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Entwicklung eines opto-mechanischen Mikrolabors zur Gene rie-
rung und Untersuchung biomimetischer Proteinnetzwerke

Kurzfassung: Der Zugang zur Untersuchung komplexer Mikrostrukturen, wie
sie insbesondere durch biologische Systeme gebildet werdererlangt spezielle
Werkzeuge und Methoden, die eine aktive physikalische undhemische Kon-
trolle in diesem Gre enbereich und die Erfassung systemspezi scher Paramete
erlauben. Ein Teil dieser Anforderungen kann durch den Einatz holographi-
scher optischer Pinzetten (HOT) erfellt werden, mit denen sich eine Vielzahl
mikroskopischer Objekte nicht-invasiv manipulieren und Piconewtonkrafte mes-
sen lassen. In dieser Arbeit wurden die Anwendungseyglichkeiten der HOT
erstmals mber eine reine Objektmanipulation hinaus durch Integration in eine
neu entwickelte Mikro uidikplattform erweitert und die HO T-Technologie in
Hinblick auf komplexe Systemanwendungen weiterentwickdé! Verschiedene Al-
gorithmen zur Hologrammberechnung wurden hinsichtlich ilrer E zienz mit-
einander verglichen. Es konnte gezeigt werden, dass ein higorgestellter erwei-
terter Superpositionsansatz in den meisten Bllen zur Hologrammgenerierung
ausreicht, womit die Verwendung zeitaufwandiger iterativer Verfahren entfallt.
Die Abhangigkeit der E zienz von Symmetrieeigenschaften der Fallenmuster
wurde aufgezeigt und analysiert. Durch Verwendung der Supgposition wur-
de eine Ortsau esung der HOT-Positionierung im Nanometerbereich realisig.
Die Abhangigkeit der Au esung von der Zahl der Bildpunkte und Phasenstu-
fen der Hologramme konnte hergeleitet und experimentell dmonstriert wer-
den. Die HOT-Technologie erneglicht die Erzeugung optischer Wirbelfallen,
die gefangene Objekte durch Drehimpulabertragung in Rotation versetzen.
Eine neue Klasse modulierter optischer Wirbel wurde pesentiert, die eine Re-
gulation des Drehimpuls optischer Wirbel erlaubt ohne die Laserintensitat oder
den Wirbelradius zu verandern. Die Fabrikation eines ultra achen und optisch
transparenten Mikro uidiksystems stellt ein Werkzeug zur Kontrolle des che-
mischen Milieus zur Verfugung, das eine Integration der HOT erlaubte. Speziell
auf die HOT angepasste Kanaldesigns wurden entwickelt, um wtemstabilit at
zu gewahrleisten und gleichzeitig einen exiblen Austausch von $ibstanzen zu
ermeglichen. Dieses opto-mechanische Mikrolabor konnte sclailich zur Ge-
nerierung biomimetischer quasi-zweidimensionaler Aktinetzwerke auf durch
HOT strukturierten Mikrokugeln genutzt werden: Es wurde zur Ober achen-
strukturierung, der Erzeugung kraftsensorischer Geloberachen und der freien
rein optischen Systemmanipulation eingesetzt.



Development of an opto-mechanical micro-lab for creating a nd
probing biomimetic protein networks

Abstract: Probing complex micro-structures like cellular and sub-cellilar bio-
systems requires special tools which allow the active contd of the physical and
chemical micro-environment to realize specic system parareters. Many de-
sirable possibilities can be realized using holographic digal tweezers (HOT),
a recent and powerful manipulation tool which allows for norrinvasive and in-
dependent steering of multiple microscopic objects and mesauring forces in the
range of pico-newtons. For that purpose HOT were extended beynd a mere
manipulation tool for the rst time, integrating them with a new micro ui-
dic platform and further developing their diversity with a f ocus on practical
applications to complex systems: The e ciencies of variousalgorithms for ho-
logram calculation were compared. It could be shown that no terative and
time-consuming algorithm is necessary to calculate hologmas for most holo-
graphic optical trapping patterns. Instead, holograms may be produced by a
simple extension of the superposition of simple di raction gratings. The sym-
metry dependence of holograms' e ciencies was demonstrate and analyzed.
The application of the superposition method allowed for po&ioning HOT with
nanometer resolution. Experimental corroboration of the gatial resolution's
dependence on the hologram's number of pixels and phase ldgsds presented.
HOT can also produce focused helical wave fronts of light knen as optical
vortices which can exert torque on trapped objects. So far, lhis torque was con-
trolled by the intensity, the helicity, and the size of the ri ng. To untangle these
dependences, a new class of modulated vortices is presentethich allows one
to control the transfer of angular momentum without changing the laser inten-
sity or the ring-shaped intensity distribution characteristic. The fabrication of
an ultra-thin and optically transparent micro uidic system provided a tool to
control the chemical micro-environment and allowed the integration of HOT.
Special channel designs were optimized for the applicationof HOT to achieve
both stability and the possibility to exchange di erent ui ds rapidly. The opto-
mechanical micro-lab was then applied for the generation of inmimetic quasi
two-dimensional actin networks constructed on a framework & microspheres
organized or even held by the optical traps: The micro-lab wasused for surface
structuring, creation of hydro-gel based force-sensors anche free manipulation
of an optically trapped system, supporting an actin network.
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Kapitel

Einleitung

. There's Plenty of Room at the Bottom\ - In seinem visionaren Vortrag® hat Ri-
chard P. Feynman (1918-1988) bereits 1959 das Tor zur Welt deAllerkleinsten
aufgesto en und damit gleichsam den Startschuss gegebenif die rasante Ent-
wicklung der Mikro- und Nanotechnologie [Fey60]. Dieser Pozess wurde beson-
ders erfolgreich in der Mikroelektronik vorangetrieben. Immer kleinere Struk-
turen fuhren zu immer leistungskhigeren Rechenmaschinen. Eine Entwicklung,
die nach dem Mooreschen Gesetz zu einer Verdopplung der Kortgxitat in-
tegrierter Schaltkreise in Intervallen von etwa 24 Monatenfuhrt [M0o065]. Die
dazu entwickelten Techniken sind in ihrer Anwendung nicht auf die Elektronik
beschmnkt, sondern bieten die Meglichkeit einer Miniaturisierung komplexer
Strukturen und Systeme in unterschiedlichsten Anwendunggebieten. So ist es
nicht verwunderlich, dass die Miniaturisierung auch vor da Chemie nicht halt
gemacht hat. Hier liegt das ehrgeizige Ziel in der Integratbn ganzer Labore auf
einem Chip [Rey02, Kni02]. Die Herausforderungen, denen esch zu stellen gilt,
sind dabei ungleich ge er als in der Mikroelektronik. Es mussen unterschied-
lichste Analysewerkzeuge miniaturisiert und verschiedeste chemische Kompo-
nenten manipuliert werden. Mikroskopische Fhissigkeitsmengen, das Pendant
zu den elektrischen Stemen in der Elektronik, meissen in kleinsten Kamlen
gesteuert und gezielt miteinander vermischt werden. Die este Realisierung ei-
nes Mikroanalysesystems, eines Gaschromatographen aufneim Siliziumchip,
liegt bereits mehr als 25 Jahre zuack [Ter79]. Trotz der bemerkenswerten Ei-
genschaften des Systems hinsichtlich Gre und Analysegeschwindigkeit fand es
nahezu keine Beachtung in der Wissenschaft. Der eigentli@hBeginn der Minia-
turisierung in der Chemie liegt im Jahre 1990 als Manzet al. das Konzept des
miniaturized total chemical anlysis system( TAS) oder lab on a chip einfehr-
ten [Man90]. Dieses sieht eine Vereinigungesntlicher Analyseschritte von der
Probenvorbereitung eiber die Auftrennung bis zur eigentlichen Analyse vor mit
dem Ziel einer loheren Leistungshigkeit.

Die Miniaturisierung eines chemischen Labors bietet nebemlem o ensicht-
lichen Vorteil einer massiven Reduzierung der notwendigemnd handhabbaren
Probenmengen, Mpglichkeiten, die weit eiber eine reine Verkleinerung makro-
skopischer Systeme hinausgehen. &$sigkeitsst®me in mikrometergro en Geo-
metrien (Mikro uidik) zeigen besondere Eigenschaften, de sie von ihrem ma-

!Der Vortrag wurde am 29. Dezember 1959 wahrend des Jahrestre en der American Phy-
sical Society am California Institute of Technology gehalten.
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2 Kap. 1. Einleitung

kroskopischen Gegenpart unterscheiden [Sto01, Bee02, H@8): Das Ober ache-
Volumen-Verhaltnis ist sehr hoct?. Die daraus resultierende hohe Vérmeaus-
tauschleistung erlaubt ein sehr schnelles Erarmen und Abkeihlen der Reakti-
onsmischungen, so dass Reaktionen unter isothermen Bedinggen mit exakt
de nierten Verweilzeiten durchgefuhrt werden kennen. Das sind Mbglichkeiten,
die im besonderen Ma e #r industrielle Reaktionsprozesse von gro er Bedeu-
tung sind [Jah04]. Charakteristisch fir Mikro uidikanwendungen sind weiterhin
kleine Reynoldszahlen und damit verbunden laminare Stomungsverhaltnisse.
Dieses Pmnomen erneglicht die Generierung komplexer nicht-trivialer chemi-
scher Gradienten [Jeo02] und eine ultraschnelle Durchmi$ting von Flessigkei-
ten [Pol02a]. Schlie lich zeichnen sich mikro uide Systene durch kleine Gras-
hofzahlen aus: Dichteunterschiedeefhren zu keiner Konvektion in dem System.
Damit lassen sich Fhissigkeitsgrenzschichten realisieren, die zu einer hoch-e
zienten Kristallisation von Proteinen genutzt werden konnten [Han02].

Die Verkleinerung und Miniaturisierung komplexer Systemein den Mikro-
bereich fuhren zu mikro uiden Strukturen, die mannigfaltige Vorbil der in der
Natur besitzen: Der Sauersto transport durch Erythrozyte n mit einem Durch-
messer von 6 bis 8 m durch feine Kapillaren vergleichbarer Gm e ist nur ein
Beispiel. Ein weiteres stellt die Zelle selbst dar als ein nkrometergro es wssig-
keitsgetlllites Kompartiment. Mikro uide Kan ale und durch Di usion domi-
nierter Sto transport sind somit essentielle Charakteristika des Lebens an sich
[Vog88]. Es ist daher nicht erstaunlich, dass in den letzterdahren das Interesse
an den Mikrolaboren auf Seiten der Biologie stark angewachen ist. Damit hat
der Miniaturisierungsprozess schlie lich auch Einzug in de Lebenswissenschaf-
ten gefunden und wirkt dort in vielen Bereichen als treibendce Kraft fur neue
Entdeckungen. Die Mikrolabore liefern ein Werkzeug, das atizellularer Ebene
operiert und mit dem sich einzelne Objekte zellubrer Dimension manipulieren
und untersuchen lassen. Komplexere Strukturen sind damit Andhabbar, die
immer mehr in den Fokus aktueller Bestrebungen in der Biologe gelangen. Die
Vielzahl bisheriger biologischer Forschung zeichnet sicldurch eine reduktioni-
stische Vorgehensweise aus. Das biologische Gesamtsystevird in eine Viel-
zahl kleinerer Subsysteme gegliedert, deren Einzelbestdteile experimentell
zuganglich und beschreibbar sind. Exemplarisch hiedir seien die erfolgreiche
Kartierung des menschlichen Genoms oder die Strukturaufldrung von Prote-
inen genannt. Nach diesen Erfolgen stellt sich nun die Herasforderung, ein
Verstandnis des Ganzen, der Funktionsweise einer subzelaren Einheit, einer
Zelle oder schlie lich eines vollsandigen Organ und Organismus zu erlangen.
Der reduktionistische Ansatz allein ist dazu nicht ausreihend. Eine Summe
aller Einzelteile beschreibt das Gesamtsystem nicht volisndig. Struktur, Dy-
namik, Kontrollmechanismen und Interaktionen zwischen de& Grundeinheiten
sind von entscheidender Bedeutung. Die Systembiologiesystems biology ver-
sucht durch Fokussierung auf das Gesamtsystem die Kompletat des Lebens in
den Gri zu bekommen [Kit02]. Mikro uidische lab-on-a-chip-Ansatze werden
hier eine wichtige Rolle spielen: Auf der einen Seite ersyglichen sie die Er-

2Die spezi schen Ober achen liegen #ir Mikrostrukturen bei Werten von 10000 m ! bis
100000 m !, wahrend traditionelle Reaktoren etwa 100 m ! erreichen [Jah04].



Kap. 1. Einleitung 3

fassung und Analyse einer gro en Datenmenge, die durch Paikelisierung der
Prozesse noch versirkt wird. Auf der anderen Seite ermeglichen sie, komple-
xe biologische Strukturen direkt zu untersuchen und damit Wechselwirkungen
innerhalb dieser Systeme aufzuldren.

Methodisch erganzt wird die Systembiologie durch das Konzept der Bio-
mimetik. Diese nimmt eine verbindende Position zwischen de reduktionisti-
schen Ansatz und dem umfassenden Systemansatz ein. Das Zidr Methode
ist die Nachbildung und Nachahmung biologischer Strukturen aus de nierten
Grundeinheiten. Auf diese Weise entsteht ein kinstliches In-vitro -System, des-
sen Komplexitatsgrad und Zusammensetzung sich exakt steuermgst. Dadurch
kennen das Zusammenspiel und die Wechselwirkung der einzeln Komponen-
ten in einem wmberschaubaren reduzierten Subsystem untersucht [Upa0O3ind
durch gezielte Vemnderung der Ein uss verschiedener Faktoren auf das Sy-
stem beobachtet werden [Ide01]. Ein eindrucksvolles Beisgl fer ein isoliertes
biologisches Subsystem stellt dieejngst realisierte Kombination von Muskel-
zellen mit einem Mikrosystem zur In-situ -Charakterisierung der mechanischen
Muskeleigenschaften dar [Xi05]. Gerade solche Modellsyatne zur Untersuchung
chemo-mechanischer Wechselwirkungen stellen hohe Anfordengen an die Mi-
krolabore. Es gilt, eine Vielzahl unterschiedlicher minigurisierter Werkzeuge in
eine Mikroplattform zu integrieren. Auf der einen Seite stehen Elemente, die
eine kontrollierte Chemie im Mikrometerbereich ermpglichen, hierbei handelt es
sich vor allem um Mikro uidikkomponenten zur Steuerung und Regulation von
Flussigkeiten [Ung00, ThoO02]. Auf der anderen Seite mssen diese durch phy-
sikalische Mikrowerkzeuge ergnzt werden, die dazu dienen, Systeme zu struk-
turieren und zu manipulieren und dareber hinaus als Sensoren zur quantitati-
ven Erfassung verschiedener Parameter eingesetzt werdemiknen [VIi03]. Die
Verschiedenartigkeit und Komplexitat der Elemente, insbesondere der mecha-
nischen Komponenten, stellt die gro e Herausforderung ér die Integration auf
kleinstem Raum dar.

Eine Lesung dieses Problems bietet die Anwendung des Lasers, dds &in
nicht-invasives Steuerelement eingesetzt werden kann. Eifiokussierter Laser-
strahl ist in der Lage, kleine dielektrische Objekte stabil einzufangen und wird
deshalb als optische Pinzette bezeichnet [Ash86]. Damit Isteht die Meglich-
keit, Elemente eines Mikrolabors anzusteuern, zu bewegerr afte auszwben
und auch zu messen. Erste Anwendungen haben dies bereits @dreich de-
monstriert [Ter02, Eng04, He05], beschanken sich jedoch bislang auf die Ver-
wendung eines einzelnen Laserstrahls. Komplexere simuit@ Manipulationen
einer Vielzahl von Elementen lassen sich daher nicht realisren. Der Zugang
zu heheren Systemen ist damit verwehrt. Die Entwicklung hologiaphischer op-
tischer Pinzetten (holographic optical tweezersHOT) k ennte an dieser Stelle
einen entscheidenden Wendepunkt markieren [Gri03]: Durclygezielte Vemnde-
rung der Laserwellenfront produzieren HOT eine nahezu bedéibige Zahl opti-
scher Pinzetten, die sich unablngig voneinander ansteuern lassen und daber
hinaus Eigenschaften besitzen, die sich mit einer konventinellen optischen Pin-
zette nicht erzielen lassen. Die Entwicklung der HOT be nde sich zur Zeit noch
in den Kinderschuhen und konzentriert sich im Wesentlichenauf technische
Aspekte und Demonstrationen der Moglichkeiten. Die Anwendungen der HOT
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auf komplexere Systeme, diedber eine einfache Suspension von Mikrokugeln
hinausgehen [Mac03, Lad04b], existieren bislang nicht, son gar nicht Experi-
mente in Analogie zu den Einzelmolekluntersuchungen mit Hilfe einer konven-
tionellen optischen Pinzette, die zu fundamentalen Einsiaten in die Interaktion
und Eigenschaften von Proteinsystemendhrten [Svo93, Fin94, Cec05]. Jedoch
sind es gerade die letztgenannten Beispiele, welche die hain Erwartungen an
die HOT hinsichtlich der Untersuchung biologischer Systene rechtfertigen.

An diesem Punkt soll die vorgelegte Arbeit einen Beitrag zuiWeiterentwick-
lung und Integration der HOT im Grenzbereich zwischen angewandter Optik,
Mikro uidik und biologischen Mikrosystemen leisten. Ihr Ziel bestand in der
Entwicklung eines opto-mechanischen Mikrolabors, das HOT B mikrophysi-
kalisches und mikro uide Elemente als chemisches Werkzeum einer integrier-
ten Plattform vereinigt, die schlie lich einen Zugang zur Generierung und Un-
tersuchung komplexer biologischer Strukturen erneglicht. Entsprechend den
verschiedenen Forschungsbereichen ist die Dissertatiom idrei Teile gegliedert:
Der erste Teil umfasst die Arbeiten auf dem Gebiet der Optik. Eine HOT-
Apparatur wurde aufgebaut und in ein Fluoreszenzmikroskopintegriert. Ver-
schiedene Aspekte der HOT wurden eingehend hinsichtlich eer praktischen
Anwendung untersucht und weiterentwickelt. Im zweiten Teil wird die Herstel-
lung eines Mikro uidiksystems prasentiert, das eine Kombination mit den HOT
erlaubt und verschiedene Mbglichkeiten zur Kontrolle des chemischen Milieus
im Mikrometerbereich bietet. Der dritte Teil zeigt schlie lich erste Anwendun-
gen des Mikrolabors zur Erzeugung biomimetischer Struktuen.
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Holographische optische Pinzetten

Eine optische Pinzette oder optische Falle, realisiert duch die Fokussierung
eines Laserstrahls, ist in der Lage, Impuls des Lichts auf dinste Objekte zu
ebertragen, so dass sie stabil festgehalten werden. Wird diWellenfront des La-
sers durch ortsablangige Variation von Amplitude und Phase gezielt vemndert,
so lasst sich die einzelne optische Pinzette in eine Vielzahl dspalten. Hologra-
phische optische Pinzetten (HOT) nutzen diese Manipulation des Lasers, um
komplexe Anordnungen und Bewegungen optischer Fallen zu edisieren. Die
grundlegenden Konzepte und Prinzipien optischer Kafte und der HOT sollen
zu Beginn des ersten Teils vorgestellt werden (Kap. 2 und 3)lm Rahmen dieser
Arbeit wurde eine HOT-Apparatur aufgebaut und mit einem separaten Fluo-
reszenzmikroskop kombiniert. Dieses System und seine Besterheiten werden
in Kap. 4 naher beschrieben.

Die Anwendung der HOT als ein praktikables Werkzeug insbesodere fr die
Untersuchung komplexer Systeme setzt eine eingehende Claterisierung ihrer
Eigenschaften voraus. Essentielle Bedeutung besitzt die &echnung der Holo-
gramme, die zur Manipulation des Laserlichts eingesetzt welen. Im Kap. 5 wer-
den die Ergebnisse des Vergleichs verschiedener Algoritten zur Hologramm-
berechnung sowie die Auswirkungen der Geometrie der optiben Fallen auf die
E zienz und Qualit at der holographisch erzeugten optischen Pinzetten msen-
tiert. Zur Durchf whrung quantitativer Kraftmessungen ist eine Kalibrierung der
optischen Fallen erforderlich. Zwei verschiedene Methodewurden auf die HOT
angewandt und miteinander verglichen. In diesem Zusammerdng wurden die
Meglichkeiten einer individuellen Intensitatsmodulation in einem Vielfallensy-
stem untersucht (Kap. 6). Die prazise Positionierung der optischen Pinzetten ist
eine weitere wichtige Voraussetzunger eine praktische Anwendung der HOT.
Die Abhangigkeiten und Limitierungen wurden ermittelt und in Kap. 7 vorge-
stellt. In Kap. 8 wird schlie lich eine neu entwickelte Klasse sogenannter op-
tischer Wirbel vorgestellt. Diese besonderen optischen Heen ermeglichen den
Transfer von Drehimpuls und damit die Rotation optisch gefangener Objekte.






Kapitel

2

Optische Fallen

2.1 Grundlagen optischer é&fte

Die Idee, Licht oder elektromagnetische Strahlung im Allgeneinen zu nutzen,
um Objekte aus der Ferne zu manipulieren, festzuhalten und z bewegen, ist
nicht nur ein altes Motiv der phantastischen Literatur, auch in der Wissen-
schaft wurde die Meglichkeit einer Kraftubertragung durch Licht schon freh
aufgegrien. So machte bereits Anfang des 17. Jahrhundertsder Astronom
Johannes Kepler (1571-1630) die Entdeckung, dass der Schiv&ines Kome-
ten immer von der Sonne weg gerichtet ist und postulierte alsUrsache #ir
dieses Pmnomen einen Strahlungsdruck des Sonnenlichts, der kleites Staub-
und Gasteilchen von dem Himmelslerper fortbewegen kann (Abb. 2.1). Uber
200 Jahre nach Kepler konnte der schottische Physiker Jame€lerk Maxwell
(1831-1879) schlie lich in seiner Theorie des Elektromagriesmus im Jahre 1873
zeigen, dass einer elektromagnetischen Welle und damit dernicht ein Impuls
zugeschrieben werden kann.

Zur naheren Beschreibung dieses Sachverhalts sollen im Folgesrdverschie-
dene physikalische Ge en eingefehrt werden, die eine quantitative Behandlung
des Impulsbertrags von Licht auf Materie und einen tieferen Einblick in die zu-
grunde liegenden Mechanismen ereglichen. Die Flussdichte der Energie einer
elektromagnetischen Welle &sst sich durch das Kreuzprodukt des elektrischen
FeldesE und des magnetischen Felde8 beschreiben:

s=-1r B 2.1)
0

mit der magnetischen Feldkonstante . Der Vektor S wird nach seinem Ent-
decker Sir John Poynting (1852-1914) als Poynting-Vektor beeichnet. Stehen
E und B in einer elektromagnetischen Welle senkrecht aufeinandeso gibt der
Betrag von S die momentane Leistung und die Richtung vonS die Ausbrei-
tungsrichtung der Welle an. Die Intensitat einer elektromagnetischen Welle (die
mittlere wmbertragene LeistunghPi pro FlacheneinheitA) ist gegeben durch das
zeitliche Mittel des Betrags des Poynting-Vekors:
i _D_E

I N iSj : (2.2)

Der Betrag des Impulsesp einer elektromagnetischen Welle ist bestimmt durch

7
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Abbildung 2.1: Im Jahre 1618, zu Lebzeiten Johannes Keplers, erscheint ein Komet
eber Deutschland, welcheruber Monate hinweg am Firmament zu beobachten ist.
Auch wber Heidelberg ist dieser zu sehen und wird in einem Stich festgehalten, der
wahrscheinlich von Mattheus Merian angefertigt wurde. Deutlich zu erkennen ist neben
den Wahrzeichen der Stadt der charakteristische helle Schweif.

die Energie W der Welle und der Lichtgeschwindigkeit c:

(2.3)

Fur den aus einer Impulsnderung resultierenden Betrag der KraftF gilt damit
F=zjFj= —= ——= —: (2.4)

Teilt man die Intensitat durch die Lichtgeschwindigkeit c, erhalt man nach
Gl. 2.2 und Gl. 2.4 eine Kraft pro Flacheneinheit. Die durch c dividierte In-
tensitat einer elektromagnetischen Welle stellt somit einen Druk dar, der als
Strahlungsdruck ps bezeichnet wird!:

I
= - 2.5
Ps = ¢ (2.5)
Betrachtet man eine Welle, die senkrecht auf eine Oberache tri t und vollst andig
re ektiert wird, so wird ein Impuls wbertragen, dessen Betrag aufgrund der
Richtungsanderung der Welle dem doppelten Energiebertrag entspricht. Die
dabei auftretende Kraft F ergibt sich damit nach Gl. 2.4 zu
2P
F=—: 2.6
. (2:6)
Liegt die Leistung P des eingestrahlten Lichts in der G® enordnung von 1 W
und wird vollst andig an einem Objekt re ektiert, so resultiert gema Gl. 2.6 ei-
ne Kraft F in der Gre enordnung von 1 nN. Die experimentelle Untersuchung

! Dieser Strahlungsdruck des Sonnenlichts ist auch tatsachlich verantwortlich f wr die Orien-
tierung des sogenannten Staubschweifs (Typ |I-Schweifs) einesKkometen. Damit best atigte sich
fur diese Art eines Kometenschweifs die frahe Keplersche Postulierung eines Strahlungsdrucks.
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Abbildung 2.2:  Die Abbildung zeigt verschiedene erste Realisierungen optischer Fal-
len durch Arthur Ashkin. In (a) wird eine stabile Gleichgewichtslage durch Kompen-
sation der durch einen einzelnen Laserstrahl ausgbten Streukraft und der Gravitati-
onskraft (mg) erreicht; es handelt sich bei diesem Versuchsaufbau um eine sogenannte
Schwebefalle. In (b) werden zwei entgegengesetzte Laserstrahlen auf das zu fangen-
de Teilchen gerichtet. Die dabei auftretenden Streukafte halten das Teilchen in einer
stabilen Gleichgewichtsposition. Die Strahltaillen der Laser sind mit A und B gekenn-
zeichnet.

und Anwendung dieser Krafte war lange Zeit aufgrund ihrer geringen Ge e
nicht meglich. Erst die Entwicklung des Lasers in den 60er Jahren de20. Jahr-
hunderts bot die Meglichkeit, intensitatsstarkes kollimiertes Licht zu erzeugen.
Damit lie en sich nun Kr afte realisieren, die in der Lage sind, mikroskopische
Objekte aufgrund ihrer geringen Masse messbar zu beein uss. Die ersten Ex-
perimente dazu #ihrte Arthur Ashkin in den fr eshen 70er Jahren des letzten
Jahrhunderts in den AT&T Bell Laboratorien in den USA durch. Er demon-
strierte, dass mit Hilfe eines Lasers kleine dielektrischéartikel in Wasser und
Luft bewegt und angehoben werden knnen [Ash70, Ash71, Ash75, Ash80]. Bei
diesen ersten Realisierungen einer optischen Falle handeles sich um sogenann-
te ,, Schwebefallen\. Hier halten sich der Strahlungsdruck eine Lasers und die
auf die Teilchen wirkende Gravitation die Waage (Abb. 2.2).

In einem anderen Versuchsaufbau nutzte Ashkin zwei entgeggerichtete
Laser, um eine stabile optische Falle zu erzeugen. Seine Aglien zum Strah-
lungsdruck bereiteten damit das Fundament #ir die Entwicklung laserbasierter
Atomfallen und K mhimethoden [Chu91], welche schlie lich in den vergange-
nen Jahren in der Realisierung ultrakalter Bose-Einstein-Kadensate gipfelten
[ChiO5]. Bereits im Jahre 1978 schlug Ashkin eine besondeform der optischen
Falle vor, welche er schlie lich 1986 experimentell realieren konnte: die opti-
sche Pinzette [Ash78, Ash86]. Eine optische Pinzette bestt aus einem stark
fokussierten Laserstrahl. Diese unterscheidet sie damitan den oben vorgestell-
ten freheren Realisierungen einer optischen Falle. Um eine staegkFokussierung
zu erzielen, wird gewphnlich ein Mikroskopobjektiv hoher numerischer Apertur
(NA) verwendet. Die NA, welche ein Ma fur die Lichtsammeleigenschaften
eines Objektivs darstellt, ergibt sich aus dem Brechungsidex ny, des Medi-
ums zwischen Objektiv und Deckglas und dem halbe® nungswinkel =2 des
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3

Abbildung 2.3:  Die Abbildung zeigt die Gre en, welche die numerische Apertur eines
optischen Linsensystems de nieren. Dies sind der e ektive® nungsdurchmesserd bzw.
der Aperturradius r, die Brennweite f und der Brechungsindexn,, des Mediums. Der
O nungswinkel ist dann durch d und f bestimmt.

fokussierten Lichtkegels (Abb. 2.3) zu
NA = npysin(=2): (2.7)

Gilt f wr ein Linsensystem die Abbesche Sinusbedingung, wie esrfkorrigierte
Mikroskopobjektive der Fall ist, so gilt folgender Zusammenhang zwischen der
NA, der Brennweite f und dem Aperturdurchmesserd des Objektivs:

d

NA = —:
2f

(2.8)

Be ndet sich ein Teilchen in der Nahe des Fokus, so kommt es aufgrund der
Wechselwirkung zwischen Licht und Materie zu einem Impulsibertrag vom
Licht auf das Teilchen. Die damit verbundene Kraft wird trad itionell in zwei
Komponenten unterteilt: die Streukraft, welche in die Ausbreitungsrichtung des
Lichts weist und auf dessen Streuung und Re exion an dem Objkt basiert
und die Gradientenkraft, welche in Richtung der raumlichen Intensitatsgradi-
enten des elektrischen Feldes des Lasers weist. Diese Untglung ist ein reines
Hilfsmittel zur Beschreibung der optischen Krafte, beide basieren auf demsel-
ben physikalischen Prinzip: der Impulsibertragung von Licht auf Materie. Die
vertrautere der beiden Krafte ist die Streukraft. Diese entspricht dem bereits
oben ervahnten Strahlungsdruck: Das Licht wird an der Ober ache des Teil-
chens in verschiedene Richtungen gestreut bzw. absorbierEs kommt zu einer
Kraftwirkung auf das Teilchen. Fur ein isotrop streuendes Teilchen heben sich
die einzelnen Komponenten bis auf die vorarts, in Ausbreitungsrichtung des
Lichts weisende Komponente auf. Das Teilchen edhrt somit eine Beschleu-
nigung in diese Richtung. Die vorwartsgerichtete Streukraft ist geweohnlich die
dominierende Kraft, welche auf das Teilchen einwirkt. Die® nutzte auch Ashkin
in seinen ersten Realisierungen optischer Fallen. Existren allerdings steile In-
tensitatsgradienten, wie nahe dem Fokus eines fokussierten Laseiso muss auch
die Gradientenkraft bereicksichtigt werden: In einem inhomogenen elektrischen
Feld E erfahrt ein elektrischer Dipol ~ eine Kraft in Richtung des Feldgradien-
ten. Am Ort h echster Intensitat (1 /j Ej?) wird die potentielle Energie Woot
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Abbildung 2.4: Die Abbildung zeigt die schematische Darstellung einer optischen
Pinzette. Diese besteht im Wesentlichen aus einem stark fokussierten LaserstrabDie
auf diese Weise erzeugten Intenséitsgradienten konnen mit kleinen (in der Gre enord-
nung der Wellenlange des verwendeten Laserlichts liegenden) Partikeln messbar wech-
selwirken. Die dabei auftretenden Kmfte fehren zu einer stabilen Gleichgewichtslage
des Teilchens etwas oberhalb des Fokus.

des Systems minimiert, es gilt:

In einer optischen Falle induziert der Laser uktuierende Dipole in einem di-
elektrischen Teilchen. Die Dipole wechselwirken mit den ihomogenen Feldgra-
dienten im Fokus und fehren so zu den Gradientenkaften. Diese sind damit
proportional zu der Polarisierbarkeit des dielektrischenTeilchen und dem In-
tensitatsgradienten im Fokus. Um eine in alle Raumrichtungen stalie optische
Falle zu generieren, ist es notwendig, dass die Gradientlfte, welche das Teil-
chen in den Fokus ziehen, die Streulafte ubertre en, welche das Teilchen aus
dem Fokus hinausdengen. Die Verwendung eines Objektivs mit hoherNA
erfellt diese Bedingung, da durch diese eine steile Intensittsanderung entlang
der optischen Achse durch Fokussierung des Laserstrahls iainen beugungsli-
mitierten Punkt erzeugt werden kann. Als Ergebnis dieses Wehselspiels zwi-
schen Streukraft und Gradientenkraft be ndet sich die Gleichgewichtslage des
gefangenen Objekts nicht exakt im Fokus des Lasers, sondeiist aufgrund der
Streukraft etwas in Ausbreitungsrichtung des Lichts entlang der optischen Ach-
se verschoben (Abb. 2.4).
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2.2 Physikalische Beschreibung desafka
in optischen Pinzetten

In Erweiterung von Gl. 2.4 lasst sich die durch eine optische Pinzette ausgdbte
Kraft auf ein gefangenes Teilchen beschreiben durch

nmP

F= Qg

(2.10)

mit dem dimensionslosen @itefaktor Q und der Vakuumlichtgeschwindigkeit
co. Der Gutefaktor ist ein Ma f wr die E zienz eines konkreten optischen Sy-
stems bestehend aus optischer Pinzette und gefangenem Okje Der Geute-
faktor hangt damit von der NA, der Laserwellenange, der Polarisation des
Laserlichts, der Lasermode, dem relativen Brechungsindexind der Geometrie
des Partikels ab. Bei mikrometergro en dielektrischen spharischen Teilchen, wie
sie typischerweise in Experimenten genutzt werden, liegQ im Bereich zwischen
0,03 und 0,1. Zur theoretischen Beschreibung einer optis@mn Pinzette kennen
zwei Grenzille betrachtet werden, die eine Berechnung der auf ein opgich ge-
fangenes Teilchen wirkenden Keafte erlauben:

2.2.1 Strahlenoptische Betrachtung der optischen Pinzette

Der erste Grenzfall behandelt Objekte deren Radien weserth gre er sind als

die Wellenlange des Fallenlasersr( ). In diesem Fall sind die Bedingungen
fur die Mie-Streuung (Gustav Mie, 1869-1957) endillt und die optischen Kr afte

kennen durch einfache Strahlenoptik [Ash86, Ash92] berectat werden. Bre-
chung des einfallenden Laserlichts an der Kugelethrt zu einer Anderung der

Ausbreitungsrichtung des Lichts und damit zu einer Vemnderung des Impul-
ses (Abb. 2.5). Die Richtung®nderung des Lichts an der Grenzache zwischen
einem Medium mit dem Brechungsindexn; und einem Medium mit dem Bre-

chungsindexn, lasst sich durch das Brechungsgesetz nach Snellius (Willetrd

van Roijen Snell, 1580-1626) berechnen. Es gilt

nysin( 1) = nasin( 2): (2.11)

Die Winkel 1 und 2 werden durch den ein- und ausfallenden Lichtstrahl und
dem Lot auf der Grenz ache gebildet. Aufgrund des Impulserhaltungssatzes
fehrt die Richtungsanderung des Lichts zu einer entgegengesetzten Imp&lade-
rung des Teilchens. Die Kraft, welche dabei auf das Teilchembertragen wird,
ist proportional zur Intensit at des Lichts. Ist der Brechungsindex des kigel-
chens ge er als der des umgebenden Mediums, so resultiert eine Neatkraft
in Richtung des Intensitatsgradienten. Im umgekehrten Falle (Brechungsindex
des Teilchens ist geringer als der des Mediums) wird das Teihen in die ent-
gegengesetzte Richtung beschleunigt, es wird aus dem Fokisnausged®ngt.
Die au eren Strahlen, welche in einem achen Winkel auf die Kugdober ache
auftre en, tragen dabei vermehrt zu den Gradientenkraften bei, wahrend die
zentralen Strahlen keinen bzw. nur einen geringen Beitrag & den Gradient-
kraften liefern. Allerdings tragen diese Strahlen na#irlich weiterhin zu den in
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a) b)

Abbildung 2.5:  Strahlenoptische Beschreibung der Gradientenkraft. (a) Paralleles
Licht mit einer gau f ermigen Intensitatsverteilung trit auf ein transparentes K mgel-
chen. Zwei Strahlen unterschiedlicher Intensiat (schwarze Pfeile) sind exemplarisch
dargestellt: Durch Brechung an den Grenzachen (Medium/Kugel) andert sich die
Ausbreitungsrichtung des Lichts. Damit verbunden ist eine Anderung des Impulses
des Laserlichts (graue Pfeile), welcher durch eine entgegengesetzte Impaitglerung des
Teilchens (rote Pfeile) kompensiert wird. Aufgrund der inhomogenen Intensiatsver-
teilung in dem dargestellten Fall wirkt eine Nettokraft nach rechts entlang des Inten-
sitatsgradienten. (b) Zur Realisierung einer stabilen optischen Falle, ist es notwendig
den Laserstrahl zu fokussieren, um einen dreidimensionalen Intengitsgradienten zu
erzeugen. Die Kugel be ndet sich unterhalb des Fokus. Wiederum sind zwei Strahlen
exemplarisch dargestellt, die durch die Kugel gebrochen werden und dadurch ihren Im-
puls andern (graue Pfeile). Die Impulsanderung der Kugel (rote Pfeile) bewirkt nun
eine Nettokraft nach oben entlang des Intensiatsgradienten hin zum Fokus.

der optischen Pinzette unerwinschten Streukmften bei. Daher ist es in der Pra-
xis von Vorteil, das gau fermige Intensitatspro | des Laserstrahl so aufzuweiten,
dass es etwas grer ist als die Eintritts © nung des Objektivs. Auf diese Weise
kann das Verhaltnis zwischen Gradienten- und Streukraft vergm ert und damit
die Stabilitat der optischen Falle erfoht werden.

2.2.2 Elektromagnetische Betrachtung der optischen Piazett

Der zweite Grenzfall zur theoretischen Betrachtung und Beshreibung einer
optischen Pinzette ist dadurch gekennzeichnet, dass das fgngene Teilchen we-
sentlich kleiner ist als die Wellenlange des verwendeten Laserlichtsr( ). In

diesem Falle sind die Bedingungen der Rayleigh-Streuung (lrd Rayleigh, 1842-
1919) erklllt und das gefangene Objekt kann als punktbrmiger Dipol betrachtet

werden. Die Streukraft resultiert dabei aus der Absorption und Reemmission
von Licht durch den Dipol. Fur ein kugelformiges Objekt kann die Streukraft

Fs geschrieben werden als
n,D_E

Fe= —% S 2.12
. (2.12)
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mit dem Streuungsquerschnitt , welcher fur ein Objekt mit dem Radius r

gegeben ist durch: |
128 %ny, m? 1 °

T 715 (2.13)

Hierbei ist m der relative Brechungsindex de niert durch den Brechungsndex
des Partikels und des Mediums {p=ny,). Die Streukraft wirkt in Richtung des

Lichts. Die zeitlich gemittelte Gradientenkraft Fgaq resultiert aus den Wech-
selwirkungen des induzierten Dipols mit den inhomogenen ektrischen Feldern

E des Lasers D E
mit der Polarisierbarkeit
|
5 !
_ .23 M 1
= ngr o (2.15)

Die Gradientenkraft ist somit proportional zum Intensit atsgradienten und weist
in dessen Richtung, wennm > 1.

Liegen die Dimensionen des gefangenen Teilchens in der @&enordnung der
Wellenlange des Fallenlasersr( ), so kann weder die Strahlenoptik noch die
Punktdipolbetrachtung zur Berechnung der Krafte herangezogen werden. Zur
Beschreibung sind hier umfangreichere elektromagnetisehTheorien notwendig
[Bar88, Bar89, AIm95, Roh01].

2.2.3 Weitere Kafte in optischen Pinzetten

Die Gradientenkrafte sind die entscheidenden Kefte zur Realisierung einer op-
tischen Pinzette. Diese stellen einesckstellende Kraft dar, welcheeber eine Di-
stanz von einigen Hundert Nanometern linear von der Auslenkng x abhangt.

