes wird drch schrittweise Anderung der
Hologrammparameterk, und ky realisiert. Zur dreidimensionalen Kalibrierung werden z=#tz-
lich verschiedene z-Ebenen abgerastert. Wahrend die Pasitides Spots in x- und y-Richtung
(Xcep» Yeep ) mittels Bildverarbeitung ausgewertet wird, wird die axide VerschiebungZyo
durch Nachfokussierung des Mikroskopobjektivs bestimmiEs sei angemerkt, dass die Defokus-
sierung - aufgrund der Re exion am Spiegel - der doppelten Gdktivverschiebung entspricht
(siehe hierzu AnhangA.2.3).

Die Auswertung mittels Bildverarbeitung erfolgt in drei Stiritten: Mit Hilfe einer dynamischen
Maske werden zunéchst stdrende Re exe ausgeblendet, um Hefdrpretation zu vermeiden.
Hierzu werden zu Beginn der Messung drei Referenzmessungerthgeftihrt, welche eine grobe
Abschatzung der Fallen und damit auch Maskenposition auf Bsis der Hologrammparame-
ter erlauben. Im zweiten Schritt wird eine feinere Positioerung der Maske auf Basis einer
Maximalwertuntersuchung vorgenommen. Dies erlaubt im diten Schritt die Ermittlung der
Fallenposition (Xccp, Yccp) mittels Schwerpunktbildung.

Die Beziehung zwischen den Hologrammparametekg, k, und k, und der Position des Spots
in der Bildebene Xccp, Yeep und Zyo kann Uber eine Polynominterpolation hergestellt
werden. Diese lasst sich in beide Richtungen durchfiihren, siass man sowohl die Holo-
grammparameter auf Basis der Spotposition in der Bildebengy, ky, k, jeweils als Funk-
tion von Xccp; Yeep;Zmo ), als auch die Spotposition auf Basis der Hologrammparansst
(Xcep;s Yeen ;s Zmo jeweils als Funktion vonky, ky, k;) berechnen kann.

Die dreidimensionale Kalibrierung erfolgt in zwei Schrign. Zunachst wird eine laterale Kali-
brierung mit zweidimensionaler Polynominterpolation furverschiedene Ebenen durchgefuhrt.
Da Zyo ausschlieylich eine Funktion vork,, nicht aber von ky, und Ky ist, Xccp und Yeep
jedoch neberk, und k, auch anhangig vork, sind, kann auf eine komplexe dreidimensionale
Polynominterpolation verzichtet werden. Stattdessen reht es aus, die Polynomkoe zienten
der verschiedenen Ebenen zu interpolieren, um die Polynorfie dazwischenliegende Ebenen
zu bestimmen.

Es stellte sich heraus, dass die laterale Position des Spot# k, variiert. Abbildung 5.38(a)
zeigt in einer Vektordarstellung das Verhalten der Fokipason fir k, 2 [0;10000] Diese
Bewegung (Stauchung) ist auf eine nicht-perfekte Telezei@ des MOs zurlickzufuhren. Es
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Abbildung 5.38.: Verschiebung der Spotposition in Abhangkeit von k, aufgrund der nicht-
perfekten Telezentrie des MO bzw. Dejustage des Hologramms

sei hierbei angemerkt, dass ein positivds zu einer negativen Defokussierung Zyo fuhrt
(siehe Abschnitt A.2.3). Aus diesem Grund bewegen sich die Spots mit zunehmendém
in Richtung optische Achse. Stimmen die optischen Achsen de®logramms und des Lasers

bei der Defokussierung nicht tberein, so wird ein zusatlier O set eingefihrt (siehe Abb.
5.38(b)).

Aberrationen: Bei Defokussierung des Strahls werden zudem starke Abercaten einge-

fuhrt. Da schon geringe Aberrationen die Einfange zienz srk verringern, missen sie bei
einer axialen Kalibrierung korrigiert werden. Dies kann dich Anwendung eines konjugier-
ten Phasenterms ; in Gleichung (3.3 erreicht werden 130 181, 141]. Aufgrund des Fehlens

der Mikroskopdaten konnten die eingefiihrten Aberrationemicht simuliert werden, sondern
wurden gemessen.

Hierzu wurden die Aberrationen in verschiedenen z-Ebenemurdh visuelle Beurteilung der
Punktbildfunktion und manuelle iterative Korrektur ermit telt. Auf diese Weise werden die
Aberrationen nicht sehr genau gemessen, aber die Messungeittels manueller Korrektur

sind vollig ausreichend, optischen Einfang zu ermdglichamd liefern damit einen zuverlas-
sigen Anhaltspunkt Uber die Auspragung der Aberrationen. £konnten hauptsachlich neben
der theoretisch zu erwartenenden spharischen AberratiomsAtzlich auch Astigmatismus fest-
gestellt werden. Das Einfuhren von Astigmatismus auf der ¢ischen Achse wurde bei dieser
Messung hauptsachlich durch ein nicht auf der optischen Ask zentriertes Hologramm einge-

fuhrt. Grundsétzlich ist also eine Justage des Hologramms ibBefokussierungsanwendungen
vorteilhaft.
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Abbildung 5.39 zeigt exemplarisch den Astigmatismus auf der optischen Ash flr zwei ver-
schiedene Mikroskopobjektive. Es zeigt sich ein linearegMalten in Abhangigkeit vom Holo-
grammparameterk,. Zudem ist zu erkennen, dass die Aberrationen unabhangigmaoMikro-
skopobjektiv ansteigen (siehe Abbildund.39(a)). Dies ist ein Zeichen daflr, dass der Astig-
matismus nicht durch das MO eingefiihrt wird, sondern auf zészliche Komponenten (nicht-
zentriertes Hologramm, Add-on Modul) zurtickzufiihren istTrotzdem haben die Aberrationen
abhéangig vom verwendeten MO unterschiedlich starken Eings. So weist das 63 Objektiv
bei maximaler Defokussierungi;=k,max =1) stéarkere Aberrationen auf, als das 40 Objektiv.
Dies ist zurtickzufihren auf die unterschiedlich groye Einttspupille und das damit ben6tig-
te K,max. Aufgrund der geringeren Aberrationen des 400bjektivs sowie dem gleichzeitig
groyeren Defokus-Umfang (siehe Tabel®4) eignet es sich in diesem Aufbau besser fur Defo-
kussierungsaufgaben.