Neben den optischen Kaften sind allerdings noch weitere Kafte aufgrund ther-

mischer Bewegung und Wechselwirkungen mit dem umgebenden &dium von

Bedeutung. Die Bewegungsgleichung, welche ein optisch gafgenes Objekt der
Massem in einem umgebenden Medium mit dem Reibungskoe zienten be-
schreibt, ist gegeben durch:

@, ox,
@t @t
hier ist k die Federkonstante der optischen Falle. In Abwesenheit jelgcher Art

von Dampfung ( = 0) vereinfacht sich GIl. 2.16 zur Bewegungsgleichung des
harmonischen Oszillators mit der Resonanzfrequeng es:

S

m kx =0; (2.16)

1

fres = 'R (2.17)

k.
g
In typischen biophysikalischen Anwendungen liegt die Fedekonstante der opti-

schen Falle im Bereich von 50 pN m ! und die gefangenen Objekte besitzen
einen Durchmesser von 1 m. Daraus folgt fur die Resonanzfrequenz ein Wert
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von ca. 50 kHz. Im wassrigen Medium kann der ampfungsterm allerdings
nicht vernachlassigt werden. Fur kugelfermige Objekte mit dem Radiusr in ei-

ner Flussigkeit der Viskosimt lasst sich die Dampfungskonstante nach Stokes
(Sir George Gabriel Stokes, 1819-1903) wie folgt berechnen:

=6 (2.18)

Im Falle eines Kegelchen mit einem Durchmesser von 1 m ergibt sich in Wasser
( =1 mPas) fur 2 ein Wert in der Gre enordnung von1 10 1 Nkgm 1
und fur 4mk ein Wert von 1 10 *°* N kg m *. Damit ist die Bedingung

2> 4mk (2.19)

fer ein stark uberdampftes System erélllit. Dies bedeutet, dass die Tmgheitskraft
ebenso wie die Gravitation keine Rolle in dem System spieleand vernachlassigt
werden konnen. Neben den Bmpfungseigenschaften des Mediums besitzt dieses
den Vorteil als Warmebad zu fungieren, welches ein Aufheizen des Objekts
durch Absorption des Laserlichts verhindert bzw. verringet.

Zur Realisierung einer stabilen optischen Falle ist es wedérhin nicht nur
notwendig, dass die Gradientenkafte die Streukrafte wberwiegen. Ein weite-
res Stabilitatskriterium ist, dass fur den Boltzmannfaktor folgende Bedingung
erfullt sein muss

exp( U=ksT) 1 (2.20)

mit dem Potential U der optischen Falle und der Boltzmannkonstantekg und
der absoluten Temperatur T. Diese Voraussetzung ist gleichbedeutend mit der
Bedingung, dass die Zeit, in der das Objekt von au erhalb derFalle in die
Falle hineingezogen wird, geringer sein muss als die Zeitnider das Objekt
durch Di usion infolge thermischer Bewegung die Falle wieder verlassen kann
[Ash86, Vis92].

2.3 Generierung von Vielfallensystemen

Optische Pinzetten wurden experimentell nicht nur in Form optischer Einzel-
fallen realisiert, auch Vielfallensysteme konnten erfolgeich umgesetzt werden.
Erzeugt werden solche Systeme durch das schnelle zykliscRastern eines La-
serseber die verschiedenen geunschten Fallenpositionen [Vis93], die Auftei-
lung des Laserstrahls in zwei separate Strahlen, die dann innterschiedlichen
Winkeln in das Objektiv eingekoppelt werden [War93] und schie lich durch die
Verwendung computergenerierter Hologramme [Rei99, Dufg1 Mit Hilfe solcher
Vielfallensysteme ist es noglich, verschiedene Objekte unablangig voneinander
zu positionieren und anzuordnen. Im Folgenden sollen die @i Techniken kurz
vorgestellt werden, bevor dann in Kap. 3 reher auf die holographischen op-
tischen Pinzetten eingegangen wird und deren zugrundeliemden Prinzipien
beschrieben werden.
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Schnelle zyklische Rasterung

Wird der Laser mit genegend hoher Geschwindigkeit zwischen verschiedenen
Positionen hin und her bewegt, so lennen mehrere Objekte durch einen einzi-
gen Laserstrahl an verschiedenen Orten optisch gefangen waen [Vis93]. Dies
ist meglich, da aufgrund der Viskosimt des umgebenden Mediums die einzu-
fangenden Teilchen daran gehindert werden, durch Di usionihre Position so-
weit zu verandern, dass sie im achsten Rasterzyklus durch den Laser nicht
mehr eingefangen werden &nnten. Die Rastergeschwindigkeit muss daher dem
Di usionsverhalten der Teilchen und der Starke der optischen Falle angepasst
werden. Durch die Einstein-Beziehung (Albert Einstein, 18 ®-1953) kann das
Di usionsverhalten der Partikel beschrieben werden: Die D usionskonstante D

ist gegeben durch

p=rfel (2.21)

mit der Bolzmannkonstanten kg, der absoluten Temperatur T und dem Rei-
bungskoe zienten . Fur die quadratisch gemittelte Verschiebung eines Teil-
chen durch Di usion nach der Zeit t gilt

D E
x? =2Dt: (2.22)

Fur den Fall eines in Wasser suspendierten Objekts mit einem Drchmesser
vonl mistd=4 10 13 m2s 1. Ist der Fallenlaser fur einen Zeitraum von
25 s abwesend (dies ist beispeilsweise der Faluif ein Zweifallensystem mit
einer Rasterfrequenz von 20 kHz), so betigt die durch Di usion zur eickgelegte
mittlere Distanz ungefahr 5 nm. Diese ist gering genug, um eine stabile Falle
zu gewahrleisten, stellt allerdings eine Limitierung der Prazession dar mit der
das Objekt platziert und seine Position bestimmt werden kam. Zur Strahlraste-
rung lassen sich verschiedene Techniken einsetzen: Neberechanischen Spie-
geln bieten sich vor allem akusto-optische und elektro-optishe Strahlablenker
(acousto-optic de ector, AOD und electro-optic de ectors, EOD) an. Ein AOD
nutzt ein optisches Beugungsgitter in einem Kristall. Dieses wird durch Dich-
teschwankungen, welche durch eine Ultraschallwelle erzgt werden, generiert.
Ein EOD andert durch Anlegen eines elektrischen Feldes den Brechgsindex
eines Kristalls. Auf diese Weise lbnnen Brechungsindexgradienten in dem Ma-
terial erzeugt werden, die eine Strahlablenkung bewirken.

Strahlaufteilung

Die konzeptionell einfachste Methode zur Generierung melarer optischer Fallen
besteht in der Aufteilung eines Laserstrahls in Teilstrahken, welche unablngig
voneinander ausgelenkt und in unterschiedlichen Winkeln das Objektiv ein-
gekoppelt werden. Wirklich praktikabel ist diese Methode dlerdings nur zur
Erzeugung zweier optischer Fallen, da die unabangige pmzise Kontrolle der
Teilstrahlen aufwendig und kostenintensiv ist. Andererseits bietet die Stral-
aufteilung den Vorteil, zeitlich konstante optische Pinzetten zur Verfeugung zu
haben, im Gegensatz zu dem oben beschriebenen Rasterverfah, das eine si-
multane Erzeugung optischer Fallen zum gleichen Zeitpunkinicht zulasst. Dies
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kann eine unabdingbare Voraussetzung sein, wenn beispiglsise mechanische
Eigenschaften von Polymeren durch Dehnung mit zwei optischn Pinzetten un-
tersucht werden sollen.

Holographische Methoden

Eine elegante Mpglichkeit, einen Laserstrahl in mehrere Strahlen aufzutden,
besteht darin, ein beugendes optisches Element (di raktives optisches Element,
DOE) in den Strahlengang des Lasers zu platzieren. Dieses &hent wechsel-
wirkt mit dem auftre enden Laserstrahl und ver andert dessen Phase und bzw.
oder Amplitude so, dass er in verschiedene Unterstrahlen dgeteilt wird. Nach
Einkopplung in das Objektiv kann jeder dieser gebeugten Tdstrahlen in ei-
ne einzelne optische Falle fokussiert werden. Als beugendmptische Elemente
kennen computergenerierte Hologramme verwendet werden, welche den auf-
tre enden Laserstrahl derart verandern, dass das durch das Objektiv in die
Fokusebene projizierte Beugungsmuster der geamschten Anordnung von opti-
schen Fallen entspricht.

2.4 Kalibrierung optischer Fallen

Die Krafte, welche sich durch optische Pinzetten erreichen lasse liegen in
der Gre enordnung von 1 bis 100 pN [Gri03, Neu0O4]. Um diese quantativ zu
bestimmen, werden die Kmfte gewohnlich nicht direkt gemessen, stattdessen
wird zunachst die Federkonstantek der optischen Falle bestimmt. Diese kann
dann in Verbindung mit der Auslenkung x des gefangenen Objekts aus der
Gleichgewichtslage dazu genutzt werden, die wirkenden Kafte F mittels des
Hookeschen Gesetzes (Sir Robert Hooke, 1637-1703)

F= kx (2.23)

zu berechnen. Die Keftekalibrierung reduziert sich damit auf die Kalibrierun g
der Federkonstante und eine separate Messung der Auslenkgndie naterlich
eine weitere Kalibrierung der Positionsbestimmung erforert. Bei Verwendung
einer CCD-Kamera zur Beobachtung der zu untersuchenden Objde und deren
Auslenkung aus der Falle ist dies sehr einfach durch Betradhing eines Referenz-
ma stabes meglich. Auf diese Weise &sst sich einem Bildpunkt eine absolute
Gre e zuweisen. Zur Bestimmung der Federkonstanten existiezn verschiedene
Methoden, von denen einige nun vorgestellt werden sollen.

Analyse des Leistungsspektrums

Werden Mikrokugeln mit bekanntem Radius mit einer optischen Falle gefan-
gen, so kann deren thermische Bewegung in dem harmonischemlfenpotential

2Ein Hologramm stellt das Interferenzmuster eines Referenzstrahls und eines anderen die
Bildinformation enthaltenen Strahls dar. Wird der Referenzstrahl auf das Hologramm gerich-
tet, so lasst sich der Bildstrahl rekonstruieren. Urspr mngliche wurden Hologramme optisch
erzeugt. Zur Unterscheidung von berechneten Hologrammen werden ktztere als computerge-
nerierte Hologramme bezeichnet.
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genutzt werden, um dessen Federkonstanté& zu bestimmen. Die Bewegungs-
gleichung des Teilchens ist gegeben durch

@x

— + kx = F(t 2.24

ot = FO (2.24)
mit dem Reibungskoe zienten und der thermischen Kraft F (t), welche durch
Kollisionen mit den umgebenden losungsmittelmolekelen auf die Kugel ein-
wirkt. Die Dynamik des gefangen Teilchens wird dann durch an lorenzfermiges
Leistungsspektrum wiedergegeben [Wan45]

ke T

SO gy

(2.25)

Die Gree S(f) f gibt das mittlere Verschiebungsquadrat pro Frequenzin-
tervall [f;f + f] an. Die Eckfrequenzfy der Lorenzkurve ist durch den Rei-
bungskoe zienten und die Federkonstantek bestimmt:

k
fo= 7 (2.26)
Damit lasst sich experiementell die Federkonstante durch Analysales Lei-
stungsspektrum der thermischen Bewegung des optisch gefgean Objekts und
aus bestimmen. Diese Methode bedarf somit keiner Positionskérierung des
Teilchens. Der Reibungskoe zient lasst sich #ir spharische Partikel durch das
Stokes-Gesetz (Gl. 2.18) berechnen, solange sich die Kugelgro er Entfernung
einer Ober ache, wie dem Boden oder der Decke der Probenkammer, be ndet
Ist dies nicht der Fall, so treten zusatzliche Wande ekte bei der Reibung auf,
welche den hydrodynamischen Widerstand erbhen. Der Reibungskoe zient
kann in diesem Fall durch das Faxensche Gesetz berechnet vasn:
6 rv

= : 2.27)
9 3 45 4 5 (
Y f

1l r 45 r 1 r
8 h 256 h 16 h
Fur gro e Abst ande h zwischen Kugel und Wand geht die Gleichungeber in
das Stokes-Gesetz (Gl. 2.18). RelativeAnderungen des Reibungskoe zienten

fur verschiedene Wandabséinde sind in Tab. 2.1 wiedergegeben.

Aquipartitionstheorem

Die thermische Fluktuation eines Objekts in einer optischa& Falle kann auch
unter Verwendung desAquipartitionstheorem genutzt werden, um die Feder-
konstante zu bestimmen. Das Theorem besagt, dass jeder maéddare Freiheits-
grad mit quadratischem Energieterm mit einer mittleren Energie von kg T=2
zur Gesamtenergie des Systems be#gt. Fer die Auslenkung x eines Objekts
aus seiner Gleichgewichtslage in einem harmonischen Potial gilt damit:

D E
%kBT: %k x2 (2.28)
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Tabelle 2.1: Reibungkoe zient einer Kugel in der N ahe einer planaren Oberache
(Faxensches Gesetz). Der Abstand zwischen Kugelmittelpunkt und Oberache ist ge-
geben durchh, der Kugelradius betragt r.

(h=r) Reibungskoe zient relativzu h=1

1,01 2,97
11 2,36
15 1,62
2 1,39
3 1,23
4 1,16
5 1,13
10 1,06
50 1,01
1 1,00

Durch Messen des quadratischen Auslenkungsmittelx? kann somit direkt die
Federkonstante bestimmt werden. In diesem Fall ist jedoch me Positionskali-
brierung notwendig. Andererseits entillt hier die Abhangigkeit von der Rei-
bungsdampfung. Eine Kenntnis der Viskositat des umgebenden Mediums, der
genauen Geomterie des Objekts und dessen Abstand von der Obache sind
daher nicht notwendig.

Analyse des optischen Potentials

Anstatt lediglich das quadratische Auslenkungsmittel der Positionen eines op-
tisch gefangen Objekts #r die Bestimmung der Federkonstante zu nutzen (2.28),
kann auch die vollstandige Verteilung samtlicher gemessener Teilchenverschie-
bungen zur Ermittlung des Fallenpotentials U(x) herangezogen werden. Die
Wahrscheinlichkeit P (x) das Objekt am Ort x anzutre en ist gegeben durch
die Boltzmannverteilung (Ludwig Boltzmann, 1844-1906):

P(x)/ exp lIiBO'(F) : (2.29)

Handelt es sich um ein harmonisches Potential (x) = kx?=2), entspricht die
Verteilung einer Gau kurve mit der Federkonstanten als dem formbestimmen-
den Parameter. Ein anharmonisches Potential ésst sich prinzipiell auch mit
Hilfe der Partikelverteilung unter Au esung von Gl. 2.29 nachU(x) ermitteln.

In der Praxis allerdings ist dies oft nicht angebracht, da essich immer um zu
einem gewissen Grad verrauschte Daten handelt: Die Flankeder Verteilung,
welche die entscheidenden Informationemiber das Potential beinhalten, stellen
die Datengruppe mit der geringsten Zahl an Messwerten dar ud sind damit
mit der hechsten Unsicherheit behaftet.
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Hydrodynamische Reibungskraft

Einen unmittelbaren Zugang zur Bestimmung der Federkonstate der optischen
Falle bietet die Ausnutzung der hydrodynamischen Reibung.Bewegt man das
gefangene Objekt durch die Fbissigkeit bzw. die Flissigkeit bei xierter Positio-
nierung der Falle, so bewirkt die auftretende Reibungskrdf eine Verschiebung
des Objekts. Im Gleichgewicht gilt daher

vV = kx: (2.30)

Bei kugelfoermigen Teilchen kann wieder das Stokes-Gesetz (Gl. 2.18) bz das
Faxen-Gesetz (Gl. 2.27) zur Berechnung des Reibungskoe zigten benutzt
werden. Misst man die Federkonstante als Funktion der Auslekung, so kann
auf einfache Weise der lineare Bereich der Federkonstantanaittelt werden.

2.5 Anwendungen der optischen Pinzette

Es verging nicht viel Zeit nach der Entwicklung und Demonstration der opti-
schen Pinzette im Jahre 1986, bis dieses Werkzeug eine breiinwendung in der
Forschung fand. Insbesondereefr die Untersuchung biologischer Fragestellungen
wurde die neue Technik schnell aufgegri en und man begann, @mit mechani-
sche Eigenschaften zell@rer und subzellulrer Systeme zu untersuchen. Bei-
spiele hierkir sind die Charakterisierung des Fortbewegunsapparateson Bak-
terien [Blo89], die Messung der Krfte, welche einzelne Motorproteine ausben
[Fin94] und der Elastizitat einzelner DNA-Molekelle [Wan97]. Durch Kombina-
tion der optischen Pinzette mit einem weiteren Laser konnte optische Skalpelle
realisiert werden [Lia93]. In den allerersten biologische Experimenten, welche
mit optischen Fallen durchgefihrt wurden, nutzte man Proben, welche auf-
grund ihrer Gre e geeignet waren, direkt mit der Laserpinzette eingefangn zu
werden. Bereits Ashkin et al. testeten das von ihnen entwickelte Werkzeug an
biologischen Systemen: Sie demonstrierten das optischerfangen von Bakteri-
en und Tabakmosaikviren [Ash87a], die Manipulation einzaher Zellen [Ash87b]
und Zellorganellen [Ash89] und konnten schlie lich die optsche Pinzette auch
zur quantitativen Erfassung der Krafte, welche bei der Organellenbewegung in
lebenden Zellen auftreten, benutzen [Ash90]. Die ersten Eperimente mit kali-
brierten optischen Pinzetten wurden bereits im Jahre 1989 drchgefuhrt: Block
et al. [Blo89] untersuchten die Torsionselastiziat von Bakterien agellen. Sie
nutzten optische Pinzetten, um den Zelllorper von Bakterien einzufangen, de-
ren Flagellen an einem Glasdeckgischen xiert waren. Zur Kalibrierung der
dabei durch die optische Pinzette ausgebten Krafte nutzen sie die Zeitkon-
stante, welche die Orientierung des Bakteriums im viskosemMedium beschrieb.
Mit diesem Experiment war nun der Weg geebnet éir weitere quantitative Ex-
perimente unter dem Einsatz der optischen Pinzette als Krafeibermittler und
als Kraftsonde. In einer Vielzahl der folgenden Untersuchngen wurden und
werden die zu untersuchenden Objekte nicht direkt mit dem Laer manipuliert,
vielmehr werden sie an kleine mikrometergro e Keigelchen geheftet. Diese die-
nen damit als optisch handhabbarer Gri mit dem es meglich ist, auch kleinste
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Objekte einer Untersuchung zugnglich zu machen, z.B. biologische Makromo-
lekelle wie DNA und Proteine. Diese besitzen Duchmesser von wegér als 25 nm
und sind damit zu klein, um in einer optischen Falle xiert zu werden. Weiter-
hin erlaubt die reproduzierbare Gre e und Form der Mikrokugeln eine einfache
Kalibrierung des Systems. Eine eindrucksvolle Anwendung en Mikrokugeln
als Gri e zur Untersuchung molekularer Systeme und ein Meienstein in der
Einzelmolekeluntersuchung stellen die Untersuchungen von Svobodat al. im
Jahre 1993 [Svo93] dar. Sie waren in der Lage, die Einzelsitte eines mole-
kularen Motors, des Proteins Kinesin, welches sich entlangines Mikrotubulus
bewegt, zu messen. In ihrem Experiment war ein einzelnes Kasinmolelel an
eine Mikrokugel gebunden, welche dann mit Hilfe einer optishen Pinzette in
die Nahe eines auf einem Deckgbkchen xierten Mikrotubulus gebracht wur-
de. Sobald die beiden Proteine interagierten, bewegte sictlie Mikrokugel aus
ihrer Gleichgewichtslage. Diese Verschiebung und die dazkorrespondierenden
Krafte konnten experimentell erfasst und quantitativ ausgevertet werden. Auf
diese Weise wurde eine diskrete Schritinge von 8 nm #rr ein Kinesinmolekell
nachgewiesen. Mit diesem Experiment gelang erstmals die Bébachtung eines
einzelnen Motorproteins in Echtzeit. Die Daten konnten ohre Mittelung aus
mehreren Experimenten bzw. der Erfassung eines Moletensembles aus dem
Verhalten eines einzelnen Molekls gewonnen werden. Ein Jahr sgter im Jah-
re 1994 wurde dann mit Hilfe eines Zweifallensystems die Weselwirkungen
zwischen dem Motorprotein Myosin und einem Aktin lament, d em molekula-
ren Grundbaustein der Muskeln, untersucht [Fin94]. Die Motorproteinsysteme
stellen aufgrund ihrer mechanischen Funktion im lebenden @ganismus ideale
Untersuchungsobjekte #ir biophysikalische Kraftmessungen dar. Doch nicht nur
die Interaktion zwischen zwei Proteinen ist von wissenschidichem Interesse.
Entscheidend #ir die Struktur und Funktion eines Proteins ist der Prozess cer
Proteinfaltung und damit der Wechselwirkungen innerhalb der Aminosaureket-
te, welche das Protein bilden. Auch hier konnten optische Pizetten als Werk-
zeug eingesetzt werden. Tskhovrebovat al. nutzen diese, um das Protein Titin
auseinanderzuziehen und schrittweise zu entfalten [Tsk97

Im Bereich der Physik fanden optische Pinzetten aufgrund iler einzigarti-
gen Fahigkeit, Mikroobjekte nicht invasiv zu organisieren und zu strukturieren,
eine Vielzahl von Anwendungen in der klassischen statistishen Mechanik. Bei-
spielsweise konnte so erstmals die makromolekulare Wechadgrkung von Kol-
loiden direkt in L esung gemessen werden [Cro94]. Die édlichkeit des quan-
titativen Einblicks in die Kolloidsysteme f ehrte dabei oft zu eberraschenden
Ergebnissen, wie die anomale Anziehung gleichgeladener Ri&el [Cro96], oszi-
lierender Partikelwechselwirkung aufgrund entropischerE ekte durch Zugabe
kleinerer Kegelchen [Ohs97, Cro99, Ver00, Yod01] und hydrodynamiscinéluk-
tuationen, welche als transiente Verletzungen des zweiteRlauptsatzes der Ther-
modynamik interpretiert werden kennen [Wan02f. Ein weiteres eindruckvolles
Beispiel aus dem Bereich der statistischen Mechanik ist deexperimentelle Test

3Der Widerspruch der Beobachtungen in Bezug auf den zweiten Hauptsatz der Thermo-
dynamik | est sich allerdings schon bei genauer Betrachtung des Titels der Vem entlichung:
Behandelt werden ,,... small systems and short time scales\. Das zeitliche Mittel ein es g® eren
Ensembles steht wie zu erwarten im Einklang mit den Satzen der Thermodynamik.
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der Jarzynski Gleichung [Jar97]. Diese stellt einen Zusamenhang zwischen der
freien Energie eines reversibel gahrten Prozesses und der Zustandanderung,
welche fernab vom thermodynamischen Gleichgewicht durchefethrt wird, her.
Getestet wurde diese Aussage durch Entfaltung von RNA-Strukuren mit Hilfe
optischer Pinzetten [Lip02].

Zunehmend bilden sich neben den klassischen Anwendungsgdeten in der
Biologie und der Physik weitere Felder zum Einsatz optische Pinzetten aus:
Insbesondere die stark wachsenden Bereiche der Mikro- undasiotechnologie
suchen nach Techniken zur Strukturierung und Manipulation kleinster Objekte.
Die Weiterentwicklung der optischen Pinzetten hin zu einemleistungsstarken
Vielfallensystem liefert ein Werkzeug, das den Besdrfnissen dieser Technologien
entsprechen kann und damit zuleinftig interessante neue Anwendungen liefern
wird.



Kapitel

3

Prinzipien der holographischen
optischen Pinzetten

Durch die Platzierung eines diraktiven optischen Elements (DOE) in den
Strahlengang eines Lasers,alsst sich dieser in eine Vielzahl von Unterstrah-
len aufteilen, welche sich unter verschiedenen Winkeln undnit verschiedenen
Amplituden in Abh angigkeit der spezi schen Eigenschaften des DOE weiter
ausbreiten (Abb. 3.1). Werden die einzelnen Strahlen nun irein Objektiv ein-
gekoppelt, so lennen diese durch Fokussierung jeweils eine optische Fallal-
den. Solche diraktiven Strahlteiler lassen sich in Form canputer-generierter
Hologramme erzeugen. Die auf diese Weise gebildeten optisen Fallen wer-
den als holographische optische PinzettenHolographic optical tweezersHOT)
[Duf98b, Duf01] bezeichnet. Mit Hilfe photolithographischer Techniken lassen
sich DOE erzeugen, welche die zuvor berechneten Hologramnk®dieren. Auf
diese Weise lbnnen eine Vielzahl statischer optischer Fallen mit einer lelie-
bigen raumlichen Anordnung erzeugt werden. Eine Erweiterung der E€chnik
gelang mit dem Einsatz eines computer-gesteuerten und ortsdgelosten Pha-
senmodulators Epatial light modulator, SLM). Bei diesem handelt es sich um
einen Flussigkristall, dessen optische Eigenschaften durch Anlenm eines elek-
trischen Feldes pixelweise veandert werden kennen [Rei99]. Auf diese Wei-
se lassen sich im Rahmen der Orts- und Phasenaesung des SLM beliebige
Hologramme generieren. Durch die Projektion einer ganzen eie von Holo-
grammen lassen sich mit einem SLM auch bewegte, dynamischeQT erzeu-
gen [Cur02]. Uber die blo e Kontrolle von Anzahl und Position der optischen
Fallen hinaus kennen die Hologramme genutzt werden, die charakteristisan
Eigenschaften der einzelnen Fallen z&ndern: Diese lonnen beispielsweise nicht
nur lateral sondern ebenfalls in verschiedenen Ebenen serdcht zur optischen
Achse positioniert werden. Weiterhin kennen neben den Standardfallen komple-
xe Lasermoden, wie beispielsweise Laguerre-Gau -Moden getat werden, um
\ungewsehnliche\ optische Fallen zu erzeugen, wie optische Wirbelund Ring-
fallen [He95b, Lie00, Cur03b, Gri03]. Ein alternativer Ansatz zur Generierung
eines dynamischen Vielfallensystem mit einem SLM bietet d# generalisierte
Phasenkontrast-Technik (generalized phase contrastGPC). Diese konvertiert
ein Phasenmuster, welches durch einen SLM erzeugt wird, dikt in ein korre-
spondierendes Intensiatsmuster in der Fokusebene des Objektivs [MogO00]. Die
Umwandlung der Phaseninformation in eine Intensi@tsverteilung geschieht mit

23
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a)

b)

DOE Linse Brennebene

Abbildung 3.1: Wirkungsweise eines DOE. In (a) ist ein einfaches optisches Prisma
dargestellt, welches die Phase des auftre enden Lasers von oben nach unten in linear
ansteigender Form erteht. Dies fuhrt zu einer Verschiebung des Fokus. In (b) ist ein pe-
riodisches Gitter dargestellt, welches die relative Phase des Lichts um 0 bzw. erheht.
Das Beugungsbild in der Brennebene besteht in diesem Fall aus zwei symmetrisch zur
optischen Achse angeordneten Punkte. Au®Jbersichtsgrinden sind nur die Beugungs-
maxima erster Ordnung dargestellt, hohere Ordnungen sind hier nicht beecksichtigt
(siehe Kap. 6).

Hilfe einer ringfermigen Phasenplatte, ahnlich wie in einem Phasenkontrast.
Gro er Vorteil dieser Technik ist der Wegfall der Hologrammberechnungen, al-
lerdings limitiert die derzeitige Au esung der ertaltlichen SLM die Qualit at
und Stabilit at der optischen Fallen, bei denen es sich um laterale optibe Fal-
len handelt und nicht um dreidimensional stabile optische Rnzetten.

3.1 Beugungstheorie

Um die Wechselwirkung von DOE und Laserlicht und schlie lich die Fokussie-
rung in optische Fallen quantitativ zu erfassen, sollen dedilliert die Anderungen

des elektrischen Feldes des Laserlichts durch die verscllienen optischen Kom-
ponenten beschrieben werden. Das elektrische Feld des Lishmit der Frequenz

I und dem Polarisationsvektor &, welches durch einen Laser erzeugt wird, ist
gegeben durch

E¢ (K1) = Eg(pe" & (3.1)

Der zeitunabhengige Anteil des elektrischen Feldefg‘ (¥) lasst sich durch die
Amplitude AF und Phase § () vollstandig beschreiben:

EN() = AD(pé o ®: (3.2)
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Wird ein DOE in den Strahlengang platziert, so verandert dieses durch Wech-
selwirkung mit dem Licht dessen elektrisches Feld, das sichun durch E™" (¥)
beschreiben ésst: ,

EM(r) = A"(re " (3.3)

Die durch das DOE hervorgerufene Beugung des Laserstrahlskn als Aufspal-
tung in verschiedene Teilstrahlen unterschiedlicher Phas und Amplitude aufge-
fasst werden, die sich weiter ausbreiten und im Unendlichemurch Interferenz
ein Beugungsmuster erzeugen. Dies sind die Vorraussetzugeig der Fraunho-
ferbeugung (Joseph Fraunhofer, 1787-1826). Durch eine Samgifinse kann das
Beugungsbild aus dem Unendlichen in die Fokusebene der Liasprojiziert und

dort betrachtet werden (Abb. 3.2). Das elektrische Feld in der Fokusebene mit
der Ortskoordinate ~ ist gegeben durch

Ef(9= Al 'O (3.4)

Die beiden Felder der Eingangsebenén, in der sich das DOE be ndet, und
der Fokusebenef , welche das Beugungsbild enthlt, sind durch eine Fourier-
Transfomation (FT) F miteinander verknepft:

n 0
Ef( = F E"(® , (3.5)
%e PO g2rE N (g) ek T (3.6)

mit der Brennweite f der verwendeten Linse und der Wellenzahk des einfallen-
den Laserlichts. Die Geometrie der verwendeten Linseshrt zu dem zusatzlichen
Phasenpro | (~). Durch Anwendung einer inversen Fouriertransformation F 1
erhalt man entsprechend aus dem Feld in der Fokusebene das eleische Feld
in der Eingangsebene:

n 0
E"#® = F ! E'(H (3.7)
Kk £ . .

— d?e ' OEf (k= (3.8)
2f
Zur Erzeugung von optischen Fallen in der Brennebene der Lise sind die ent-
scheidenden physikalischen Gr en die raumliche Verteilung der Intensitat und
der Intensitatsgradienten, da diese die Kafte innerhalb einer optischen Pinzette
bestimmen (Gl. 2.14). Die Intensitat ist gegeben durch

1"() 1] ET (57 = JAT (9% (3.9)

Die Phase des Laserlichts in der Fokusebene spielt damieif die optischen Fallen
keine Rolle, ebensowenig wie das zatzliche Phasenpro | der Linse (~). Damit

sind die berechneten Hologramme unabéingig von dem verwendeten Objektiv
allgemein verwendbar. Die Eigenschaften eines DOE, welcBeine bestimmte In-
tensitatsverteilung in der Fokusebene und damit die gewnschte Anordnung von
optischen Fallen erzeugt, sind somit durch Anwendung der FTleicht zuganglich.

In der praktischen Umsetzung ist man allerdings darum bemaht, das DOE so
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zu wahlen, dass ausschlie lich die Phase des auftre enden Laskchts verandert
wird und die Amplitude konstant bleibt. Eine reine Phasenmodulation gewahr-
leistet, dass die gesamte Leistung des Lasers zur Erzeugudgr optischen Pin-
zetten zur Verfugung steht, da in diesem Fall keine Absorption des Lichts duch
das DOE netig ist, um die Amplitude zu modulieren. Dies verhindert weiterhin
eine Ermarmung des DOE, welche im Extremfall zu dessen Zersrung fehren
kann. Die Maximierung der e ektiv nutzbaren Leistung und damit die Minimie-
rung der Absorption ist gerade im Falle eines Vielfallensyeems von besonderer
Bedeutung, da hier eine relativ hohe Gesamtleistung notwedig ist, welche auf
die einzelnen Pinzetten verteilt werden muss. Die Berechmg reiner Phasen-
hologramme wird dadurch ermmeglicht, dass die Intensimtsverteilung | f (~), die
bestimmende Gmw e fur die optischen Fallen, unablangig von der Phasenver-
teilung f(~) und damit einen hohen Entartungsgrad beaiglich der Phase auf-
weist. Die Entartung kann nun genutzt werden, um ein Hologranm zu nden,
welches durch reine Phasenmodulation das geimschte Resultat, die geveinsch-
te Intensitatsverteilung liefert. Dies geschieht gewhnlich durch die Verwendung
eines iterativen Algorithmus, der ausgehend von einer Zufiésphasenverteilung
und der Zielintensitatsverteilung durch einen FT-Zyklus das gewnschte Ho-
logramm liefert (Kap. 3.2). Abschlie end sollen die vorgesellten Gleichungen
zur Berechnung eines konkreten Systems, der Bildung eineiireelnen optischen
Falle, angewendet werden. Typischerweise wird eine optibe Pinzette durch
Fokussierung eines Laserstrahls mit gau érmigen Strahlpro | erzeugt. Das In-
tensitatspro | eines solchen Strahls ist gegeben durch

- P
8= 5—5e (3.10)
In

mit der Laserleistung P und dem Radius i,. Das elektrische Feldpro | kann
damit durch

: : q —
Ec(®M=Ag(H= 1 (3.11)

beschrieben werden. Die Anwendung der FT (GI. 3.6) liefert @&s elektrische
Feld in der Fokusebene und mit Gl. 3.9 die Intensiiatsverteilung:

L= e i (3.12)

mit dem Radius
f f

f7 & m  KNA (3.13)

Die optischen Gradientenkmfte werden maximiert, wenn der Radius der Inten-
sitatsverteilung minimiert wird. Eine starke optische Falle lasst sich somit durch
die Verwendung eines Objektivs hoher numerischer Apertur nd eines Lasers
mit geringer Wellenlange realisieren.
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Abbildung 3.2: Die Abbildung zeigt die verschiedenen optischen Ebenen. &lt La-
serlicht der Wellenlange auf ein DOE in der Eingangsebeneif), so erzeugt es nach
der Fokussierung durch ein Objektiv ein Beugungsmuster in der Brennebenef ). Die
obere Reihe der Abbildung zeigt eine Phasenmaske zur Erzeugung eines hexagonalen
Fallenmusters und die korrespondierende Intens#tsverteilung.
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3.2 Methoden der Hologrammberechnung

3.2.1 Gerchberg-Saxton-Algorithmus

In diesem Abschnitt soll der Gerchberg-Saxton-Algorithmus [Ger72] in Form der
adaptiv-additiven Erweiterung von Soifer et al. vorgestellt werden [S0i97]. Es
handelt sich dabei um eine numerische iterative Technik, wiehe die Entartung
des Phasenprols f(~) in der Fokusebene nutzt, um eine reine Phasenmodu-
lation des eintre enden Laserstrahls zu nden, die das gewnschte Pinzetten-
pro | liefert. Der Algorithmus ist in Abb. 3.3 schematisch d argestellt. Ziel ist
die Berechnung eines Phasenhologramms™” (+), welches einen Laserstrahl mit
dem Strahlpro| A}l (¥) so moduliert, dass in der Fokusebene des Objektivs die
gewenschte Fallenverteilung Ag(~) meglichst perfekt erreicht wird. Ausgehend
von einer (willkurlichen) Annahme fur die Phase I (¥), berechnet der Algorith-
mus iterativ ein geeignetes Hologramm, durch Minimierung ar quadratischen
Abweichung des realen vom gewnschten Intensitatspro |,

2
1 f
n= gz (a(=) To(=)% (3.14)
i=1
wobei die Fokusebene entsprechend der Pixelierung des Hgl@amms inM M
diskrete Punkte unterteilt wurde. Die E zienz des Hologramms ist gege-
ben durch die Gesamtintensiat, welche auf die gewanschten Fallenpositionen

verteilt wird: ,

.
n= =) 1) (3.15)
i=1

mit den Normierungsbedingungen:

2

I (~)
i=1
15(5) = 1 (3.17)

1; (3.16)

und den Fallenpositionen ~. Der erste Schritt des Algorithmus besteht in der
Berechnung des elektrischen Feldprols in der Eingangsebee. Fur die erste
lteration ist diese gegeben durchEl! (¥) = Al (Fexp i § (¥) . In den darauf-
folgenden lterationsschritten wird E{' () durch das Ergebnis der vorausgehen-
den Iteration bestimmt. Die Berechnung deg korrespondiereden elektrischen
Feldes in der Fokusebené&f () = Af (mexp i f(~) erfolgt durch Anwenden

einer FT. Die Amplitude dieses FeldesA' (~), welche die tatsachliche Anord-
nung der optischen Fallen bestimmt (Gl. 3.9), wird mit der Zielintensitatsver-
teilung der geweinschten Anordung der optischen Fallenl 6 (=) verglichen. Ist die
Ubereinstimmmung nicht zufriedenstellend, so wird durch éne Beimischung der
geweinschten FallenanordnungAB(~) die Amplitude Af (~) verandert. Es resul-
tiert ein neuer Ausdruck fur das elektrische Feld:

h i h i
Ef(D)= aAg(~+(1 a)Aﬁ(~)I exp i L(~)I (3.18)
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Abbildung 3.3: Der Gerchberg-Saxton-Algorithmus zur Berechnung reiner Phasen-
hologramme.
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mit dem Mischungsparametera, der Werte zwischen 1 und 0 annehmen kann.
Dieses modi zierte Feldpro | wird dann durch eine inverse FT zureck in die Ein-
gangsebene transformiert, es resultiert das elektrischeefd EI" (). Dessen Am-
plitude AN () stimmt nach den Transformationen nicht mehr mit dem tats achli-
chen Laserpro | Al () uberein und wird daher durch dieses ersetzt. Der &hler
n wird um 1 erheht womit eine vollstandige Iteration des Algorithmus been-
det ist. Der Zyklus wird wiederholt bis die Abbruchbedingung erfullt ist und
die relative Anderung des Fehlerparameters eine vorher festgelegte Schwelle

unterschritten hat: = < . Der Algorithmus liefert bereits nach wenigen
Zyklen Hologramme mit einer E zienz im Bereich von 80 % bis uber 90 %.
Die genaueren Ablangigkeiten der E zienzen von Anzahl und Anordnung der
optischen Fallen wird in Kap. 6 untersucht.

3.2.2 Prismensuperposition

Die Auslenkung des Laserfokus aus der optischen Achse aufm@®unkt ; kann
auf einfache Weise durch die Platzierung eines optischen Bmas in den Strah-
lengang erreicht werden (siehe Abb. 3.4). Dieses Element pgt dem Laser eine
in Richtung des Verschiebungsvektors+ linear ansteigende Phase auf. Ein sol-
ches Phasenpro | lasst sich #ir ein Objektiv mit der Brennweite f beschreiben
durch:

HOE 2?7 £mod 2: (3.19)
Die Modulofunktion reduziert die Phasenwerte auf den e ektiven Bereich zwi-
schen 0 und 2, der auch mit einem Phasenmodulator zugnglich ist. Diese
Transformation hat keinen Ein uss auf das durch das DOE erzaigte Bild. Das
korrespondierende elektrische Feld eines solchen Prismieoslogramms kann ana-
log zu Gl. 3.4 beschrieben werden durch

F@= @ (3.20)

mit der Amplitude ; (¥). Ausgehend von diesen einfach zu berechnenden Pris-
menhologrammen lennen nun auch die Phasenmasken, die komplexe Anord-
nungen mehrerer optischer Fallen erzeugen, berechnet weed. Ausgenutzt wird
hierbei die Tatsache, dass es sich bei den klassischen ogtien Fallen immer um
diskrete Punkte handelt. Damit lasst sich jedes Fallenmuster al®/berlagerung
von Einzelfallen beschreiben. Das zugeadrige Hologramm zur Erzeugung vonN
optischen Fallen ergibt sich damit zu

. X
EM() = i (s) (3.21)
j=1

AN (g)g " ®: (3.22)

Die Funktion E™ (¥) beschreibt exakt das Hologramm, welches die geamschte
Anordnung von optischen Fallen liefert. Allerdings handel es sich hierbei nicht
mehr um ein reines Phasenhologramm, sondern aufgrund der kaplexen Ad-
dition der Phasen weist auch die Amplitude A(+) eine Ortsabhangigkeit auf.
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Fokus-
ebene
d optische
NL Achse

Prisma Linse

Abbildung 3.4:  Ein optisches Prisma pmgt dem einfallenden Licht eine linear anstei-
gende Phase auf, die zu einer Auslenkung des Strahls um den Winkelund damit zu
einer Verschiebung des Fokus in der Brennebene an die Positio fehrt.