Grundsatzlich ist davon auszugehen, dass die Aberrationaicht nur bei Defokussierung son-
dern auch mit ansteigendem Feldwinkel zunehmen. Aus diesgarund wurden die Aberra-
tionen neben den verschiedenen Ebenen auch fir verschiezl&eldpunkte gemessen. Dabei
konnte festgestellt werden, dass diese im Rahmen der visaallBeurteilung nicht mit anstei-
gendem Feld zunehmen. Aus diesem Grund konnen die Aberraién als unabh&ngig vorky
und ky und damit fur jede Ebene konstant angenommen werden. Somiahn auf einfache
Weise zwischen den gemessenen Ebenen linear interpoliegrden und die Aberrationen ent-
sprechend ausgeglichen werden.

Genauigkeit:  Fur den automatisierten Einfang missen die Abweichungen d&alibrierung
kleiner als der Radius des zu fangenden Objekts sein. Die Geiggkeit, mit der die Spotposition
in der Objektebene ermittelt werden kann, hangt von verscadenen Faktoren ab. Eine wichtige
Rolle hierbei spielt die durch die eigentliche Messung eirfgarte Unsicherheit. Diese kdnnen
beispielsweise bei der Abbildung der Objektebene in die 8dbene (z.B. Abbildungsmaystab,
Aberrationen), durch das mechanisches System bei der Mesgwon Zy o (Wiederholgenau-
igkeit, Vibrationen), oder durch die Kamera (Rauschen, Bildelligkeit, Pixelgroye) eingeftihrt
werden. Ein weiterer Unsicherheitsfaktor ist das Kalibrienodell selbst. Besonders fehleranfal-
lig sind hier der Auswertealgorithmus sowie die durch die Bomominterpolation eingefiihrten
Abweichungen (Polynomguite).

Im Rahmen dieser Untersuchung wurde keine vollstdndige Uokerheitsanalyse durchgefuhrt.
Ziel dieser Untersuchungen war die Automatisierung bzw. @iVereinfachung des optischen
Einfangs. Hierzu muss keine quantitative Aussage uber diedgsunsicherheit getro en werden,
sondern es muss ein Grenzwert eingehalten werden. Fur dertcamatisierten Einfang sollte

die eigentliche Fallenposition nicht um mehr als den RadiusiZzangender Objekte abweichen.
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5. Untersuchung neuer Einfang- und Manipulationsverfahre

Die Gute der Interpolation kann auf verschiedene Arten bekdeben werden. Bei dieser Un-
tersuchung wurde die maximale und die RMS-Abweichung der Darenz zwischen gemessenen
und interpolierten Werten zur Beurteilung herangezogen. iB Gite der Interpolation hangt
stark von der Anzahl der Stutzstellen sowie dem Grad des Polgms ab. Dabei kann nicht
grundséatzlich davon ausgegangen werden, dass ein héheretyRomgrad auch die Interpo-
lationsgute verbessert. Bei den hier vorliegenden nahezndaren Kurven ist jedoch davon
auszugehen, dass bei Interpolation mit htherem Grad leiehtAbweichungen besser erfasst
werden. Die Anzahl an bendétigten Stitzwerten (und damit Mespunkte) nimmt jedoch mit
zunehmendem Polynomgrad zu, was sich sehr stark auf die Mdsser auswirkt. Aus die-
sem Grund wurde versucht, einen Kompromiss zwischen Interationsgtite und Messdauer zu
nden.

Tabelle 5.5 zeigt die Abweichung fur die laterale Kalibrierung und Tabke 5.6 die Abweichung
fur die dreidimensionale Kalibrierung mit einem 63 Objektiv in Abhangigkeit verschiede-
ner Polynomgrade. Wie zu erwarten, verbessert sich die Infslationsgite mit zunehmendem
Polynomgrad. Bei der lateralen Kalibrierung ist ab einem Hgnomgrad von n=4 keine deutli-
che Verbesserung der Interpolationsgtite zu erkennen. Barddreidimensionalen Kalibrierung
kann dies erst ab einem Polynomgrad von n=8 festgestellt waen. Hier spielt insbesondere
die hohe Ungenauigkeit der Reproduzierbarkeit der z-Pogitiierung eine groye Rolle. Die Re-
produzierbarkeit der Objektivpositiont® und damit die Genauigkeit der axialen Positionierung
betragt etwa 400 nm, und ist damit deutlich ungenauer als der Polynom t. Diese elativ
starken axialen Positionsabweichungen kénnen vor allemibeEinfang kleinerer Objekte zu
Problemen fithren. Es wird also bereits bei der Messung eiradter Fehler eingefihrt.

Wird davon ausgegangen, dass im Regelfall Objekte mit einem Rasl von mindestens 0,5
um gefangen werden, so ist die Genauigkeit der lateralen Rasierung fur jeden Polynomgrad

vollig ausreichend. Um die Zuverlassigkeit zu erhdhen, kagedoch ein hdéherer Polynomgrad
gewahlt werden. Grad 2-4 stellen dabei einen guten Komprossi zwischen Genauigkeit und
Messdauer dar.

Die dreidimensionale Kalibrierung bendtigt hingegen eingeutlich héhere Anzahl von Mess-
stellen, um eine ausreichende Interpolationsgite zu erben. Da sich die Messdauer mit zu-
nehmendem Polynomgrad sehr stark erhoht(ih; + 1)? (m,+ 1)), muss abhangig von der

Anwendung entschieden werden, welche Genauigkeit der deia Positionierung erforderlich

ist. Grundsatzlich muss jedoch zusatzlich die relativ hohengenauigkeit der Reproduzierbar-
keit der z-Positionierung miteinbezogen werden.

8Gemessen durch mehrmaliges Scharfstellen der Objektebene

142



5.6. Untersuchungen der technischen Realisierbarkeit deutomatisierung
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Abbildung 5.39.: Messung des Astigmatismus bei Defokussirg der Falle.
(a) in Abhangigkeit des Hologrammparameterg,. Der eingefuhrte Astigmatismus ist nahe-
zu unabhangig vom verwendeten Objektiv sondern abh&ngig moeingeschrieben Defokus.
Dies lasst darauf schlieyen, dass der groyte Teil des Astigtismus bereits im Add-on-Modul
sowie der restlichen Mikroskopoptik eingeftihrt wird.
(b) in Abhangigkeit des normierten Hologrammparameter&,=k,nax. Aufgrund des gerin-
geren Durchmessers der EP des 63bjektivs wird zur Defokussierung ein gréyere®;max
verwendet. Dies fuhrt zu einem verstarkten Ein uss der Abeationen tber den Defokusbe-
reich.

Polynomgrad m, 1 2 4 6 8 10 12
Maximale Abweichung [um] 210,37 97,98| 77,30| 71,17| 67,14| 64,56| 59,94
RMS-Abweichung [um] 55,36 | 36,15| 33,40 31,53| 29,81| 27,31 | 25,59
Benotigte Messpunktanzahl [um] 4 9 25 49 81 121 | 169

Tabelle 5.5.: Abweichung der Position sowie Anzahl der betigten Messpunktanzahl fur ver-
schiedene Polynomgrade des lateralen Polynom ts.

Polynomgrad m, 1 2 4 6 8 10
Maximale Abweichung [pum] 1453,23| 579,87| 440,86 220,98| 118,65| 119,70
RMS-Abweichung [um] 657,85 | 218,17| 165,83| 97,56 | 47,94 | 39.09

Bendtigte Messpunktanzahl [um] 50 75 125 175 225 275

Tabelle 5.6.: Abweichung der Position sowie Anzahl der betgten Messpunktanzahl (bei
Annahme eines lateralen Polynomt mit dem Grad 4) fir verscledene Polynomgrade des
axialen Polynom ts.
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5. Untersuchung neuer Einfang- und Manipulationsverfahre

Grundsatzlich zeigt sich jedoch, dass (besonders die lak) Kalibrierung von Hologramm
und Objektebene mit einem relativ einfachen Verfahren erngticht werden kann. Dies ist eine
wichtige Voraussetzung zur Realisierung eines automatissh Einfangs sowie einer automati-
sierten Manipulation der Objekte. Die hier vorgestellte amle Kalibrierung ist aufgrund der
relativ hohen Ungenauigkeit der z-Verstellung nicht ausrehend fur eine Automatisierung des
Einfangs mit hologra scher Doppelfallen. Hier kann aber nhieiner entsprechend hochwertige-
ren Mechanik Abhilfe gescha en werden.

144



6. Zusammenfassung und Ausblick

In dieser Arbeit wurde ein neuartiges Diagnose-VerfahrenitrHilfe der hologra schen Pin-
zette untersucht, welches markerfrei arbeitet und damit @& Schéadigung von biologischen Ob-
jekten verhindert. Hierfur wurde zunéchst ein kompaktes Adron-Modul flr ein Standard-
Forschungsmikroskop entwickelt. Insbesondere konnte g@égt werden, dass mit Hilfe von op-
tischen Kraften zwischen gesunden Zellen, Krebszellen undt Medikamenten behandelten
Krebszellen bereits in einem sehr frihen Stadium unterselien werden kann. Da Zellen in
ihren Eigenschaften stark streuen, ist eine Automatisieng und Parallelisierung fur den prak-
tischen Einsatz unerlasslich um den Zelldurchsatz zu erhé.

Als ein erster Schritt in diese Richtung wurden die Aspekte déutomatisierung des optischen
Einfangs beleuchtet und Verbesserungsansatze untersuychvelche die Vorteile der hologra -
schen Manipulation nutzen.

Es konnte die zur Parallelisierung bendétigte gleichzeitggManipulation mehrerer Objekte de-
monstriert werden. Dabei ist die Anzahl eingefangener Ol nicht ausschlieylich vom Orts-
Bandbreite-Produkt des Lichtmodulators sondern auch vonet Laserleistung, der der Licht-
modulator standhalt, abhangig.

Durch Verwendung axial ausgedehnter Lichtfelder basierdrauf modi zierten Besselstrahlen

wurde die Zuverlassigkeit und Geschwindigkeit des Einfapgpzesses erhoht. Dies ist bei ei-
ner Automatisierung von groyem Vorteil. Es konnte gezeigt evden, dass die Genauigkeit der
Positionierung der Fallen mit Hilfe des hologra schen Andaes weit Uber den technischen
Anforderungen liegt. Mit Hilfe eines Kalibrier-Verfahrers wurde demonstriert, dass eine Auto-
matisierung der lateralen Fallenpositionierung maoglichst. Die axiale Positionierung hingegen
leidet unter der geringen Reproduzierbarkeit der Mikroskagbjektiv-Position im gegebenen
kommerziellen Mikroskop. Hier kann ein entsprechend gerdter Piezosteller Abhilfe scha en.

Insbesondere die (fur den axialen Einfang bendétigte) hoh@merische Apertur fuhrt im prak-
tischen Einsatz zu Beschrankungen. Neben geringem Arbaitstand, Scharfentiefe und ver-
haltnisméayig kleinem Objektfeld fuhrt eine hohe NA leicht @ starken Aberrationen. Weiterhin
kann die starke Leistungsdichte im Spot zur Schadigung bamischer Objekte fuhren.
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6. Zusammenfassung und Ausblick

Der hologra sche Ansatz erlaubt es, Lichtfelder an komplexAufgabenstellungen anzupassen.
Mit Hilfe von Mehrspottechniken oder auch ausgedehnten Hah konnte die Leistungsdichte
bei Erhaltung des stabilen Einfangs reduziert werden. Zusdich erlauben es beide Metho-
den, nicht-spharische Objekte zu drehen. Mit Hilfe der Mebpottechnik ist erstmals eine
dreidimensionale Ausrichtung von Objekten im Raum mittels Bzelfallen mdglich. Dies kann
beispielsweise zur tomographischen Untersuchung von 2Zellangewandt werden.

Weiterhin wurde eine neue Methode zum optischen Einfang basend auf hologra schen Dop-
pelfallen (Twin Traps) entwickelt und untersucht. Diese emdglichen es in konventionellen
Mikroskopen erstmals, mit geringer bis mittlerer NA stabildreidimensional zu fangen. So
kann mit einer reduzierten Leistungsdichte bei gleichzégt erh6htem Arbeitsabstand, erhohter
Scharfentiefe sowie erweitertem Bildfeld gearbeitet wezd.

Eine weitere mogliche Anwendung hologra scher Doppelfaih ist deren Einsatz als Beleuch-
tungssystem in einer hologra schen Realisierung des Mikroskops. Auf diese Weise kann der
apparative Aufwand eines solchen Gerats deutlich reduzieverden. Im Rahmen dieser Arbeit
konnte die Funktionsweise prinzipiell nachgewiesen werde

Desweiteren wurde eine Methode zur Sortierung bzw. Bereagning von Zelllinien untersucht.
Prinzip hierbei ist die softwaregesteuerte Zerstoérung erlner, unerwinschter Zellen. Zur Au-
tomatisierung des Prozesses wurde (aufgrund der UV-Emp fidhkeit von LC-Molekiilen) ein
DMD-basierter Lichtmodulator eingesetzt. Die Funktionswise des Skalpells konnte unter Ein-
beziehung einer Aberrationskorrektur demonstriert werde Neben der reinen Zerstérung von
Zellen ist auch die weitergehende Manipulation durch Schiden und Bearbeiten von Zellen
oder Zellbestandteilen sowie eine Parallelisierung der \@nge moglich. Aufgrund der geringen
Beugungse zienz ist das DMD fir hologra sche Anwendungen icht ideal. Hier besteht die
Ho nung, dass e ziente Schneidkonzepte auf Basis von MultPhotonen-Prozessen zukinftig
mittels LC-Modulatoren realisiert werden kénnen.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die halagche Pinzette sich sehr gut
als Werkzeug zur markerfreien Diagnostik eignet. Die beigthaften Messungen an den Zellen
der Baf-Zelllinie zeigen die Emp ndlichkeit und prinzipidle Funktion des Messverfahrens.