Vernachlassigt man diese jedoch und extrahiert au€ ™ () die Phaseninforma-
tion , so liefert diese erstaunlich gute Resultate im Vergleich zu den Hologram-
men, welche durch Verwendung eines iterativen Gerchberg-Ston-Algorithmus
berechnet wurden. Ein Vorteil der Superpositionen von einglnen Prismenholo-
grammen besteht in der Meglichkeit, gezielt einzelne optische Fallen und deren
Eigenschaften zu veandern, indem das zugebrige Feldpro| j(+) verandert
wird

j ()= Kj(r) j(0): (3.23)

Durch Einfuhrung der Kernfunktion K; (+) lassen sich einzelne optische Pinzet-
ten in einem Fallenensemble auf unterschiedlichste Weisenabhangig vemndern.
Beispielsweise kann die Position einer Falle in Richtung deoptischen Achse ver-
schoben werden indem eine Kernfunktion verwendet wird, diedas Phasenpro |
einer Linse beschreibt:

Ki() = ekif’z =12, (3.24)

Die Lage des Fokus wird dadurch umz relativ zur e ektiven Fokusebene des
optischen Systems mit der Brennweitef verschoben. Auf diese Weise lassen
sich die Wirkungen beliebiger optischer Elemente durch didmplementierung
der entsprechenden Phasenpro le realisieren. Nairlich kann eine Kernfunktion
auch zur Modi zierung des globalen Hologramms ™™ (¥) verwendet werden, es
wirkt sich dann auf alle optischen Fallen in gleicher Weise as. Ein weiteres
Beispiel fur ein optisches Element, welches zur Vainderung einer optischen
Falle genutzt werden kann, ist eine zylindrische Linse. Dige fokussiert das Licht
in einer Linie statt in einem Punkt und kann damit zur Erzeugung lateraler
Linienfallen genutzt werden. Die zugelrige Kernfunktion ist gegeben durch

K)X(p) = ekriam=r®, (3.25)

Hier gibt z; die axiale Verschiebung der Falle aus der Fokusebene any ist die
Komponente von ¥ entlang derer die Phasenmodulation erfolgt. Eine besonder
Art der Kernfunktion, welche dem Laserstrahl ein helikales Phasenpro | auf-
pragt, wird aufgrund ihrer speziellen Eigenschaften und Einatzmeglichkeiten
gesondert im Kap. 3.3 behandelt. Diese Phasenpro le liefer nach Fokussierung
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eine wllig neue Klasse von optischen Fallen: Sie bilden sogenatenoptische
Wirbel.

3.2.3 Generalisierter Gerchberg-Saxton-Algorithmus

Eine Hologrammberechnungsmethode, welche die beiden vgen Techniken kom-
biniert, stellt der generalisierte Gerchberg-Saxton-Algoithmus (GGA) dar. Auf
der einen Seite nutzt er den diskreten Prismenansatz der Sugyposition, ande-
rerseits beinhaltet er einen iterativen Zyklus zur Optimierung der E zienz der
Hologramme [Cur02]. Das elektrische Feld einer optischendfe am Ort ~ ist
unter Verwendung von Gl. 3.20 gegeben durch:

= () (3.26)
= [(5)d 100 (3.27)

Die diskreten elektrischen Felder j an den Orten der optischen Fallen stehen
eiber eine generalisierte FT in Beziehung zu dem elektrischreFeld E™ (+) in der
Hologrammebene:

. X Z .
EN(r) = d® (= 9K e (3.28)
j=1
= (K (~; 0k ™= (3.29)
j=1
AN (g)g " ®: (3.30)

Die Kernfunktionen K; kennen auch in diesem Ansatz zur gezielten Modi -
zierung der optischen Fallen genutzt werden. Falls die bemrhnete Amplitude
A" (£) aus Gl. 3.30 identisch mit dem Strahlpro | des Lasers ist, ® wird durch

" (+) das Hologramm gegeben, das die gamschte Anordnung von Fallen er-
zeugt. Dies ist, wie bereits oben erg&hnt, in der Regel nicht der Fall. Jedoch
lasst sich die so berechnete Phase alselNerung fur das gesuchte Hologramm
verwenden und durch den oben beschriebenen Gerchberg-Sarté\lgorithmus
iterativ optimieren. Die Phasenmaske " (¥) wird daher mit dem Strahlpro |
des LasersAM (¥) kombiniert und zur Berechnung der elektrischen Felder an
den einzelnen FaIIenponitionen~j genutzt:

D= dBrAg(pe T OIK(5;0e KT (3.31)

Der Index n kennzeichnet den n-ten Iterationschritt des Algortihmus. Bevor die
Felder J” zur Berechnung der optimierten neuen Phasenmaske‘n”+1 (¥) genutzt
werden, wird auch hier die Amplitude ; durch Beimischung der gewinschten
Amplitude analog zu Gl. 3.18 angepasst. Dieses Verfahren &spricht damit dem
beschriebenen GS mit dem Unterschied, dass die Berechnungidelektrischen
Felder in der Fokusebene drr diskrete Punkte, die Fallenpositionen erfolgt. Da-
durch wird das globale Hologramm in die Einzelbetmge individueller optischer
Fallen zerlegt. Dies bietet den Vorteil, dasseiber die Kernfunktionen gezielt die
Eigenschaften einzelner Fallen auf unterschiedliche Art nd Weise vemndert
werden kennen.
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Abbildung 3.5: Hologramme zur Erzeugung optischer Wirbel mit unterschiedlichen
Helizitaten: | =1, | =10, | = 50.

3.3 Optische Wirbel

Die Meglichkeiten, welche durch die Kernfunktionen gegeben sih beschmnken
sich nicht auf eine Vemnderung der Positionierung und Form der optischen Pin-
zette, durch sie ist es noglich, vellig neue Arten optischer Fallen zu generieren.
Ein eindrucksvolles Beispiel stellen die optischen Wirbeldar. Optische Wirbel

lassen sich durch Fokussierung helikaler Wellenfronten eeugen. Die zur Trans-
formation notwendigen Kernfunktionen zeichnen sich durcheinen Phasenfaktor
aus, der sich proportional zum Polarwinkel (¥) verhalt:

Ki(®)=é ® (3.32)

mit der ganzzahligen Windungszahll, die auch als topologische Ladung und
Helizitat des Wirbels bezeichnet wird (Abb. 3.5). Der Winkel wird de niert
durch die Hologrammebene und die optische Achse. Die achsgymmetrische
und gleichma ige Verteilung samtlicher Phasen #ihrt zu einer Ausleschung der
axialen Intensitat. Jeder Strahl einer solchen Wellenfront besitzt einen Ggen-
part mit einer um  verschobenen Phase. Die Fokussierung eines Laserstrahls
mit helikalem Phasenpro | fuhrt daher durch destruktive Interferenz zu einem
dunklen Fokus. Konstruktive Interferenz der Strahlen erzeugt eine ringformi-
ge Intensitatsverteilung mit dem Radius R;. Die Breite des Rings liegt in der
Gre enordnung der Wellenlange des Lichts. Helikale Phasenpro le lassen
sich durch die Umwandlung der Hermite-Gau -Lasermoden in Lagierre-Gau -
Lasermoden erzeugen. Dies kann mit Hilfe zweier zylindrideer Linsen erreicht
werden. Eine andere Mglichkeit besteht in der Verwendung statischer Holo-
gramme [AII99].

Als Besonderheit besitzen helikale Lichtmoden einen Drempuls [All92,
All99, VSO02], welcher auf Objekterbertragen werden kann [VS02, He95a, Fri96,
ONO2] (Abb. 3.6). Die semi-klassische Betrachtung liefert men detaillierten
Einblick in das Zustandekommen des Drehimpulses unciber dessen Ge e.
Demnach besitzt jedes Photon einer helikalen Mode einen Diempuls der Gre e
Ih JAII99]. Durch Wechselwirkungen mit einem Objekt kann dahe ein Dreh-
moment auf dieses ausgbt werden, das sich proportional zur Laserintensist
verhalt. Eine anschauliche Herleitung dieser besonderen Eigsohaften soll an-
hand Abb. 3.7 erfolgen: Dargestellt ist die Wechselwirkungeiner planaren Wel-
lenfront mit einer transparenten helikalen Phasenplatte. Diese Interaktion feihrt
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Abbildung 3.6: Aufnahme eines optischen Wirbels mit der Windungszahll = 50.
In (a) ist die Intensit atsverteilung des Infrarotlasers in der Fokusebene zu sehen. (b)
zeigt zehn Mikrokugeln (d = 2 m ), welche durch den Wirbel eingefangen und auf
einer Kreisbahn gegen den Uhrzeigersinn rotiert wurden. Das Intensgéttsmaximum im

Mittelpunkt des Wirbels wird durch Beugung nullter Ordnung erzeugt (Re exion des
Laserlichts durch den SLM).

Abbildung 3.7:  Wirkungsweise einer helikalen Phasenplatte, die von der Bhe 0 auf
die Endhehes ansteigt. Ein Lichtstrahl tri t senkrecht im Abstand r vom Zentrum auf
die Platte und wird beim Austritt gebrochen. Der Austrittswinkel lasst sich durch
Anwendung des Snellius-Gesetz aus der lokalen Steigung der Platte berechnen.
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zur Ausbildung einer helikalen Wellenfront. Die Phasenpldte besitzt den Bre-
chungsindexn und eine Hohe, welche linear mit dem Polarwinkel bis zu einer
maximalen Gree von s = |=(n 1) ansteigt. In gro er Entfernung r vom
Mittelpunkt kann deren lokale Steigung angemhert werden durch

s=(2r): (3.33)

Tre en Strahlen senkrecht im Abstand r auf die Phasenplatte, so werden diese
nach Verlassen der Phasenplatte gebrochen. Der Brechungswkel ergibt sich
nach dem Snellius-Gesetz (GI. 2.11) zu

nsin() = sin( + )
n + (3.34)

Vor dem Eintritt des Strahls in die Phasenplatte besitzt jedes Photon nach der
guantenmechanischen Betrachtungsweise einen Impuls derr@e p= h= . Die
Brechung des Lichts #ihrt zu einer Richtungsanderung in der Strahlausbreitung
und damit zu einer tangentialen Impulskomponentep . Aus dieser Komponente
lasst sich nun der DrehimpulsL berechnen, welcher durch die Phasenplatte auf
den Lichtstrahl ubertragen wird

L=rp = —: (3.35)

Unter Verwendung von Gl. 3.33 und Gl. 3.34 ergibt sich damit #ir den Drehim-
puls

st 1)y, (3.36)
Dieses Ergebnis zeigt, dass der Drehimpuls helikaler Welhdronten einzig aus ih-
rer besonderen polarwinkelablangigen Phasenstruktur und nicht aus der Inten-
sitatsverteilung oder anderer Strahleigenschaften resultie. Damit unterschei-
det sich der Drehimpuls eines optischen Wirbels von dem Drempuls zirkular
polarisierten Lichts. Letzteres fuhrt dazu, dass absorbierende doppelbrechende
Teilchen um ihre eigene Achse rotieren. Im Falle eines optehen Wirbels rotie-
ren Teilchen im Gegensatz dazu mit dem AbstandR, um die optische Achse
(Abb. 3.6). Der Radius ist eine lineare Funktion der Windungszahl| [Cur03b].
Fur optische Wirbel, welche sich mit einem SLM erzeugen lasse(0 | 150)
liegt dieser im Bereich von O bis ca. 12 m.

3.4 Anwendungen der HOT

Abschlie end soll ein Uberblick eber die bisherigen Arbeiten auf dem Gebiet
der holographischen optischen Pinzetten gegeben und der alelle Stand der
Entwicklungen prasentiert werden. Hologramme und andere Arten di rakti-
ver optischer Elemente wurden ausgiebig genutzt, um kompbee optische Fallen
heherer Ordnung zu generieren, wie beispielsweise die beieoben diskutierten
Laguerre-Gau -Moden [Gri03, Mol02, Dho02, He95a, He95b]. Daiber hinaus
wurden diese auch zur Erzeugung von Vielfallensystemen mibeliebiger Inten-
sitatsverteilung eingesetzt [Gri03, Duf98b, Duf0l, Kor02a]Mit der Verwendung
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eines SLM zur Projektion variabler Hologramme konnten dies Ansatze und
deren Meglichkeiten schlie lich einem breiten Anwendungsspektum zugenglich
gemacht werden [Rei99, Duf01, Cur02]. Die Mglichkeiten der HOT-Technologie
wurden vielfach zur Strukturierung kolloidaler Partikel i n dreidimensionalen de-
nierten Anordnungen [Jor04, Lea04, SinO4a] und pngst auch zur Generierung
guasikristalliner photonischer Strukturen [Roi05] genuizt werden. Dareber hin-

aus ist eine stetige Weiterentwicklung der Technik bemrglich Hologrammberech-
nung [Sin04b, Pol05, Lee05b], alternativer SLM-Typen [HosB8] und der Ausnut-

zung alternativer Beugungsarten [Jes04a] zu beobachten.¥étische Fallenarten
wie die optischen Wirbel konnten mit Hilfe der HOT-Technik n eaher charakteri-
siert [CurO3b] und weiterentwickelt werden [Cur03a, JesOH]. Ein neues Anwen-
dungsgebiet gegember der klassischen optischen Einzelfalle, welches durd¢hOT

erschlossen werden konnte, liegt im Sortieren mesoskopiser Partikel. Durch

unterschiedliche Wechselwirkung mit einer komplexen optschen Potentialland-
schaft, die sich holographisch erzeugerakst, konnen kleine Objekte nach Gp e

und Material fraktioniert werden [Kor02b, Mac03, Pel04, Lad04b, Lac05]. Der
Transport von K eigelchen konnte durch eine Anordnung gegenbl ger optischer

Wirbel, die auf diese Weise als Mikropumpe arbeiten, erzi¢lwerden [Lad04a].
Die einfache Realisierung komplexer Potentiallandscha#n eignet sich im be-
sonderen Ma e zur Untersuchung grundlegender physikalister Phanomene wie
Phaserubergange in mesoskopischen Systemen [Man03] und die Realisiegu
einer Brownschen Ratsche [Lee05c, Lee05a]. Die Manipulath nanoskopischer
Objekte konnte bereits erfolgreich demonstriert werden [Fe04, Aga05]. Anwen-
dungen der HOT zur Untersuchung biologischer Systeme be ndn sich erst in
der Anfangsphase [Cre05], versprechen allerdings ein emoes Potential, be-
denkt man die bahnbrechenden Experimente auf diesem Gebietvelche durch
die klassische optische Pinzette ermglicht wurden.



Kapitel

A

Experimenteller Aufbau

Im Rahmen dieser Promotionsarbeit wurde eine Apparatur zurErzeugung ho-
lographischer optischer Pinzetten entwickelt und realisert, die als zentraler Be-
standteil einer Mikrotechnologieplattform fungiert, wel che verschiedene Metho-
den zur Untersuchung komplexer Mikrosysteme vereinigt. Bhe Besonderheit
des entwickelten Systems besteht in der Verwendung zweier l§Jektive: Eines
dient der Fokussierung des Laserstrahls zur Generierung deptischen Fallen,
das andere wird als Bestandteil eines Mikroskopiesystemsiz Visualisierung der
Probe verwendet. Beide Objektive sind getrennt voneinandein Richtung der
optischen Achse verschiebbar. Auf diese Weise kann eine Vsiendige Entkopp-
lung der Bildebene von der Ebene der optischen Fallen erreit werden. Damit
ist die Beobachtung der Proben nicht mehr auf die Ebene der ojischen Fallen
beschmnkt, sondern kann je nach Anforderungen angepasst werden\Veiterhin
ist es durch diesen Aufbau noglich, verschiedenartige Objektive zur Fallengene-
rierung (hohe NA) und Bildgebung (geringere NA und Vergre erung/gr e eres
Gesichtsfeld) zu verwenden. Dieser Vorteil des Systems brgt allerdings eine
Beschmnkung in der Bescha enheit der zu untersuchenden Proben ntisich: Die
raumliche Ausdehnung in Richtung der optischen Achse ist duch die beiden
Objektive eingeschrnkt. Insbesondere die Verwendung von stark vergs ernden
Objektiven mit hoher NA, wie sie fur die Fluoreszenzmikroskopie erforderlich
sind, fuhrt aufgrund des geringen Arbeitsabstandes zu einer Limierung der
Probenhehe auf weniger als 0,4 mm. In Abb. 4.1 ist der Aufbau des Sysias
schematisch skizziert. Die optischen Komponenten diesesyStems, deren Im-
plementierung und Funktionsweise sollen im Folgenden dargstellt werden.

4.1 Laser

Zur Erzeugung der optischen Fallen wird ein diodenlasergagmpter Nd:YVO ;-
Festkerperlaser mit der Wellenlange = 1064 nm und einer maxiamalen Lei-
stung von 5 W verwendet (Spectra-Physics J20-BL-106C). Der Laar arbeitet im
TEM gp-Modenbetrieb, das erzeugte Infrarotlicht ist planar polarisiert, eine not-
wendige Vorausetzung, um mit dem SLM die gewnschte Phasenmodulation zu
erzielen. Die Strahltaille des Lasers betgt 320 m, der © nungswinkel betr agt
2,2 bzw. 2,3 mrad (horizontal/vertikal). Die Intensit at des Laserlichts hsst sich
indirekt durch Steuerung der Pumplichtintensit &t regulieren. Der Zusammen-
hang zwischen der Diodenstromairke, welche zur Regulation des Pumplichts
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Abbildung 4.1: Experimenteller Aufbau der HOT. Der gesamte Aufbau ist auf einem
schwingungsgedmpften Tisch installiert. Der Laserstrahlengang ist weiterhin durch

Abdeckungen von der Umgebung abgeschirmt, um Raumluft uktuationen insbesonde-
re durch die vorhandenen Luftungen und Klimaanlage zu vermeiden. Der Strahlengang
des IR-Lasers ist rot, der Strahlengang der Beleuchtung ist blau dargestellt. Die Mi-
kro uidiksteuereinheit wird im 2. Teil dieser Arbeit ausf whrlich behandelt.
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Abbildung 4.2: Laserleistung in Abhangigkeit des Diodenstroms. Dargestellt ist die
Laserleistung gemessen an drei verschiedenen Punkten im Strahlengang. Die verschie-
denen Positionen sind der Abb. 4.1 zu entnehmen. & die Messung der Laserleistung
hinter der Blende wurde die maximale Leistung auf 2 W beschainkt, um eine Beschadi-
gung des SLM zu vermeiden.

verwendet wird, und der gemessenen Laserintendit ist in Abb. 4.2 dargestellt.
Der kleinste Diodenstrom, welcher zum Betrieb des Lasers riwendig ist, liegt
bei 8,6 A. Die maximale Laserleistung von 5 W wird bei 19,5 A ereicht.

4.2 Teleskope

Die Linsenpaare L1/L2 und L3/L4 bilden jeweils ein Teleskop. Die primare
Aufgabe der beiden Teleskope im Aufbau besteht darin, den Drichmesser des
Laserstrahl an den SLM bzw. an die Apertur des Objektivs anzpassen. Die
verwendeten Teleskope bestehen jeweils aus zwei Sammediam, deren Abstand
voneinander der Summe ihrer Brennweiten entspricht. Um Lestungsverluste
durch Teilre exion zu vermeiden, werden spezielle antire exionsbeschichtete
Sammellinsen verwendet. Zur Anpassung des Laserstrahls aten quadratischen
Flussigkristallober ache des SLM (Kantenknge: 7,68 mm) werden Linsen einer
Brennweite von f = 50 mm und f = 250 mm verwendet. Mit dem so aufge-
weiteten Laserstrahl lasst sich der gesamte SLM ausleuchten. Um die e ekti-
ve Leistung zu bestimmen, welche auf den Rissigkristall auftri t, wurde eine
Blende in den Strahlengang vor den SLM platziert. Blende undSLM besitzen
eine gleich gro e quadratische® nung. Die Leistung hinter der Blende kann
einfach gemessen werden (Abb. 4.2). Auf diese Weisedst sich der e ektive
Anteil des Lichtes, welcher tatsachlich auf den Flessigkristall tri t, exakt be-
stimmen und damit auch die Obergrenze der Laserleistung estellen, die einen
zerstorungsfreien Betrieb des SLM gewhrleistet. Nach der Phasenmodulation
und Re exion durch den SLM wird der Laserstrahl durch ein zwetes Teleskop so
verkleinert, dass er die rickwartige Apertur des Objektivs vollstandig austillt.
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Abbildung 4.3: Die Abbildung zeigt den schematischen Aufbau des Phasenmodu-
lators und dessen Funktionsweise. Die Kernkomponente stellt eine mssigkristalline
Schicht dar, welche eingebettet ist zwischen zwei Elektroden. Die pixelierte Struktur
einer Elektrode ermeglicht die ortsaufgelste Anderung des elektrischen Feldes und da-
mit eine Veranderung des Brechungsindex. Auf diese Weise kann die Wellenfront des
auftre enden Laserlichts (rot) moduliert werden.

Hierzu werden Linsen mit den Brennweitenf =300 mm und f =175 mm ver-
wendet. Neben der Strahlverkleinerung erdlit das zweite Teleskop eine weitere
Aufgabe: Es positioniert den SLM in einer zur Eintritts © nung des Objektivs
konjugierten Ebene.Dies ist notwendig, um amtliche durch die Beugung am
DOE erzeugten Teilstrahlen in das Objektiv einzukoppeln. Dese verlassen den
SLM in unterschiedlichen Austrittswinkeln, divergieren somit und werrden ohne
die Verwendung eines Teleskops dazwhren, dass ein Teil des Lichtes aufgrund
der Divergenz nicht in das Objektiv eingekoppelt wird. In der Ebene des SLM
und damit seinen konjugierten Ebenen entspricht der Strahtjuerschnitt exakt
der Apertur des SLM unabhangig von der Art der Divergenz der Teilstrahlen.
Das Olimmersionsobjektiv zur Erzeugung der optischen Fallen lesitz eine NA
von 1,45,

4.3 Phasenmodulator

Zentraler Bestandteil des Aufbaus zur Erzeugung der optiseen Fallen ist ein
ortsaufgeloster Phasenmodulator, welcher in der Lage ist, die compuigene-
rierten Hologramme physikalisch zu erzeugen. Realisiert ikd dies durch einen
nematischen Fhissigkristall, der in einem elektrischen Feld ausgerichtewird.
Der verwendete Fhissigkristall weist eine Anisotropie beaziglich seines Brechun-
gindex auf. Damit ist es durch Veranderung des anliegenden elektrischen Fel-

!Die e ektive NA ist allerdings geringer: Die maximal erreichbare NA wird durch die
Totalre exion an der Grenzschicht Deckglas/Wasser limitiert und | asst sich mit dem Snelli-
usgesetz (Gl. 2.11) berechnen. Rir den Grenzfall der Totalre exion ( wasser = 90 ) gilt dann
mit Gl. 2.7: NA = Nyasser =1;33.
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Abbildung 4.4: In (a) ist der Aufbau zur Kalibrierung des SLM dargestellt. Als
zusatzliche Elemente werden ein= 4-Plattchen, ein Polarisator und ein Leistungsmess-
gerat in den Strahlengang platziert. In (b) wir das Laserlicht im Koordinatensystem
betrachtet, das durch die optische Achse des SLM bestimmt wird. Die beiden Kompo-
nenten werden mit p und s gekennzeichnet. Der Winkel zwischen optischer Achse des
SLM und der Polarisationsebene des Laserlichts ist durch gegeben.

des meglich, den Brechungsindex des Materials und damit die Phas des auf-
tre enden Laserstrahls zu verandern. Der Aufbau ist schematisch in Abb. 4.3
dargestellt. Der in dem hier vorgestellten Aufbau verwendée SLM (Boulder
Nonlinear Systems; 512 512 SLM) ist in 512 512 Pixel unterteilt, welche se-
parat angesteuert werden lennen. Die Amplitude des elektrischen Feldes kann
fur jeden einzelnen Bildpunkt 255 verschiedene Werte zwis@n dem minima-
len und maximalen Wert annehmen. E ektiv sind dadurch 130 Phasenstufen
zwischen 0 und 2 realisierbar. In den Hologrammen werden die verschiedenen
Phasenwerte durch unterschiedliche Grauwerte remsentiert.

Damit der SLM zur gezielten Phasenmodulation eingesetzt walen kann, ist
eine Kenntnis des Zusammenhangs zwischen angelegter Spamg und der er-
zeugten Phasenverschiebung notwendige Vorraussetzungntdiese Information
zu gewinnen wurde der in Abb. 4.4 dargestellte Versuchsautu verwendet. Als
zusatzliche optische Elemente werden ein= 4-Plattchen, mit dem sich die Pola-
risationsebene des Laserlichts drehermabkst und ein polarisierender Strahlteiler
verwendet, der als Polarisation Iter eingesetzt wurde. Zu einfacheren Beschrei-
bung der anisotropen Brechungseigenschaften des SLM wirdag Laserlicht im
Koordinatensystem, welches durch die optische Achse des Rkenmodulators
de niert ist, beschrieben (Abb. 4.4). Trit Laserlicht, de ssen Polarisationsebe-
ne um den Winkel zur optischen Achse gedreht ist, auf den SLM, so wei-
sen anschlie end die senkrechteq) und parallele (p) Komponente eine relative
Phasendi erenz in Abhangigkeit von der angelegten elektrischen Spannung auf.
Diese Di erenz ist gleichbedeutend mit einer Drehung der Pdarisationsebene
des Laserlichts und einer Umwandlung der linearen in eine Bptische bzw. zir-
kularen Polarisation. In Kombination mit einem Polarisati ons Iter kann der
SLM daher zur Amplitudenmodulation verwendet werden. Eine reine Phasen-
modulation, welche zur Erzeugung der Phasenmasken betigt wird, ist f ur den
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Abbildung 4.5: Zur Kalibrierung des SLM wird die Laserleistung in einem speziel-
len Versuchsaufbau (Abb. 4.4) als Funktion der neglichen 255 Grauwerte, welche das
anliegende elektrische Feld bestimmen, gemessen. Die schwarzen Punkte stellen die
gemessene relative Laserintengit dar. Aus diesen lassen sich mit Gl. 4.1 die Phasen-
verschiebungen berechnen (grau).

Fall =0 gegeben, dain deisem Fall die senkrechte Komponente verlswindet.
Um die Orientierung der optischen Achse zu bestimmen, wurdalie Intensitat
des Laser gem Abb. 4.4 unter Variation des Winkels  und bei verschiedenen
SLM-Spannungen gemessen. Der Polarisator weist die gleicl@rientierung wie
die Polarisationsebene des einfallenden Laserlichts aufin Falle reiner Phasen-
modulation ( = 0) ist die Intensit at unabhangig von den SLM-Einstellungen,
womit die optische Achse bestimmt ist. Um nun die Phasenvershiebung des
SLM exakt zu ermitteln, wurden fur die Polarisationsebene des Lasers und des
Polarisators die Einstellung =45 gewahlt. Maximale Intensit at wird dann
bei einer Phasenverschiebung von = 0 erreicht. Fur den Fall, dass =
wird die Polarisationsebene um 90 gedreht, womit die messbare Intensiat auf-
grund der Polarisatoreinstellung auf Null zureickgehen wird. Allgemein gilt fer
die Intestitat | folgender Zusammenhang:

| = Ioco§(§): (4.1)

Durch Messung vonl und I, der Intensitat des auftre enden Lasers, kann
daraus die Phase fur jeden Spannungswert bestimmt werden (Abb. 4.5). Zur
Erzeugung der optischen Fallen wird die Polarisationsebea des Laser durch
Justage des = 4-Plattchen so eingestellt, dass sie mit der optischen Achse des
SLM wbereinstimmt. Dadurch ist eine reine Phasenmodulation duch die Holo-
gramme gevahrleistet.

4.4 Mikroskop

Zur Visualisierung der Proben wird ein Mikroskop der Firma WITec verwendet
(AlphaSNOM), welches Au icht- und Fluoreszenzmikroskopie erlaubt. Weiter-
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Abbildung 4.6: Die maximal erzielbare Au esung in der Fallenpositionierung wird
durch die Stabilitat des Gesamtsystems besclankt. Nach weitgehender Abschirmung
des Strahlengangs und Verwendung eines schwingungsgaudpften optischen Tisches
konnten die verbleibenden Fluktuationen auf 8 nm reduziert werden. Das Histogramm
zeigt die Verteilung der Positionen des fokussierten Lasers im dem System.

hin besitzt dieses System bereits eine Halterung zur Aufnaime eines zweiten
Objektivs, das zur Erzeugung der optischen Fallen beetigt wird. Aufgrund des
sehr o en gestalteten Aufbaus ist die Einkopplung des Lasestrahls sehr ein-
fach zu bewerkstelligen. Zur Anpassung an unsere Bexifnisse wurden zusitz-
liche Filterhalter eingebaut: Ein Schwarz Iter (R850, Schott), welcher sicht-
bares Licht absorbiert, ist unmittalbar vor dem Fallenobjektiv platziert. Auf
diese Weise werden Re exionen des Au ichts an den Teleskopisen vermieden,
die eine Bildgebung der Probe erheblich siren. Um auch Teilre exion an dem
Schwarz Iter zu verhindern, wurde dieser in einem Winkel van 45 in dem Strah-
lengang platziert. Weiterhin blockieren verschiedene Infarot Iter (KG2, KG3
und KG5, Schott) das Auftre en des Lasers auf die CCD-Kamera RetigaExi,

QlImaging).

4.5 Stabilisierung des Systems

Zur mechanischen Stabilisierung des Laserfallsystems wde dieses auf einem
schwingunsge@mpften Tisch aufgebaut (Newport). Die Steuereinheit des la-
sers mit dem gehlahlten Pumpdiodenlaser ebenso wie die Steuereinheit des Mi
kroskops ist au erhalb des optischen Tisches platziert. Este Versuche zur Ka-
librierung der optischen Fallen zeigten, dass thermische lktuationen in der
Raumluft zu einem instabilen Laserfokus &ihren. Durch Abdeckung des ge-
samten Strahlengangs konnte die Stabiliat erheblich verbessert werden. Die
weiterhin vorhandenen Fluktuationen und Schwingungen desSystems liegen in
der Gre enordnung von 8 nm. Abb. 4.6 zeigt die Verteilung der x-Postionen
des Laserfokus.






Kapitel

5

Kalibrierung und
Intensiatsmodulation optischer
Pinzetten

Die in Kap. 2.4 vorgestellten Methoden zur Kalibrierung optischer Pinzetten,
welche erfolgreich zur Kmftebestimmung in klassischen Einzelfallen eingesetzt
wurden und werden, lassen sich auf Vielfallensysteme und dait auf hologra-
phische optische Pinzettenubertragen. Allerdings ist dies in der praktischen
Umsetzung mit einigen Einschenkungen verbunden. Zudem naissen einige Be-
sonderheiten, welche in der Natur der holographischen Piretten begrendet
sind, beachtet werden. Bereits in der Datenaufnahme machesich die Unter-
schiede bemerkbar: So ist die Verwendung einer Quadrantentidtodiode zur
Detektion der thermischen Fluktuation der optisch gefangeen Objekte nicht
praktikabel. Zur Untersuchung eines Mehrfallensystems msste das durch die
Kugeln abgelenkte Laserlicht auf mehrere Photodioden aufeteilt bzw. das La-
serlicht samtlicher optischer Fallen bis auf das der zu kalibrierende Pinzette
ausgeblendet werden. Als Alternative ksst sich eine Kamera verwenden, mit der
eine simultane Aufnahme aller gefangenen Objekte erzielt arden kann. Aller-
dings ist die maximale Aufnahmefrequenz bei heremmlichen Gemten wesent-
lich geringer (30 Hz) als bei der Verwendung einer Photodiod (100 kHz). Damit
ist eine Analyse des Leistungsspektrum nicht mglich, da die Eckfrequenzerf g
(Gl. 2.26) in der Gre enordnung von 100 Hz liegen und damit au erhalb des
Datenbereichs, der mit einer Kamera zu@nglich ist. Im Rahmen dieser Arbeit
wurden zwei verschiedene Methoden der Kalibrierung von Vikallensystemen
untersucht und miteinander verglichen. Als Modellsystem wrde ein symmetri-
sches Dreifallensystem gewhlt, um eine gleichma ige Intensit atsverteilung auf
die Fallenpositionen zu gevahrleisten (Abb. 5.1).

5.1 Materialien und Methoden

Kalibrierungsmethoden

Fur die im Folgenden beschriebenen Experimente wurden audsie lich Poly-
styrolkugeln mit einem Durchmesser von 2 m verwendet (2 %-ige Suspension,
Polysciences). Die Suspension wurde im Vesitnis 1:1000 mit Wasser verainnt

45
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Abbildung 5.1:  Ein symmetrisches Dreifallensystem wurde zur Kalibrierung der HOT

verwendet. Die spezielle Anordnung der Fallen geehrleistet eine Gleichverteilung der

Intensitat und sollte damit optische Fallen gleicher Federkonstante erzeugen. Die opti-
sche Falle im Zentrum der Anordnung wird durch das Beugungsmaximum 0. Ordnung
erzeugt.

und direkt ohne weitere Behandlung #r die Versuche eingesetzt.

Zur Kalibrierung der HOT unter Ausnutzung des hydrodynamischen Wider-
stands als bekannte Eichge e werden die Objekte zurachst in der gewinsch-
ten Anordnung eingefangen. Mit Hilfe einer computergestearten Probenbeihne
lasst sich ein Fluss relaltiv zu den statischen optisch gefagenen Teilchen er-
zeugen. Die Bewegung erfolgt jeweilsihfmal in positive und negative Richtung
mit einer Amplitude von 50 m und verschiedenen Geschwindigkeiten. Mit ei-
ner CCD-Kamera wird die Auslenkung der Objekte aufgenommen.Aus den
Bilderserien lassen sich die Positionen der Kugeln bestimen, die zur weiteren
Auswertung verwendet werden.

Zur Kalibrierung der HOT durch Analyse der thermischen Bewegung wer-
den mindestens 1000 Bilder der optisch gefangenen Teilchemit einer Belich-
tungszeit von 1 ms aufgenommen. Auch hier werden anschlieral die Positionen
ermittelt und ausgewertet.

Partikeldetektion

Viele der vorgestellten Experimente und Datenauswertunge benetigen eine

Methode zur exakten Positionsbestimmung verschiedensteObjekte. So ba-

sieren beispielsweiseesntliche Kalibrierungen auf der Kenntnis der zeitlichen

Anderung der Ortskoordinaten der optisch gefangenen Mikr&ugeln. Zu diesem
Zweck wurde eine Bildbearbeitungsroutine entwickelt, wethe diese Information
aus dem Schwerpunkt der Intensiatsverteilung in den aufgenommenen Mikro-
skopiebildern gewinnt [Wui00]. Hierzu werden die Rohbilde in Unterbilder seg-

mentiert, so dass diese jeweils nur ein Objekt enthalten, desen Ort bestimmt

werden soll. Nach Abzug des Hintergrundsignals durch Anpasung eines Schwel-
lenwertes wird fur jedes Segment der Schwerpunkt der Intensétsverteilung S

ermittelt:

X
S= = pl(p) (5.1)
i=0
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Abbildung 5.2: Eine auf einem Deckglas xierte Mikrokugel wurde mit Hilfe der
Piezobethne mehrmals um 20 nm verschoben. Durch die Analyse des Intensitsschwer-
punkts der Bildserie konnte diese Bewegung aufgest werden.

mit der Pixelkoordinate p, dem zugelorigen Grauwert | (), der Gesamtinten-
sitat | und der GesamtpixelzahlZ. Be ndet sich auf den zu untersuchenden
Bildserien jeweils nur ein sich bewegendes Obijekt, eine Vaussetzung, welche
durch die Segmentierung emllt ist, kann die relative Anderung des Intensitats-
schwerpunkts als Ma fur die Bewegung des Objekts herangezogen werden.
Durch Aufnahme eines Referenzobjekts bekannter Gre lasst sich die Pixel-
gre e der Bilder fur das verwendete System aus Kamera und Objektiv kali-
brieren, womit absolute Ortsangaben neglich sind. Ist das Objekt gre er als
ein Pixel, so lasst sich durch Berechnung der Koordinaten eine Ortsauesung
erreichen, die weit unterhalb der Gm e eines Pixels liegen. Um diese Metho-
de der Ortsbestimmung zueberprefen und die maximal erreichbare Au esung
innerhalb unseres Systems zu bestimmen, wurde ein 2m gro es Kegelchen
auf ein Deckglschen xiert und mit Hilfe der Piezobehne mit unterschiedli-
cher Amplitude bewegt. Die Anbindung der Mikrokugel erfolgte durch unspe-
zi sche Wechselwirkungen mit der Glasobe ache in einer 1 M NaCl-Lesung.
Bewegungen mit einer Amplitude von 20 nm lennen problemlos aufgedst wer-
den (Abb. 5.2). Auch eine Bewegung von 5 nm konnte noch detelert werden
(Abb. 5.3). Allerdings liegt hier die zu messende Ge e bereits in der Gre en-
ordung der Standardabweichung von 6 nm, welche sichef die Positionsbestim-
mung eines nicht bewegten Teilchens ergibt.

5.2 Hydrodynamische Reibung

Die Auslenkungen der optisch gefangenen Kugeln aus der Gtgigewichtslage als
Funktion der Geschwindigkeit der Probenteihne ist in Abb. 5.4 wiedergegeben.
Aufgetragen sind die gemittelten Werte der drei Fallen #ir fanf Auslenkungen
in positive und negative Richtung. Diese zeigendr alle hier verwendeten La-
serleistungen eine lineare Ablangigkeit von den Geschwindigkeiten mit der die
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Abbildung 5.3: Eine auf einem Deckglas xierte Mikrokugel wurde mit Hilfe der
Piezobelhne mehrmals um 5 nm verschoben. Die Analyse des Intensitsschwerpunkts
der Bildserie lieferte eine mittlere Auslenkung von 6 nm.

Probe bewegt wurde. Die Annahme eines harmonischen Fallempentials ist so-
mit fer Auslenkungen bisuber 250 nm gegeben. Nach Gl. 2.30abst sich aus
der Steigung der Kurven die Federkonstante der optischen Rizetten berech-
nen. Diese sind in Abb. 5.5 in Ablangigkeit des Diodenstroms aufgetragen und
zeigen den nach GIl. 2.10 zu erwartenden linearen Verlauf. aVerhaltnis von
Federkonstante zur lokalen Laserleistung in den optischerfallen betragt da-
mit 0,4 pN/( m mW). Die lokale Laserleistung wurde dabei ausgehend von de
gemessenen Laserleistung vor Eintritt in das Objektiv abgechatzt. Es wurde
angenommen, dass au er einem Verlust von 60 % der Laserleigtg durch Ab-
sorption im Objektiv ! und 40 % aufgrund des Beugungsmaximums 0. Ordnurfg
keine weiteren Leistungsverluste auftreten. Der gesamte édistungsabfall ist in
Tabelle 5.1 dargestellt.

Daraus ist ersichtlich, dass die e ektiv zur Verfagung stehende Laserleistung
gemessen an der Ausgangsleistung sehr gering ist, die Veste liegen demnach
bei ca. 90 %. Allerdings zeigt die Kalibrierung auch, dass beits 10 mW La-
serleistung gemgen, um Krafte in der Gre enordnung von 1 pN zu erzeugen.

5.3 Thermische Fluktuation

Zwei Beispiele #r die thermische Fluktuation eines optisch gefangenen Téthens
sind in Abb. 5.6 und 5.7 dargestellt. Die Datenatze lassen sich sehr gut durch
eine Gau funktion annahern. Dies zeigt, dass die Annahme eines harmonischen

!Laut Angabe der Fa. Zeiss absorbiert dass verwendete Objektiv (Alph a Plan uar 1,45)
bei einer Wellenlange von 1064 nm 60 % der eingestrahlten Leistung.

2Das Beugungsmaximum 0. Ordnung wird durch den Anteil des Laserlich ts gebildet, wel-
cher lediglich durch den SLM re ektiert wird und keine Phasen anderung erfahrt. Ursachen
hierfer sind beispielsweise die nicht verschwindenden Abstnde zwischen den Pixeln des Pha-
senmodulators.
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Abbildung 5.4: Die Auslenkung der Kugeln eines Dreifallensystems ist als Funktion
der Geschwindigkeit, mit der die Probe relativ zu den Fallen bewegt wird, wieder-
gegeben. Durch Variation der Diodenstromstrke (1) wurden die Federkonstanten der
optischen Fallen variiert. Die Fehler entsprechen der Standardabweichung der Wertee

die drei Kugeln und je 5 Messungen in positiver und negativer Auslenkungsrichtung.