Herausforderungen bei der Umsetzung eines automatisiarteéinfangs wurden identi ziert und
Losungsvorschlage erarbeitet und untersucht. Somit bilteliese Arbeit den ersten Schritt in
Richtung eines vollautomatisierten Werkzeugs, welches zlxagnose und Medikamentenent-
wicklung eingesetzt werden kann.
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A. Erganzendes zum Add-on Modul

A.l. Eigenschaften eingesetzter Elemente

A.1l.1. Modulationseigenschaften DMD

Die technischen Daten des DMD sind in TabellA.1 dargestellt. Die Gesamtbeugungse zienz
des DMD betragt pyp = 0;061 Dies berechnet sich nach Gleichung.3.5 Herstelleranga-
ben zufolge ist die Re ektivitdt R der SpiegelR = 89;4% und die Transmission (zweimaliger
Durchgang) des Deckglas ist A = 972% = 94;1%. Der Fullfaktor betragt FF = 85;2%.
DMDs arbeiten grundséatzlich im Gegensatz zu LCDs in binar er Amplitudenmodulation,
die deutlich ine zienter ist als Phasenmodulation. Die E z ienz eines binaren Amplitudenho-
logramms eines einfachen Gitters isty = 10% [152. Aus diesem Grund ist die ist die Ge-
samte zienz der in das DMD eingeschriebenen Hologramme etwpyp =0;61 0;1=0;061

Au 0sung 1024 768Pixel
Pixelpitch 13,7 pm
Kippwinkel 12
Kippachse 45 verdreht
Fullfaktor 85,2%
Spiegelre ektivitat 89,4%
DMD E zienz 64% bei =355 nm

Tabelle A.1.: Technische Daten des Digital Micromirror Deizce der Firma Texas Instruments
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A. Erganzendes zum Add-on Modul

A.1.2. Modulationseigenschaften des Holoeye HEO 1080-P

Die Modulationseigenschaften des SLM sind abhéngig von deolarisation des auf den SLM
einfallenden Lichtes. AbbildungA.1 zeigt die Phasen- und Amplitudenmodulation des SLM
fur zwei unterschiedliche Eingangspolarisationen. ObwbHdie Phasenmodulation nahezu un-
beein usst bleibt, zeigt die Amplitudenmodulation eine sarke Abhangigkeit. Ideale Modulati-
onseigenschaften (lineare Phasenmodulation, nahezu kiamée Amplitudenmodulation) erhalt
man fir diesen Lichtmodulator bei einer Ein- und Ausgangsjarisation von 90 (parallel zur
Tischebene).
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(a) Phasenmodulation (b) Amplitudenmodulation

Abbildung A.1.: Modulationseigenschaften des HEO 1080-Pi® Analysatorstellung (A) gibt
die Eingangspolarisation, die Polarisatorstellung (P) & Ausgangspolarisation an. Ideale Mo-
dulationseigenschaften ergeben sich fir eine Ein- und Aasmspolarisation von 90 (parallel
zur Tischebene).

Au 6sung 1980 1080Pixel
Pixelpitch 8 um
Chipgroye 15,36 8;64mm?
Fullfaktor 87%
Phasenshift| 2 fir bis zu = 1550nm

Tabelle A.2.: Technische Daten des phase-only Displays HED80 P der Firma Holoeye
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A.1. Eigenschaften eingesetzter Elemente

A.1.3. Modulationseigenschaften des Holoeye LC-R 2500

Beim LC-R 2500 handelt es sich um ein verdrillt-nematischdsCD der Firma Holoeye. Auf-
grund seiner Bauart muss zur Erreichung der fur dieses Disgl optimierten Modulationsei-
genschaften sowohl ein Polarisator vor, als auch ein Analter nach dem Display verwendet
werden. Bei der Charakterisierung des Elements stellte Biberaus, dass dieses LCD kein reiner
Phasenmodulator ist, sondern zusétzlich Amplitudenmodation aufweist. Fir die verwendete
Wellenlange von =1064 nm kann dieser Modulator keine Phasenschiebung von &alisieren.

Au dsung 1024 768Pixel
Pixelpitch 19 pum
Chipgroye 9,5 14 6mm?
Fallfaktor 93%
Phasenshift| 2 fir biszu =700nm

Tabelle A.3.: Technische Daten des Displays LC-R 2500 dermrfia Holoeye

(a) Phasenmodulation (b) Amplitudenmodulation
Abbildung A.2.: Modulationseigenschaften des LC-R 2500emessen bei einer Wellenlange

von =830 nm fur die optimalen Polarisatoreinstellungen (Polasator 39 /Analysator 19 ,
gemessen senkrecht zur Tischebene).
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A. Erganzendes zum Add-on Modul

A.1.4. Technische Daten des Laser IRE-Polus

Der zum Einfang verwendete Laser hat die in Tabell&.4 dargestellten technischen Daten.
Es handelt sich hierbei um einen Faserlaser mit einer intagrten Kollimationsoptik, die einen
Strahldurchmesser von ca. 70 mm Durchmesser erzeugt. Dieximaale Ausgangsleistung be-
tragt 20 W. Da jedoch der verwendete Lichtmodulator geschomterden soll, wurde die Leistung
des Lasers nie Uber 3 W erhoht. Aufgrund des unpolarisiertékusgangsstrahls muss zwischen
Laser und SLM ein Polarisator eingefugt werden.

Betriebsart cw
Strahlqualitat TEM oo
1064 nm

max. Leistung 20 W
Polarisation | unpolarisiert

Tabelle A.4.: Technische Daten des Lasers IRE-Polus PYL-208&r Firma IP Group
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A.2. Technische Daten des Add-on Moduls

A.2. Technische Daten des Add-on Moduls

(a) Spotbild (b) RMS-Wellenfrontfehler

(c) Linsendaten

Abbildung A.3.: Spotbild, RMS-Wellenfrontfehler und techimsche Daten des Add-on Moduls.
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A. Erganzendes zum Add-on Modul

A.2.1. Toleranzen

Zur Analyse der Toleranzen wurden soweit verfigbar die Hestellerangaben zu Fertigungs-
toleranzen verwendet. Bei Achromaten kann davon ausgegamgwerden, dass die Toleranz der
Ausrichtung der Linsen zueinander aufgrund der Justage beedHerstellung vernachlassigt
werden kann. Es interessiert bei der Toleranzierung alsomdie Verkippung und Dezentrierung
des gesamten Elements. Uber Brechzahl-, Abbezahl- und Rattideranzen sind keine Anga-
ben verfiigbar, weshalb die in ZEMAX vorgegeben Standarderianzen tbernommen wurden
(siehe TabelleA.5). Neben den Toleranzen fiur die Linse wurden zudem Tolerameéir die
Ober ache des SLM und Abstande zwischen den Elementen angemmen. Die optischen Ele-
mente des Mikroskops (TL und MO) wurden nicht in die Toleranierung einbezogen, da sie
als perfekt angenommen werden.

Linse 1 mit SLM
Fassung (Linos

322271)
Dezentrierung 0; 08 mm
Verkippung 0; 07
Dicken/Abstande 0;20 mm
Ober &chenuneben- 0;2
heiten
Radius 0,20 mm
Brechungsindex 0,001
Abbezahl 1%

Tabelle A.5.: Toleranzen fur die Linsen. Auyer flr Dezenterung und Verkippung wurden von
den Herstellern keine Angaben gemacht. Aus diesem Grund wlen die ZEMAX Standar-
deinstellungen Gbernommen.
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A.2. Technische Daten des Add-on Moduls
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Abbildung A.4.: Zwei mogliche Aufbauten.

A.2.2. Arbeits- und Objektfeld

Der Arbeitsbereich hologra scher PinzettenOsy stimmt meist nicht mit dem Objektfeld
Occp von Mikroskopen tberein. Das Arbeitsfeld hdngt neben dem mianalen Beugungswinkel
des SLMs auch von der Einkopplung sowie dem verwendeten MQ &las Objektfeld wiederum
hangt vom Mikroskopobjektiv, der Tubuslinse und der Groye &s CCD-Chips ab.

Das SLM realisiert einen maximalen Beugungswinkel, der durch sin = =g gegeben ist.
Dabeiistg= N ppdie Gitterperiode, mit dem Pixelpitch ppund der AnzahIN an Graustufen,
mit denen das Gitter dargestellt wird (Minimum N=2).

Das SLM wird mit Hilfe eines Teleskops mit dem Abbildungmayab ©= f,=f, in die Ein-
trittspupille abgebildet (siehe Abb. A.4(a)). Der Winkel °eines Strahls in der Ebene der EP,
der durch das SLM um ausgelenkt wurde, ergibt sich zu:

Osim

0= f,=f, =atan (A.1)
MO
Fur kleine Winkel (sin = ,sin °= 9 ergibt sich deshalb fiir das Arbeitsfeld:
— 0_ f1
Oswv = fmo = fmo f, (A.2)
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A. Erganzendes zum Add-on Modul

Das Obijektfeld hingegen ist gegeben durch:
Occo = bececo +— (A.3)

wobei b-cp die Breite des CCD-Chips darstellt. Deshalb ist das Verhétis von Arbeitsfeld
zu Objektfeld abhangig von der Groye des CCD-Chips und der &mnweite der Linse 1. Das
Verhéltnis ist hingegen unabhangig vom Mikroskopobjektiv

c)SLM — fl fTL
OCCD bZCD f2

(A.4)

Wird die Tubuslinse als Linse 2 verwendet, wie das fur das Adoh Modul der Fall ist (f, = f1,
siehe Abb.A.4(b)), so hangt das Arbeitsfeld nur vom maximalen Beugungswinke des SLM,
der Groye des CCD-Chips und; ab:

Osiv _ f1
Occp  lxcep

(A.5)

Tabelle A.6 zeigt das relative und absolute Arbeitsfeld des Add-on Modii(Abschnitt 4.1) fur
zwei verschiedene Mikroskopobjektive. Dabei wird die Bteides CCD-Chips als Referenz ver-
wendet (ccp =8952,6 pm). Das Arbeitsfeld wurde fur zwei verschiedene Wer betrachtet:
den maximalen Wert mit N=2 Graustufen sowie N=4 Graustufen, da hierbei im Gegesatz
zu N=2 noch eine sehr gute Beugungse zienz gewabhrleistet i (80%).

| Objective (Zeiss)| 40 /1,2W | 63 /1,2W |

OSLM N=4 124m 78m
gCT N=4 0,55 0,55
Osim N=2 248m 157 m
807 N=2 1,11 1,11

Tabelle A.6.: Relatives Arbeitsfeld&f% und absolutes ArbeitsfeldOg y flr zwei verschiedene
Beugungsgitter.
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A.2. Technische Daten des Add-on Moduls

Spiegel —\ 2Zmo

_v defokussierter
Spot

Abbildung A.5.: Defokussierung des Mikroskopobijetivs.

A.2.3. Verschiebung des Mikroskopobjektivs

Zur Messung der Defokussierung der Falle wird ein Spiegel die Objektebene eingebracht.
Es wird also die Re exion des Spots am Spiegel betrachtet.

Die Beobachtungsebene eines auf Unendlich korrigiertenkvibskopobjektivs also die Ebene,
die scharf auf die Kamera abgebildet wird ist immer die Foksebene des Mikroskopobjektivs.
Das heiyt, um eine andere Ebene scharf zu stellen, muss dagegBboder das Mikroskopobjektiv

axial verschoben werden. Bei dem hier verwendeten kommetign Zeiss Axiovert 200M wird

das Mikroskopobjektiv verschoben.