Lineare Trendkurven sind rot dargestellt.

Tabelle 5.1: Au istung der gemessenen bzw. abgesdaitzten (Objektiv) Laserleistungs-
verluste im experimentellen Aufbau.

Position Leistungsverlust/% Gesamtleistung/%
Laser 0 100
Blende 52 48
SLM 33 32
Objektiv 60 13
Beugungsmaximum 40 8

0. Ordnung
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Abbildung 5.5:  Die Datenreihen zeigen experimentell bestimmte Federkonstanteref
ein Dreifallensystem als Funktion des Diodenstroms. Zur Ermittlung der Daten wurde
die thermische Fluktuation und hydrodynamische Reibung genutzt. Die rote Kurve
zeigt die lineare Fitfunktion der durch hydrodynamische Reibung gewonnenen Daten.

Fallenpotentials erfellt ist. Aus der Varianz 2 der Positionsverteilung kann
durch Anwendung von Gl. 2.28 die Federkonstante leicht berehnet werden. Al-
lerdings muss hier besicksichtigt werden, dass die gemessenen Fluktuationen
nicht nur auf die thermische Bewegung des Partikels in der Fie zureickzufehren
sind, sondern dass jede Instabiliat des Systems (Strahlehrung, Partikeldetekti-
on) zu einer Streuung der Daten beitegt. Damit besteht die Gefahr, die Feder-
konstante der optischen Falle zu gering zu berechnen. Wie ifKap. 4.5 bereits
dargestellt wurde, weist der Laserfokus eine Stabiliét in der Gre enordnung
von = 8 nm auf. Damit ist eine Obergrenze fr die Federkonstante gesetzt,
welche sich aus der thermischen Fluktuation ermitteln ksst: k < k g T=8nm)?
= 63 pN m 1 Bei Kenntnis der Grund uktuation des Systems kann diese
genutzt werden, um die gemessenen Standardabweichungen karrigieren. Die
gemessene Verteilung entspricht dabei einer Faltung der tarmischen Fluktua-
tion R( ) mit dem RauschenR( o):

R()=R() R(o): (5.2)

Fer gau f ermige Verteilung gilt dann fer die resultierende Standardabweichung:
q

= 2+ Z (5.3)

In Tab. 5.2 sind die gemessenen und korrigierten Standardafeichungen sowie
die daraus resultierenden Federkonstanten dargestellt. & Standardabweichun-
gen, die g® er als 25 nm sind, macht sich die Korrektur nicht sehr stark bemerk-
bar. Die berechneten Werte #ir die Federkonstante stimmen gut mit den Werten
der hydrodynamischen Reibungeberein. Die Fehler sind allerdings wesentlich
heher insbesonderer kleine Standardabweichungen. Dies ist in der Verwen-
dung der Varianz begrindet, die quadratisch von den Messwerten abéngt. Die
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Abbildung 5.6: Das Histogramm zeigt die thermische Fluktuation einer Mikrokugel
in einer optischen Falle (Diodenstrom = 9 A). Eine Gau funktion mit der Standard-
abweichung =40 nm wurde an die experimentellen Daten angeglichen.

Abbildung 5.7: Das Histogramm zeigt die thermische Fluktuation einer Mikrokugel
in einer optischen Falle (Diodenstrom = 12 A). Eine Gau funktion mit der Standard-
abweichung =17 nm wurde an die experimentellen Daten angeglichen.
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Tabelle 5.2: Vergleich der Federkonstante, die aus den korrigierten und nicht korrigier-
ten Standarbweichungen der thermischen Fluktuation berechnet wurdenK und k ),
mit den Werten, die sich aus den hydrodynamischen Reibungsexperimenten ergaben

(k).

I/A Inm /mm k/ (N mbH k/(pN mDH k/(pN m D

9 40 39 2,5 26 05 22 0,2
9,5 28 27 5,2 56 15 51 0,2
10 25 24 6,5 72 21 78 0,3
10,5 22 20 8,4 9,6 3,0 105 04
11 21 19 9,2 10,7 3,5 13,1 0,7
11,5 19 17 11,2 13,6 4,7 158 0,6
12 17 15 14,0 18,0 6,6 179 10

Anwendbarkeit dieser Kalibrierungsmethode beschankt sich damit auf schwa-
che optische Fallen. Bei der Aufnahme der Fluktuationsdata ist weiterhin dar-
auf zu achten, dass die Belichtungzeit der Kamera gesrgend klein gevahlt wird.
Ist diese zu gro, so ergibt die Bildauswertung nicht die gewinschten momenta-
nen Positionen des gefangenen Objekts, sondern eine Mitighg elber die Zeit-
dauer der Belichtung. Dies macht sich insbesondere bei greren Auslenkungen
bemerkbar. Die Verweildauer des Teilchens ist hier aufgrud der heheren Be-
schleunigung durch das optische Potential verringert, so dss eine Mittelung
eiber die Positionen eine zu kleine Verschiebung ergibt. Diso gemessene Stan-
dardabweichung der Verteilung ist damit kleiner als die wahre Streuung, die
daraus berechnete Federkonstante ist zu hoch. So liefert lispielsweise eine Be-
lichtungszeit von 20 ms Standardabweichungenefr das hier betrachtete Dreifal-
lensystem, welche um 10 nm bis 20 nm zu klein sind. Eine ausiiend geringe
Belichtungszeit ist mit einem Wert von 1 ms gegeben, welchewr Datenerfas-
sung fur alle quantitativen Analysen der thermischen Fluktuation verwendet
wurde.

5.4 Intensiatsmodulation

Wie im vorigen Abschnitt durch die Kalibrierungsexperimente bereits zu erken-
nen war, lasst sich die Federkonstante einer optischen Falle auf eiathe Weise
durch Anpassung der Laserleistung regulieren. Damit werde in einem Vielfal-
lensystem alle optischen Pinzetten in gleicher Weise vandert. Holographisch
erzeugte optische Fallen bieten die zuszliche Meglichkeit, die Intensitat jeder
Falle unterschiedlich zu kontrollieren. Meglich wird dies durch Verwendung ei-
nes Superpositionsansatzes zur Hologrammberechnung, wker es erlaubt, die
spezi schen Eigenschaften der einzelnen Fallen zu manipigdren. Im folgenden
soll das Vorgehen am Beispiel eines Zweifallensystem denstriert werden:

En= ind My ind 7 (5.4)
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Abbildung 5.8:  Berechnete, auf die Gesamtintensiat normierte Intensit atsverlaufe| f

eines Zweifallensystems als Funktion des normierten Amplitudenquadrats (' = )2
mit der Gesamtamplitude ™ (GI. 5.4). Neben den Hauptmaxima (gewinschte optische
Fallen) sind auch die ersten Nebenmaxima dargestellt, sowie die Gesamtinterisit der
optischen Pinzetten.
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Abbildung 5.9: Normierte Federkonstanten intensitatsmodulierter optischer Fallen
fur ein Zweifallensystem als Funktion des normierten Amplitudenquadrats (siehe
Abb. 5.8). Die Federkonstanten wurden durch Analyse der thermischen Fluktuation
zweier Mikrokugeln (d = 2 m) ermittelt. Der Diodenstrom betrug konstant 9,5 A.
Die roten Linien zeigen den berechneten Intens#tsverlauf der Hautpmaxima.
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Durch eine unterschiedliche Gewichtung der Prismenhologamme zur Erzeu-
gung einer Einzelfalle kann die Intensimtsverteilung in der Fokusebene beein-
usst werden. Diese Verteilung ist jedocht nicht direkt dur ch die Quadrate der
Amplituden ; gegeben, sondern weist eine komplexe Alsimgigkeit auf, da zur
Erzeugung des Fallenmusters nur der Phasenanteil der Summeus Gl. 5.4 und
die darin enthaltene Information mber die Ausgangsamplituden verwendet wird.
Die Abhangigkeit der Intensitaten in der Fokusebene von den Amplitudenqua-
draten, welche in der Holgrammberechnung genutzt wurden, st in Abb. 5.8
dargestellt. Deutlich zu erkennen ist die nicht-lineare Abhangigkeit der Inten-
sitaten in der Hologramm- und der Fokusebene. Reine Phasenha@oamme fur
Mehrfallensysteme besitzen eine E zienz von deutlich wenger als 100 %, da
ein Teil der Laserleistung in Nebenmaxima fokussiert wird.Der Leistungsverlust
hangt ebenfalls von dem Verltnis der Amplituden ; ab. Bei Gleichgewich-
tung der Fallenpositionen nimmt dieser seinen Maximalwertan, die E zienz
bezogen auf die Hauptmaxima betagt dann 81 %. Wird ein Zweifallensystem
durch Hologramme mit variablen Amplituden generiert, so fdgen die ermit-
telten Federkonstanten des Systems exakt dem sigmoidalemtensitatsverlauf
(Abb. 5.9).

5.5 Zusammenfassung

Die Kalibrierung eines Vielfallensystems realisiert duréy HOT | asst sich durch
Anwendung hydrodynamischer Reibung und einer Auswertung @r thermischen
Bewegung optisch gefangener Objekte erzielen. Letztere Nteode ist allerdings
bei der Verwendung einer Kamera zur Datengewinnung auf reld schwache op-
tische Fallen beschankt. HOT bieten die M eglichkeit durch gezielte Anpassung
der Hologramme, die Intensi@t und damit die Federkonstanten individuell fer
einzelne Fallen zu regulieren. Komplexe Kraftsensoranomlingen kennen auf
diese Weise realisiert werden. Ein unmittelbarer einfacheZusammenhang zwi-
schen den zur Hologrammberechnung verwendeten Amplitudenind den resul-
tierenden Fallenintensitaten ist allerdings nicht gegeben. Insbesondere in Viel-
fallensysteme mit periodischen Strukturen kommt es zu eineWechselwirkung
der Beugungsmaxima verschiedener Ordnungen, welche die tbnsitatsvertei-
lung erheblich beein ussen lonnen (siehe Kap. 6). Durch die Verwendung ite-
rativer Algorithmen oder nicht-periodischer Fallenanordnungen lasst sich dieses
Problem lesen.



Kapitel

6

Symmetriee ekte: Auswirkung auf
E zienz und Berechnung der
Hologramme

Erstaunlicherweise wurde bisher in der Literatur dem Ein uss der Geometrie
der Fallenanordnung auf die E zienz der Hologramme, dem Korvergenzverhal-
ten der verwendeten Algorithmen und der Intensitatsvariation innerhalb eines
Vielfallensystems nur wenig Augenmerk geschenkt [PolO5]Tatsachlich existiert
ein signi kanter Trend, der allein auf Symmetrieeigenschdten beruht und wich-
tige Folgen nach sich zieht. In diesem Kapitel soll gezeigt erden, dass #@r eine
Vielzahl von Anordnungen holographischer optischer Pinzééen aufgrund ihrer
Symmetrieeigenschaften kein iterativer Algorithmus zur Berechnung der Pha-
senmasken notwendig ist. Stattdessen énnen diese durch eine Prismensuper-
position (S) (Kap. 3.2) bzw. durch eine einfache Erweiterury dieser Methode
generiert werden.

Das Ersetzen eines auf@ndigen Hologrammalgorithmus durch eine einfache
nicht-iterative Rechenmethode sollte die Implementierungund interakive Ver-
wendung holographischer optischer Pinzetten wesentlich ereinfachen. Durch
Verringerung der Rechenzeit lassen sich dann Phasenmaskenur Erzeugung
einer kleinen Anzahl optischer Fallen & 10) in Echtzeit berechnen.

6.1 Vergleich zwischen symmetrischen und
zufalligen Fallenmustern

Grundlegende Voraussetzung zur Erzeugung holographischeptischer Pinzet-
ten sind Phasenhologramme, welche eine aglichst hohe Beugungse zienz
(Gl. 3.15) aufweisen. Diese gibt den Anteil der Laserintengat in der Fokusebe-
ne an, welcher an die gewnschten Positionen, den Orten der optischen Fallen,
gelenkt wird. Das wbrige Licht wird in den Beugungsnebenmaxima fokussiert.
Diese weisen zwar eine im Vergleich zu den Hauptmaxima gergere Intensitat
auf, wirken aber dennoch als ungewollte optische Pinzetterund werden daher
als Geisterfalle bezeichnet. In symmetrischen Anordnunge wie beispielswei-
se einer orthogonalen Anordnung vonN N optischen Fallen, kennen diese
Geisterfallen mit anderen Hauptmaxima eberlappen und interferieren. Solche

55



56 Kap. 6. Symmetrieeffekte

100 —
e e v amg
g0| ,aaatatrtta
. 1
S 60
[y
Qo i
.:E
m 40 . GS
- GAA
S
20 | C s
S L I B O L

Abbildung 6.1:  Vergleich der E zienz von Hologrammen, welche durch 4 verschiede-
ne Methoden (GS, GAA, S und SZ) berechnet wurden. Dargestellt sind die Ergebnisse
fur eine orthogonale Anordnung vonN N optischen Fallen.

Fallenpositionen werden als entartet bezeichnet. Ein Beigiel fur Geisterfallen
sind die Nebenmaxima, welche durch ein Hologramm in Form eies einfachen
binaren Gitters erzeugt werden (Abb. 5.8). Zurachst sollen die Intensistse -
zienzen der drei in Kap. 3.2 vorgestellten Algorithmen vergichen werden. Das
sind der ublicherweise benutzte iterative Gerchberg-Saxton-Algorihmus (GS),
der generalisierte adaptive-additive Algorithmus (GAA) und die nicht iterative
Prismensuperpositionsmethode (S). E ekte aufgrund einerdiskreten Phasen-
verteilung und Pixelierung wie sie bei Verwendung eines SLMuftreten werden
nicht berecksichtigt [Tan01]. Im Falle symmetrischer Fallenmuster sind die bei-
den iterativen Algorithmen, GS und GAA der einfachen Superposition klar
eberlegen. In Abb. 6.1 sind die E zienzen fur ein N N Fallengitter mit einem
Abstand von 50 Pixel und 2 N 10 dargestellt. Die iterativen Algorithmen
unterscheiden sich in der erreichten E zienz kaum voneinarder, wahrend diese
fur die S-Hologramme um 15 % bis 30 % geringer sind.

Vellig anders stellt sich die Situation fer eine asymmetrische Verteilung dar.
Die Hologramme zienzen fur eine zumllige Anordnung optischer Fallen unter-
scheiden sich ér die drei verschiedenen Berechnungsmethoden nahezu gaicht
voneinander (Abb. 6.2). Die erzielten E zienzen hangen dabei interessanterwei-
se nicht von der tatsachlichen zuilligen Anordnung ab. Jeder Datenpunkt in
der Abb. 6.2 gibt das Mittel aus 5 unterschiedlichen Fallennustern wieder, die
Standardabweichung (SD) &ir  ist dabei zu vernachhlssigen ( 0;25 %). Al-
lerdings zeigt die E zienz eine Abhangigkeit von der Anzahl der Fallen. Eine
solche ist bei symmetrischen Mustern nur éir die S-Hologramme zu beobachten.
Weiterhin zeigen die Ergebnisse, dass die maximal zu errdiende E zienz bei
asymmetrischer Verteilung geringer augdllt (79 80 %) als bei den orthogonalen
Mustern (90 %). Auch durch wiederholte Iterationsschritte der Algorithmen las-
sen sich die E zienzen der Zufallsmuster im Gegensatz zu dersymmetrischen
Anordnungen nur geringfegig verbessern (Abb. 6.3 und Abb. 6.4). Dieser Un-



6.1. Vergleich zwischen symmetrischen und zuf alligen Fallenmustern 57

81—‘A
m GS
° 7] GAA
> s S
N 80 —
S & A SZ
N
= — A
i
79 — A“
A AR xXt
78

Tttt rrrr
0O 20 40 60 80 100
Anzahl der Fallen

Abbildung 6.2: Vergleich der E zienz von Hologrammen, welche durch 4 verschie-
dene Methoden (GS, GAA, S und SZ) berechnet wurden. Die durch die Hologramme
erzeugten Fallenmuster stellen Zufallsverteilungen der optischen Fallen dar.
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Abbildung 6.3: Das Konvergenzverhalten der iterativen Algorithmen GS und GAA
ist fur verschiedeneN N -Fallenanordnungen mit L = 50 Pixel dargestellt.
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Abbildung 6.4: Das Konvergenzverhalten #@r die iterativen Algorithmen GS und
GAA sind fur verschiedene zudllige Fallenanordnungen mit unterschiedlicher Fallen-
zahl dargestellt (2 bis 100).

terschied legt den Schluss nahe, dass die Verbesserung dena3enhologramme
durch die iterativen Algorithmen darauf beruht, das Zusammenfallen von Gei-
sterfallen und Hauptmaxima zu nutzen. Durch Anpassung der elativen Phasen
von Haupt- und Nebenmaximum ist es meglich, deren Interferenz und damit
die resultierende Intensimt an diesen Punkten zu optimieren. In asymmetri-
schen Zufallsverteilungen ist ein solches Zusammenfallether unterschiedlichen
Maxima, das Auftreten entarteter Fallen unwahrscheinlich. Die Meglichkeiten
einer Intensitatssteigerung durch Ausnutzung der Interferenzen ist danti nicht
gegeben.

6.2 Erweiterte Prismensuperposition

Die Superpositionsmethode extrahiert das Phasenhologram ™ (¥) aus der
komplexen Addition einzelner Prismenhologramme (Gl. 3.22) In dem Ansatz
wird eine megliche Interferenz von Geisterfallen und Hauptmaxima nidit zur In-
tensitatssteigerung genutzt. Die Phasenmaskeef ein Prismenhologramm ksst
sich ausgehend von Gl. 3.19 durch Addition einer beliebigerzufalligen Phase
Z erweitern:

J!n (¥) = ij- + JZ
Die zusatzliche Phaseandert an der Intensitatsverteilung einer einzelnen Falle
nichts, es wird lediglich die Phase des elektrischen Feldeés der Pinzettenebene
beein usst. In einem entarteten Mehrfallensystem spielt dese Phase jedoch eine
entscheidene Rolle, da sie die Interferenz von Geisterfah und Hauptmaxima
und damit eine Intensitatsanderung bestimmt. Die Rolle der iterativen Algo-
rithmen besteht somit darin, die optimalen Werte feir JZ zu nden, um durch

konstruktive Interferenz an den Fallenpositionen die resiltierende Intensitat zu

mod 2 : (6.1)
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Abbildung 6.5: Histogramm der E zienzverteilung eines SZ-Hologramms fir ein
5 5-Muster mit L =50 Pixel. Die mittlere E zizenz betr agt 84,7 2;1 %.

maximieren. Statt einer iterativen Optimierung dieser Phasenparameter wur-
den diesen in dem erweiterten Superpositionsansatz zeifige Werte zugewiesen
(SZ-Methode) und die Auswirkung auf die E zienz untersucht. Der Ansatz

entspricht dem ersten Schritt des GAA Algorithmus und ist aquivalent zu dem

Kinoform-Verfahren [Les69]. Dieses simuliert zur Phasenhlogrammberechnung
eine diuse Streuung des abzubildenden Objekts, um eine natrzu konstante
Amplitude in der Hologrammebene zu erzielen. Der Ein uss de Zufallsphase
auf die Beugungse zienz von Phasenhologrammen zur Erzeugug von Mustern

verschiedener Symmetrie wurde jedoch bisher nicht unterseht.

In Abb. 6.1 ist zu erkennen, dass der SZ-Ansatz die E zienz derHologram-
me gegember denen, welche durch die einfache S-Methode berechnet vden,
erheblich verbessert ist. Die erreichten Werte liegen ledjlich 5 10 % unter-
halb der durch die iterativen Algorithmen erzielten E zien zen. Far ein 5 5-
Fallenmuster mit einem Abstand von 50 Pixeln betragt die mittlere E zienz
84,7 2;1 %. Die Daten basieren auf 1000 verschiedenen Zufallsveitiengen
und sind in Abb. 6.5 dargestellt. Interessanterweise ist d&@ Breite dieser E -
zienzverteilung mit einer Standardabweichung von SD=1,7 %relativ gering.
Durch die Addition der Zufallsphase wird damit praktisch in jedem Fall die Ef-
zienz dramatisch verbessert, vergleicht man die Ergebnise mit der E zienz,
welche durch die S-Methode produziert wird. Diese betwmgt fer das gewahlte
System 545 %. Eine Verschlechterung der E zienz tritt dabei nie auf.

Noch bessere Ergebnisse eslit man fur symmetrische nicht-periodische An-
ordnungen wie beispielsweise einen Kreis mil aquidistanten optischen Fallen
(Abb. 6.6). Fur geradeN besitzt jeder Punkt eine einzige Geisterfalle, die mit
dem Hauptmaximum zusammenélit. F ur ungerade N existieren keine zusam-
menfallenden Maxima. Diese reduzierte Entartung &isst damit weniger Spiel-
raum zur Optimierung von  durch konstruktive Interferenz: Fur geradeN ist

gre er als bei einer zuilligen Fallenanordnung, allerdings kleiner als bei den
heher entarteten N N -Mustern. Fur ungeradeN entspricht die E zienz der-
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Abbildung 6.6: E zienzen f ur kreisformige Anordnungen in Abhangigkeit von der
Anzahl der optischen Fallen.
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Abbildung 6.7: Intensitatsvariationen fer kreisformige Fallenanordnungen, wiederge-
geben als Standardabweichung in Abkngigkeit von der Anzahl der optischen Fallen.
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Abbildung 6.8: Intensitatsvariationen fur N N -Fallenanordnungen, wiedergegeben
als Standardabweichung in Abhangigkeit von N .

jenigen, welche bei einer zuflligen Verteilung von N Fallen erreicht wird. Dies

zeigt, dass die Entartung der Fallenpositionen der bestimmende Faktor fer die

Maximierung der E zienz ist. Die E zienzen, welche durch di e SZ-Methode
in einem solchen System erreicht werden énnen, liegen innerhalb von 2 % der
mit dem GS und GAA Algorithmus erzielten Werte.

Fur viele praktische Anwendungen der HOT ist eine geringe Inensitatsva-
riation innerhalb einer Gruppe von optischen Fallen von groer Bedeutung.
Typischerweise ist diese Verteilung relativ breit und nicht gau f ermig. Die
Abb. 6.7, 6.8 und 6.9 zeigen, dass symmetrische Muster eineehr gro en Inten-
sitatsunterschied aufweisen. Auchdr die iterativen Algorithmen liegen diese bei
20 bis 30 %. Zuruckzufuhren ist dies auf die unterschiedlichen Entartungsgrade
und den daraus resultierenden Interferenzen der optischeRallen. Im Gegensatz
dazu zeigen Zufallsverteilungen eine nahezu perfekte Vestlung der Intensitat,
unabhangig von der Art der Berechnung der Hologramme. kir N N -Gitter
liefert die S-Methode nur au erst ma ige Resultate verglichen mit den anderen
Verfahren. Fer geradzahlige Kreisanordnungen jedoch lieferte die S-Mébde
oft die gleichma igste Intensit atsverteilung, allerdings ist die erreichte E zienz
nicht die bestmegliche. Die mittels der SZ-Methode produzierte Intensiatsva-
riation ist geringer als 15 % ®r N 8 und nimmt mit steigender Anzahl von
Fallen ab. Fur die N N-Anordnung liegt die Abweichung bei mber 25 %.
Eine Methode, die Verteilung der Intensitat auf die einzelnen Fallen erheblich
zu verbessern, besteht darin, eine vorhandene Symmetrie dch leichte Ver-
schiebung der Fallenpositionen zu brechen. Dies soll anhander N N -Gitter
demonstriert werden: Hier wird jede Falle um eine kleine Stecke 6 ;s )
verschoben. Den Verschiebungsfaktoreny, y wurden willkurlich die Werte -1,
0 und 1 zugewiesens gibt die Verschiebung in Pixeln an. Dieses Vorgehen redu-

1Als Ma f wr die Intensit atsvariation wurde die Standardabweichung (SD) der Intensit at
innerhalb eines Fallenensembles verwendet.
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Abbildung 6.9: Intensitatsvariationen fer zufallige Fallenanordnungen wiedergegeben
als Standardabweichung in Abhlangigkeit von der Anzahl der optischen Fallen.
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von einer geringkigigen zuslligen Verschiebung der Fallenpositionen.
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ziert die Intensitatsvariation um einen Faktor von 3 bis 4 auf Werte unter 5 %.
Die Abb. 6.10 zeigt diesen E ekt gemittelt fur 20 verschiedene Zuweisungen von

und der SZ-Methode mit einer konstanten Zufallsphase. In akn Fallen wurde
eine E zienz von ungefahr 79 % erreichtet, wie ®r asymmetrische Muster zu
erwarten war.

6.3 Zusammenfassung

Die Geometrie spielt eine entscheidende Rolle sowohtif die E zienz als auch
fur die Verteilung der Intensitat auf verschiedene Punktfallen, welche durch
Phasenhologramme generiert werden. Nur hoch-symmetrisch®uster kennen
durch iterative Algorithmen signi kant verbessert werden, wahrend asymme-
trische Verteilungen keine Verbesserung der E zienz erlatben. In vielen Fallen
kennen mit der SZ-Methode die gleichen E zienzen wie mit den Stndardal-
gorithmen GS und GAA erzielt werden ohne jegliche Iteratiorsschritte. Eine
Verbesserung der Intensiatsverteilung kann durch leichte Verschiebung der Fal-
lenpositionen erreicht werden, um die Symmetrie zu brechen






Kapitel

v

Raumlich hochaufgaite HOT

Ein wichtiger Aspekt zur praktischen Anwendung der HOT stellt die Prazisi-
on dar, mit der optische Fallen positioniert und die raumliche Au esung mit
der einzelne Fallen bewegt werden énnen. Gerade hier lonnte ein enormes Po-
tential der HOT liegen, wenn man sich die Anwendungsgebietaind bisherigen
Arbeiten vor Augen fuhrt, in den Einzelfallensysteme zum Einsatz kamen: Die
eindrucksvollsten Beispiele stellen wohl die Einzelmoledduntersuchungen dar,
in denen Krafte und Bewegungen einzelner Proteine analysiert werdendan-
ten. Die hierbei auftretenden raumlichen Gre enordnungen, die zu messenden
Schrittweiten der molekularen Motoren liegen bei 10 nm. ZurPositionierung
und Steuerung der optischen Falle wurde diese in den meistefallen nicht
selbst bewegt, sondern die gesamte Probe relativ zu dem xehaserfokus ver-
schoben. Die Mpglichkeit, die Positionen einzelner optischer Pinzettenin einem
Vielfallensystem nicht-mechanisch mit hoher Pmzision zu kontrollieren, weirde
somit die einzigartige Meglichkeit ere nen, die Einzelmolekelexperimente auf
komplexe molekulare Systeme auszuweiten. Besonders ingssant ware dies in
der Untersuchung biologischer Systeme, da gerade in dieselas komplexe Zu-
sammenspiel verschiedener Komponenten von entscheiderrdBedeutung ferr
die Funktion des Gesamtsystems ist. In diesem Kapitel solle die Limitierun-
gen in der Positionierung holographischer optischer Pinziéen untersucht und
die bestimmenden Faktoren und Abhangigkeiten ermittelt werden. Es wird ge-
zeigt, dass sich theoretisch eine Subnanometeraesung erreichen ésst. Die
durchgefuhrten Herleitungen und Experimente belegen, dass sich di€ositio-
nierungsau esung proportional zum Produkt aus der Anzahl der PixelM (in
X- bzw. y-Richtung) und der Zahl der zwischen 0 und 2 zur Verfugung stehen-
den Phasenschritteg, welche durch das DOE bzw. den SLM vorgegeben sind,
verhalt. Die Kompensationsmeglichkeit eines geringen Wertes vorg durch eine
gre ere Pixelzahl M und umgekehrt wird experimentell besttigt. Schlie lich
werden die gewonnenen Ergebnisse auf ein Mehrfallensystembertragen.

7.1 Raumliche Auesung holographischer Strahllenkung

Ein entscheidender Punkt fer die Positionierung der optischen Fallen ist die Art
und Weise, in der die Berechnung der zugeadrigen Hologramme erfolgt. Die na-
heliegendste und eleganteste Methode bieten der Gerchbefpaxton-Algorithmus
und dessen Modi kationen. Vorteil bei diesen ist, dass dir&t aus dem Bild, das
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die gewnschte Fallenverteilung beschreibt, das globale Hologram berechnet
wird. Aufgrund der Pixelierung des SLM wird dazu fer das Zielbild, welches
die ideale Fallenanordnung widerspiegelt, die Auesung gevehlt, welche durch
das DOE vorgegeben wird M M). Die so berechneten Hologramme é&nnen
damit direkt durch den SLM realisiert werden. Dies hat jedoch zur Folge, dass
die Fallenpositionen auf diskrete Punkte beschankt sind. Die zur Pixelgre e
in der Hologrammebene i, korrespondierende Pixelge e in der Fallenebene ¢
lasst sich durch Anwendung von Gl. 3.6 berechnen:

Pt

(7.1)

Das Produkt aus Pixelzahl und Pixelgre e in der HologrammebeneM ¢ ent-
spricht durch die ubliche Anpassung des Laserstrahls mit einem Teleskop der
Apertur d der zur Generierung der optischen Fallen verwendeten LinseDurch
Verwendung von GI. 2.8 lsst sich Gl. 7.1 umformen zu:

f = SNA (7.2)
Fur das im Rahmen dieser Arbeit entwickelte HOT-System mit eirer Laser-
wellenlange von = 1064 nm und einer e ektiven numerischen Apertur von
NA =1,33 (siehe Anmerkung S. 40) ergibt sich daraus eine maxina Au esung
in der Fallenpositionierung von 400nm. Ein Wert, der beispielsweise #ér die Er-
fassung molekularer Wechselwirkungen viel zu gro ist. Diser Limitierung der
Fallenpositionen auf ganzzahlige Vielfache von ' liegt allerdings keine phy-
sikalische Beschankung zugrunde, sondern resultiert einzig aus der diskren
Fouriertransformation des gerasterten Eingangsbildes. Drch Vermeidung die-
ses Verfahrens sollte sich daher eine wesentlictehere Pmzision in der Fallenpo-
sitionierung erreichen lassen, die im folgenden als Bruckil von ¢ beschrieben
wird:

z

f
5 (7.3)
mit dem Subpixelparameter z. Um die Faktoren zu ermitteln, welche , bzw.
z bestimmen, soll zurachst das Hologramm einer einzelnen optischen Fallg
betrachtet werden, welches den Laserfokus in der Fokuseberan die Position
~ verschiebt. Wie bereits in Kap. 3.2 gezeigt wurde, wird einesolche einfache
Verschiebung durch eine linear ansteigende Phase erzeuglem Phasenpro |
eines optischen Prismas, welche durch Gl. 3.19 beschriebevird.

In Abb. 7.1 sind verschiedene Beispieleefr solche Hologramme illustriert.
Die Geraden zeigen den idealen Phasenverlauf eines nichielierten DOE mit
kontinuierlichem Phasenverlauf. Die Stufenhologramme zigen die entsprechen-
den realen Hologramme déir ein DOE mit N = 6 Pixel und g =5 Phasenstufen
zwischen 0 und 2. Die Prismenhologramme (a) und (b) verschieben die op-
tische Falle um ; bzw. 2 ; und entsprechen damit den DOE, welche auch
durch eine diskrete FT aus einem gerasterten Eingangsbild uganglich sind.
Die Steigung der Phase dieser Prismen ist durch ein ganzzahliges Vielfaches
von 2=N gegeben. Wie in Abb. 7.1 zu erkennen ist, lassen sich zazlich
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Abbildung 7.1: Schematische Darstellung des Prinzips des Prismenhologrammsirf
eine einzelne optische Falle. Die Geraden stellen ideale kontinuierliche Prismentusl
gramme (M;g ! 1 ) dar. Die Stufen zeigen Hologramme #r den Fall M = 6 und

g = 5. Die Prismen a, b und * verschieben den Fokus jeweils um¢, 2 ¢+ und 1;5 ;.
Oberhalb der Kurven ist die zu Prisma a korrespondierende zweidimensionale Phasen-
maske dargestellt. Grau gekennzeichnet ist die Flche zwischen den Prismen a und b,
welche zur Abschatzung von z,«x genutzt wird.

zu diesen auch Prismen konstruieren, deren Phasenanstiegnenichtganzzah-
liges Vielfaches von 2=N darstellt. So verschiebt das Prismenhologramm (*)
den Laserfokus um 15 ;. Um die maximal erreichbare Au esung =znax zU
bestimmen, lasst sich als obere Grenze die AnzatZ von Prismenphasenpro -
len, deren Steigung zwischen zwei benachbarten Prismen(und 1) liegen,
heranziehen. Die Prismen ; und ;.1 verschieben den Laserfokus jeweils auf
benachbarte ganzzahlige Vielfache von' . Die Anzahl Z ergibt sich aus der von
den Prismen eingeschlossene &the A (Abb. 7.1) dividiert durch die minimale
durch das DOE darstellbare Phasenstufe 2=g:

A M Mg

2=g  2=g 2 (7.4)

Zmax | Z =

Die beiden ParameterZ und zmnax Sind nicht identisch, da durch Z auch Pha-
senpro le zwischen j und .1 erfasst werden, die sich nur im Phasenwert
eines einzigen Bildpunkts bzw. weniger Bildpunkte untersbeiden und damit
aufgrund der Pixelierung keinen linearen Phasenanstieg,mdern eine von 0
verschiedene Kemmung aufweisen. Jedoch eignet sich die AnzahZ sehr gut
zur Abschatzung fer znhax, da sie einfach zu berechnen ist, einen anschauli-
chen Zugang zur Problematik liefert und die bestimmenden Ge en erfasst.
Wie Gl. 7.4 zeigt, wird zmax sowohl durch die Anzahl der zur Verkigung stehen-
den Phasenstufeng als auch durch die Anzahl der PixelM bestimmt. Erstere
Abhangigkeit ist intuitiv naheliegend, da eine erhwhte Au esung in den Phasen-
schritten eine bessere Auesung in der Steigung eines Phasenpro Is zur Folge
hat, wahrend die zweite Abhangigkeit von der Anzahl der Pixel auf den ersten
Blick wberrascht. Bevor dieser Aspekt mher untersucht wird, soll zunachst die
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Abbildung 7.2: Die Verschiebung einer einzelnen optischen Falle um 2 ist darge-
stellt. Die Schrittweite betr agt =200 (2 nm). Zur Berechnung der Hologramme wurde
die maximale Zahl an verkigbaren Pixeln (M = 512) und Phasenschritten (g = 130)
verwendet. Die Linie zeigt den gleitenden Durchschnitt &ir jeweils 20 Bilder.

Bedeutung der durch Gl. 7.4 gegebenen Abéingigkeit betrachtet werden: Unter
Verwendung der SLM-Parameter des hier vorgestellten Systesmi(M =512 und

g = 130) ergibt sich eine maximale Au esung in der Fallenplatzierung, welche
im Subnanometerbereich liegt, weit unterhalb der Detektimmsau esung #ir den

Laserfokus in unserem System. In Abb. 7.2 ist die Verschielng einer einzelnen
optischen Falle um 2 in 400 Einzelschritten dargestellt. Das entspricht einer
Schrittweite von 2 nm. Zur Berechnung der Hologramme wurde @k maximale
Zahl der zur Verfugung stehenden Pixel M = 512) und Phasenstufen @ = 130)

verwendet. Die einzelnen Schritte konnten hier nicht mehr aifgelost werden, die
Bewegung erfolgt praktisch kontinuierlich. Aus der maximaen Verschiebung der
optischen Falle konnte #ir f ein Wert von 400 nm bestimmt werden, der exakt
mit dem theoretischen nach Gl. 7.3 ermittelten Wert (1064 nm'1,33 = 400 nm)

eibereinstimmt.

7.2 Hologramme mit reduzierter Pixel- oder Phasenstufenzahl

Um den Ein uss der beiden ParameterM und g auf die Au esung zu untersu-
chen, wurden zwei verschiedene Serien von Hologrameizen berechnet, welche
jeweils einen konstanten Parameter aufwiesen: In Serie 1 wde die Zahl der
Pixel auf 6 beschenkt und die Zahl der Grauwerte zwischen 2 und dem maxi-
malen Wert von 130 variiert, wahrend in der Serie 2 die Zahl der Pixel zwischen
6 und 256 variiert wurde bei der Verwendung von zwei Phasensitfen. Jeder Ho-
logrammsatz, der aus 400 Einzelhologrammen bestehtverschiebt die Position
der optischen Falle insgesamt um f . Zum Vergleich der Serien wurde die Wurzel

1Bei einer Beschmnkung der Parameter M und g auf kleine Werte kann nach Gl. 7.4 nicht
die Zahl von 400 unterschiedlichen Hologrammen erreicht werden. Zum Vergleich der Serien
wurde dennoch immer ein Satz von 400 zum Teil identischer 400 Phasenwerlaufe berechnet.
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Abbildung 7.3: Vergleich zweier verschiedener Serien von Hologrammen zur Bewe-
gung einer optischen Falle. Fir die Hologramme der Serien wurde jeweils ein Parameter
konstant gehalten (M = 12, bzw. g = 2). Der Unterschied zwischen den 400 Fallen-
positionen und der idealen linearen Bewegung zwischen Anfangs- und Endpunkt ist
durch die Wurzel der mittleren quadratischen Abweichung gegeben. Die Abbildung (a)
zeigt den Laserfokus éir M =512, g = 2 und Abbildung (b) entsprechend far M =12,
g=85.

des mittleren Fehlerquadrates der Fallenpositionen besglich einer idealen linea-
ren und kontinuierlichen Verschiebung der optischen Falleberechnet und gegen
das Produkt Mg=2 aufgetragen (Abb. 7.3). Deutlich zu erkennen ist, dass beie
Serien die gleiche Ablngigkeit von Mg=2 zeigen wie sie von Gl. 7.4 gefordert
wird. So lassen sich auch durch Benutzung biarer Hologramme, welche ledig-
lich zwei verschiedene Phasenstufen verwenden, Positi@rungen der optischen
Fallen mit Nanometerau esung erzielen. Beide Hologrammserien scheinen auf
dem ersten Blick aquivalente Ergebnisse zu liefern. Die produzierten Laséoki
weisen allerdings Unterschiede auf. In Abb. 7.3a ist der Lasrfokus abgebildet,
welcher mit einem Hologramm mit den ParameternM = 512 und g = 2 ver-
schoben wurde. Dieser zeigt eine ellipsoide Verzerrung,afrend der Laserfokus
in Abb. 7.3b eine perfekte Kreisform besitzt. Zur Verschielung dieser optischen
Falle wurde ein Hologramm der Serie 2 mit den ParameterM = 12 und g = 85
benutzt. Das Produkt Mg=2 ist somit in beiden Fallen nahezu identisch (512
bzw. 510). Die Ursache éir den Unterschied kennte in der unterschiedlichen
Natur der Parameter M und g liegen. Obwohl sie nach Gl. 7.4 den gleichen
Ein uss auf die Au esung besitzen, unterscheiden sich ihre Wirkungen grund-
legend voneinander. Dazu sollen zwei Prismenhologramme trachtet werden,
die sich nur geringkigig in ihrer Steigung unterscheiden. Werden diese Phasen-
masken durch DOE mit einer sehr gro en Anzahl von Phasenstuén (g!1 )
realisiert und vergleicht man die Phasenwerte beider Hologamme pixelweise
miteinander, so unterscheiden sich auch bei einer sehr greln Pixelierung (klei-
nesM ) samtliche Pixelwerte voneinander. Werden hingegen die Phaamasken
durch DOE mit einer geringen Anzahl von Phasenstuferg und einer sehr gro en
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Abbildung 7.4: Die Uberlagerung von 4 Prismenhologrammen wurde zur Erzeugung
von 4 optischen Fallen benutzt. Diese wurden mit Polystyrolkigelchen @ = 2 m)
gefullt. Die au eren Kugeln wurden mit unterschiedlichen Schrittweiten nach au en
bewegt. Daraus resultieren unterschiedliche Geschwindigkeiten und Gesamtverschie-
bungen.