Abbildung A.5 zeigt den Strahlengang bei Einkopplung eines kollimiertdraserstrahls (links)
und eines defokussierten Laserstrahls (rechts). Um den $mes defokussierten Laserstrahls
scharf auf die Kamera abbilden zu kénnen, muss auf dem Ruckwagter dem Mikroskopob-
jektiv wieder ein paralleler Strahl vorliegen. Dies wird eeicht, indem das MO so verschoben
wird, dass der Fokus oder das virtuelle Bild des Fokus in delokusebene des Objektivs liegt.
Hierzu wird das Mikroskopobjektiv umZyo verschoben, um einen un2Zyo verschobenen
Spot abzubilden. Im hier verwendeten Aufbau fuhrt eine Dekussierung mit einem positiven
Hologrammparameterk, zu einer negativen Defokussierung Zyo .
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A. Erganzendes zum Add-on Modul

| Objektiv | Abstand SLM Linse 1 [mm] | Abstand TL-EP |

20 217 154,3
40 231 145,0
50 238 140,3
63 231 145,0

Tabelle A.7.. Gemessener Abstand SLM Linse 1 fir verschiede Objektive und die daraus
(mit Zemax) ermittelten Abstande TL-EP

A.2.4. Justagevorschrift fur das Add-on Modul

Die Justage des Systems erfolgt in mehreren Schritten:

1. Justage des Teleskops: Mit Hilfe eines Kollimationstesteder Firma Mirage (basierend
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auf einer Doppel-Shearplatte) in der Objektebene (ohne Misskopobjektiv) wird Linse
1 in die richtige Position gebracht.

Die Position des SLM kann nun ermittelt werden. Hierzu wi ein Filter (z.B. Zernike

Ringblende) in die Mikroskopbeleuchtung eingeschwenkt undessen Abbildung in der
Fourierebene der Objektebene und damit SLM-Ebene gesuthHierzu muss eine
korrekte Kohlersche Beleuchtung vorliegen sowie das MO fiien Standard-Trapping-

Fall (Fokussierung auf Oberseite Deckglas 0,17 mm) fokusd werden. Da die Lage
der EP und damit auch der Fourierebene der verschiedenen MQ@ariiert, muss ein

Kompromiss fur die Position des SLM gefunden werden (siehetzu Tabelle A.7). Da

die Lage der Eintrittspupille des 40 und des 63 Objektivs nahezu an der gleichen
Stelle liegen und diese Objektive sich am besten fur den Eanfy eignen, wurde der SLM
an dieser Stelle xiert. Fur die anderen Objektive ergibt sih ein Defokus in der EP, der
Uber das Hologramm ausgeglichen werden muss (siehe hierhaséhnitt 4.1.3.

Der Laser kann nun nach Entfernung von Linse 1 unter Zuhdhahme von Blenden und
einer Kamera zur Beobachtung auf die optische Achse gebraalerden. Hierbei hilft das
zweistu ge Spiegelsystem.

In einem letzten Schritt wird ein Polarisator eingeftigtder die unpolarisierte Laserstrah-
lung parallel zur Tischebene polarisiert. Dies entsprichder idealen Einfallspolarisation
des SLM und in diesem Fall zufélligerweise auch der des pasationsabhéngigen Pris-
mas. Sollte dies nicht der Fall sein kann mit Hilfe einer=2-Platte die Polarisation

entsprechend gedreht werden. Anschlieyend kann nach ertexuKontrolle der optischen

Achse Linse 1 wieder eingefugt werden.



A.3. 4f-Aufbau mit verschobener Abbildungsebene

A.3. 4f-Aufbau mit verschobener Abbildungsebene

Da der Abstand zwischen Tubuslinse und Eintrittspupille ntht genau der Brennweite der
Tubuslinse entspricht, kann nicht mit einem traditionellen 4f-Aufbau eingekoppelt werden. Es
wird eine 4f-&hnliche Anordnung verwendet, deren Bild- uné®bjektebene sich nicht in der
Brennweite der beiden Linsen be nden.

Zur Berechnung des Ein usses dieser Verschiebung wird digg€atorrechnung verwendetd5).
Dabei wird eine skalierte Fouriertransformation folgendenayen dargestellt:

1 1
vV —
f

F=RI[]Q f— RI[f] (A.6)
Hierbei wird die Skalierung um einen Faktor ¢ durchlV [c] und die Fouriertransformation durch
F dargestellt. Die skalierte Fouriertransformation kann as einer Folge aus PropagatioR um

die Brennweitef , einem LinsentermQ mit der Brennweite f sowie einer weiteren Propagation
um die Brennweitef darstellt werden.

Fur einen traditionellen 4f-Aufbau mit den Brennweitenf; und f, ergibt sich eine Folge aus
zwei (abhéangig von der jeweiligen Brennweite unterschiech skalierten) Fouriertransforma-
tionen (SkalierungV, Fouriertransformation F), die nach den Regeln der Operatorrechnung
umgestellt werden kdnnen:

v 1 fv L F (A.7)
fo fq
1

=V = FFV[f ] (A.8)
2
1

=V = V[ 1V[f 4] (A.9)
2

-y (A.10)
fa

ny 10 (A.11)

Entsprechend ergibt sich fur einen 4f-Aufbau mit verscholner Abbildung (siehe Abbildung
A.6) die Folge aus der Propagation zur Brennebene, der tradinellen 4f-Anordnung und
darauf folgend die Propagation zur Bildebene. Be ndet sictas Objekt in der Entfernung z
vom Brennpunkt der Linse 1 entfernt, so gilt fur die Ebene in er Entfernung z°= © z
vom Brennpunkt der Linse 2:
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A. Erganzendes zum Add-on Modul

Abbildung A.6.: Traditionelle 4f-Anordnung (gestrichelie Linie) und 4f-Anordnung mit ver-
schobener Abbildung (durchgezogene Linie).

R % zvVv 10 R[ Z] (A.12)

=V = R[ ZR[ Z] (A.13)
1

=V = (A.14)

Es ergibt sich also fur eine konventionelle 4f-Anordnung dneine 4f-Anordnung mit verscho-
bener Abbildung dieselbe Wellenfront in der entsprechendeBildebene. Die Bildebene einer
4f-Anordnung mit verschobener Abbildung be ndet sich in deEntfernung z°= @ z.
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B. Zernike Polynome

Wellenfronten werden hau g mit Hilfe von Zernikepolynomerbeschrieben, da diese eine direkte
Aussage Uber die Aberrationen erster Ordnung (spharischédgrration, Astigmatismus, Koma,
etc.) zulassen112. Eine kontinuierliche Wellenfront kann mit Hilfe einer Lnearkombination
von Zernikepolynomen dargestellt werden:

W(xy) = g Z: Ui (X7y); (B.1)
r=0
mit dem Zernikekoe zient Z, und dem ZernikepolynomU, der Aberrationr. Tabelle B.1 zeigt
eine Ubersicht Uiber die ersten 13 Zernikepolynome. Es seigamerkt, dass unterschiedliche
Autoren die Zernikepolynome unterschiedlich ordnen. Hiewird die De nition nach Malacara
[112 verwendet.
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B. Zernike Polynome

| r | ZernikepolynomU; | Zernikekoe zient | Bedeutung
1 |1 Z Piston, Phaseno set
2 sin# Z;= kY Tilt x-Achse
3 cost# Z3= k{ Tilt y-Achse
4 2sin 2# Z4= Zax Astigmatismus 45
5122 1 Zs=k? Defokus
6 2cos Zo= Zpy Astigmatismus 90
7 Ssin3# Z-
8 |33 2)sin# Zg = Zcx Primare Koma x-Achse
9 | (8% 2)cos# Zg= Zcy Primare Koma y-Achse
10| S3cos3t Z10
11 4 sin 4# Z
12 (4 43 2) sin 2# Z1o
13/64 62+1 Z13= Zsa Primé&re spharische Aberration

Tabelle B.1.: Ubersicht Gber die ersten 13 Zernikepolynomeach Malacara 117 sowie die
Bezeichnung der Zernikekoe zienten, wie sie in dieser Arliteverwendet werden.
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C. Herleitungen

C.1. Herleitung der Kalibrierungsfunktionen

Bei der Kalibrierung wird der Zusammenhang zwischen Hologmmparametern und der Spot-
auslenkung ermittelt. Bei der modellbasierten Kalibrierag wird hierzu der Softwarecode be-
trachtet und die Auslenkung des berechneten Hologramms berzogen.

C.1.1. Laterale Kalibrierung

Die Herleitung wird hier flr den Hologrammparametek, durchgefthrt. Die Herleitung furk,
ergibt sich analog.

Die Hologrammberechnungssoftware berechnet die Phasdnsbung' (ro) fur jedes einzelne
Pixel im (normierten) Abstand r vom Mittelpunkt des SLM mit ro = r=r;. Hierbei ist r
der Abstand (in Pixeln) vom Mittelpunkt des SLM und r; der Radius der Normierung. Aus
historischen Griinden wird hierr, = 384 verwendet.

Die laterale Bewegung der Falle wird durch einen Phasenkgi(ro) = k¢ rq erzeugt. Aufgrund
der Normierung auf 256 Graustufen ergibt sich dabei als Phasschiebung jedes einzelnen
Pixels: 1 1

(r)= kg F= 256 n T 3o
Damit ergibt sich ein linearer Zusammenhang zwischen dem ldgramm-Eingabeparametern
k¢ (im folgenden Hologrammparameter genannt) und dem Hologrankoe zienten k? (siehe

Gleichung 3.3):

Kx (C.1)

ke =3 2% k? (C.2)

LAm ITO wurde der Algorithmus urspriinglich fir ein SLM mit 768 Pi xeln Hohe programmiert. Um die
gleichen Hologramme mit unterschiedlichen SLMs darstellereu kénnen, wurde der Algorithmus seither
nicht angepasst.
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C. Herleitungen

Die Phasenschiebung (r) = 1 entspricht dabei einer Phasenschiebung véh durch den SLM.
Der Beugungswinkel eines Hologramms mit der Gitterkonstantey ist gegeben durch

sin = =g: (C.3)

Ein Hologramm, das mit Hilfe eines SLM mit dem Pixelpiclpp dargestellt wird, besitzt die
Gitterkonstante
PP
g=N pp= Ko (C.4)
X

Dabei ist N = 1=k% die Anzahl von Pixeln, die eine Periode darstellen.

Mit Gleichungen C.1, C.3 und C.4 ergibt sich der Beugungswinkel in Abhangigkeit des Holo-
grammkoe zienten Ky:

sin 4 = (C.5)

—— k
3215 pp
Oder anders ausgedruckt: Das Produkt von Hologrammkoe zi@ k, und Gitterkonstante g
ist konstant:

Ke 0= kg =3 2% pp= const: (C.6)

sin

Mit Hilfe des Beugungswinkel l&asst sich nun die laterale Viechiebung x des Spots in der
Objektebene berechnen. Diese Verschiebung ist abhangigwvoptischen System, das zur Trans-
formation verwendet wird. Das Hologramm wird mit Hilfe eine 4f-Aufbaus mit den Brenn-
weiten f1 und f1_ (siehe Abschnitt A.2.2) in die Eintrittspupille des MO abgebildet. Der
Beugungswinkel in der Eintrittspupille °ist gegeben durch °= f,=f;_ (siehe Abschnitt
A.2.2). Dieser Beugungswinkel in der Eintrittspupille fihrt zu éner Verschiebung des Spots

X:
0 X

tan "= —: (C.7)
fmo
Fur kleine Winkel gilt dann :
f
X = fumo f—l . (C.8)
TL
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C.1. Herleitung der Kalibrierungsfunktionen

C.1.2. Axiale Kalibrierung

Die Hologrammberechnungssoftware berechnet die Phasdnsbung ' (r) fur jedes einzelne
Pixel im Abstand r vom Mittelpunkt des SLM. Die axiale Bewegung der Falle wird drch
einen quadratischen Phasenterrh,(ro) = (2r3 1) k? (vergleiche Zernikepolynom Defokus)
realisiert.

Die Phasenschiebung , eines Pixels in der SLM-Ebene in einem bestimmten Abstand o
Mittelpunkt des SLM r = r; ro mit r; = 384 ist im Algorithmus der Hologrammberechnung
unter Berucksichtigung der Graustufennormierung wie fotggegeben:

ro? 1

v 2 0_— o -
=@rE D K= 2 -1 sk (C.9)

Wie auch bei der lateralen Kalibrierung entspricht ,(r) = 1 einer realen Phasenschiebung von
2 . Der dadurch dargestellte Linsenterm erzeugt einen Breneite in der Entfernungf s, . Die
im SLM dargestellte Linse entspricht einer Fresnelschen @enplatte. Aus diesem Grund lasst
sich die Brennweitef sy analog berechnen. Fir eine ebene Beleuchtung einer Zoneiigl
gilt [144:

r)2
fsim = (p[; ) ; (C.10)

wobein die Anzahl der Zonen der Zonenplatte ist (bei der Zonenplatentspricht eine Zone
einem Phasenhub von ). Fiur eine Phasenschiebung vo@ ergeben sich also n=2 Zonen, was

in unserem Fall jedoch einer Phase von, = 1 entspricht. Somit ergibt sich:

r)2
fsim = (pzp ) : (C.11)
z

Mit den GleichungenC.9 und C.11 ergibt sich die Brennweite des SLMs in Abhangigkeit des
Hologrammkoe zienten k,:
9 220 pp?

fSLM = k— (C12)
z

Wird eine Punktlichtquelle in der Objektebene des Mikroskap um einen O set z aus der
nominellen Fokusebene verschoben, so ergibt sich die Phdsent  in der Pupille (EP) des
Mikroskopobjektivs, das nach der Sinusbedingung korrigteist, zu [20]:

=nk z 1 s*— s4§+::: ; (C.13)
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C. Herleitungen

mit der Wellenzahl k = 2-, dem normierten Pupillenradius = r=rgp und s = NA=n, wobei
NA die numerische Apertur des Objektivs undh der Brechungsindex des Immersionsmediums
ist.