Pixelzahl (M !'1 ) gebildet, so unterscheiden sich die beiden DOE nicht mehr
in jedem Bildpunkt voneinander. Die Information eber die exakte Position der
optischen Falle ist nicht mehr global eber das DOE verteilt, sondern die loka-
len Sprungstellen eines Phasenwechsels sind von entschendler Bedeutung #ir
die Lokalisation. Dies ist meglicherweise eine Erk&rung fur die unterschiedliche
Qualitat der Laserfoki, bercksichtigt man die verschiedenen Fehlerquellen wie
Pixelgre e, nichtlineare Phasenstufen etc., welche durch ihr lokées auftreten,
DOE mit kleinem g starker beein ussen konnen. Ein weiterer Unterschied der
Parameter M und g besteht in deren Ein u auf das maximal zugangliche Ar-
beitsfeld (eld of view, FoV). Dieses ist in Erweiterung von Gl. 7.3 gegeben
durch

M
Fov=M f =
© INA

und damit unabheangig von der Phasenauesung. Eine Anpassung der Pixelzahl
M verandert damit immer das zugangliche Arbeitsfeld.

(7.5)

7.3 Vielfallensysteme

Die Verwendung eines Prismenhologramms ersglicht die hochaufgebste Plat-
zierung einer einzelnen optischen Falle. Da durch den im vagen Kapitel vor-
gestellten Superpositionsansatz Hologrammeef ein Mehrfallensystem leicht
zuganglich sind, sollten sich auch in einem solchen System diedBitionen der
einzelnen Fallen mit hoher Pmzision steuern lassen. Unter Verwendung von
Gl. 3.22 lassen sich Hologrammeeir beliebige Vielfallensysteme ausgehend von
einzelnen Prismenhologrammen berechnen. Die Position kann dabei naterlich
auch in diesem Fall ein gebrochenes Vielfaches vord annehmen. Ein Beispiel
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Abbildung 7.5: Bewegung einer einzelnen optischen Falle mit einer Schrittweite von

f =50 (8 nm). Zu Berechnung der Hologramme wurde die maximale Zahl an vesfjba-

ren Bildpunkten (M =512) und Phasenschritten (g = 130) verwendet. Die Linie zeigt

den gleitenden Durchschnitt ferr jeweils 20 Bilder. Die Balken stellen den Durchschnitts-
wert fer die 6 verschiedenen Fallenpositionen dar.

fur ein 4-Fallensystem ist in Abb. 7.4 dargestellt. Dieau eren drei Fallen werden
durch eine Serie von Hologrammen mit unterschiedlichen Scittweiten (18 nm,
8 nm und 4 nm) radial nach au en bewegt. Diese #@ihrt zu unterschiedlichen
Geschwindigkeiten in der Bewegung der einzelnen Fallen undnterschiedlichen
Gesamtverschiebungen. Mit dem System wurden schliesslichA Polystyrolku-
geln (d=2 m) eingefangen. Die Teilchen konnten problemlos durch die Hio-
grammserie hochaufgaist bewegt werden. In Abb. 7.4 sind die Positionen der
Kolloide als Funktion der Hologramme dargestellt. Aufgrund der thermischen
Fluktuationen der optisch gefangenen Partikel sind die Po#ionen stark ver-
rauscht. Eine Aussagesber die Gute und Prazision der Bewegung ist daher nur
schwer meglich. In einem weiteren Versuch wurden die Kigelchen aus den Fal-
len entfernt und die Positionen der Laserfoki bestimmt. In Abb. 7.5 sind in einer
Vergre erung die ersten 5 Schritte der Falle 2 zu sehen. Deutlich @ erkennen
sind die sprunghaften Postionsveanderungen. Durch Mittelung der Positionen
ergibt sich hierbei ein Durchschnittswert von 8 1 nm fer die Schrittweite, wel-
che hervorragend mit dem theoretischen Wert (f =50 = 8 nm) ubereinstimmt.

7.4 Zusammenfassung

Eine raumlich hochaufgebste Positionierung holographischer optischer Pinzet-
ten ist durch Verwendung eines Superpositionsansatzes zlutiologrammberech-
nung meglich. Die Abhangigkeit der Au esung von Mg) ? bietet die Meglich-

keit, durch Verringerung der Pixelzahl die Hologrammberetinungszeit zu redu-
zieren und gleichzeitig bei hoher Phasenstufenzahl eine he Positionierungs-
genauigkeit zu erzielen. Andererseits erlauben auch bare Phasenhologramme
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hochaufgebste Strahllenkung, wenn eine geagend hohe Anzahl von Bildpunk-
ten zur Verfugung steht. Dadurch ergibt sich ein interessantes Anwendngsge-
biet fur ferroelektrische SLM, die lediglich zwei Phasenstufenealisieren lonnen
aber eine wesentlich ®here Bildwiederholrate aufweisen [Hos03]. Auch in Viel-
fallensystemen konnte die hochaufgelste Fallensteuerung bis zu einer messtech-
nisch bedingten Au esung von 8 nm demonstriert werden. Die hier gewonnenen
Ergebnisse sollten damit von Interesse bei der Planung von izisionsmessun-
gen mit SLM generierten optischen Fallen sein, wie beispisiveise Einzelmo-
lekmluntersuchungen oder Atomfallenexperimenten.
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8

Modulierte Optische Wirbel

Optische Wirbel eignen sich aufgrund ihrer Fahigkeit, Drehimpuls auf Objekte
zu wbertragen, in idealer Weise zum nicht-invasiven Antrieb urd zur Steuerung
mikroskopischer Motoren, Pumpen [Lad04a] und anderer rogrender Elemente
beispielsweise in miniaturisiertenLab-on-a-chip-Anwendungen. Die Rotations-
frequenz kann durch Variation der Laserintensitat und der Helizitat (Kap. 3.3)
der verwendeten Phasenmasken an die Erfordernisse angepasverden. Ein-
geschenkt werden die Anwendungen allerdings durch die Abmngigkeit des
Vortexradius von der Windungszahl (Abb. 8.1). Die Gre e des Wirbels und
damit dessen Helizi®t ist in der Regel durch die Geometrie des zu rotierenden
Objekts vorgegeben. Die Steuerungsmeylichkeit der Rotationsgeschwindigkeit
reduziert sich damit auf eine Laserintensiatsanpassung. Aber auch diese ist
nicht uneingeschmnkt zur Kontrolle nutzbar, da eine minimale Intensit at not-
wendig ist, um das Objekt optisch zu fangen. Die Mbglichkeit, die Drehfrequenz
gezielt zu steuern und simultan verschiedene Objekte mit uterschiedlicher Ro-
tationsgeschwindigkeit anzutreiben, wirden die Einsatzmeglichkeiten optischer
Wirbel daher noch erweitern. Mit dem Ziel komplexe Vortexformen zu nden,
die neben der Heliziat | zusatzliche Parameter zur Kontrolle der spezi schen
Wirbeleigenschaften besitzen, wurde eine Phasenmodulath optischer Wirbel
untersucht, die auf einer Kombination verschiedener Wirbe gleicher Helizitat
unterschiedlichen Vorzeichens basiert. Deren Auswirkungn auf das Phasenpro-
I, die resultierende Intensit atsverteilung und den mbertragbaren Drehimpuls
werden in diesem Kapitel dargestellt und schlie lich auf Vielfallenanordnungen
ebertragen und demonstriert.

8.1 Eigenschaften modulierter optischer Wirbel

Durch Anwendung des Superpositionsansatzes (Kap. 3.2) laen sich auch opti-
sche Wirbel uberlagern. Zwei Wirbel, deren Helizitaten sich nur in ihrem Vor-

zeichen unterscheiden und damit den identischen Radiuf; besitzen, kennen
so an der Position j, dem Mittelpunkt der Intensit atsringe in der Fokusebene,
miteinander kombiniert werden. Das elektrische Feld in derHologrammebene
einer solchentberlagerung ergibt sich aus der komplexen Addition der balen

helikalen Phasenmasken zu

h i .
N = ad M+ pel @ ¢ O (8.1)

73



74 Kap. 8. Modulierte Optische Wirbel

35

30 —

25 —

20 —

15 —

10 —

Radius (nm)

5

0
1T 17T T1r 1T T TT T T
0 25 50 75 100 125 150 175 200
Windungszahl |

Abbildung 8.1: Der Radius optischer Wirbel ist als Funktion der Windungszahl |
dargestellt. Die experimentellen Werte gelten sowohl dr reine als auch #ir modulierte
optische Wirbel. Der Radius hangt lediglich von | ab. Die rote Kurve zeigt die lineare
Trendlinie.

h i
(e © & 'O 82)
K™l (e 1O (8.3)

Mit den beiden Mischungsamplitudena und b lassen sich die jeweiligen Anteile
des links- und rechtsdrehenden Wirbels steuern. Die neue doh die Superposi-
tion gebildete Kernfunktion KJ-';mOd (¥), welche das Phasenpro | des modulierten
Vortex beschreibt, kann durch einfache Umformung von Gl. 81 dargestellt wer-

den als _
(e ) =(a+ bcosl (¥)+ i(a bsin(l (¥): (8.4)

Die modulierte Phasenfunktion' ist damit gegeben durch
' (¥) = arctan[ ctan(l (¥))] (8.5)

mit der Modulationsamplitude c, welche durch die beiden Amplitudena und b

de niert wird: b
a
c= 2t b (8.6)

In Abb. 8.2 sind fur verschiedene Mischungsamplituden die Phasenvaxlfe
als Funktion von dargestellt. Fur den Fall ¢ = 0 resultieren binare Hologram-
me, die eine stufenbrmige Gliederung in 4 Segmente mit einer alternierenden
Phase von 0 und zeigen. Die neuen Phasenhologramme weisen nicht mehr
eine konstante linear ansteigende Phasd () auf, wie es #ir die einfachen Vor-
texfunktionen der Fall ist, sondern sind zustzlich mit einer Periode von =l
moduliert. Durch die Ableitungsfunktion @ =@, welche gegeben ist durch

cl

co(l )+ Zsird(l )’ (8.7)

@=@=
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Abbildung 8.2:  Phasenverbkufe fr modulierte optische Wirbel. In rot dargestellt sind
die Phasen #ir reine optische Wirbel (I = 1) als Funktion des Polarwinkel . Die schwar-
zen und grauen Funktionen zeigen die Phaseuf verschiedene Mischungsamplituden.
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Abbildung 8.3:  Ableitungsfunktionen modulierter optischer Wirbel f ur verschiedene
Mischungsamplituden. Die Helizitat betragt 2, erkennbar an den 2 = 4 Minima und

Maxima.
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lasst sich die Modulation maher charakterisieren (Abb. 8.3): Diese besitzt dér
alle ein konstantes Vorzeichen: Die Steigung ist positivér den Fall a > b und
negativ im umgekehrten Fall. Die Extrema der Ableitungsfunktion nehmen die
Werte cl und I=c an und be nden sich unabhangig von der Modulationsampli-
tude c an den Winkelpositionen

min = ml— (8.8)

= _+m- ]
max ol m | (8.9)

mit dem ganzzahligen Faktor m. Trotz der lokalen Anderung der Ableitungs-
funktion besitzt diese eine Gemeinsamkeit mit dem Phasenvéauf regularer
Vortices: Berechnet man den mittleren Wert der Ableitungfunktion als Ma f ur
eine mittlere Helizitat 11, welche gegeben ist durch

= : (8.10)

so erhalt man sowohl far die modulierten wie auch die reguren Vortices den
Wert | (fur den Fall, dassc > 0. Ist ¢ < 0, so resultiert fur (1) der Wert ).

Die ausgepmgte Amplitude der Ableitungsfunktion f er kleine Betrage von
¢ sollte sich merklich auf die Modulationstiefe der Intensimtsverteilung in der
Fokusebene auswirken, daefr den Radius R| eines optischen Wirbels allgemein
folgende Abhangigkeit gegeben ist [Cur03a]:

Ri()= am 1+ Itg : (8.11)

Die beiden konstanten Parametera und lo werden durch das radiale Strahlpro |
des Lasers bestimmt. Im Falle der durch Gl. 8.1 beschriebemePhasenhologram-
me ist daher keine ringbrmige Intensitatsverteilung zu erwarten, sondern eine
Verteilung mit einer 21-zahligen Symmetrie, dessen Modulationstiefe durch den
Parameter c bestimmt ist. Betrachtet man die realen Beugungsbilder (Abb. 8.4),
so ist festzustellen, dass keine erkennbare radiale Inteistsmodulation auftritt.
Die Intensitat bleibt auf einem Kreis, der durch den entsprechenden unmau-
lierten Vortex mit der Helizit at | vorgegeben ist, lokalisiert. Der RadiusR; ist
damit unabheangig von der Mischungsamplitudec. Allerdings bilden sich auf
diesem Ring in Abhangigkeit des Modulationsparametersc Intensitatsminima
und -maxima aus. Die Intensitat der Minima nimmt kontinuierlich mit kleiner
werdendenc ab, bis schlie lich fur den Fall ¢ = 0 das Beugungsbild aus einer
zahnradfermigen Anordnung von 2 Intensitatsmaxima besteht [Jes04b]. Deren
radiale Ausdehnung ist durch die Welleninge des Laserlichts gegeben und
entspricht damit der eines unmodulierten optischen Wirbek. Der Abstand der
Maxima liegt ebenfalls in der Gre enordnung von . Dieser kleine Abstand mag
die Ursache #r die nicht zu beobachtende radiale Modulation sein. Die duch
die Ableitungsfunktion vorgegebene Intensiatsverteilung weist eine tangentia-
le Struktur auf, welche unterhalb des Beugungslimits liegt Erstaunlich bleibt
jedoch die Lokalisation der Intensitat auf einem Ring mit dem RadiusR,. Den-
noch eignet sich die Ableitungsfunktion der Phasenmaske auBeschreibung der
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Abbildung 8.4: Dargestellt sind drei Hologramme unterschiedlicher Mischungsampli-
tude (obere Reihe). Die Helizimt der Hologramme betmgt 8. Die untere Bildreihe zeigt
die zugelerigen Intensitatsverteilungen der optischen Ringfallen. Deutlich zu erkennen
sind die 2 Intensitatsmaxima.

resultierenden Intensitatsverteilung: Je heher die Amplitude der Ableitung, de-
sto geringer ist die Intensitat auf dem Kreisradius. Dieser bleibt jedoch konstant
fur alle Werte von c. Interessanterweise zeigR, damit ein ahnliches Verhalten
wie die mittlere Helizitat ;.

8.2 Zahnradfallen

Durch eine zahnradbrmige Ringfalle (c = 0) | asst sich kein Drehimpulsuber-
tragen. Die beiden Drehimpulsanteile der zur Modulation vewendeten Wir-
bel heben sich im Falle einer verschwindenden Mischungsartifude (c = 0)
auf, so dass die resultierende Phasenmaske in ihrer Steiggrkeine Vorzugs-
richtung mehr zeigt (@'=@ = 0). Durch eine Rotation des Hologramms lassen
sich jedoch die Positionen der Intensiaitsmaxima auf dem KreisradiusR, ver-
schieben. Diese Maxima entsprechen einfachen optischen r2ietten, die zum
optischen Einfangen und damit auch zur Bewegung kleiner Olgkte verwendet
werden kennen. Patersonet al. nutzten ein ahnliches spirallbrmiges Interfe-
renzmuster, um Mikrokugeln, Glass®bchen und Chromosomen kontrolliert zu
rotieren [PatO1]. Ein Drehen der Phasenmaskesdsst sich auf einfache Weise
durch Addition einer zusatzlichen konstanten Phase , welche dem Drehwinkel
entspricht, zu ' () erzeugen.

Der Mechanismus der Rotation von Objekten durch eine Serie an Zahnrad-
fallen unterscheidet sich damit wllig von dem der optischen Wirbel: Es erfolgt
eine zeitliche Anderung der Potentiallandschaft, der Positionierung der Inten-
sitatsmaxima. Die daraus resultierenden Gradientenkefte fehren zur Kreisbe-
wegung der Objekte. Wird die Helizitat optischer Ringfallen soweit reduziert,
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dass der Radius der Falle kleiner als der halbe Objektdurchmsser ist, so lassen
sich einzelne Partikel mit diesen Fallen einfangen. Dies §if eir optische Wirbel
ebenso wie d@r die korrespondierenden Zahnradfallen. Erstere &nnen weiter-
hin Drehimpuls auf das Objekt ubertragen und es damit in Rotation versetzen.
Zweitere sind dazu, selbst durch eine Rotation der Hologramme nicht in der
Lage, wenn es sich bei dem gefangenen Partikel um ein axialsynetrisches Ob-
jekt handelt. Eine Anderung der Fallenpositionen auf dem Ringradius &hrt in
diesem Fall zu keinerAnderung der wirkenden Krafte. Mittels Zahnradfallen ist
es daher nicht neglich, die eblicherweise in Experimenten mit optischen Pin-
zetten verwendeten Mikrokugeln um ihre eigene Achse zu roéiren. Aber gerade
dies weirde ein interessantes Werkzeug darstellen, mit dem kontriliert und ge-
zielt Drehmoment ausgelibt werden kennte. Die Verwendung von spharischen
Objekten gegember elongierten Partikeln ist aus weiteren Grinden vorzuzie-
hen: Zum einen sind sie kommerziell er@iltlich und zum anderen bietet die
hohe Symmetrie einige Vorteile. Diese ermglicht eine einfache Kalibrierung
und verhindert aufgrund der fehlenden Vorzugsrichtung eire Ausrichtung in
optischen Fallen durch den Strahlungsdruck. Elongierte Olpjekte richten sich
mit ihrer L angsachse parallel zur optischen Achse aus und verhindernachit
unter Umstanden eine Rotation durch eine Serie von Zahnradfallen. |dd ware
daher ein Objekt, das eine nahezu spérische Symmetrie mit einer geringen
Asymmetrie aufweist, welche die Verwendung der Zahnradféé und damit eine
kontrollierte Rotation erm eglicht. Zu diesem Zweck wurden die Eigenschaften
eines Kompositobjekts bestehend aus zwei unterschiedliogro en Mikrokugeln
untersucht (Abb. 8.5).

8.2.1 Kompositkugelsystem als Mikrokurbel

Polystyrolk eigelchen lassen sich auf einfache Weise durch Ausnutzung den-
spezi schen Wechselwirkung zwischen den Partikeln aneinader binden. Um die
Absto ung der Teilchen aufgrund ihrer negativen Ober achenladung zu verrin-
gern, wurden diese in einer ®sung hoher lonensairke suspendiert. Dadurch
lassen sich Kompositkugeln herstellen, die aus einer grore Mikrokugel beste-
hen an deren Ober ache eine kleinere Kugel stabil angeheftet ist. Die auf dies
Weise gebildeten Doppelkugeln lassen sich durch optischeaBnradfallen mit
einer Helizitat bis einschlie lich 5 stabil einfangen. Bei hoheren Windungszah-
len wird das System instabil bzw. Bsst sich schlie lich das Komposit lediglich
auf dem Rand der Falle xieren. Die stabil optisch gefangeneKompositkugel
unterscheidet sich in ihrer Positionierung in der optische Falle nicht von einer
Einzelkugel mit einem Durchmesser von 6 m: Der Fokus liegt nahe dem Mit-
telpunkt der gre eren Kugel, die kleinere Mikrokugel hat somit keinen Ein uss
auf die Wirkung der optischen Pinzette auf das GesamtsystemVergleicht man
weiterhin die Positionierung der Kompositkugel in einer enfachen optischen
Einzelfalle mit der in einer Zahnradfalle, so erkennt man aweh hier keinerlei

1100 | einer 2-% Mikrokugelsuspension (d =6 m), 50 | einer 2-% Mikrokugelsuspension
(d=0,75 m) und 100 | einer 1 M KCI-L esung werden in 800 | in Wasser fur 10 min
inkubiert. Anschlie end wird die Suspension f ur 1 min bei 5000 U/min zentrifugiert. Der
WUberstand wird verworfen und die K mgelchen werden in 1 ml Wasser resuspendiert.
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Abbildung 8.5: Zwei miteinander verbundene kolloidale Kugelchen unterschiedlicher
Gre e bilden ein System, welches durch eine Zahnradfalle stabil optisch gefangen wer-
den kann. Die Gleichgewichtslage dieses Objekts entspricht dabei der einer undekorier-
ten Kugel, der Laserfokus liegt somit nahe dem Mittelpunkt der g eren Kugeln. Die
zahnradfermigen Intensitatsmaxima, welche auch oberhalb der Fokusebene vorhanden
sind, fahren durch Wechselwirkung mit der kleineren Kugel zu einer stabilen Positionie-
rung und Ausrichtung des Kugelpaars. Durch Rotation der Zahnradfalle kann dieses

um die optische Achse gedreht werden. Auf diese Weisadst sich eine Mikrokurbel
realisieren.

Abbildung 8.6:  Die Abbildung zeigt eine 6 m gro e Kugel, an die eine 0,75 mgro e
Kugel angebunden ist (wei er Pfeil). Durch Rotation des Zahnradfallenhologramms

lasst sich das Kompositsystem um die mit einem wei en Punkt gekennzeichnete Achse
drehen.
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Tabelle 8.1: Rotation eines Kompositsystems mittels Zahnradfallen.

I SLM-Frequenz/Hz Rotation/Hz Rotation/Hz

erwartet gemessen
2 =20 7 0,18 0,17
2 =20 12 0,30 0,29
2 =20 15 0,38 0,37
4 =80 7 0,04 0,04
4 =80 12 0,08 0,07
4 =80 15 0,09 0,09

Unterschiede. Es kommt zu keiner Verschiebung des Objektsdim Umschalten
zwischen den Fallentypen. Die kleinere Kugel reagiert jedch auf den Wechsel
des Fallentyps: Wird die einfache Pinzette verwendet, so ghtet sich die kleine-
re Kugel in Richtung der optischen Achse aufgrund des Strahingsdruckes aus.
Ein Umschalten auf eine Zahnradfalle &hrt dazu, dass die Kugel in eines der
Intensitatmaxima oberhalb der Fokusebene gezogen und dort xiert wid. Da-
mit ist die Ausrichtung der Kompositkugel in der optischen Falle xiert. Durch
Rotation des Hologramms kann die ge ere Kugel mit Hilfe der kleineren um
ihre eigene Achse rotiert werden (Abb. 8.5 und 8.6). Die klaiere Kugel fungiert
damit als eine Gri, mit der die gro e Arbeitskugel bewegt wi rd. Es resultiert
eine Mikrokurbel. Mit dieser sind stabile Rotationen realisierbar, wenn #ir den
Rotationswinkel des Hologramme folgende Bedingung edflt ist:

= ol mitm 3 (8.12)
Diese Bedingung gewhrleistet, dass die Hebelkugel immer durch dasselbe fort-
bewegte Intensimtsmaximum xiert wird und nicht in die benachbarte Fal-
le zureckspringt. Die experimentell bestimmten Rotationsfrequenzen stimmen
sehr gut mit den erwarteten uberein. Beispiele sind in Tab. 8.1 gegeben. Neben
der stabilen Rotation bietet das Kompositsystem zusammen rit den Zahnrad-
fallen einen weiteren Vorteil gegember optischen Wirbeln: Das System kann in
de nierte Winkel ausgerichtet und in dieser Position xier t werden.

8.3 Drehimpulsbertragung durch modulierte optische Wirbel

Um die Auswirkung der Vortexmodulierung auf eine megliche Ubertragung
von Drehimpuls fur nicht verschwindende Mischungsamplituden € 6 0) zu
untersuchen, wurden Phasenmasken mit verschiedenen Wertefur ¢ erzeugt.
Die damit erzeugten optischen Ringfallen wurden vollsandig mit Mikrokugeln
gefullt. Auf diese Weise wird eine gleichrma ige Rotation durch einen optischen
Wirbel gewahrleistet. Ein ruckartiges Fortbewegen und, Steckenbleiben\ einzel-
ner Partikel, hervorgerufen durch lokale Intensitatsschwankungen, wird dadurch
verhindert. Die Rotationsperiode T kann dann auf einfache Weise ermittelt wer-
den. Die experimentelle Realisierung eines solchen Systsmeigt, dass durch die
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Abbildung 8.7: Die Rotationsperiode eines modulierten optischen Vortex = 8,
Ringfalle vollstandig mit 6 Kugeln (d =2 m) gefellt) ist in Abh angigkeit von der mitt-
leren Helizitat |1, dargestellt. Die roten Kurven geben die Fitfunktionen nach Gl. 8.13
mit t = 0;00862 #r alle Datenserien wieder.
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Abbildung 8.8: Die normierte Rotationsperiode Tnin =T als Funktion der mittleren
Helizitat 1,. Die waagerechten Linien entsprechen den Mittelwerten ér verschiedene
Werte von c.



82 Kap. 8. Modulierte Optische Wirbel

Tabelle 8.2: Verschiedene Parameter zur Charakterisierung modulierter optischer
Vortices.

regularer Vortex modulierter Vortex
l1 I I
R, /1 /1

I2 | |

modulierten Wirbel weiterhin Drehimpuls ubertragen werden kann. Die optisch
gefangenen Kigelchen bewegen sich in Abangigkeit von der Modulationsampli-

tude mit unterschiedlicher Geschwindigkeit und in untersdiedlicher Richtung

auf einer kreisbrmigen Bahn. Diese Bahn entspricht exakt der eines nicht mdu-

lierten Vortex, unabhangig von dem #ir ¢ gewahlten Wert. Durch Verwendung

von Hologrammen mit verschwindender Modulationsamplitude ist erwartungs-
gema keine Rotation zu beobachten: Die Kugeln bleiben auf ihren Positionen
xiert und bilden einen ruhenden Ring.

In Abb. 8.7 sind die experimentell ermittelten Rotationsperioden als Funk-
tion der mittleren Helizit at 11 und fur verschiedene Mischungsamplituderc auf-
getragen. Die Laserleistung wurde ér samtliche Messungen konstant gehalten.
Rotationsperioden, die auf Hologrammen mit gleichem Betrg der Mischungs-
amplitude basieren, zeigen eine quadratische Aldngigkeit von I;. Dieses Ver-
halten ndet sich ebenfalls bei regularen optischen Wirbeln [Cur03b]. Die hier
gezeigten Datenserien lassen sich sehr gut durch eine Fun&h der Form

T =s@+ t(l1)?) (8.13)

annahern. Der Parametert ist dabei eine konstante Ge e fur samtliche Daten-
reihen unabhangig von der Gre e c. Normiert man daher die Rotationsperiode
auf die minimale Umlaufzeit Trn , Welche gegeben istefr j¢j = 1, so ergibt sich
eine Gro e zur Beschreibung des Rotationsverhaltens, die unabangig von der
mittleren Helizit at ist und nur noch von der Mischungsamplitude abhangt. In
Abb. 8.8 ist diese G® e Tnnin =T gegenl; aufgetragen. Da sich die Rotationspe-
rioden fur verschiedene Werte vonc unterscheiden, hsst sich zur Beschreibung
des Drehimpulses der modulierten Vortices weder die Helitat | noch die mitt-
lere Helizitat 1, heranziehen. Bildet man jedoch das quadratische Mittel der
Ableitungsfunktion |, welches gegeben ist durch

I (8.14)

so ergibt sich ein Ausdruck, der als Produkt aus der zur Hologpmmberechnung
verwendeten Helizimt | und einem Faktor geschrieben werden kann. Dieser
Faktor ist eine Funktion von c und weist eine erstaunlicheAhnlichkeit zu dem
Parameter s auf (Gl. 8.13). Tragt man analog zuTnin =T den Wert 1= gegen
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Abbildung 8.9: Normierte Rotationsperiode als Funktion der Mischungsamplitudec.
Rot dargestellt ist der Velauf von 1= , der durch GI. 8.14 gegeben ist.

die Mischungsamplitudec auf, so ergibt sich der in Abb. 8.9 dargestellte Verlauf,
der sehr gut mit den normierten Rotationsperiodenebereinstimmt.

8.4 Mehrfallensysteme modulierter optischer Wirbel

Durch eine erweiterte Verwendung des Superpositionsansags sollten auch meh-
rere modulierte optische Wirbel erzeugt werden lbnnen, deren Rotationseigen-
schaften sich unabmngig voneinander veandern lassen. Zur Demonstration und
neheren Untersuchung dieser Mglichkeit wurde eine Anordnung von drei op-
tischen Wirbeln mit den Helizitaten | = 8 bzw. | = 8 gewahlt. Die relati-
ven e ektiven Amplituden wurden f ur zwei Wirbel (2 und 3) konstant gewahlt
(c= 1undc = 0;2), fur den dritten Wirbel (1) wurde diese schrittweise
zwischen 1 und -1 variiert (siehe Abb. 8.10). Die auf diese Wee erzielten Rota-
tionsperioden zeigen die durch Gl. 8.14 gegebene Abhgigkeit von c. Das Dreh-
verhalten der Wirbel 2 und 3 wird durch eine vemnderte Mischungsamplitude
fur den Wirbel 1 nicht verandert. Die Standardabweichungen der gemessenen
relativen Frequenzen bemglich der erwarteten liegen in allen drei Fallen in der
Gre enordnung von 2 %. Mit dem gewahlten Ansatz ist es somit meglich, belie-
bige Rotationsfrequenzen unablngig von der Helizitat und der Laserintensitat
zu realisieren. Auch die simultane Erzeugung optischer Wibel unterschiedli-
chen Drehverhaltens ist durch eine statische Phasenmaskeaizrreichen, welche
die lokalen Eigenschaften des Lichts in der Fokusebene sonendert, dass ver-
schiedene Drehimpulsbetage auf die optisch gefangenen Objekt@ibertragen
werden kennen. Die Steuerungsmglichkeiten sind dabei unablangig von der
Bescha enheit der verwendeten Objekte: Wie demonstriert wurde, lassen sich
identische Partikelanordnungen mit beliebigen Rotationggeschwindigkeiten be-
wegen.
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Abbildung 8.10: Fallenmuster bestehend aus zwei modulierten optischen Wirbeln
(1,2) und einem reinen optischen Wirbel (3). Die Helizimt betragt in allen Fallen 8,
allerdings mit unterschiedlicher Vorzeichenwichtung. Die Vortices 2 und 3 besitzen @ie
konstante e ektive Amplitude von -0,5 bzw. 1. Die Amplitudenmodulation von Vo rtex 1
wurde schrittweise zwischen -1 und 1 veandert.

8.5 Zusammenfassung

In diesem Kapitel wurde eine neue Klasse optischer Wirbel vgestellt, die neben
der Helizitat | einen zustzlichen Parameter aufweist: die Mischungsamplitudec.
Diese erlaubt eine Kontrolle des durch optische Wirbelibertragbaren Drehim-
puls ohne den Radius des Wirbels zu vendern. Diese Eigenschaften konnten
an Einzelfallensystemen wie auch an Mehrfallensystemen deonstriert werden.
Gerade #ir letztere bietet sich ein vielversprechendes Anwendunggebiet in der
Steuerung mikro uider Systeme. Interessanterweise konrgn die Eigenschaften
der neuen Wirbelklasse mit dem arithmetischen und quadratschen Mittel der
Steigung des Phasenpro Is korreliert werden. Ersteres saint den Radius zu be-
stimmen, wahrend zweiteres derebertragenen Drehimpuls sehr gut wiedergibt.
Die beiden Kenngm® en lassen sich auch ohne Einsclemkung auf einen reguaren
Vortex anwenden um dessen Eigenschaften zu charakterisien (Tab. 8.2). Die
Verwendung zahnradbrmiger Ringfallen in Kombination mit einem Komposit-
kugelsystem konnte zur Realisierung einer Mikrokurbel geutzt werden. Diese
ermeglicht die gezielte Ausrichtung und Rotation eines mikrogkopischen optisch
gefangenen Objekts.
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Mikro uidik

Der zweite Teil der Arbeit widmet sich der Entwicklung eines Mikro uidiksys-
tems, das eine exible Kontrolle des chemischen Milieus im Nkrometerbereich
ermeglicht. Die Integration der HOT stellt dar uber hinaus weitere Anforde-
rungen an die Plattform: Zum einen meissen die optischen Eigenschaften und
Dimensionen des Systems eine Platzierung in den Strahlengg zwischen den
beiden Objektiven erlauben. Transparenz und ein sehr ache Systemdesign
sind daher entscheidende Kriterien, die zu esfllen sind. Zum anderen muss ein
hohes Ma an Stabilitat gewahrleistet sein, bedingt durch den extrem kleinen
Kraftbereich in der Gre enordnung von 1 - 10 pN, in dem die HOT operieren.
Gleichzeitig sollte das System jedoch zu einer gewissen Dgmik in der La-
ge sein. Fhissigkeiten und Substanzen sind in einer angemessenen karzZeit
auszutauschen, um einen praktikablen experimentellen Eisatz zu ermaglichen.

Im Kap. 9 wird zuneachst auf grundlegende Eigenschaften, Methoden und
Konzepte der Mikro uidik eingegangen. Im Anschluss daran blgt die Beschrei-
bung der Fabrikation der in dieser Arbeit entwickelten Mikr oplattform (Kap. 10).
Abschlie end werden verschiedene Kanaldesigns msentiert, die hinsichtlich ei-
nes e ektiven Einsatzes der HOT entworfen wurden (Kap. 11).
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Kapitel

9

Grundlagen

Die Mikro uidik als ein Teilgebiet der Mikrosystemtechnik beschaftigt sich mit
der Handhabung und Analyse von Fhissigkeiten in Strukturen, welche in der
Gre enordnung von 1 bis 100 m liegen. Zu Beginn der Entwicklung mikro ui-
der Systeme stand die Verwendung von Methoden, die urspinglich fer die
Mikrochipindustrie entwickelt wurden. Mittlerweile ist d as Gebiet zu einem ei-
gens®&ndigen Forschungsbereich herangewachsen, das neue Kopigeund Tech-
niken hervorgebracht hat [Rey02, Bee02]. Vergleicht man da Verhalten und
die Merkmale von Flessigkeiten in unserer Alltagswelt mit Flussigkeiten im Mi-
krometerbereich, so zeigen sich deutliche Unterschiede.eweils andere Kafte
dominieren die Eigenschaften in Ablangigkeit von der Gre enordnung. Eine
einfache Verkleinerung existierender makroskopischer Aparaturen und Tech-
niken auf den Mikrobereich ist oft kontraproduktiv und w eirde nicht die erwar-
teten Eigenschaften zeigen [Pur77]. Die Mikro uidik muss daher neue Konzepte
und Strukturen entwickeln, welche die besonderen Eigenagn bericksichtigen
und die dominierenden E ekte und Krafte ausnutzen. Von entscheidender Be-
deutung sind vor allem laminare Stmmungseigenschaften, Di usion, der hydro-
dynamische Widerstand, das Oberachen-Volumen-Verhaltnis und die Ober-
achenspannung.

9.1 Physik der Mikro uidik

9.1.1 Reynoldszahl und laminaree®tiung

Zur Klassi zierung des Stremungsverhaltens von Fhissigkeiten ksst sich das
Verhaltnis von Tragheitskraft zu den auftretenden Reibungskaften heranzie-
hen. Uberwiegt die Tragheit, so bezeichnet man die Semung als turbulent.
Es kommt zur Ausbildung von Wirbeln und damit zu einem Massetransport
senkrecht zur Hauptstroemungsrichtung. Die Bewegung einzelner Rlssigkeitspa-
kete zeigt eine zuéllige Verteilung in Raum und Zeit. Uberwiegen hingegen die
Reibungskrafte, so spricht man von laminarer Stemmung. Die Flussigkeit wird
in parallelen Schichten fortbewegt, ohne dass es zu einer Bechmischung der
Schichten kommt. Ein Sto transport zwischen verschiedenen Schichten kann
lediglich durch Diusion erfolgen. Bei konstanten Randbedingungen ist die
Stremungsgeschwindigkeit an verschiedenen Orten unalgimgig von der Zeit.
Einen quantitativen Vergleich von Tr agheits- und Reibungskmften in einem
Flussigkeitsstrom liefert die Reynoldszahl (Osborne Reynals, 1842-1912), wel-
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che de niert ist als b
Re = hV: (9.1)

Dabei sind , und v die Dichte, die Viskositat und die mittlere Geschwin-
digkeit der Flussigkeit. Die Geometrie des wssigkeitskihrenden Objekts wird
durch den hydraulischen DurchmesserDy, erfasst. Dieser berechnet sich aus
dem Verhaltnis der vierfachen Querschnitts ache A zu dem von der Flissigkeit
benetzten UmfangU:

=

Der WUbergang von einer laminaren Stomung zu einer turbulenten erfolgt bei
Reynoldszahlen, die ge er sind als 2000. Fur typische Mikro uidikplattfor-
men, welche mit wassrigen Medien (d.h. 1000 kg m 2 und 10 3 Pas),
Stremunggeschwindigkeiten von bis zu 10° m s ! und einem hydrodynami-
schen Durchmesser von 100m arbeiten, betragt die Reynoldszahl weniger als
0,1. Damit liegen die mikro uiden Str emungseigenschaften eindeutig im lami-
naren Bereich.

Dn 9.2)

9.1.2 Diusion

Aufgrund der Brownschen Bewegung (Robert Brown, 1773-1858verden Teil-
chen nach einer gewissen Zeit das gesamte ihnen amgliche Volumen, bei-
spielsweise einer bsung, einnehmen. Die mittlere Konzentration der Teilchen
erreicht schlie lich einen konstanten Wert im gesamten Voumen. Dieser Pro-
zess wird als Di usion bezeichnet. Die mittlere quadratisthie Auslenkung durch
freie Di usion ist gegeben durch

D E
x? =2Dt (9.3)

mit dem Di usionskoe zienten D und der Zeit t. Die mittlere zureckgelegte
Strecke hangt somit von der Quadratwurzel der Zeit ab. Die Diusion ist da-
mit ein entscheidendes und wichtiges Transportpnomen im Bereich kleiner
Geometrien. Als Beispiel soll Hamoglobin mit einem Di usionkoe zienten von
7 10 7 cm? s ! betrachtet werden. Um eine Strecke von 1 cm in Wasser
durch Di usion zur mckzulegen bemtigt es 1P s, fur eine Strecke von 1 m nur
1 s. Da die Di usionszeiten im Mikrometerbereich sehr kleinsind, kennen mi-
kro uide Systeme zur Generierung komplexer Konzentratiorgradienten genutzt
werden [Der01]. Weiterhin stellt die Di usion damit eine pr aktikable Methode
dar, um Sto e miteinander zu mischen, da die zuuberbreckenden Distanzen in
Mikro uidiksystemen sehr gering sind. Durch spezielle Tetiniken wie der hy-
drodynamischen Fokussierung lassen sich die Abahde noch weiter verringern
und chemische Reaktionen auf diese Weise extrem beschlegen [Hat01].

9.1.3 Hydrodynamischer Widerstand

Der Volumen uss \., welcher gegeben ist durch das Produkt aus Flussgeschwin-
digkeit v und der Querschnitts acheA, lasst sich #r einen Kanal der Lange L
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Abbildung 9.1: Dargestellt ist die Gleichgewichtssituation dreier Phasen, die eine
Kontaktlinie ausbilden. Der Kontaktwinkel ist mit ~ und die Ober achenenergien sind
durch  mit den entsprechenden Indizes gekennzeichnet.

berechnen zu:

_Dip
L= L Ry’ (9.4)
mit der Druckdi erenz  p. In Analogie zu einem elektrischen Schaltkreis kann
fur Flussigkeitsst®mme ein hydrodynamischer WiderstandRy de niert werden,
eiber den die Druckdi erenz und der Volumenstrom miteinander verknepft sind.

9.1.4 Oberachen-Volumen-Vesltnis

Das Ober achen-Volumen-Verhaltnis ist eine weitere Eigenschaft, die im Mi-
krobereich eine entscheidendénderung erfahrt. Beispielsweise besitzt Wasser
in einer gewohnliche Petrischale (d = 3,5 cm), die zur Halfte befullt ist (2,5 ml)
ein Ober achen-Volumen-Verhaltnis von 400 cm 1. Im Gegensatz dazu steht ein
Ober achen-Volumen-Vertaltnis von 80000 m ! fur einen typischen geéillten
Mikrokanal der Gree 50 m 50 m 30 mm. Diese Eigenschaft macht Mi-
kro uidiksysteme besonders geeignetdr einen raschen Warmeaustausch. Eben-
so protiert davon die Durchf mhrung ober achenkatalysierter Reaktionen in
Mikrokan alen.

9.1.5 Oberachenspannung

Zur Vergre erung der Ober acheA einer Flessigkeit muss eine Arbeit verrichtet
werden. DieAnderung der EnergieW, die bei diesem Vorgang auftritt, de niert
die Ober achenspannung der Flessigkeit:

_ QW

- @A
Bei der Befullung kleiner Kanale spielen typischerweise drei verschiedene Pha-
sen eine Rolle: die feste Phase der Kanakmde (s), die essige Phasel( und
die zu Beginn vorhandene gagfrmige Phase (). Tre en all diese Phasen aufein-
ander, so bilden diese eine Kontaktlinie (Abb. 9.1) aus, dezn Geometrie durch
die verschiedenen Oberachenspannungen de niert ist. Im Gleichgewicht gilt
die Young-Beziehung (Thomas Young, 1773-1829):

(9.5)

sit 1gCOS = g (9.6)

mit dem Kontaktwinkel . Ist dieser kleiner als 90, so wird die Flessigkeit als
benetzend bezeichnet. Ist der Winkel ge er als 90 so spricht man von einer
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Abbildung 9.2: Die Ober achenspannung bewirkt in Kapillaren einen Anstieg bzw.
eine Absenkung der Fussigkeit um die Hohe h. Der Kontaktwinkel ist durch  gekenn-
zeichnet.

nicht benetzenden Fhkissigkeit. Die Festkorperober achen hei en dementspre-
chend hydrophil oder hydrophob bei der Verwendung von Wasseals Lesungs-
mittel. Aufgrund der Ober achenspannung besteht zwischen den Phasen eine
Druckdi erenz  p. Diese ksst sich aus der Kummung der Ober ache, welche
durch die beiden RadienR; und R, bestimmt ist, durch die Laplace-Beziehung
(Pierre-Simon Laplace, 1749-1827) berechnen:

1 1

= 9.7
R TR, (9.7)

p =
Durch Kombination der Young und der Laplace-Beziehung 9.6 ud 9.7 lassen
sich eine Vielzahl einfacher aber wichtiger Kontaktlinierprobleme losen. Wird
beispielweise eine Glaskapillare mit dem Durchmesser 2n Wasser eingetaucht,
so steigt dieses bis zu einer gewisseroHe h die Kapillare hinauf (Abb. 9.2). Im
Gleichgewicht entspricht der hydrostatische Druck der Druckdi erenz, welche
aufgrund der Ober achenspannung zwischen Wasser und Gasphase herrscht.
Damit | asst sich die Hbhe berechnen:

_ 2 cos()

gh = .

(9.8)
mit der Dichte  und der Erdbeschleunigungg. Die Tendenz von Flkssigkeiten,
sich selbstndig in kleine Kanale, welche benetzt werden &nnen, hineinzuzie-
hen, wird als Kapillarit at bezeichnet. Diese erschwert das Beflen hydrophober
Mikro uidikkan ale und die Entleerung hydrophiler Kanale.

9.2 Fabrikationstechniken

9.2.1 Mikromechanische Bearbeitung

Die mikromechanische Bearbeitung von Siliziumsubstratenist eine weit ver-
breitete Methode zur Herstellung mikroelektromechaniscler Systeme (icro-
electromechanical systemsMEMS) und gehert zu den ersten Techniken, die zur
Fabrikation mikro uider Systeme genutzt wurden [Kov98, Ko h99]. Komplexe
Strukturen lassen sich damit in Siliziumober achen erzeugen. Fortschritte in der
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Nanotechnologie ernoglichen den Zugang zu noch kleineren Elementen. Aller-
dings ist Silizium fur viele Anwendungen hinsichtlich optischer Eigenschafte,
Kosten und Ober achenbescha enheit nicht das ideale Material.

9.2.2 Softlithographie

Zu einer weiten Verbreitung von Mikro uidiksystemen in chemischen und bio-
logischen Anwendungen war die Entwicklung von Methoden natvendig, die eine
schnelle, einfache und preiswerte Fabkrikation der Mikropattformen ermeglicht.
Im Jahre 1974 wurde erstmals eine Technik eingesetzt, welehdie gewinschte
Struktur als Abguss einer lithographisch erzeugten Negatiform liefert [Aum74].
Entscheidend weiterentwickelt wurde die als Softlithogrgphie bezeichnete Tech-
nik durch Whitesides et al. [Xia98]. Gewshnlich wird in dem Verfahren eine
dreidimensionale Struktur durch Einsatz photolithographischer Methoden pro-
duziert. Darauf wird ein viskoses Elastomer (z. B. Polydimehylsiloxan, PDMS)
gegeben. Die Zugabe einer ausiitenden Substanz &hrt zur Vernetzung des
PDMS, welches sich nun von der Gussform alelsen ksst [Duf98a, Coo02]. Die
Strukturen der aus PDMS erzeugten Elemente werden lediglic durch die ver-
wendeten Gussformen besclankt. Komplexere Mikro uidikzellen lassen sich
daher unter Einsatz komplexerer Formen ohne weiteres reaieren [And00].

9.2.3 Elemente und Anwendungen der Mikro uidik

Zur Steuerung und Manipulation des Flussigkeitstransports innerhalb eines
Mikrokanalsystems wurden verschiedenste spezielle Elemi entwickelt, wel-
che die oben beschriebenen besonderen Mikro uidikeigenisaften ausnutzen:
Der T-Sensor bringt zwei getrennte Fhissigkeitsst®me in unmittelbaren Kon-
takt zueinander. Eine Durchmischung ndet lediglich aufgrund der Di usion
statt. Anhand dieser ist eine Identi zierung der gelesten Substanzen mglich
[Kam99]. Mikroventile und Pumpen lassen sich durch Einsatzmehrschichtiger
PDMS-Systeme realisieren [Ung00]. Die Kombination von PDMSund Hydro-
gelstrukturen ermeglicht die Konstruktion biomimetischer organischer Elemen-
te, die als pH-sensitive Ventile genutzt werden [Moo03]. Melphasensysteme
erlauben die Generierung von Tropfen und Mikroemulsionen.Die so erzeug-
ten Kompartimente lassen sich als Mikroreaktoren einsetze [Zhe04]. Die In-
tegration hunderter verschiedener Mikroelemente in einerPlattform stellt ein
weiteres Beispiel &ir das beachtliche Potential der Mikro uidik hinsichtlich ei-
ner parallelen Prozessihrung dar [Tho02, Hon03]. Anwendung ndet die Mi-
kro uidik in den verschiedensten Forschungsbereichen. Vo besonderer Bedeu-
tung sind hierbei analytische Fragestellungen [Ism03], logische Anwendun-
gen [Bee02, Mel02, Han03] und hier im zunehmenden Ma e zeltperimentelle
Untersuchungen [And03] und biomimetische Mikrosysteme [Rn04, Pet04].
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Herstellung der Mikro uidikzellen

Die Herstellung der Mikro uidikzellen stellt einen vielst u gen Prozess dar, des-
sen Kern auf einer Abgusstechnik der Softlithographie bagrt. Zunachst wird ei-
ne Gussform, das Negativ der gewnschten Kanalstruktur, photolithographisch
erzeugt. Auf diese wird ein Polymer gegossen, das nach seingushartung von
der Form abgebst wird und zusammen mit zwei Deckgasern die Mikro uidik-
zelle bildet. Die verschiedenen Schritte sind schematiscim Abb. 10.1 dargestellt
und werden im folgenden mher erlautert.

10.1 Photolithographische Herstellung der Gussform

Herstellung der Belichtungsmaske

Bevor die Abgussform durch photolithographische Technike erzeugt werden
kann, muss eine passende Belichtungsmaske, welche die Sttur der Zelle wie-

dergibt, hergestellt werden. Dies geschieht ebenfalls inikem Lithographiepro-

zess. Dazu wird zumchst eine etwa 120 nm dicke und damit nicht transparente
Chromschicht auf ein Glassubstrat aufgebracht. Darauf wid ein positiver Pho-

tolack (AZ-1505, Microchemicals) aufgeschleudert (3000 Whin, 30 s) und fur

30 min bei 80 getrocknet. Mit einem Laserlithographen (DWL 66, Heidelberg

Instruments) wird die geweinschte Struktur in den Photolack geschrieben und
anschlie end fur 1 min entwickelt. Das an den belichteten Stellen nun freilegen-
de Chrom kann durch eineAtzl esung (Chromatzlesung, Merck; Vercinnung im

Verhaltnis 1:3 mit Wasser, Anwendung ca. 1 min) entfernt werden.Schlie lich

wird der mbrige Photolack mit Aceton entfernt. Die resultierende Chrommaske
kann nun zur Belichtung eingesetzt werden.

Herstellung der Gussform

Die Abgussformen werden aus dem negativen EpoxidphotolackU-8 (Microre-
sist Technologies) hergestellt. Dieses ndet weite Verbrigung zur Mikrostruktu-

rierung von Ober achen und eignet sich insbesondere zur Erzeugung von Struk-
turen, die sich durch ein gro es Aspektverhaltnis! auszeichnen [Sha97, Hes02].
Der Lack basiert auf dem Epoxid SU-8, welcheriber eine kationische Rin® -
nungspolymerisation der Epoxidgruppen vernetzt werden kan. Als Photoinitia-

!Das Aspektverhaltnis wird de niert durch den Quotienten aus H ehe und Breite eines
Objektes.
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Abbildung 10.1:  Schematische Darstellung des Softlithographieprozesses zur Herstel-
lung der Mikro uidikzellen.
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Tabelle 10.1: Photolithographische Arbeitsschritte zur Gussformherstellung.

Arbeitsschritt Parameter
15 m Schicht 30 m Schicht
Substratreinigung 15 min in Extranlesung (1:5) im Ultraschallbad
15 min in Wasser im Ultraschallbad
Trocknen im Sticksto strom
15 min trocknen bei 200

Belacken Auftragen von 2 ml Photolack (SU-8 10)
5 s bei 500 U/min 5 s bei 500 U/min
30 s bei 2000 U/min 30 s bei 1000 U/min

bei mittlerer Beschleunigung (Stufe 6)

Vorbacken 2 min bei 65 3 min bei 65
5 min bei 95 7 min bei 95

Belichten 5s 10 s
hartendes Backen 1 min bei 65 1 min bei 65
2 min bei 95 3 min bei 95

Entwickeln 5 min in SU-8-Entwickler

Trocknen im Sticksto strom

tor wird ein Triarylsulfoniumsalz eingesetzt. Durch UV-Bestrahlung kann dieses
eine Arylgruppe unter Bildung einer Saure abspalten. Bei Erwarmung reagiert
die Saure mit den Epoxidgruppen und initiert die Vernetzung des Photolacks.

Die verwendeten Paramater und Bedingungen dr das Herstellungsverfahren
sind Tab. 10.1 zu entnehmen. Alle Schritte wurden unter Reimaumbedingun-
gen durchgetihrt. Zur Herstellung der Abgussformen wird zunachst eine 10 m

bis 40 m dicke Schicht des Photolacks auf ein gandlich gereinigtes Glassub-
strat (5 5 cn?) aufgetragen. Anschlie end wird dieses auf einer Heizplae

auf 65 und dann 95 erwarmt, um einen Gro teil des L esungsmittels aus dem
Lack zu vertreiben (soft bakg. Hierauf folgt die Belichtung mit einem Masken-

schreiber (MJB3, Karl Suess), welcher mit einer 400 W Queckiberdamp ampe

ausgestattet ist. Um den Photolack an den belichteten Stekn vollstandig zu
vernetzen, erfolgt ein weiteres Ervarmen der Probe wiederum in zwei Schritten
auf 65 und 95 (post exposure bake Um ein Rei en des Lacks zu vermeiden,
werden die Proben in einem Te onhalter langsam abgeblhlt. Die Formherstel-

lung endet mit dem Entwickeln des Lacks und anschlie endem Tocknen im
Sticksto strom.
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Abbildung 10.2: Platinkatalysierter Hydrosilylierungszyklus zur Vernetzung des
PDMS.

10.2 PDMS-Abgsse

Zur Herstellung der eigentlichen Zellen wird das ElastomeiPDMS genutzt. Das
hier verwendete Siloxan (Sylgard 184, Dow Corning) bestehtius einem vinyl-
terminierten Siloxan mit 250 Untereinheiten und honigartiger Viskositat. Zum
Vernetzen dieser Papolymere wird ein Reagenz, bestehend aus einem Hydrosi-
lan und einem Platinkatalysator, zugegeben (Abb. 10.2). Bale Komponenten
werden gundlich miteinander vermischt und anschlie end fur 15 min im Vaku-
um entgast. Mit einer Spritze wird das Siloxan auf die Gussfomen aufgetragen
(ca. 0,5 ml pro Form). Auf die Polymermasse wird abschlie erd ein Deckglas
gedrnuckt, die spatere Unterseite der Mikro uidikzelle. Das Deckglas wurdevor-
her greindlich in Extran (Merck) und Wasser im Ultraschallbad gereinigt und
im Sticksto strom getrocknet. Zum Aush arten werden die Probeneber Nacht
bei 65 im Ofen belassen. Nach dem Ausérten werden die Zellden vorsichtig
von den Gussmasken abgebkt, mit Ethanol grendlich gespult und im Stick-
sto strom getrocknet. Die Gussmasken werden ebenfalls miEthanol abgesplt
und eventuell vorhandene PDMS-Reste entfernt. Die Masken &nnen nun fer
weitere Abdreicke genutzt werden.

10.3 Herstellung der Zellendecke mit Schlauchaansséh

Die Decken der Mikro uidikzellen werden wie die Beden durch ein Deckglas
gebildet. Allerdings sind im Falle der Decke zustzliche Bohrungen erforder-
lich, welche als Zugang #r die Schiauche dienen, mit denen die Zelle beiflt

und der Flussigkeitsstrom gesteuert wird (Abb. 10.3). Dazu werden anden
geweinschten Stellen mit einem Diamantbohrer Locher mit einem Durchmesser
von ca. 1 mm gebohrt. In diese werden Polyethylensclaluche (Innendurchmes-
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Abbildung 10.3:  Schematische Darstellung der Mikro uidikzelle. Die Abbildung zeigt
den mehrschichtigen Aufbau der Zelle und die Anbringung der Sclduche.

ser 0,28 mm, Au endurchmesser 0,61 mm, Portex) eingehrt. Der freibleibende
Raum zwischen Schlauch und dem Rand der Bohrung wird mit eine schnell
hartenden Epoxidharz (UHU plus schnellfest) ausgedllt. Nach der vollst andi-
gen Aushartung werden die eberstehenden Sctduche und hervortretender Harz
vorsichtig mit einer Rasierklinge entfernt, bis samtliche Unebenheiten auf der
Unterseite der Zellendecke beseitigt sind. Abschlie end wd das Glasplattchen
in einer Extranlesung (1:5) #r 15 min im Ultraschallbad gereinigt, grendlich
mit Wasser gespilt und fer 15 min in Wasser im Ultraschallbad belassen. Das
Extran dient nicht nur der Reinigung, sondern aktiviert auc h die Glasober ache
und macht sie stark hydrophil. Dies ist wichtig fer den spateren Zusammenbau
der Zelle, um eine feste kovalente Anbindung des PDMS an die ker ache zu
gewahrleisten. Um den aktiven Zustand des Glases zu erhalten, ind dieses erst
kurz vor dem Zusammenbau in Extran gereinigt und unmittelbar vor der Wei-
terverwendung aus dem Wasser entnommen und im Sticksto stom getrocknet.

10.4 Zusammenbau der Zellen

Um eine kovalente Anbindung des PDMS auf die aktivierte Gla®ber ache der
Zellendecke zu erreichen, wird die PDMS-Struktur einem Sausto plasma aus-
gesetzt (100-E, TePla; 0,5 mbar, 150 W, 30 s). Es wird angenomem, dass dieser
Prozess einen Teil der Methylgruppen des Siloxans zemitt und an deren Stelle
Hydroxylgruppen erzeugt. Diese lennen mit den SiOH-Gruppen des aktivier-
ten Glases unter Wasserabspaltung reagieren und so eine éversible Bindung
gewahrleisten [Mor90, Cha91, Cha92]. Zur Anbindung von Zelldeke und Zell-
boden werden beide ausgerichtet und mit leichtem Druck aufmander gepresst
und wber Nacht bei 65 im Ofen belassen.

10.5 Oberacheneigenschaften der Zellen

Die Kanale der Mikro uidikzelle besitzen aufgrund des Herstellurgsprozesses
eine heterogene Oberachenstruktur: Die Decke wird durch eine Glasoberache
gebildet, wahrend die Wande aus PDMS und der Boden aus einer shnen
PDMS-Schicht besteht. Letztere ist bedingt durch das Abgusserfahren und
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kann nicht vermieden werden. Die Dicke dieser Schicht liegtin der Gre en-
ordnung von 10 m. Die Eigenschaften der Oberachen lassen sich jedoch je
nach Anwendung vemndern. Nach der oben beschriebenen Glasaktivierung und
der Plasmabehandlung sind die Kanalvende und -decken hydrophil. Dieser Zu-
stand kann bewahrt werden, wenn die Zellen unmittelbar nachdem Zusam-
menbau mit Wasser betillt werden. Geschieht dies nicht, so setzt ein Alte-
rungsprozess ein. Die SiIOH-Gruppen der Obemchen bilden intramolekulare
Silizium-Sauersto bindungen aus und verringern dadurch die Hydrophilie. Ei-
ne hydrophile Ober ache ist in der Regel winschenswert, wenn die Zelle mit
wassrigen losungen beidillt werden soll. Aufgrund der guten Benetzung ist dies
dann sehr einfach zu erreichen. Die Gefahr der Ausbildung vwo Luftblasen ist
dann au erst gering. Vorhandene Luftblasen lassen sich sehr efach durch leich-
te Erhehung des hydrodynamischen Drucks entfernen. Die separatderstellung
des Bodens und der Decke der Zelle erlaubt weiterhin eine uatschiedliche Mo-
di zierung der Ober acheneigenschaften innerhalb einer Zelle. So lassen sich
beispielsweise verschiedene Obesichenladungen an Boden und Decke realisie-
ren. Auf diese Weise paparierte Zellen ernpglichen beispielsweise eine kontrol-
lierte Strukturierung durch In-situ -Lithographie mit Hilfe der optischen Pin-
zetten (Kap. 13.1).

10.6 Reinigung der Zellen

Nach der kovalenten Anbindung der Zelldecke an die PDMS-Vénde lassen sich
die beiden Zellkomponenten nicht mehr zersarungsfrei voneinander trennen.
Die mechanische Belastbarkeit der Zellen ist sehr hoch. Dicke in der Gre e von
0,5 bar kennen ohne Beschdigung der Zelle zum Bedillen der Kanale angelegt
werden. Auch eine Betillung mit einer alkalischen Reinigungsbsung und die
Platzierung im Ultraschallbad ist ohne eine Besclmdigung der Zelle neglich.
Auf diese Weise lassen sich die Zellen nach dem Gebrauch rigian und fer eine
neue Verwendung vorbereiten.
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Mikrokanaldesign

11.1 Allgemeine Eigenschaften der Mikro uidikzellen

Die hier entwickelten Mikro uidikzellen zeichnen sich insbesondere in einer Ei-
genschaft gegember einer Vielzahl existierender z.T. kommerziell erltlicher
Flusssysteme aus [Mac02]: Sie sind in hohem Grad kompatibehit verschiede-
nen optischen Techniken. Durch die Verwendung zweier Deckgser #ir Boden
und Decke konnen die Zellen je nach experimenteller Anforderung von hiden
Seiten durch ein Mikroskop betrachtet werden. Der entschalende Vorteil liegt
allerdings in der Hehe der Zellen: Inklusive beider Deckaiser betmgt diese #ir
die verwendete Standardhe von 30 m fur die Zellwande weniger als 400 m
fur das Gesamtsystem (Abb. 11.1). Damit lennen auch zwei stark verge ernde
Objektive mit kleinem Arbeitsabstand gleichzeitig eingestzt werden. Dies ist
eine entscheidende Voraussetzunguf den Einsatz der hier vorgestellten HOT-
Apparatur, welche zwei verschiedene Objektive zur Generieing der optischen
Falle und zur Betrachtung der Probe verwendet, um ein hohes M an Flexibi-
lit at zu erreichen (Abb. 11.2). Das Hauptziel des Einsatzes davlikro uidikzelle
besteht in der Erzeugung undAnderung eines de nierten chemischen Milieus
durch eine kontrollierte Bereitstellung verschiedener Fussigkeiten. Dabei ist zu
beachten, dass die Einsatathigkeit der HOT nicht gestert wird. Hohe Flie ge-
schwindigkeiten und abrupt auftretende Anderungen des Flusses missen daher
ausgeschlossen werden. Zu diesem Zweck wurden verschiegletelldesigns ent-
wickelt und getestet, welche die beiden Kriterien Kompartimentierung de nier-
ter chemischer Umgebungen und Stabiliat hinsichtlich des Einsatzes optischer
Pinzetten erfellen. Dazu wurden verschiedene physikalische Rimomene und
Meglichkeiten der Mikro uidik ausgenutzt. Die drei entwick elten Haupttypen
werden im folgenden vorgestellt.

11.2 Einkanalsystem

Um die Entwicklung komplexerer Flusszellsysteme versindlich zu machen, sol-
len zunechst die Eigenschaften eines Einkanalsystems in Verbindhg mit holo-
graphisch optischen Pinzetten dargestellt werden. Das Sysm, das aus einem
einzelnen Kanal besteht,uber den nacheinander verschiedene Substanzen ein-
gebracht werden lennen, stellt wohl die naheliegendste bsung dar, wenn es
gilt, das chemische Milieu durch Austausch von Fussigkeiten zu kontrollieren.

99
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Abbildung 11.1: Die Abbildung zeigt verschiedene Ansichten der Mikro uidikzelle.
Gut erkennbar sind die mit Epoxidharz xierten Schl auche zur Be#llung des Systems.
Die Seitenansicht in (b) zeigt deutlich den ultra achen Aufbau.

Abbildung 11.2:  Platzierung der Mikro uidikzelle in der HOT-Apparatur zwischen
den beiden Objektiven. Das ache Zelldesign und die exible Halterung erlauben je
nach den experimentellen Anforderungen eine beliebige Orientierung der Zelle.



11.2. Einkanalsystem 101

Abbildung 11.3: Vier separate Kamale der Parallel usszelle meinden in einen brei-
teren Hauptkanal. Aufgrund der laminaren Stremungseigenschaften werden Bereiche
de nierter chemischer Zusammensetzung erzeugt, welche durch Di usionkeile (blau)
voneinander getrennt sind.

Dieses einfache System ist allerdings mit einigen Einscankungen verbunden,
die einen praktikablen Einsatz erschweren. Aufgrund der gengen Krafte, wel-
che durch die optische Pinzetteebertragen werden, ist die maximale Flie -
geschwindigkeit limitiert. In Verbindung mit dem stets vor handenen Totvolu-
men (Schlauchverbindungen und Flssigkeitsreservoirs) eriht sich die Zeit fer
den Austausch einer Fhissigkeit erheblich. Das wiederum éhrt dazu, dass sich
die auszutauschenden Rdssigkeiten durch Di usion schon erheblich vermischen
koennen. Kommen in einem Experiment kolloidale Suspensioneaum Einsatz,
wie es bei der Verwendung optischer Pinzetten prinzipiell @r Fall ist, so stellt
die Durchmischung der Frissigkeiten ein besonderes Problem dar. Die Mikro-
kugeln tragen gewehnlich bei pH = 7 geladene chemische Gruppen an ihrer
Ober ache'. Deren elektrostatische Absto ung verhindert eine Aggregation der
Partikel aufgrund unspezi scher Wechselwirkungen. Ebens wird beim Vorhan-
densein entsprechender Obemchenladungen an den Kanahanden eine Anbin-
dung an die Zelle vermieden. Ermht sich jedoch die lonensirke der Lesung,
beispielsweise durch das Einbringen einer Pu e®sung in die Zelle, so reduziert
sich die Dielektrizitatskonstante des Mediums. Dadurch kann die elektrostati-
sche Absto ung zwischen den Kugeln sowie zwischen Kugel undellober achen
soweit reduziert werden, dass sie aneinander gebunden wenal Derart xierte
Partikel lassen sich nicht mehr durch optische Pinzetten etfernen und stehen
damit nicht mehr fur die Experimente zur Verfagung. Die Bereitstellung eines
Reservoirs an freien, optisch manipulierbaren Kugeln stéd daher bei der Arbeit
mit salzhaltigen Lesungen ein ernstes Problem dar. Eine starke Ewhung der
Kugelkonzentration ist als Lesung dieses Problems nicht geeignet. Zwar wird
so die Zahl der freien Partikel ertoht, allerdings steigt ebenfalls die Zahl der
auf dem Zellboden xierten Kolloide. Diese kennen das eintre ende Laserlicht

! Die in dieser Arbeit verwendeten Polystyrolk eigelchen tragen Sulfatgruppen an ihrer Ober-
ache. Die Anzahl liegt in der Gr e enordnung von 5 bis 10 mol g 1.
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Wasser —

f

Wasser — 50 um

Abbildung 11.4: Durch Regulation der Geschwindigkeit der beiden ankierenden
Wasserst®mme lasst sich die Breite des mittlerenOlstroms variieren (hydrodynamische
Fokussierung). Sehr viel kleinere laterale Abmessungen als die durch das Kanaldesign
vorgegebene sind dadurch zu realisieren.

beugen und streuen und damit die Fokussierung in eine stak@l optische Falle
verhindern. Desweiteren ist es in einem Ein-Kanalsystem oha& entsprechende
Marker nicht meglich, die verschiedenen Rssigkeiten zu unterscheiden.

11.3 Parallel usszelle

Zur Erzeugung de nierter chemischer Umgebungen lassen dicdie laminaren
Stremungseigenschaften in den Mikrokaslen ausnutzen. Wie bereits emutert
wurde, bewegt sich eine Hissigkeit im Falle kleiner Reynoldszahlen schich#r-
mig entlang der Kanale, ohne dass es dabei zu einer turbulenten Durchmischung
kommt. Ein Sto austausch zwischen den Schichten ndet lediglich durch Dif-
fusion statt. Diese Art der Durchmischung lasst sich bei Kenntnis der Di usi-
onskonstanten exakt berechnen und stellt damit im Gegensat zur turbulenten
Stremung ein System de nierter Zusammensetzung dar. Die Pardl usszel-
le besteht aus einer Anzahl voneinander getrennt verlaufeser Kanale, welche
schlie lich zusammen in einen gro en Kanal neinden. Abb. 11.3 zeigt ein sol-
ches System, bestehend aus vier 100m breiten Kanalen. Jeder dieser Kamle
kann separat be#llt und zur Geschwindigkeitskontrolle angesteuert werde. Die
laminaren Stremungseigenschaftenethren schlie lich in dem breiten Kanal zu
raumlich voneinander getrennten chemischen Kompartimentse, welche durch
Di usionkeile voneinander getrennt sind. Innerhalb diesa Keile kommt es durch
Di usion zu einer Vermischung der angrenzenden HRissigkeiten. Die Ausdeh-
nung y dieser Bereiche kann bei Kenntnis der Di usionskonstanteD und der
Flie geschwindigkeit v in Erweiterung von Gl. 9.3 berechnet werden:

S

2Dx

y) = = (11.1)

Bei konstanter Flie geschwindigkeit bleibt damit auch die Form der Di usions-
keile unverandert. Durch Aufrechterhaltung eines konstanten Flusseermeglicht
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Hauptkanal

Seiten- Seiten-
kanéle kanale
Pipetten-
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Abbildung 11.5: Das Picoliterpipettendesign. Die Mikrokanalstruktur besitzt einen
Pipettenkanal und jeweils zwei ankierende Seitenkamle, welche in einen gemeinsamen
Hauptkanal meinden.

die Parallel usszelle somit die Erzeugung de nierter chemscher Regionen auf
kleinstem Raum. Die laminaren Flssigkeitsschichten bilden in diesem Fall vir-
tuelle Wande. Eine Eingrenzung durch eine solide Wand ist damit nichnotwen-
dig. Damit sind die verschiedenen Regionen ohne Einschnkung mit Hilfe der
HOT zuganglich: Optisch gefangene Teilchen &nnen senkrecht zur Flie rich-
tung in die verschiedenen Regionen transportiert werden. Afgrund der geringen
Abmessungen im Bereich weniger 100 m kann somit, im Gegensatz zu einem
seriellen Flissigkeitsaustausch in einem einfachen EinkanalsystemijreWechsel
der chemischen Umgebungu erst schnell erreicht werden. Auch die Unterschei-
dung der verschiedenen chemischen Milieus ist in einer Pallalzelle ohne weite-
res meglich, da die verschiedenen Substanzen nicht zeitlich vaginander sondern
raumlich voneinander getrennt sind. Die Position bestimmt mit die Art der
umgebenden Fussigkeit. Weiterhin sind alle notwendigen Substanzen glehzei-
tig in dem Mikro uidikchip pr asent und kennen durch Bewegen der HOT in
kurzer Zeit erreicht werden. Eine Wiederholung der Experirrente ist damit pro-
blemlos meglich. Durch Variation der Flie geschwindigkeiten fer die einzelnen
Kanale lassen sich die lateralen Ausdehnungen der #sigkeitsstome in dem
gro en Kanal verandern. Damit ist es meglich, durch Erhehung der Flie ge-
schwindigkeit zweier ankierender Kanale die Strombreite der eingeschlossenen
Flussigkeit extrem zu minimieren (hydrodynamische Fokussiring; Abb. 11.4).
Einen Nachteil weist das Parallel usssystem neben den vien Vorteilen aller-
dings auf. Zur Aufrechterhaltung der de nierten chemischen Regionen ist ein
konstanter Fluss notwendig. Diese Einschankung kann insbesondere bei quan-
titativen Kr aftemessungen einen sirenden Ein uss besitzen, da aufgrund der
hydrodynamischen Reibung eine konstante Kraft auf das Systm wirkt. Ausge-
hend von dem Parallelsystem wurde ein weiteres Zelldesigmeawickelt, welches
auch den kontrollierten Betrieb bei verschwindendem Flusserlaubt.

11.4 Picoliterpipette

Auch die Picoliterpipette besteht aus parallelen Karalen, welche separat befilt
und angesteuert werden lnnen und die gemeinsam in einen gro en Kanal
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Abbildung 11.6: Dargestellt ist die Funktionsweise der integrierten Picoliterpipette.
Der mittlere Kanal der Zelle dient als Pipettierkanal und ist im Endbereich mit einem
Luftkompartiment gefullt (a). Der wbrige (hier nicht zu sehende) Teil ist mit Was-
ser getllt und dient zur Steuerung. Die beiden Luft-Wasser-Grenz achen ertehen den
Widerstand erheblich und dienen der Stabilisierung des Systems. Durch Druckernied-
rigung kennen kleinste Fkissigkeitsvolumina in den Pipettenkanal eingebracht werden
(b, c). Die blaue Markierung in (b) entspricht bei der verwendeten Zellhohe von 30 m
einem Volumen von 18 pl.

meinden (Abb. 11.5). In diesem Fall kommt dem mittleren Kanal allerdings
eine andere Funktion zu: Er dient als stabiler Arbeitsberech fer die optischen
Pinzetten und wirkt als Pipette, mit der verschiedene Fleissigkeiten eingesaugt
werden kennen, die wber die ankierenden Kanale in das System eingebracht
werden. Ein wesentlicher Unterschied zu dem letzten Design dsteht in der
zusatzlichen Verwendung von Luftkompartimenten. Diese ernpglichen die sta-
bile Handhabung kleinster Flussigkeitsmengen ohne komplexere mehrlagige Li-
thographietechniken zu verwenden [Wu04].

11.4.1 Pipettenkanal

Zur Realisierung einer stabilen Pipettenfunktion wird der mittlere Kanal der
Zelle nicht vollstandig mit der Pump essigkeit (Wasser) beidillt. Es verbleibt ein
Luftreservoir, welches das Wasser von den zu pipettierenaeArbeits wssigkei-
ten trennt. Auf diese Weise entstehen zwei zuatzliche Luft-Wasser-Grenz achen,
die bei einem Einsatz der Pipette bewegt werden mssen (Abb. 11.6). Im Falle
des Picoliterpipettendesigns werden hydrophobe Mikro uidkanale verwendet,
die ein Befllen mit Wasser erschweren, da so die \@nde nicht benetzt werden.
Das Bewegen der Luft-Wasser-Grenzschicht erfordert daher fativ gro e Druck-
di erenzen und macht das System damit unemp ndlich gegermuber auftretenden
kleinen Druckschwankungen. Die Fussigkeitsfront lasst sich auf diese Weise mit
einer Prazision von< 5 m stabil bewegen. Dies entspricht éir die hier realisier-
ten Abmessungen der Zelle (60 m 30 m) einem Volumen von weniger als
10 pl. Zur Aufnahme der Flussigkeiten mit dem Pipettenkanal kennen verschie-
dene Substanzeneber die Seitenkamle in den Hauptkanal gepumpt werden.
Mikrok mgelchen lassen sich so in die Zelle einbringenoknen mit Hilfe der
optischen Pinzetten eingefangen und im Pipettenkanal platiert werden. Die-
ser stellt aufgrund des hohen Widerstands der Luft-Wasser-Genz achen einen
geschutzten Bereich dar, in dem kein Flessigkeitsstrom auftritt. Auch bei einer
Befullung des Hauptkanals eber die Seitenkarale mit Flussgeschwindigkeiten
von mehreren 100 m s ! kennen eine Vielzahl von Objekten im Pipettierka-
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Luft

Abbildung 11.7: Die sich verjungenden Karale des Picopipettendesigns ermglichen
eine einfache kontrollierte Betlllung der Zelle, ohne dass es zu einer Durchmischung der
Flussigkeiten kommt. Die abnehmenden Kanalbreiten erbhen den hydrodynamischen
Widerstand und wirken damit als bremsendes Element, die den Rlssigkeits uss vor Er-
reichen des Hauptkanals zum Erliegen bringen (a). Sind alle Rissigkeiten in den Chip
injiziert, kann durch Erh ehung des Drucks in einem Seitenkanal das Hauptreservoir
befullt werden (b). Gleichzeitig bilden sich aufgrund des speziellen Designs automa-
tisch Luftkompartimente aus, die als Mikroschalter genutzt werden kennen. Durch die
Picoliterpipette kann nun der mittlere Arbeitskanal bef ullt werden (c).

nal stabil optisch gefangen werden. Ein Austausch der Medie kann damit in
kurzester Zeit erfolgen, da die Badillungsgeschwindigkeiten nicht mehr durch
die optischen Krafte der HOT limitiert werden. Die Flussgeschwindigkeiten in
dem geschlitzten mittleren Kanal werden allein durch den Pipettiervorgang
bestimmt, mit dem neue Substanzen aufgenommen und bereitsovhandene
Flussigkeiten abgegeben werdenennen. In dem bisher beschriebenen System
sind die zufihrenden Kanale und damit die zu tranportierenden Flussigkei-
ten nicht voneinander getrennt. Es kommt also auch hier dur& Di usion zu
einer Durchmischung. Zeitlich konstante Regionen mit de nierter chemischer
Zusammensetzung wie im Falle der Parallel usszelle exiséren nicht. Gerade
bei langeren experimentellen Wartezeiten kann es daher zu eineerheblichen
Durchmischung der Substanzen in den Kamlen kommen. Dieser Nachteil wird
teilweise durch die Meglichkeit der Verwendung hoher Stemungsgeschwindig-
keiten aufgehoben: Der Hauptkanal kann, bevor die beatigte Flessigkeit mit
der Pipette aufgenommen wird, #ir eine gewisse Zeit gest werden, um eine
Befullung mit der geweinschten Substanz sicherzustellen. Eine idealedsung des
Durchmischungsproblems besteht in der vollsandigen Trennung der verschie-
denen Fhissigkeiten voneinander durch schaltbare Mikroelemente & dem Mi-
kro uidikchip. Solche Miniaturschalter lassen sich beispelsweise durch mehrla-
gige Softlithographietechniken erzeugen [And00]. Die Hestellung ist allerdings
zum einen aufwandig und wirkt sich zum anderen negativ auf die optischen
Anforderungen an die Zelle bemnglich Transparenz und Hehe aus. Es wurde
daher eine alternative Schalttechnik entwickelt, deren Funktion allein auf dem
Kanaldesign basiert.

11.4.2 Zweiphasenschalter

Als Schaltelement wird in den Kanalen neben den wssrigen losungen eine
zweite Phase verwendet. Luftkompartimente eignen sich indealer Weise #r
diesen Zweck: Sie bilden de nierte Grenzachen zu wassrigen Phasen aus und
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2

Abbildung 11.8: Dargestellt ist die Funktionsweise des Zwei-Phasen-Mikroschalters.
Der Hauptkanal der Zelle wurde eber den Kanal 1 mit einer Mikrokugelsuspension
befullt (a). Diese wird in den Pipettenkanal gesaugt. Mittels einer 3 3-Anordnung von
optischen Fallen (rote Markierung und vergre erter Ausschnitt) werden 9 der Kugeln
gefangen (b). Durch Druckerhohung in Kanal 2 werden die beiden rechten Seitenkaade
durch Verschieben des Lufkompartiments geschlossen. Dieses Schalten wirkt siclchi
storend auf die HOT aus. Die Objekte bleiben stabil in den Fallen xiert (c).

eignen sich damit zu deren Trennung [Iri04]. Aufgrund des Bechungsindexun-
terschieds zu Wasser bilden sie kontrastreiche Elemente i@ sich sehr gut unter
dem Mikroskop erkennen lassen. Weiterhin sind die Mikro uidikkanale nach ih-
rer Herstellung ohnehin mit Luft gefullt, eine aufwandige Injektion einer zustz-
lichen Substanz entillt somit. Damit sich einzelne Luftkompartimente an den
entscheidenden Positionen und mit der erforderlichen Go e ausbilden, ist ei-
nerseits eine spezielle Kanalstruktur erforderlich und adererseits sind die Zel-
len in einer bestimmten Weise zu #éillen. Das Zusammenspiel aus Kanaldesign
und Fellprotokoll f ehrt dann zu den gewsinschten Mikroschaltern (Abb. 11.7).
Die zufuhrenden ankierenden Kanale verjungen sich bis zum Eintritt in den
Hauptkanal von 100 m auf 10 m . Nach GI. 9.4 ist damit ein erheblicher
Anstieg des hydrodynamischen Widerstandes verbunden. Bei Befullen der
Kanale kommt es daher zu einer Bremswirkung, die den Rissigkeitsstrom bei
moderaten Druckdi erenzen schnell zum Erliegen bringen. Des ermeglicht eine
sehr einfache Injektion der verschiedenen Rissigkeiten in den Chip, ohne dass
die Gefahr einestberschie ens in den Haupt- und andere Seitenkaale besteht.
Zu Beginn eines Experiments werden auf diese Weisamitliche Flussigkeiten in
die Zelle injiziert, ohne den Hauptkanal zu betillen. Dies erfolgt schlie lich, in-
dem der Druck in einem der Karale soweit erfoht wird, dass der Widerstand der
schmalen® nung wberwunden wird. Dadurch wird der Hauptkanal befellt und
die mbrigen Seitenkarale werden durch Luftkompartimente verschlossen, wel-
che eine Durchmischung der Rissigkeiten verhindern. Die Luftkompartimente
trennen die einzelnen losungen vollsandig voneinander ab. Durch Regulati-
on des Drucks in zwei benachbarten Seitenkaalen kennen die Luftreservoirs
einfach von einem Kanal in den anderen verschoben werden. Auiese Wei-
se lassen sich je nach Bedarf beide Kahe verschlie en oder ein Kanal zum
Befullen der Zelle @ nen. Ein Verschieben der Luft in den Hauptkanal wird
durch die Geometrie der Zelle verhindert. Um das Luftreserwir in den Haupt-
kanal zu bewegen, muss die Luft-Wasser-Kontaktache verge ert und damit
die Ober achenenergie erbht werden. Energetisch ginstiger ist der Kontakt
der Luft zu den hydrophoben Zellwanden. Ein Bewegen der Luft zwischen zwei
Seitenkaralen erfordert daher eine wesentlich geringere Druckdi eenz als das



11.5. Tropfengenerator 107

Tropfengenerator

Tropfengenerator

Abbildung 11.9:  Das Tropfengeneratordesign besteht aus zwei Tefmigen Tropfenge-
neratoren und einem gemeinsamen Reaktionsraum, welcher die Vereinigung der Tropfen
erlaubt.

Verschieben der Luft in den Hauptkanal.