Will man nun einen eingekoppelten Laserstrahl um z in der Objektebene defokussieren, so
muss man die Phasenfont in der Eintrittspupille entsprechrel Gleichung C.13 manipulieren.
Vernachlassigt man dabei den Ein uss spharischer Aberratn, so ergibt sich:

2
=nk z 1 SZE ; (C.14)

Die Steigung in einem Punkt der Wellenfront einer defokussiten Welle ergibt sich zu

— = nk zs*: (C.15)
Hieraus ergibt sich z:
1

Die Krummung — der Wellenfront in der Eintrittspupille des MO kann durch ene Brennweite
feP (siehe hierzu AbschnittC.1.3 Gleichung C.28) dargestellt werden. Nach AbbildungC.1
ergibt sich mit = r=rgp dann folgender Zusammenhang:

=k r
— = = C.17
dr 2 lep pr ( )
2
— = Lk (C.18)
fep

Aus den GleichungenC.16 und C.18 ergibt sich dann fur die Defokussierung der Falle:

_ rép .
7 = m, (C.19

oder mitfgp = @ fgy (siehe AbschnittC.1.3 und s = NA=n:

7= e (C.20)
NAZ @ foy '

164



C.1. Herleitung der Kalibrierungsfunktionen

Abbildung C.1.: Kugelwelle, die in der Brennweitd konvergiert.

C.1.3. Brennweite des mittels SLM dargestellten Defokusterms

Zur Berechnung der Brennweite des SLMs wird die Steigung ddurch das HologrammUp
erzeugten WellenfrontWs,, betrachtet (siehe GleichungC.14):

2
2 r

L (C.21)
2rg

SLM:nkZ].S

mit dem e ektiv genutzten Radius des SLMrg,y . Die Steigung der Wellenfront ergibt sich

ZU

Wsim r .

= nk z&° (C.22)

2
r'sim

Das SLM wird mit dem Abbildungsmaystab °in die Eintrittspupille abgebildet. Wird nur ein
Teil des SLM in die EP eingekoppelt, so gilt folglich:

rer = Fsum (C.23)

Aus diesem Grund gilt fur die Wellenfront in der EP analog zukVellenfront hinter dem SLM:

2
2 r

2( % reum )? (C-24)

ep=nk z 1 s
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C. Herleitungen

= nk 22 (C.25)

e _ e e _ _swm _ [T (C.26)

Mit
(C.27)

(siehe hierzu AbbildungC.1) ergibt sich damit

fep = &f SLM (C.28)

Die maximale Brennweite, die mit Hilfe des SLM erzeugt werdekann, ist limitiert durch
dessen Au 6sung: die maximale Steigund =dr (siehe GleichungC.27) ist gegeben durch ein
Beugungsgitter mit einer Periode von 2 Pixelndr = 2ppund d = ). Da jedoch fur die
verschiedenen Mikroskopobjektive aufgrund der untersa@lichen Eintrittpupillen jeweils ein
anderer Bereich des SLMgp = © eingekoppelt wird, ergeben sich fur die Mikroskopobjektiv
unterschiedlichen maximale Brennweiten:

r
fSLMmax = % pr (C-29)
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C.2. O nungswinkel und maximaler Phasenshift eines Axikas

C.2. O nungswinkel und maximaler Phasenshift eines
Axikons

Das Axikon wird in die Eintrittspupille des MO (DurchmesserDgp ) mit dem Abbildungsmay-
stabe Cabgebildet. Dieser bestimmt damit den Durchmesser des AxiksD ,, der eingekoppelt
wird:

D

o_ “EP

= C.30
Da ( )

Der maximale optische Wegh,, den das Licht im Axikon zurlcklegt, ist abhangig von der
physikalische Hohez, des Axikon mit dem Brechungsindex:

ha=n z, (C.31)

Damit ist der O nungswinkel des Axikons gegeben durch

Za 2h, ©

tan = =
D,=2 NDEep

(C.32)

wo| Da/2

v

Zmax
Abbildung C.2.: Schema Axikon
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C. Herleitungen

C.3. Sinus- und Tangens-Bedingung sowie daraus
bedingte Apodisation

Optische Systeme, wie bspw. Mikroskopobjetive, werden moalerweise nach der Abbeschen
Sinus-Bedingung korrigiert. Dies fuhrt zu einer gekrimmte Eintrittspupille [ 157. Paraxiale
Systeme hingegen erfillen beispielsweise die Tangensbhgding, bei der die Eintrittspupille
eine Ebene ist (siehe AbbC.3). Diese unterschiedlichen Auslegungen des Systems flhten
gleicher Punktlichtquelle im Brennpunkt F zu unterschiedther Intensitatsverteilung in der
Pupille [157. Diese Intensitatsverteilung ist durch den Apodisierurgfaktor a( )?> gegeben.
Besonders bei Systemen mit hoher numerischer Apertur spidleser Apodisierungsfaktor eine
signi kante Rolle. Dabei gibt Iy eine homogene Intensitét in der Pupille an, wobei die Herseh
Bedingung erfullt ist.

Die Intensitat | s in der Pupille eines nach Sinus-Bedingung korrigierten Sgns ist durch den
Apodisierungsfaktoras gegeben157:

ls=1u a&( )= lu cos(); (C.33)

Die Intensitat I in der Pupille eines nach Tangens-Bedingung korrigierteryStems ist durch
den Apodisierungsfaktorar gegeben157:

1

I+ = 1n a%(): Iy

Will man ein nach Tangensbedingung modelliertes System ameiach Sinus-Bedingung mo-
delliertes System anpassen, so ergibt sich nach Gleichu8g33 und Gleichung C.34 fur die
Intensitat:

()

at()

A

ls=A() It = I+ =cos*( ) (C.35)
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C.3. Sinus- und Tangens-Bedingung sowie daraus bedingte djisation

A\

Abbildung C.3.: Derselbe fokussierte Strahl in Systemenjadnach Tangens- bzw. Sinusbedin-
gung korrigiert sind, be ndet sich in der Pupille an anderefStelle. Dies fiihrt zu unterschied-
licher Apodisierung.
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