Die Verwendung der Luftkompartimente ermeglicht somit auf einfache Wei-
se die Generierung von schaltbaren Mikroelementen, mit deen sich Flissigkei-
ten vollstandig voneinander abtrennen lassen (Abb. 11.8). Die Schadt kennen
beliebig oft verwendet werden. Verschlei erscheinungen w bei herkemmlichen
Schaltern treten nicht auf, da die begrenzenden und steuemfen Einheiten allein
durch die Luft-Wasser-Phasengrenzen und nicht durch ein zuazliches drittes
Element gebildet werden. Die Verwendung von Detergentien @lite allerdings
vermieden werden, da durch diese die hydrophoben Obeacheneigenschaften
der Kanalwande vemndert werden kennen. Wassrige losungen lennen dann
an den Wanden entlang ie end die Luftreservoirs umgehen. Die Verwendung
eiblicher biologischer Pu er- und Proteinl esungen stellt aber in der Regel kein
Problem dar. Erst nach wiederholtem Einsatz der Mikro uidi kchips ist eine
Veranderung der Kanaleigenschaften zu beobachten.

11.5 Tropfengenerator

Die Idee der vollsendige Kompartimentierung der zu dosierenden Hissigkeiten
wird auch von dem folgenden Zelldesign aufgegri en. Dieselesteht im Wesent-
lichen aus zwei T-®Brmigen Tropfengeneratoren [ThoO1] und einem gemeinsa-
men Reaktionsraum (Abb. 11.9). Zwei verschiedene Rissigkeiten konnen so auf
dem Chip in Form de nierter Tropfen mit variabler Gr © e abgeschieden, bewegt
und gezielt fusioniert werden. Um eine Tropfenbildung zu emeglichen, wird die
Zelle zurachst mit einer hydrophoben, mit Wasser nicht mischbaren Fhissigkeit
(Per uordekalin im folgenden als Ol bezeichnet)uber die Kanale 1 und 5 beéillt.
Die auf diese senkrecht auftre enden Karale 2 und 4 dienen der Injektion der
wassrigen losungen. Durch abgestimmte Anpassung des Drucks in den Wass
und Olkanalen lasst sich ein de niertes Volumen der wassrigen Phase in den
Olkanal einbringen (Abb. 11.10). Durch eine weitere Druckehehung im Olka-
nal kann das zuvor gebildetete Kompartiment vollstandig von der wassrigen
Phase im zukihrenden Kanal getrennt werden. Das minimale Volumen, dasish
auf diese Weise abscheiderastst, ist durch die Geometrie des T-6rmigen Seg-
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Abbildung 11.10: Generierung von Tropfen in Mikro uidikkan elen. Durch ein T-
Segment lassen sich einzelne Tropfenkompartimente durch Regulierung des Drucks in
den beiden zutihrenden Kanalen erzeugen. Die Abbildung zeigt diesen Prozess zu drei
verschiedenen Zeitpunkt bis kurz vor dem Tropfenabriss.

ments bestimmt. Eine Tropfenbildung gelingt, wenn das vorgbildete wassrige
Kompartiment im Olkanal eine Lange aufweist, welche mindestens der doppel-
ten Kanalbreite des zukihrenden Wasserkanals entspricht. Auf diese Weise wird
erreicht, dass die durch Druckertehung im Olkanal auftretenden Scherkmfte ein
Ablesen des Tropfens vom Wasserreservoir bewirken. Weist dasrgebildete Vo-
lumen eine geringere Ausdehnung auf, so schiebt sich d&@ bei Druckerhehung
zwischen Zellwand und vwassrige Phase.

Die abgetrennten Tropfen kennen durch Druckregulierung in denOlkanalen
in den Reaktionsraum gebracht und dort miteinander fusionert werden. Ne-
ben dem Kanaldesign spielt ein weiterer Punkt eine entschdende Rolle #ir
den experimentellen Einsatz der Mikro uidikzellen: die Regulierung der Fluss-
geschwindigkeit innerhalb der Kamale. Wie aus Gl. 9.4 ersichtlich, gelingt dies
durch eine gezielte Veanderung der Druckdi erenz zwischen Kanaleingang und
-ausgang. Die hier vorgestellten Kanalsystemeld, 50 m,L 40 mm) wei-
sen einen hydrodynamischen Widerstand in der Go e von 400 kPa s | ! auf.
Die experiementell erforderlichen Flussgeschwindigkedén liegen in der G® en-
ordnung von 100 m s 1. Dies entspricht einem Volumen uss von gerade ein-
mal 300 pl s 1. Die dazu erforderlichen Druckdi erenzen liegen bei 100 Pa
Zur Realisierung solcher Druckdi erenzen mit der notwendigen Prazision wur-
de eine Dosiereinheit entwickelt, mit deren Hilfe sich der lftdruck in kleinen
Kompartimenten regulieren lasst.

11.6 Flusskontrolle

Fur jeden anzusteuernden Kanal wird eine separate Dosierelreit verwendet.
Diese besteht im Wesentlichen aus drei Komponenten: Einer [8itze, deren
Stempel mit Hilfe einer Mikrometerschraube stufenlos bewgt werden kann,
einem Flussigkeitsreservoir und einem Schalter, der eine vollahdige Unter-
brechung des Flusses ersglicht (Abb. 11.11 und 11.12). Durch die indirekte
Druckregulierung eber den Luftdruck wird eine stufenlose Geschwindigkeitskn-
trolle ermeglicht. Das Luftvolumen der Spritze wirkt als dampfendes Element.
Weiterhin ist das System so konstruiert, dass verschieden8pritzengre en ver-
wendet werden lennen. Damit kennen die Volumina und Volumeranderungen
an die jeweiligen Erfordernisse so angepasst werden, dasshsdie notwendige
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Mikrofluidikzelle

Abbildung 11.11:

—

Spritze mit
Steuereinheit

Schalter

Flussigkeitsreservoir mit
Pumpflissigkeit

Dosiereinheit zur Steuerung der Flussgeschwindigkeit in den Mi-

kro uidikkan alen. Die Einheit besteht aus drei Komponenten: Einer Spritze, deren
Stempel mit Hilfe einer Mikrometerschraube stufenlos bewegt werden kann, einem
Flessigkeitsreservoir und einem Schalter, der eine vollanhdige Unterbrechung des Flus-

ses ernoglicht.

Abbildung 11.12:

Blick in die Mikro uidikdosiereinheit. Zu erkennen sind die ver-

schiedenen Spritzen, die der Druckregulierung dienen. Diese singber Schiuche mit
den Flussigkeitreservoirs und den Schaltventilen verbunden.
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Au esung in der Druckregulierung erreichen ésst. Durch die Verwendung von
Spritzen mit einem Volumen von 2 ml lasst sich bereits mit den hier vorge-
stellten Kanalgeometrien eine Pmzision erreichen, die es ermglicht, Polysty-

rolkugelchen mit einer Geschwindigkeit von etwa 10 m s ! zu bewegen. Die
Bewegung kann weiterhin vollsendig gestoppt und die Richtung umgekehrt
werden.
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Biomimetische Systeme

Im dritten Teil der vorgelegten Dissertation sollen abschle end die Meglich-
keiten des entwickelten Mikrolabors anhand erster Anwendagen zur Untersu-
chung biologischer Systeme demonstriert werden. Das Hauptigenmerk liegt
dabei auf subzelluaren Proteinstrukturen. Diese Netzwerke stellen komplexe
chemische und physikalische Systeme dar. Insbesondere dieteraktion zwi-
schen mechanischen Eigenschaften und biochemischen Reigkten bilden die
Basis fur ihre biologische Funktion in der lebenden Zelle.

Zu Beginn steht in Kap. 12 einUberblick eber den Aktinkortex. Dieses Pro-
teinnetzwerk innerhalb der Zelle ist von entscheidender Béeutung fer verschie-
denste essentielle Zellprozesse und soll daher als Untechuwngsobjekt fr die
Anwendung des Mikrolabors Verwendung nden. Dazu werden inKap. 13 ver-
schiedene Strategien und Konzepte eingehrt und vorgestellt, die einen Zugang
zu diesen komplexen biologischen Systemen esglichen. Im Mittelpunkt steht
dabei die Generierung und Untersuchung biomimetischefn-vitro -Modelle. Ab-
schlie end sollen die Meglichkeiten und Anwendungen des Mikrolabors in Ein-
zelzellexperimenten aufgezeigt werden.
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Kapitel

12

Subzellgire Mikrosysteme:
Der Aktinkortex

12.1 Das Zytoskelett

Die mechanischen Eigenschaften und die Gestalt einer Zellgind von entschei-
dender Bedeutung #r ihre biologische Funktion [Sac04]. Dies gilt nicht nur
fur den o ensichtlichen Fall eines vielzelligen Organismus in dem komplexe
Zellverbande gezielt strukturiert werden meissen, sondern bereitsefr die einzel-
ne Zelle. Sie muss in der Lage sein, Wfte zu mbertragen und auf Krafte zu
reagieren. Erst dadurch werden essentielle Vomnge wie die Zelladmsion, die
Zellteilung und die Zelldi erenzierung ermeglicht. Ma geblich bestimmt werden
die mechanischen und morphologischen Eigenschaften eingelle durch das Zy-
toskelett. Dies gilt insbesondere #r tierische Zellen, die keine Zellwand besitzen
und deren wussigkeit®hnliche Plasmamembran allein nicht in der Lage ist, die
komplexe Morphologie zu ernoglichen. Eine Zelle ist damit weit mehr als ein
mit Fl eissigkeit getllter Membranbeutel. Vielmehr ist das Zytoplasma von Poly-
mernetzwerken durchsetzt, die Kmfte ebertragen und mechanischer Spannung
standhalten kennen. Das Zytoskelett ist ein Proteingerst, das im wesentlichen
aus drei verschiedenen Klassen von Filamenten besteht: Miktubuli, Aktin-
lamenten und Intermedi ar lamenten. Mikrotubuli sind starre r ehrenfermige
Strukturen mit einem au eren Durchmesser von 25 nm und einem inneren
Durchmesser von 18 nm. Ihre Persistenaingel , liegt in der Gre enordnung von
6 mm.! Aufgrund ihrer Struktur sind sie in der Lage, sowohl Kompresson als
auch Zugspannung zu widerstehen. Daher lassen sich durch kbtubuli asym-
metrische zellulare Prozesse umsetzen, wie beispielsweise die Ausbildungsd
Spindelapparats und Trennung der Chromatiden wahrend der Zellteilung. Die
Aktin lamente, auch Mikro lamente genannt, besitzen eine kabelartige Struk-
tur mit einem Durchmesser von ca. 6 nm. Sie sind wesentlich gibler als die
Mikrotubuli. Ihre Persistenzl ange betmgt 15 m. Aufgrund ihrer exiblen Na-
tur m ussen die Aktin lamente vernetzt werden, um Kompressionenwiderstehen
zu kennen. Die Intermediar lamente besitzen eine seilartige Struktur. Sie sind

YIn der Polymermechanik ist die Persistenzlange ein Ma fur die Flexibilit at einer Poly-
merkette. De niert wird diese wber die Korrelationsfunktion he(0)€(s)i = exp( s=L;). Die
Koordinate s bezeichnet die Position entlang der Kontur des Polymers, der Einh eitsvektor
€(s) gibt die lokale Orientierung der Kette an.
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Tabelle 12.1: Verschiedene Eigenschaften der Zytoskelettproteine und -lamente
[How01]: Molekulargewicht (M G) Durchmesser @), Querschnitts ache (A) und Persi-
stenzlange (p).

MG d A L,
Filamentart (kDa) (nm) (nm ?) m
Aktin 42 6 19 15
Tubulin 50 25 200 6000
Intermediar- 40-180 ca. 10 ca. 60

lamente

wesentlich exibler im Vergleich zu den Aktin lamenten. St rukturell sind sie
aus verschiedenen ineinander verdrillten Proteinketten afgebaut. lhr Durch-
messer betngt ungefhr 10 nm. Verschiedene Eigenschaften der Filamente und
der sie aufbauenden Proteine sind in Tab. 12.1 zusammenge&ds

Ein wesentliches Kennzeichen der mechanischen Eigensctef des Zytoske-
letts und der zugrundeliegenden Proteinnetzwerke ist die \skoelastizitat. Die
Strukturen vereinen sowohl elastische Eigenschaften eiseFestkerpers wie auch
viskose Eigenschaften einer Rlssigkeit.

12.1.1 Viskoelastiat

Greift eine kleine Kraft F an einem homogenen, isotropen Krper mit der Quer-
schnitts ache A an, so gilt fur die Spannung

F L
=—=E—=E 12.1
A 3 (12.1)
mit dem Elastizit atsmodul E und der relativen Langeranderung oder Deh-
nung = L=L. Dieses proportionale Verhalten von Spannung und Dehnung

wird als Hookesches Gesetz bezeichnet. Ist die Zugbelastgreu gro , kann es
zur Zerstorung des Kerpers kommen. Die zugebrige Spannung wird Zugfe-
stigkeit genannt. Der Elastizitatsmodul, auch Young-Modul genannt, ist eine
Materialkonstante, aus der sich die Stei gkeiten fur verschiedene Geometrien
und Krafteinwirkungen berechnen lassen. Die Elastitizimtsmoduln verschiede-
ner Materialien sind in Tab. 12.2 wiedergegeben.

Flussigkeiten zeichnen sich durch eine gewissealigkeit oder Viskositat
aus, die sich als Widerstand bemerkbar macht, versucht man iaen Kerper
durch die Flussigkeit zu bewegen. Bringt man eine Rissigkeit zwischen zwei
Platten gleicher Flache A, welche sich relativ zueinander mit der Geschwindig-
keit v bewegen, so ist die Kraft, die éir die Bewegung aufgebracht werden muss,

gegeben durch
@v

F= A—: 12.2
o (12.2)
Durch Umformung erhalt man daraus fur die Spannung
@v

& (12.3)
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Tabelle 12.2: Elastizitatmodule verschiedener Festkrper [How01].

Elastizitatsmodul Zugfestigkeit

Material (GPa) (GPa)
Diamant 1300 -
Glas 73 1 (Faser)
Plexiglas 3 0,05
Seide 2,3 0,03
Aktin 2,3 0,03
Kollagen 2 0,1
Tubulin 1,9 -

Ist die Viskositat unabhangig vom Geschwindigkeitsgradienten, so spricht man
von einer Newtonschen Fssigkeit. Zur mechanischen Beschreibung von Syste-
men, die sowohl elastisches wie viskoses Verhalten aufwers (Viskoelastizitat),
kennen der Hookesche und Newtonsche Ansatz kombiniert werde In diesem
Fall wird die Spannung beschrieben durch
0 oo@

=G +G ot (12.4)
Der elastische Anteil wird beschrieben durch den Elastiziats- oder Speicher-
modul G’. Das dissipative Verhalten des Materials wird beschrieberdurch den
Verlustmodul G”.

Den einfachsten Ansatz, mit dem sich ein viskoelastischer Brper beschrei-
ben lasst, liefert das Voigt-Modell (Abb. 12.1). Bei diesem handé es sich um
eine parallele Anordnung einer Feder mit der Federkonstant k und eines camp-
fenden Elements mit dem Reibungskoe zienten . Die elastische Kraft Fx und
die Reibungskraft F addieren sich in diesem Modell zu der Gesamtkraftr.
Die korrespondierenden Auslenkungen sind identischx = xx = x . Aus diesen
Bedingungen resultiert die Di erentialgleichung:

@x
@t
Die Lesung liefert den zeitlichen Verlauf der Deformation des skoelastischen
Kerpers:

F = kx + (12.5)

x(t) = ; 1 e® (12.6)

mit der Zeitkonstante , welche gegeben ist durch=k .

12.2 Aktin und Aktin lamente

Die gesamte Aktinfamilie besteht aus mehr als einem DutzendProteinklassen.
Neben Aktin selbst, welches die Mikro lamente bildet, existieren verschiedene
Klassen sogenannter aktinverwandter Proteine éctin-related proteins, Arps).

Deren Aminosauresequenz ist zu etwa 50 % identisch mit der des gakinlichen
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Abbildung 12.1: Durch das Voigt-Modell lasst sich das viskoelastische Verhalten ei-
nes Kerpers beschreiben. Das Modell besteht aus einer parallelen Anordnung einer
elastischen Feder mit der Federkonstantek und einem dampfenden Element mit dem
Reibungskoe zienten

Aktins. G-Aktin, die Monomereinheit des Aktins, ist ein glob ulares Protein mit
einem Molekulargewicht von 42 kDa. Es kommt in allen eukarydischen Zellen
vor und ist das hau gste Protein in Eukaryoten: In Muskelzellen ist jedes zénte
Proteinmolekel ein Aktinmolek ul, in anderen Zellen betmgt der Anteil 15 %.
Die Struktur des Aktins weist eine Tasche auf, in welcher dieNukleotide Adeno-
sintriphosphat (ATP) oder Adenosindiphosphat (ADP) und Mg 2* -lonen anbin-
den kennen [Kab90]. Durch die Bindung der Nukleotide kann die Poymerisation
und Depolymerisation reguliert werden (s.u.). Die polymeisierte, lament ese
Form des Aktin wird als F-Aktin bezeichnet. Die Struktur der A ktin lamente
konnte mit Hilfe einer Kombination aus elektronenmikroskopischen Aufnahmen
[Hol90] und der Rontgenstrukturanalyse von in Gelen eingebetteten Filameten
[Lor93] aufgekiart werden. In einem Filament formen die Aktinmonomere eine
linkshandige Helix mit einer Periode von 72 nm [Moo70]. Eine volle Briode
wird aus 26 Untereinheiten gebildet, die insgesamt 12 volt®ndige Rotationen
durchfuhren. Aufgrund dieser sehr hohen Drehung pro Monomer (16§ und der
gro en Kontakt a&che zwischen alternierenden Monomeremabst sich ein Fila-
ment auch als rechts-lmandige Helix aus zwei Stangen, den Proto lamenten, be-
schreiben. Die Asymmetrie der Aktinmonomereebertragt sich auf die Aktin la-
mente, die damit eine Polaritat aufweisen. Die beiden Enden unterscheiden sich
in struktureller Hinsicht. Daraus resultiert ein ebenfall s unterschiedliches dyna-
misches Polymerisationsverhalten: Das schneller wachsda Ende wird als Plus-
Ende, das langsamer wachsende Ende als Minus-Ende bezeichrigie Polymeri-
sation des Aktins verlauft in einem Zweischrittmechanismus [O0s62, Weg75] und
beginnt mit dem relativ langsamen Prozess der Nukleation. h diesem wird ein
Trimer aus G-Aktin gebildet, welches durch Mg?* -lonen stabilisiert wird. Daran
anschlie end erfolgt die schnelle Elongation des vorgebdeten Polymerisations-
keims und damit die Ausbildung der Filamente. Es stellt sich schlie lich ein
Gleichgewichtszustand ein, in dem Polymerisations- und Dpolymerisationrate
identisch sind. Um den Nukleationsprozess zu initiieren, st eine kritische Mo-
nomerkonzentration erforderlich?. ATP ist zur Polymerisation nicht zwingend
notwendig. Aktin kann jedoch gebundenes ATP hydrolysieren Dies geschieht

2Dje kritische Konzentration entspricht der Gleichgewichtskons tante der Dissoziation und
ist abhangig von dem an das monomere G-Aktin gebundene Nukleotid (Abb. 12.2).
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Abbildung 12.2:  Struktureller Aufbau eines Aktin laments und Kinetik der Polyme-
risation. Die Abbildung zeigt die kritischen Konzentrationen K (M) fer die Dissoziati-
on und Assoziation von Mg-ATP-Aktin (T) und Mg-ADP-Aktin (D) unter physio logi-
schen Bedingungen. Die kritischen Konzentrationen an den beiden Enden des Filaments
sind identisch fur Mg-ADP-Aktin, aber unterschiedlich f ur Mg-ATP-Aktin. Begr eindet
ist dieses Verhalten in der irreversiblen Hydrolyse des ATP nach dem Einbau in das
Filament.

gewehnlich nach dem Einbau eines ATP-Aktin-Komplexes in eine wabsende
Polymerkette. Die ATPase-Aktivit at gehert zu den ersten entdeckten bioche-
mischen Eigenschaften des Aktins [Str50]. Die physiologéhe Bedeutung dieser
Funktion, welche immerhin einen signi kanten Anteil an der gesamten zellubren
ATPase-Aktivit at ausmacht [Dan86], ist bislang nicht vollstandig geklart. Mit
der Kopplung von ATP-Hydrolyse und Polymerisation sind die Voraussetzungen
fur eine mikroskopische Reversibiliat nicht mehr gegeben. Daraus ergibt sich
die Meglichkeit, dass die Dissoziations- und Assoziationsrate an den beiden
Enden eines Filaments unterschiedlich sein &nnen. Das #hrt zu einer Gleich-
gewichtssituation, in der an einem Ende das Polymer vesingert wird, wahrend
es am anderen Ende abgebaut wird. Der Prozess wird als Tretehlmechanis-
mus bezeichnet [Weg76]. In diesem wird G-Aktin mit gebundenm ATP an das
schneller wachsende Filamentende gebunden. Das ATP wird zADP und Phos-
phat (P;) hydrolysiert. Das Phosphat wird schlie lich in die L esung abgegeben,
so dass in dem Filament G-Aktin-Untereinheiten mit gebundenen ADP verblei-
ben. Da die ATP-Hydrolyse nicht fest mit der Monomeraddition gekoppelt ist,
hangt das Verhaltnis von im Filament gebundenem ATP, ADP-P; und ADP von
der Polymerisationsrate und ATPase-Rate ab [Kor87, Car89, @r94]. Am Ende
des Filaments mit der geringen A nit at zur Polymerisation, dem Minusende,
ist an die Aktinmonomere hauptsachlich ADP angebunden. Im Gleichgewicht
entspricht die Depolymerisationrate an diesem Ende der Pgimerisationrate am
anderen Filamentende. Wahrend des Tretnmelhlprozesses bleibt damit die Ge-
samtlange des Polymers konstant. Es ndet allerdings ein Fluss vo Monomeren
durch das Polymer statt. Die Rate dieses Prozesses liegt betwa 2 m h 1.

12.3 Aktinassoziierte Proteine: Motorproteine

Die Vielzahl weiterer Proteine, welche mit dem Aktin assoziert sind [Win05],
kennen verschiedene Filamente miteinander verkapfen, die Nukleation des Ak-
tins initiieren und monomeres Aktin binden [Wel99, Paa04, Mat94]. Eine be-
sondere Klasse bilden die verschiedenen Formen des Myosirei diesen han-
delt es sich um Motorproteine, welche sich an Aktin lamenten entlang bewe-
gen [GeeO05]. Die Interaktion zwischen Aktin und Myosin bildet die molekula-
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Abbildung 12.3: Myosin Il besteht aus zwei schweren (gan und braun) und vier
leichten Ketten (blau). Funktionell und strukturell lassen sich die schweren Ketten
in drei Bereiche unterteilen: Den Kopfteil mit den Aktin- und ATP-Bindungsstellen,
einem verbindenden regulatorischen Bereich mit den leichten Ketten und schlie lich
den Endbereich derSupercoil-Struktur. Die Protease Chymotrypsin spaltet Myosin 11
in das schwere Meromyosin (HMM) und das leichte Meromyosin (LMM). HMM kann
wiederum durch Papain in die Untereinheiten S1 und S2 gespalten werden.

re Grundlage fur die Muskelkontraktion, den intrazellul aren Organelltransport
und die Zellteilung. Bei dem ersten entdeckten Myosinmotorhandelt es sich um
Myosin Il. Er kommt in hoher Konzentration im Muskelgewebe vor. In diesem
bildet das Protein dicke Beindel aus, die im Zusammenspiel mit den eénneren
F-Aktinb endeln fur die Muskelkontraktion verantwortlich sind. Die Energie fur
diesen Prozess stammt dabei aus der Hydrolyse von ATP. Myosill ist ein
Dimer, das aus zwei schweren und vier leichten Ketten bestehAbb. 12.3).
Die beiden C-terminalen -Helices der schweren Ketten sind umeinander ge-
wunden und bilden so eineSupercoil-Struktur aus. Der Teil des Myosins, der
sich durch Chymotrypsinbehandlung von demebrigen Proteinteil abtrennen
lasst [SG53], wird mit LMM ( light meromyosin) bezeichnet. Der Kopfteil des
Myosins tragt dementsprechend die Bezeichnung HMM Keavy meromyosir).
Er enthalt die Bindungstelle fur Aktin und ATP [Hux63]. Durch das Enzym
Papain kann die HMM-Einheit weiter aufgespalten werden: Es esultieren die
beiden Kopfregionen S1 und der verbindende Proteinrest S2.pw69]. In-vitro -
Experimente zeigten, dass der S1-Kopf allein in der Lage istAktin lamente
fortzubewegen [Toy87]. Die katalytische Domaine zur ATP-Hydrolyse und die
Aktinbindungsstelle sind damit beide in S1 lokalisiert.

12.4 Der Aktinkortex

Der Aktinkortex ist ein hoch-adaptives und reguliertes Polymernetzwerk auf-
gebaut aus Aktin und Arps. Als ein essentieller Bestandteildes Zytoskeletts
bildet es eine entscheidende Schnittstelle zwischen mechiachen au eren Rei-
zen auf der einen und biochemischen regulativen ProzessenrzAnpassung der
Zelleigenschaften auf der anderen Seite. Dieses Netzwerkis quervernetzten
Aktin lamenten sch utzt die Zelle vor Deformationen, ubertragt Kr afte und be-
schrankt die Di usion von Organellen im Zellinnern [Pol02b]. Es spielt damit
eine entscheidende Rolle in der Beweglichkeit der Zelle [F@3], der Zelladhasi-
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Abbildung 12.4: Fluoreszenzaufnahme eines adirierten Fibroblasten mit angefarb-
ten Aktin lamenten (gr ®n). Deutlich erkennbar sind die ausgebildeten Aktinstressfa-
sern. Die Adhasion der Zelle erfolgte auf einer mikrostrukturierten Ober ache (Abb. aus
[UImO5]).

on [Bal01] und Zellteilung [Pel02], der Endo- und ExozytosgQua00] und dem
intrazellul aren Transport [Eva95].

Der Aktinkortex bildet eine d einne quasi zweidimensionale Schale unmittel-
bar unterhalb der Zellmembran. Die Dicke dieser Hulle reicht von einer Mo-
nolage von Aktin lamenten in roten Blutk erperchen bis zu mehr als 1 m
in amoeboiden Zellen [Pol02b]. Die strukturellen und viskelastischen Eigen-
schaften des Netzwerks werden durch eine Vielzahl von aktliindenden Protei-
nen reguliert [Kre99]. Das Aktinnetzwerk ist ein hochdynamsches Gebilde, das
standig Umformungen durch Auf-, Ab- und Umbau der Aktin lament e erfahrt.
Diese lonnen in einer sehr dichten netzartigen Struktur organisiet sein, aber
auch beispielsweise whrend der Zelladhasion keindelartige Stressfasern ausbil-
den (Abb. 12.4).

12.4.1 Untersuchungsglichkeiten

Studien der strukturellen Reorganisation des Aktinzytoslkeletts wahrend der
Pseudopodienausbildung [Svi99], der zentripetalen Kontraktion von Endothel-
zellen durch Entzendungssignale wie Thrombin [Gar95] oder der Bildung von
Fokalkontakten zur Stabilisierung der Zelladhasion [Gei02, Bal01] haben einen
ersten Einblick in die Regulation des Aktinkortex durch biochemische Signale
gegeben. Mikromechanische Untersuchungen der Zellmemhbrwdieferten Infor-
mationen eber eine Korrelation zwischen viskoelastischem Verhalte der Zel-
le und der Kortexstruktur [Bau99] und dessen Rolle in der Krdtgenerierung
[Eva93]. Generell sind Untersuchungen der viskoelastisgm Eigenschaften in
einer lebenden Zelle mit gro en Schwierigkeiten verbundenDiese setzen Tech-
niken voraus, mit denen sich lokale Informationen gewinnerlassen mit einer
Au esung in der Gm® enordnung eines Mikrometers [Jan04]. Eine Methode, die

3pseudopodien (Schein#i chen) sind Plasmaausstslpungen von Zellen, welche der Fortbe-
wegung und auch der Aufnahme von Nahrung dienen.



120 Kap. 12. Subzellul are Mikrosysteme: Der Aktinkortex

bereits vor mber 80 Jahren entwickelt wurde [Fre22], besteht in der Beolch-
tung der Bewegung eines kleinen Objekts, welches in die Zelkingebracht wird.
Ist das Teilchen magnetisch, &sst es sich durch ein externes Magnetfeld bewe-
gen und die resultierende Dehnung kann durch ein Mikroskop gmessen werden
[BauO1l1]. Ebenso lennen optische Pinzetten zur Kraftubertragung genutzt wer-
den und die Brownsche Bewegung des Objektaést sich zur Charakterisierung
der mechanischen Eigenschaften der Mikroumgebung auswen [Lau03a]. Um
die lokale Natur der Untersuchungstechnik unter Verwendurg einer Mikroprobe
hervorzuheben, wird diese auch aldMikrorheologie bezeichnet. Erweiterungen
der Methode basieren auf der Verwendung mehrerer Mikrokuda und nutzen
die korrelierte thermische Bewegung benachbarter Partikezur Informationsge-
winnung [Cro00]. Mikrorheologische Untersuchungen von Zéen haben gezeigt,
dass das Zytoplasma eine viskose #$sigkeit ist, welche mit einem gelartigen
Netzwerk durchzogen ist. Die Maschengw e ist relativ gro , K wugelchen mit ei-
nem Durchmesser von 50 nm &nnen frei durch die Zelle di undieren [Jon96].
Die Viskositat des Zytoplasma ist mit 10-100 mPa s bis zu 100 mal @rer
als die von reinem Wasser. Hierin spiegelt sich die hohe Pretnkonzentration
in der Zelle wider [LPOOQ]. Der Elastizitatsmodul des Aktinnetzwerks der Zelle
besitzt Werte im Bereich von 100-1000 Pa [Sat96, Lau03b, Tri@]. Mit Hilfe
solcher Messungen ist man nun in der Lage, ein erstes Pro | demechanischen
Eigenschaften einer Zelle und insbesondere des Aktinzyt&sletts zu zeichnen.
Interessante E ekte kamen dabei zum Vorschein: So entsprdtdie Fluktuation
der Organellen innerhalb einer Zelle nicht den Bewegungenimer reinen Dif-
fusion, die allein durch die thermische Bewegung bestimmt wd. Dies deutet
darauf hin, dass die mechanischen Eigenschaften einer Zelind ihr Antwortver-
halten sich fundamental von dem viskoelastischen Eigenseétiten herkemmlicher
Materialien im thermodynamischen Gleichgewicht unterscleidet [Lau03a].
Trotz der vielf altigen Informationen, welche aus den beschriebenelm-vivo -
Studien gewonnen werden konnten, werden diese in ihren &glichkeiten zur de-
taillierten Aufkl arung der zugrunde liegenden Mechanismen der Funktionen de
Aktinkortex durch die Komplexit at des Systems und dessen Kopplung mit an-
deren Zellbestandteilen wie der Membran und dem Plasma eireschmnkt. Eine
Strategie, dieses Problem zuesen, besteht in der Verwendung vonin-vitro -
Modellen, deren Zusammensetzung und Komplex#tsgrad sich gezielt steuern
und reduzieren lassen. Da Aktin lamente in vitro Konturl angen von bis zu
30 m besitzen, kann ihre Struktur und Bewegung nach Anbindung énes Fluo-
reszenzfarbsto s oder Goldpartikels [Dic99] mikroskopish betrachtet werden.
Auf diese Weise lassen sich mechanische Eigenschaften einginzelnen Fila-
ments ermitteln [Git93, Gof02], aus denen Rickschkisse auf die Eigenschaften
komplexe Netzwerke gezogen werdenekinen [Gar04b]. Erganzend zu diesen
Einzel lamentsystemen (eindimensionale Aktinsysteme) hssen sich auch drei-
dimensionale Aktinnetzwerkein vitro erzeugen, rheologisch untersuchen und als
Modell fur den Aktinkortex heranziehen [Jan94, Shi04, GarO4a]. Dise Systeme
eignen sich ebenfalls zur quantitativen Untersuchung der Aiswirkungen akti-
ver Motorproteine auf die mechanischen Netzwerkeigenscliten [HumO02]. Eine
weitere Strategie, die bei der Generierung von biologischmeln-vitro -Systemen
Anwendung ndet, basiert auf der Nachahmung der natrlichen Vorbilder. Die-
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Abbildung 12.5: A) Fluoreszenzaufnahme von Aktin lamenten, die auf den Kepfen
von Siliziumsaulen angebunden sind. Besonders deutlich zu erkennen sind die Fila-
mente, die mber mehrere Kepfe gespannt und damit in ihrer thermischen Fluktuation
eingeschankt sind (weisse Pfeile und verge erter Ausschnitt). B) Aufnahme des Netz-
werks nach Zugabe des vernetzenden Proteins Filamin. Durch die za&lichen Quer-
verbindungen wird der Bewegungsfreiheitsgrad der Filamente eingescankt, so dass
diese sehr gut als de nierte Stange aufgebst werden kennen. In Abbildung C) und D)
sind die beiden oben beschriebenen Situationen nochmals in Form einer schematischen
Zeichnung zur Verdeutlichung wiedergegeben (Abb. aus [Roo03]).

ser Ansatz wird als Biomimetik bezeichnet und bildet damit énen Gegenpol
zur Reduktion und Vereinfachung, das erste Ziel der Verwendng von In-vitro -
Systemen. Das Zusammenspiel beider Motive ereglicht eine Vorgehensweise,
die ein tieferes Versandnis der untersuchten Vorgange erlaubt: Zu Beginn steht
eine maximale Reduktion auf ein charakterisierbares Systa, dessen Komple-
xitatsgrad anschlie end schrittweise ertht wird, um dem naturlichen Vorbild
naher zu kommen. Ein interessantes Beispielefr ein biomimetisches Modell-
system liefert das Studium des BakteriumsListeria monocytogenes Der Ein-
zeller bewegt sich innerhalb seiner Wirtszelle, indem es Aln an seiner Ober-
ache polymerisiert [The92]. In Modellsystemen wurde die Witszelle durch
Zellextrakt und das Bakterium durch Mikrokugeln ersetzt, an deren Ober ache
verschiedene Proteine gebunden waren [Cam99]. Dadurch len sich die ent-
scheidenden Faktoren und Mechanismen des Bewegungsapptea von Listeria
monocytogenesaufdecken. Im Falle der Untersuchung von Aktinkortexmodel
len legt der biomimetische Ansatz die Verwendung von &umlich begrenzten
Aktinnetzwerken als realistisches Modell des Aktinzytosleletts nahe. Es ist zu
erwarten, dass die geometrischen Randbedingungen einentscheidenden Ein-
uss auf die mechanischen Eigenschaften und die durch die Alnpolymerisation
erzeugten Strukturen besitzen. Erste Experimente, in dene Aktinnetzwerke in
begrenzten Geometrien untersucht wurden, begttigen diese Annahmen. Als
Modellsysteme #ir die Untersuchungen wurden Vesikel in der G® enordnung
von 10 m verwendet, die eine Kontrolle des Polymerisationsvolumes erlau-
ben [Hel01, Lim02]. Durch Einsatz photolithographischer Techniken erreichten
Rooset al. eine entscheidende Weiterentwicklung der biomimetischeModelle
hinsichtlich der geometrischen Randbedingungen: lhnen deng die Konstruk-
tion eines quasi zweidimensionalen Aktinnetzwerks, weldass auf Mikrosaulen
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xiert ist [Ro003]. Dieses Netzwerk, das durch seine Struktr ein sehr realisti-
sches Modell desau erst d ennen schalenérmigen Aktinkortex darstellt, konn-
te durch Zugabe von quervernetzenden Proteinen weiter striituriert werden
(Abb. 12.5). Die quantitative Analyse der Filament uktuat ionen innerhalb des
Netzwerks ebenso wie der Transport kleiner an Myosin V gebutener Partikel
entlang der Filamente war meglich.



Kapitel

13

In-vitro-Aktinkortexmodelle

13.1 Oberachenstrukturierung

Die gezielte Polymerisation quasi zweidimensionaler Aktinetzwerke erfordert
eine de nierte chemische und topologische Strukturierung Zum einen nmeissen
chemische Signale vorhanden sein, die eine Reaktion wie diktinpolymerisa-
tion initiieren k ennen, und zum anderen physische Randbedingungen, welche
die chemisch eingeleitete Strukturbildung in festgelegteGeometrien lenkt.

Ausgehend von der Arbeit von Rooset al. [Roo03] sollte das Potential der
HOT zur Mikrostrukturierung von Ober achen untersucht werden. Die Mi-
krosaulen werden dabei durch paparierte Mikrokugeln ersetzt. Ein Vorteil die-
ser Methode besteht darin, dass die Obemchenin situ wahrend eines Expe-
rimentes zu verschiedenen Zeitpunkten modi ziert werden lonnen. Dazu wer-
den Kegelchen optisch gefangen und an die Oberche der Probenkammer ge-
bracht, an der sie durch Ausnutzung elektrostatischer und unspezi scher Wech-
selwirkungen gebunden werden &nnen. Dariber hinaus bietet die Technik die
Meglichkeit, neben einer topologischen Strukturierung ebefalls eine chemische
Strukturierung zu erzielen, indem unterschiedlich behanélte Keugelchen ver-
wendet werden. Der Gebrauch von Mikrokugeln mit verschiedeen Ober achen
ermeglicht damit die Erzeugung von Ober achen mit komplexen chemischen
Eigenschaften. Da die Mikrokugeln an die Oberachen angebunden werden,
stellt ein Austausch verschiedener Medien in diesem Ansatkein Problem dar.
Die dabei auftretenden Krafte sind nicht ausreichend, um die xierten Partikel
wieder abzubsen.

13.1.1 Versuchsduraltirung

Um eine Ober achenstrukturierung mit dem Ziel einer anschlie enden geglten
Aktinpolymerisation mit Hilfe der HOT zu erreichen, muss das verwendete Sys-
tem mehrere Bedingungen esdllen. Die Mikrokugeln, mit denen die Ober ache
strukturiert werden soll, messen chemisch so modi ziert sein, dass auf ihren
Ober achen die Polymerisation und Anbindung von Aktin lamenten erfolgen
kann, ebenso mussen sie sich durch spezi sche oder unspezi sche Wechsélw
kung mit der Zellober ache an diese anbinden lassen. Die Obesiche selbst soll-
te dareber hinaus passivierende Eigenschaften beglich einer Aktinadsorption
bzw. Proteinadsorption im Allgemeinen besitzen. Das Mikrousssystem sollte
in der Lage sein, verschiedene Substanzen und insbesondezi@ Reservoir an

123
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Abbildung 13.1: Schematische Darstellung derln-situ -Lithographie mit HOT zur
topologischen und chemischen Strukturierung von Oberachen. Der Boden der Zelle ist
mit Polylysin beschichtet, um eine Anheftung der ebenfalls mit Polylysin besche¢hteten
Mikrokugeln zu verhindern. Mittels HOT werden die Kolloide eingefangen, strukturiert
und an die mit BSA beschichtete Flusszelldecke geheftet. Die negative Ladung der
BSA-Schicht bewirkt eine dauerhafte Fixierung der Struktur durch elektrostatische
Anziehung.

freien Mikrokugeln bereitzustellen. Zur Erfellung der letztgenannten Vorausset-
zung wurde das in Kap. 11.3 vorgestellte Parallel usszellasystem verwendet.
Dieses stellt #iIr jede verwendete Substanz einen separaten Kanal zur Verfung.

Zusatzlich wird ein Kanal mit Wasser befullt, um die Zelle vor und nach In-

jektion einer Mikrokugelsuspension zu splen. Auf diese Weise wird verhin-
dert, dass sich die Suspension mit den Pu esungen durchmischt, wodurch ein
unspezi sches Anbinden der Kegelchen an die Zelloberache vermieden wird.
Um eine Nukleation der Aktinpolymerisation an den Kugelobe achen zu er-
reichen, werden diese mit Polylysin beschichtet. Bereits 279 konnten Brown

et al. [Bro79] zeigen, dass auf solche Weise gyparierte Partikel in der Lage

sind, die Aktinpolymerisation zu initiieren und zu beschleunigen! Durch die

Beschichtung mit Polylysin besitzen die Mikrokugeln bei pH= 7 eine sehr hohe
positive Ober achenladung und wirden daher sofort an die negativ geladenen
Glasober achen und plasmabehandelten PDMS-Oberachen binden. Um das
zu verhindern, wird der kanalbildende Boden der Mikro usszelle ebenfalls mit

Polylysin inkubiert. Die elektrostatische Absto ung verh indert dann das un-

geweinschte Festkleben der Kolloide an der Oberache.

Die Decke der Zelle wird mit Rinderserumalbumin (bovines Seumalbumin,
BSA) beschichtet. Die Proteinlage ertllt zwei Aufgaben: Zum einen besitzt
BSA bei pH = 7 eine negative Nettoladung, so dass die positiv gladenen Mi-
krokugeln durch elektrostatische Wechselwirkung an der Deke der Flusszelle
xiert werden k ennen. Zum anderen besitzt BSA proteinabweisende Eigensalf

LErstaunlicherweise bewirkt das Polylysin nicht nur die Ausbil dung radial nach auen
weisender Aktin lamente auf der Kugelober e&che. Dareber hinaus stellten Brown et al. durch
elektronenmikroskopische Aufnahmen fest, dass @mtliche Filamente bezeglich ihrer Polarit at
die gleiche Orientierung relativ zur Kugelober ache aufweisen [Bro79].
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Abbildung 13.2: Drei verschiedene HOT-Anordnungen wurden zur sequentiellen
Ober achenstrukturierung in fenf Teilschritten eingesetzt. Jeweils ein hexagonales,
ein orthogonales und ein geschertes Arrangement optischer Fallen wurden mit poly-

lysinbeschichteten Keigelchen (d = 2 m) befullt. Anschlie end wurden diese auf einer
BSA-Ober ache xiert.

Abbildung 13.3: Eine hexagonal strukturierte Ober ache ksst sich in sequentieller

Weise durch Anheftung von jeweils sieben optisch gefangenen Mikrokugeln erzeugen.
Die Flache ksst sich beliebig erweitern.
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Abbildung 13.4:  Vier hexagonale Anordnungen von polylysinbeschichteten Mikroku-
geln wurden auf einer BSA-Ober ache xiert (a). Nach Inkubation mit G-Aktin-L  esung
und Anfarbung sind deutlich Aktin lamente zu erkennen, welche fest an die Mikroku-
geln gebunden sind.

ten auf und verhindert somit die unspezi sche Anbindung desAktins [McGOQ].
Die Vorgehensweise zur Strukturierung der Zelloberache mit biofunktionali-
sierten Mikrokugeln ist schematisch in Abb. 13.1 zusammenegfasst. Uber einen
der zufuhrenden Kanale werden die beschichteten Partikel in die Zelle einge-
bracht. Aufgrund ihrer spezi schen Dichte ( = 1;01 g ml 1) sedimentieren
diese innerhalb weniger Minuten und bilden am Boden der Fluszelle ein Re-
servoir frei beweglicher Keigelchen. Die elektrostatische Absto ung verhindert
eine Anbindung an den Zellboden. HOT lennen nun dazu genutzt werden, ei-
ne Vielzahl von Kegelchen optisch einzufangen, in einem bestimmten Muster
anzuordnen und an die Decke der Zelle zu bewegen. Aufgrundeddtrostatischer
Anziehung zwischen den positiv geladenen Kgelchen und der negativ gelade-
nen Proteinschicht der Decke kommt es zum Anbinden der Kollade [Hoo02].
Die durch die HOT vorgegebene Struktur ist damit auf die Glasober acheeber-
tragen worden. Der Vorgang ksst sich beliebig oft wiederholen. Dadurch lassen
sich auch gm® ere Flachen in kurzer Zeit strukturieren. Diese sequentielle Vor
gehensweise ist in vielen Rllen einer einstu gen Strukturierung durch HOT
vorzuziehen. Zwar ist es neglich, eine extrem gro e Zahl optischer Fallen durch
die HOT-Technologie zu erzeugen, jedoch muss bedacht werdedass die zur
Verfugung stehende Laserleistung aufesmntliche optische Fallen verteilt wird.
Die resultierenden Federkonstanten und damit die Stabili®t der Fallen sinken.
Dies erschwert das Badillen. E zienter ist daher oft die Zerlegung des Zielmu-
sters in Untereinheiten, die nacheinander erzeugt werdenXbb. 13.3). Auch die
Kombination verschiedener Muster ist meglich. Abb. 13.2 zeigt die sequentielle
Ober achenstrukturierung mit feunf verschiedenen HOT-Mustern. Sind die Mi-
krokugeln an der beschichteten Glasoberache xiert, lassen sie sich nicht mehr
durch optische Pinzetten entfernen. Auch einem ®heren Fluss von mehreren
100 |s ! halten die Strukturen stand.

Zur Erzeugung von Aktinnetzwerken werden nach der Anhefturg der Mi-
krokugeln an die Zelldecke dieuberschussigen Kegelchen durch Smlen der
Flusszelle mit Wasser entfernt. Daraufhin wird eine frisch bereitete G-Aktin-
Lesung (1,25 M in F-Pu er) injiziert und f wr 20 min inkubiert. Die gerin-
ge G-Aktin-Konzentration bewirkt eine relativ langsame Neubildung von Fila-
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Abbildung 13.5: Fluoreszenzaufnahme von Aktin lamenten, deren Polymerisation
durch auf Polystyrokegelchen (Durchmesser 2 m) angebundenem Polylysin induziert
wurde. Die Mikrokugeln sind auf einer BSA-beschichteten Oberache xiert. In a)

sind die Filamente im Flussigkeitsstrom in Beindeln ausgerichtet. Der rot markierte
Ausschnitt zeigt die Ausbildung einer Netzwerkstruktur zwischen benachbarten Mi-
krokugeln. Abbildung b) zeigt die sternfermige Polymerisation der Aktin lamente auf

den Kugelober achen.

menten in Lesung. Polylysin beschleunigt den Nukleationsprozess, deersten
Schritt der Aktinpolymerisation, und initiiert so die Bild ung von Aktin la-
menten auf den Mikrokugelober achen. Anschlie end wird die Zelle mit einer
Phalloidin-TRITC-L esung (1,25 M in A" -Puer) gespeult und 10 min inku-
biert. Phalloidin 2 bindet spezi sch an die Aktin lamente und verhindert deren
Depolymerisation. Durch Kopplung mit dem Fluoreszenzfartsto TRITC wird
gleichzeitig ein Marker in das System eingebracht, der einéchtmikroskopische
Visualisierung der Aktinpolymere erlaubt. Vor der mikroskopischen Betrach-
tung der Probe wird mberschussiger Farbsto durch Spelen mit A* -Pu er aus
der Zelle entfernt.

In Abb. 13.4 ist das Ergebnis eines nach dem beschriebenen Nahren er-
zeugten Systems zu sehen. Die Fluoreszenzaufnahme zeigtutieh erkennbar
Aktin lamente, die an den Mikrokugeln xiert sind. Einige v on ihnen ragen in
die Flussigkeit hinein, andere sindeber mehrere Kegelchen gespannt. Auf der
BSA-beschichteten Zellober ache be nden sich keine Aktin lamente. Eine Ver-
gre erung (Abb. 13.5) zeigt, dass auch die Filamente nur an denMikrokugeln
verankert sind. Der zwischen diesen liegende Teil des Filaemts kann weiterhin
frei uktuieren und heftet sich nicht an die Ober ache (Abb. 13.6).

13.2 Sensorische Ob@&chen

Die vorgestellte In-situ -Lithographie durch HOT stellt einen vielversprechenden
Zugang zur exiblen Mikrostrukturierung von Ober achen dar. Insbesondere in
Verbindung mit speziellen Mikro uidiksystemen sind kompl exere Anordnungen
realisierbar, die auch eine chemische Strukturierung erlaben. Trotz der vielen

2Phalloidin ist eines der Gifte des Knollenbl atterpilzes. Die Giftwirkung besteht in der
Inhibition der Depolymerisation zellularer Aktin lamente. Dies  behindert die Zellmotilit at
und zerstert die Dynamik des Zytoskeletts.
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Abbildung 13.6: Fluoreszenzaufnahme eines Aktinnetzwerks auf einer hexagonalen
xierten Mikrokugelstruktur. Die thermische Bewegung der einzelnen Filamente ist in
der Zeitserie deutlich zu erkennen.

Vorteile einer stabilen Fixierung der Strukturen hinsichtlich ihrer Handhabung,
so ermpglicht das robuste System einen problemlosen Austausch woFlessig-
keiten ohne die Strukturierung zu zerseren, bleibt ein Nachteil, der in ihrer
Stabilit at begrendet ist. Die ausgebildeten Strukturen sind starr und las&n
sich durch optische Pinzetten nicht mehr vemndern. Ein Einsatz als Kraft-
sensor zur Messung der mechanischen Eigenschaften eineofinnetzwerks ist
damit nicht m eglich. In diesem Abschnitt soll daher eine Erweiterung derOber-

achenstrukturierung vorgestellt werden, die zum einen weerhin die Vorteile
eines xierten Systems besitzt und zum anderen exiblere Stukturen liefert, die
einen gewissen Freiheitsgrad in ihrer Bewegung aufweiseDazu wird ein Ansatz
von Ladam et al. aufgegri en [Lad03]. Diese erzeugten viskoelastische Hydge-
le auf Glasober achen und charakterisierten deren mechanische Eigenschei.
Die Federkonstanten der 200 - 2000 m dicken Gele lagen in der Gp enordnung
von einigen pN m 1. Das entspricht dem Bereich der mit optischen Pinzetten
zuganglich ist. Ebenso liegen die Kafte der Protein-Protein-Wechselwirkung
in diesem Bereich. Die elastischen Obemchen stellen damit ein interessan-
tes System zur Charakterisierung der biomimetischerin-vitro -Systeme dar. Im
folgenden Abschnitt wird beschrieben, wie dieses System mider Mikro uidik
und HOT-Technik kombiniert wurde, um kraftsensorische Mikroober achen zu
realisieren.

13.2.1 Hyaluroreuregele

Die Hydrogele werden aus dem Polysaccharid Hyaluromsire (hyaluronic acid,
HA) gebildet. Das hoch negativ geladene Polymer &hlt zur Gruppe der Glyco-
saminoglycane (GAG) und ist aus der Disaccharid-Einheit DN -Acetyl-Glucosa-
min- -D-Glucuronsaure aufgebaut (Abb. 13.7). HA nden sich als Hauptbe-
standteil in verschiedenen Geweben wieder. Beispiele hier sind die Haut,
wo sie als Matrix fur die Zellen dient. Aufgrund der besonderen viskoelasti-
schen Eigenschaften ist sie Hauptbestandteil der Gelenkissigkeit und wirkt
als Schmiermittel bei allen Gelenkbewegungen. Schlie lic wirkt HA als Regu-
lator wahrend der Zelladrasion [Sac02, Zim02] und spielt auch eine entschei-
dende Rolle bei der Embryonalentwicklung, indem es als Pu & zwischen den
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Abbildung 13.7: Dissacharid-Grundeinheit der Hyaluronsaure.

HOT

PDMS Hyaluronséuregel

freie mit Polylysin fixierte Kugeln
beschichtete Mikrokugeln

) Austausch von Lésungen
Polylysin

Abbildung 13.8: Schematische Darstellung der Oberachenstrukturierung von Mi-
krogelkissen zur Erzeugung kraftsensorischer Elemente.

Bindegewebszellen wirkt [Too92]. Neben der biologischen &leutung, welche
der HA zukommt, ist diese ein interessantes Objekt zur Untesuchung physiko-
chemischer Eigenschaften von asungen und Netzwerken aus Polyelektrolyten.
HA ist ein riesiges Polymer mit einem Molekulargewicht von bs zu 4 MDa. Dies
entspricht 10* Wiederholungseinheiten und einer Konturlange von etwa 10 m.

Bei neutralem pH ist die HA deprotoniert und besitzt eine Ladungsdichte von
etwa 1enm 1.

13.2.2 Herstellung der Gelobachen

Die Vernetzung und Anbindung der Hyaluronsaure an die Glasoberache der
Mikro uidikzelle entspricht weitgehend dem Protokoll von Ladam et al. [Lad03],
wurde jedoch in einem entscheidenden Punkt erweitert, um etxem deinne Gel-
schichten bestimmter Geomtetrie zu erzeugen. Zu diesem Zwk wurden Gussfor-
men aus PDMS hergestellt, welche Aussparungen besitzen, elimit dem Gel
befullt werden kennen. Bei dieser Herstellungsmethodeakst sich die Hohe
des Gels durch die bhe der PDMS-Weande bestimmen. Gelschichten mit ei-
ner Dicke von 30 m sind auf diese Weise zugnglich und kennen mit der
oben vorgestellten Mikro uidiktechnik kombiniert werden . Der schematische
Aufbau einer solchen Zelle ist in Abb. 13.8 dargestellt. Nalka Herstellung der
PDMS-Gussformen, der sgteren Decke der Flusszelle, wird die Glasobemche
mit einer alkalischen Lesung aktiviert. Auf diese Weise werden an der Glas-
ober ache aktive Si-OH-Gruppen erzeugt, welche mit demN -(6-Aminohexyl)-
aminopropyl]-trimethoxysilan (AHAPTMS) umgesetzt werden kennen. Nach
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Abbildung 13.9: In (a) ist der Prozess der Aminosilylierung von aktivierten Glas-
ober achen dargestellt. Abb. (b) zeigt die Aktivierung einer Saure zur anschlie enden
Reaktion mit Aminogruppen. Auf diese Weise ksst sich Hyaluronsure an Glassubstra-
te anbinden und vernetzen.

erfolgter Reaktion tregt die Glasober ache freie Aminogruppen, die zur ko-
valenten Anbindung der Hyaluronsaure genutzt werden. Die Carboxylfunktion
des Polysaccharids wird mitN -(3-Dimethylaminopropyl)- N -ethyl-carbodiimid-
hydrochlorid (EDC) und N -Hydroxysuccinimid (NHS) aktiviert (Abb. 13.9).
Durch Reaktion mit den Aminogruppen der Glasober ache und den Amino-
gruppen der Hyaluronsure kommt es zur Anbindung und Vernetzung des Poly-
saccharids. Nach Hinzuéigen des Bodens der Flusszelle mit zaszlichen Kanalen
ist das System einsatzbereit und steht éir die Experimente zur Verfegung.

Die Strukturierung der Gelober achen erfolgt analog zu der in Kap. 13.1 be-
schriebenen Dekorierung von Glasobemchen. Aufgrund der negativen Ladung
der Hyaluronsaure bei pH = 7 eignen sich auch in diesem Fall mit Polylysin be
schichtet Mikrokugeln zur Anheftung. Die elektrostatische Anziehung xiert die
Kugeln auf dem Gel, so dass sie sich nicht mehr durch die optthen Pinzetten
entfernen lassen.

13.2.3 Charakterisierung der Gelotsahen

Die Anbindung der Mikrokugeln an die Gelober achen und das auf diese Weise
gebildete exible System wurde durch Analyse der thermisclen Bewegung und
mittels Kraftexperimenten unter Anwendung der HOT n aher untersucht. Zur
Auslenkung einer xierten Mikrokugel wurde unter Anwendun g des in Kap. 7
beschriebenen Verfahrens eine Hologrammserie generieviglche den Laserfokus
in 40 nm-Schritten bis zu einer maximalen Auslenkung von 8 m verschiebt.
Die optische Pinzette wird auf der Mikrokugel positioniert, so dass diese sta-
bil gefangen wird. Erkennbar ist dies an einer Abnahme der Arplitude der
thermischen Bewegung. Wird nun der Fokus verschoben, so fgi die Kugel der
Pinzette bis zu dem Punkt, an dem die optische Kraft die rickstellende Kraft
des Gelkissens nicht mehr kompensieren kann (Abb. 13.10). i® Mikrokugel
verlasst die sich weiter bewegende optische Falle und kehrt zur #sgangsposi-
tion zuruck. Eine mehrmalige Wiederholung der Auslenkung dhrt jeweils zu
identischen Resultaten: Die maximale Auslenkung und die Asgangs- oder Ru-
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Abbildung 13.10: Zwei polylysinbeschichtete Mikrokugeln sind auf einem Hyalu-
ronsauregel xiert (a). Durch HOT wird eine der beiden Kugeln aus ihrer Ruhelage
(gren) ausgelenkt (b). Bei einer maximalen Auslenkung von 5,3 m (rot) verl asst die
Kugel die optische Falle und relaxiert in ihre Ausgangsposition.
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Abbildung 13.11: Mehrmalige Auslenkung einer auf einem HA-Gel xierten Mikro-
kugel. Die Kugel wird durch eine optische Pinzette ausgelenkt und kehrt anschlie end
wieder in ihre Ausgangsposition zueick.

heposition des Kegelchenandern sich nicht (Abb. 13.11). Dies zeigt, dass die
Partikel fest an die Gelober ache angebunden sind und durch eine elastische
Deformation des Gels bewegt werden énnen. Die rickstellenden Krafte lassen
sich durch Federkonstanten charakterisieren, welche in degleichen Gre enord-
nung liegen wie diejenigen der optischen Pinzetten (pN/ m).

Das Relaxationsverhalten der Mikrokugel kann zur Gewinnurg der visko-
elastischen Eigenschaften des Hyaluromsiregels herangezogen werden. Unter
der Annahme, dass sich dieses wie ein Voigt-System vesilt, wird die Bewe-
gung des Teilchens nach Auslenkung und Verlassen der optisen Falle durch
Gl. 12.6 beschrieben. Die KraftF entspricht in dem hier beschriebenen Ver-
fahren der maximalen Kraft bei gegebener Laserleistung, wehe sich durch die
optische Pinzette auf ein gefangenes Teilchen auben lasst. Bestimmen ksst
sich diese in einem Stokeschen Kalibrierungsansatz (Kap..5) durch Ermitt-
lung der maximalen Auslenkungsgeschwindigkeit. Exemplasch ist eine solche
Analyse in Abb. 13.12 dargestellt. Die Verwendung einer opschen Pinzette
mit einer maximalen ausibbaren Kraft von 15,7 pN fehrt zu einer Auslenkung
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Abbildung 13.12:  Relaxation einer auf einem HA-Gel xierten Mikrokugel, nach Aus-
lenkung durch eine optische Pinzette. Die Kugel kehrt in ihre Ausgangslage zuick und
beschreibt einen Verlauf, welcher durch das Voigt-Modell angeshert werden kann (rot).

der Mikrokugel um 5,3 m. Durch Angleichen der Funktion aus Gl. 12.6 an die
experimentell ermittelte Orts-Zeitkurve k ennen die Federkonstantek und der
Reibungskoe zient  bestimmt werden. Die thermische Bewegung der Partikel
lasst sich ebenfalls nutzen, um Informationenuber die elastischen Eigenschaf-
ten des Systems zu gewinnen. Dieses Vorgehen entspricht ima&entlichen der
Kalibrierung einer optischen Pinzette durch die Auswertung der thermischen
Fluktuationen. Auf diese Weise lasst sichk bestimmen, welches das Potential
der optischen Falle bzw. des Systems aus Gel und Mikrokugeldschreibt. Die er-
mittelten Federkonstanten besitzen im Mittel einen Wertvon 1 pN m 1, zeigen
allerdings eine gro e Streuung, die Standardabweichung teagt 0,5 pN m 1.
Die mit Mikrokugeln strukturierte Gelober ache stellt sich somit als sehr in-
homogen dar. Dies ist versandlich, bedenkt man die ungeordnete Struktur des
Polymernetzwerks und die nicht-planare Ober ache des Gelkissens. Vereinzelt
kennen Polymerstmnge weiter in die Losung hineinragen und auf diese Weise
durch Anbinden an die Mikrokugeln diese sarker xieren. Allerdings ist an die-
ser Stelle anzumerken, dass die mit Kolloiden strukturieren Gele mikroskopisch
betrachtet keine au alligen Ober achentwhenunterschiede aufweisen. &ntliche
Mikrokugeln be nden sich mit einer Abweichung von weniger ds 1 m in der
gleichen Ebene.

Zur Anwendung als quantitative Kraftsensoren sind die Strukturen damit
prinzipiell geeignet. Krafte in der Gre enordnungen von 1 pN lassen sich de-
tektieren. Allerdings muss die zur exakten Erfassung der wkenden Krafte je-
der Kraftsensor einzeln kalibriert werden, bedingt durch de Inhomogenitat des
Systems. Die vorgestellte Herstellungsmethode unter Verendung von PDMS-
Formen bietet einen Zugang zu sehr ennen Mikrogelkissen, die sich in das
Mikrolabor integrieren lassen. Die Schichtdicken im Bereth von 30 m sind
wesentlich geringer als die von Ladanet al. in ihrem makroskopischen Ansatz
hergestellten Substrate. Die HA-Gele bilden nicht nur ein vskoelastisches Sys-
tem mit einem au erst geringen Elastizitatsmodul, sondern stellen gleichzeitig
ein bioanaloges Substrat dar, das der Obemche von Geweberahnelt.
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Abbildung 13.13: Schematische Darstellung eines optisch xierten exiblen Aktin-
netzwerks. Durch HOT werden Mikrokugeln strukturiert. Diese bilden ein Gerest, das
zur Generierung eines quasi zweidimensionalen Aktinetzwerks genutzt werden kann.
Eine anschlie ende Manipulation durch Bewegen der einzelnen optischen Fallen ist
meglich. Auf diese Weise lassen sich gezielt afte ebertragen und quantitativ bestim-
men. Durch einen Austausch der umgebenden kiksigkeiten lassen sich Interaktionen
mit anderen chemischen Faktoren realisieren und deren Auswirkungen auf die mecha-
nischen Eigenschaften untersuchen.

13.3 Freies Aktinnetzwerk

Trotz der vielfaltigen und exiblen Einsatzm eglichkeiten der oben beschriebe-
nen chemischen Mikrostrukturierung nutzt diese nicht das gsamte Spektrum
der Meglichkeiten der HOT aus. Manipulationen der Strukturen und Kraftmes-
sungen sind aufgrund der Fixierung der Kugelchen auf einen begrenzten Bereich
eingeschankt. Die sensorischen Oberachen lassen sich zwar zur Kraftmes-
sung einsetzen, eine weitreichende Vanderung der strukturellen Anordnung
der Partikel ist jedoch ebenfalls nicht realisierbar. Der ge tm egliche Grad an
Flexibilit at lie e sich durch ein System erreichen, welches keinerlefrixierung
der Objekte an einer Ober ache aufweist. Im Falle eines biomimetischen Aktin-
netzwerks entspricht dies einer Anordnung von Mikrokugeln welche allein durch
HOT in einer Leosung an ihren jeweiligen Positionen xiert sind (Abb. 13.13).
Zwischen ihnen lassen sich Aktin lamente aufspannen, die af diese Weise ein
Modellsystems des zweidimensionalen Aktinkortex ausbildn. Die hohe Flexibi-
lit at des Systems wirde dann eine weitergehende aktive Manipulation ermgli-
chen. Durch Veranderung der Mikrokugeln lassen sich gezielt Deformatione
erzeugen und Kmfte wbertragen, die sich gleichzeitig durch die Auslenkung
der benachbarten Kugeln guantitativ erfassen lassen. Ein Fissigkeitsaustausch
sollte dareber hinaus einen Zugang zu dem Ein uss verschiedener chesther
Signale auf die mechanischen Eigenschaften des Modells emglichen.

Die notwendigen Voraussetzungen, welche an den apparatimeAufbau und
die eingesetzten Techniken zu stellen sind, um ein solches ddellsystem zu
generieren, sind nicht zu untersclatzen. Die zahlreichen Experimentierschrit-
te, wie Strukturierung der Mikrokugeln, wiederholte Anderung des chemischen
Milieus und Manipulation der Struktur, stellen h echste Anspriche an die Sta-
bilit at und Reproduzierbarkeit der verwendeten Methoden. Absche end soll
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Abbildung 13.14: Befullungsschema der Parallel usszelle zur Erzeugung eines frei-
en Aktinnetzwerks. Die blauen Areale kennzeichnen den Bereich der Durchmischung
benachbarter Flussigkeiten aufgrund von Di usion. Rot gekennzeichnet ist der Arbeits-
bereich der HOT.

Abbildung 13.15:  Bildung eines Aktinnetzwerks durch Anwendung der Parallel uss-
zelle. Mit NEMHMM beschichtete Mikrokugeln werden in einem Strom von Aktin la-
menten platziert. Durch Rotation des Kugelgerustes werden Filamente zwischen den
Kolloiden in samtlichen Richtungen ausgerichtet und angebunden.

daher das in dieser Arbeit entwickelte Mikrolabor an dieserAufgabenstellung
getestet werden.

13.3.1 Versuchsduraltirung

Die Parallel usszelle wurde genutzt, um ein freies optischgefangenes Aktin-
netzwerk zu erzeugen (Abb. 13.14). Dazu wurden die vier Kagle mit einer Sus-
pension von mit NEMHMM beschichteten Mikrokugeln, reinem Wasser, einer
Pu erl esung und uoreszenzmarkierten Aktin lamenten gefullt. Um die einzel-
nen Flussigkeitszonen vor einer Durchmischung durch Di usion zuschetzen,
wird ein konstanter Flussigkeits uss von etwa 40 |s ! in allen Kanalen einge-
stellt. Der Wasserkanal trennt die Kegelchen vollsendig von den salzhaltigen
Pu ersystemen. Ein Anbinden der Mikrokugeln an die Zellober ache wird auf
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Abbildung 13.16: Die Bildserie zeigt die Bildung eines Aktinnetzwerks mit Hilfe des
parallelen Mikro usssystems. Eine optisch gefangene Anordnung von 8 Kgelchen wird
in einem konstanten Strom von uoreszenzmarkierten Aktin lamenten platziert. Die
Anbindung dieser Filamente wird durch ein kontinuierliches Drehen des Netzwerks
erleichtert. Dabei wird eine freie Mikrokugel, welche durch ein Aktin lament m it dem
Netzwerk verbunden ist, aufgewickelt und in dieses hineingezogen.
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diese Weise verhindert. Mit den HOT werden im ersten Kanal 8 Kugeln einge-
fangen und in einem Quadrat angeordnet. Dieses wird durch deWasser- und
Pu erbereich bewegt und in den F-Aktin-Strom gebracht. Sobald die Filamente
auf die Kugeln tre en, k ennen diese durch das NEMHHM auf den Kolloiden
xiert werden. Nach einigen Minuten bildet sich auf diese Wese ein Bendel
vieler Aktin lamente an den einzelnen Kugeln aus, die im Flussigkeitsstrom
ausgerichtet sind. Um eine Verteilung auch zwischen den Kugin in samtlichen
Richtungen zu erreichen und damit die Generierung eines Netverks, werden die
Meglichkeiten der dynamischen HOT genutzt, um das gesamte Kiiloidensemble
zu rotieren (Abb. 13.15). In Kombination mit dem konstanten Fleussigkeitsstrom
wird dadurch eine homogene Verteilung der Filamente in alle Richtungen zwi-
schen den Mikrokugeln des optisch xierten Gewmists gevahrleistet.

Eine quadratische Anordnung von acht Mikrokugeln (2 m Durchmesser)
wurde optisch eingefangen und in den konstanten Fluss von Atin lamenten
eingebracht. Die Polymere wurden an die Kugeln gebunden undm Flessig-
keitsstrom ausgerichtet. Eine Rotation des kolloidalen Nézwerks durch Rotati-
on des Hologramms ermglichte eine Verteilung der Filamente in verschiedene
Richtung innerhalb der Netzwerkebene (Abb. 13.16).

13.4 Ausblick: Einzelzelluntersuchungen

Zum Abschluss soll ein Ausblick hinsichtlich der Meglichkeiten des Mikrolabors
auf ein neues Anwendungsgebiet gegeben werden, den Einsater vorgestell-
ten Mikroplattform f wr Einzelzellexperimente. Zellen stellen die fundamentad
strukturelle und funktionelle Grundlage des Lebens dar. Ene Untersuchung der
vielfaltigen biochemischen Bausteine und Sto wechselvorgnge auf zelluarer
Ebene ist somit essentiell éir das Verstandnis der komplexen physiologischen
und pathologischen Vorgange jedes Organismus. Geshnlich werden solche In-
formationen aus der Analyse einer gro en Zellpopulation van mehreren tau-
send Zellen gewonnen. Die Daten re ektieren somit eineruber das gesamte
Zellensemble gemittelten Parameter. Diese Ergebnisseskinen irrefehrend sein.
Immer mehr biologische Prozesse werden aufgedeckt, in demélas individuelle
Verhalten der einzelnen Zellen nicht durch das mittlere Vehalten einer Viel-
zahl von Zellen beschrieben werden kann [Lid03]. Ein Beispl hiefur stellt die
Kontrolle des Lactose- und Arabinose-Promotors inEscherichia coli dar. Bei
dieser Funktion handelt es sich um ein bimres System, das lediglich die zwei
Zustande , ein\ und ,,aus\ annehmen kann. Eine Zellpopulation, die einer nicht
sattigenden Initiatorkonzentration ausgesetzt ist, bestent aus zwei Subgruppen,
deren Proteinexpression entweder ein- bzw. ausgeschaltet [Mal73, Sie97]. Der
gemessene Durchschnittswereiber die gesamte Population liefert daher Aussa-
gen wber die Zahl der Zellen im jeweiligen Zustand und nichteber scheinba-
res graduelles Expressionsverhalten einer einzelnen Zellinsbesondere in der
funktionellen Genomanalyse, bei der Momentaufnahme der Tanskription und
Translation analysiert werden, ist dieser Aspekt von entsbeidender Bedeutung.
Ein weiteres Problem, das bei der funktionellen Genomanalge von Zellpopu-
lationen auftritt, basiert auf den wblicherweise erforderlichen Reinigungs- und



13.4. Ausblick: Einzelzelluntersuchungen 137

a) b)
30 pm 30 pm
| ]

Abbildung 13.17:  Durch den T-fermigen Tropfengenerator lassen sich einzelne Zellen
gezielt selektieren (a) und in kleinste Kompartimente einschliessen. Das Volumen des
in (b) dargestellten zellenthaltenden Tropfens entspricht etwa 30 pL.

Konzentrationsschritten. Da Zellen innerhalb von Sekund& und Minuten auf
Reize reagieren kbnnen, besteht die Gefahr, dass die gemessenen Daten eine
Reaktion auf die Probenpmparation ist.

Die direkte Untersuchung an einer einzelnen Zelle wrde diese Probleme
lesen und gleichzeitig die erforderlichen Zellmengen auf eiMinimum reduzie-
ren. Es besteht daher ein gro es Interesse an neuen Methodetter Probenbe-
reitung und prazisen Analyse auf der Einzelzellebene. Zur Zeit stellen ke
Untersuchungen eine gro e Herausforderung dar, jedoch Ifert die Anwendung
neuer Technologien vielversprechende Amdze. Die Mikro uidik nimmt dabei
eine Schusselstellung ein, da mit ihr kleinste Probenmengen im Mikometerbe-
reich manipuliert und analysiert werden kennen [And03]. Verschiedene Fluss-
zelldesigns konnten erfolgreich zur Separation und HandHhaung einzelner Zellen
eingesetzt werden [Whe03, 1ri04, Wu04, He05].

Durch die Kombination mit einer temperierbaren Probenhalterung konnte
auch das in dieser Arbeit vorgestellte Mikrolabor #ir die Handhabung von Zell-
suspensionen eingesetzt werden. Die Kate konnten problemlos mit den Zellen
befullt werden, ohne dass diese Schaden nahmen. Mit Hilfe des @pfengene-
rators gelang es, einzelnen Zellen gezielt zu selektieremd in Kompartimente
einzuschlie en, deren Volumen weniger als 100 pl betrug (Ab. 13.17).
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Materialien und Methoden

14.1 Behandlung von Glas- und PDMS-Oleehen

Glasober achen werden in einer im Verhltnis 1:5 mit Wasser verdennten alka-
lischen Lesung (Extran, Merck) fer 15 min im Ultraschallbad gereinigt. Die Pro-
ben werden geindlich mit Wasser gespult und anschlie end fer weitere 15 min
im Wasser im Ultraschallbad belassen. Anschlie end werderdie Proben mit
Millipore-Wasser gespilt und im Sticksto strom getrocknet. Zur Inkubation
werden die Glasoberachen mit einer BSA-Loesung (10 mg ml 1) oder Polyly-
sinlesung (5 mg ml 1) bedeckt und 15 min inkubiert. Die Proben werden mit
Millipore-Wasser abgespilt und im Sticksto strom getrocknet.

Zur Beschichtung der PDMS-Ober achen der Mikro usszellen werden diese
unmittelbar nach der Plasmabehandlung (0,5 mbar Sauersto, 150 W, 30 s) mit
den jeweiligen Losungen bedeckt. Nach 15miwtiger Inkubationszeit werden die
PDMS-Proben grundlich mit Millipore-Wasser gespellt und im Sticksto strom
getrocknet.

14.2 Aminosilylierung von Glasobechen

Die PDMS-Formen werden gen& dem Protokoll zur Herstellung der Mikro ui-
dikzellen erzeugt. Die Strukturen entsprechen nun allerdags nicht den zur
Aufnahme des Hyaluron®uregels bemtigten Kammern. Nach Reinigung und
Plasmaaktivierung werden die Kammern mit einer 5%igen ®sung aus N -(6-
Aminohexyl)-aminopropyl]-trimethoxysilan (AHAPTMS) in Me thanol befullt
und mber Nacht in einer geattigten Methanolatmosphare inkubiert. Anschlie-
end wird die Zelle mit Methanol und Wasser gewaschen und im 8cksto strom
getrocknet. Nun kennen die Schlauchverbindungen zur Befllung der Zelle an-
gebracht werden.

14.3 Pmparation der Hyaluroasiregele

In einem Schraubdeckelglas werden unter heftigem &ren 2 mg ml 1 Hyalu-
ronsaure in 10 mM 4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-ethansulfonsaure-Pu er (HE-
PES) bei pH = 7 gelost. Zur Aktivierung der Carboxylgruppen der Hyalu-
ronsaure, werden 0,2 MN -(3-dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimid (EDC)

und 0,05 M N -Hydroxysuccinimid (NHS) in die L esung gegeben. Diesedsung
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wird vorsichtig in die vorbereiteten PDMS-Kammern gefellt. Die Proben wer-
den in einer mit Wasser geattigten Atmosph are aufbewahrt, um ein Austrock-
nen zu verhindern. Nach etwa 4 h hat sich ein viskoelastiscleeHydrogel gebil-
det. Eventuell uber die Kammerrander herausragende Gele énnen mit einem
Skalpell vorsichtig abgetragen werden.

14.4 Beschichtung der Mikrokugeln

Zur Reinigung der carboxylierten Polystyrol-Mikrokugeln (20 mg ml 1, Durch-
messer: 2 m) werden 100 | dieser Suspension bei 5000 U min' fur 1 min
zentrifugiert und anschlie end in 100 | Millipore-Wasser resuspendiert. Zur
Beschichtung der Kugelober achen mit Polylysin werden zu 10 | der gewa-
schenen Suspension 90l einer Polylysinlesung (5 mg ml 1) gegeben unduber
Nacht unter fortw ahrender Uberkopfrotation inkubiert. Anschlie end wird die
Suspension durch éinfmaliges Zentrifugieren (1 min bei 5000 U min 1) und
Resuspendieren in 100 | Millipore-Wasser gereinigt. Die so beschichteten Mi-
krokugeln werden #ir jeden Versuch frisch bereitet und unmittelbar nach dem
Waschvorgang eingesetzt. Zur Beschichtung von Mikrokugel mit NEMHMM
(der durch N-Ethylmaleimid modi zierten schweren Kette des Meromyosins)
werden nicht-funktionalisierte Polystyrol-Mikrokugeln (2 0 mg ml 1, Durchmes-
ser: 2 m) verwendet. Diese werden ebenso wie oben beschrieben geigt. 10 |
der Suspension werden zu 901 einer NEMHMM-L esung (5 M in A-Pu er)
gegeben undeber Nacht unter fortw ahrender &berkopfrotation inkubiert. An-
schlie end wird die Suspension durch @infmaliges Zentrifugieren (1 min bei
5000 U min 1) und Resuspendieren in 100 | Millipore-Wasser gereinigt und
schlie lich in 100 | A-Pu er aufgenommen.

14.5 Proteine

Aktin und NEMHMM wurden von E. Sackmann (TU M enchen) zur Verfegung
gestellt. Das Aktin wurde aus Kaninchenmuskeln nach Protokllen von MacLean-
Fletcher et al. und Pardee et al. gewonnen und aufgereinigt [MF80, Par82].
NEMHMM wurde nach dem Protokoll von Cande prapariert [Can86]. Die Po-
lymerisation von G-Aktin zu F-Aktin wird durch Verd ennen des G-Aktins in
95 | F-Puer (Aktinkonzentration: 5 M) initiiert. Nach 30 min werden zur
Anfarbung der Aktin lamente 5 | einer Phalloidin-TRITC-L esung (0,1 mM in
Methanol) zugegeben.
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14.6 Pu erlosungen

G-Pu er F-Pu er

TRIS 2 mM TRIS 2 mM

CaCl, 0,2 mM MgCl, 2 mM

DTT 0,2 mM KCI 25 mM
ATP 0,2 mM CaCl, 0,2 mM
NaNs3 50 gml 1 DTT 0,2 mM
pH = 8,0 ATP 0,5 mM

pH = 7,4

A-Pu er (Verd minnungspu er)

Imidazol 25 mM
EGTA 1mM

MgCl, 4 mM
KCI 25 mM
pH=7,4

Die Pu erl esungen werden in Form 10fach konzentrierter Stocldsungen herge-
stellt und bei Bedarf entsprechend verainnt.

Antioxidationspu er

Den Lesungen, welche zur Fluoreszenzmikroskopie genutzt werdewird zusatz-
lich ein Enzymsystem zugegeben, welches den gsten Sauersto reduziert, um
ein schnelles Ausbleichen des Fluoreszenzfarbsto s zu vaeiden. Die jeweiligen
Pu ernamen erhalten zur Unterscheidung den hochgestellta Index ,H.

DTT 5 mM
Glukose 3mgml?
Glukoseoxidase 0,2 mg ml*
Catalase 0,05 mg mi?!

Das fur die Herstellung der Lesungen verwendete Wasser wird im Vakuum
entgast. DTT wird in Form einer 1 M L esung (in Wasser) zu den jeweiligen
Pu ern zugegeben. Die Enzyme werden unmittelbar vor der Zukereitung der
Pu erl esungen in jeweils 100 | A-Pu er gel ost (50 konzentriert).
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Zusammenfassung

Motiviert durch die gro en Erfolge, die durch den Einsatz kl assischer optischer
Pinzetten in der Erforschung von Einzelmolelklwechselwirkungen erzielt wur-
den, sollte das Potential holographischer optischer Pinzigeen (HOT) hinsichtlich
einer Anwendung auf komplexe Proteinnetzwerke untersuchtwerden. Dies er-
forderte eine eingehende Charakterisierung und Weiterenticklung der HOT als
physikalisches und strukturgebendes Mikroinstrument. Umdareber hinaus die
essentielle Kontrolle des chemischen Milieus durch Berestellung und Steuerung
verschiedener Substanzen zu eraglichen, wurden die HOT in eine Mikro ui-
dikplattform integriert.

Optische Entwicklungen auf dem Gebiet der HOT

Aufbau einer HOT-Apparatur und Kalibrierung

Zu Beginn der Arbeit stand die Entwicklung einer HOT-Apparat ur und deren
Integration in ein Fluoreszenzmikroskop (Kap. 4). Der realsierte Aufbau wur-
de dabei im Vergleich zu den in der Literatur beschriebenen T mit dem
Ziel einer exibleren Probenhandhabung abgandert: Anstatt eines gemeinsa-
men Objektivs zur Erzeugung der optischen Fallen und zur Bitlgebung wur-
den zwei unablengig voneinander ansteuerbare Objektive verwendet. Auf ikse
Weise lassen sich Bildebene des Mikroskops und optische kahebene vonein-
ander entkoppeln. Dadurch wird eine optimale Anpassung de©bjektivwahl an
die jeweiligen Erfordernisse erreicht: Ein Objektiv hohernumerischer Apertur
zur Erzeugung stabiler optischer Fallen &sst sich gleichzeitig mit einem Ob-
jektiv geringer Vergre erung einsetzen, welches durch sein weites Gesichtsfeld
die Betrachtung eines gp eren Objektausschnitts ermeglicht. Weiterhin ist die
Bildgebung nicht mehr auf die Ebene der optischen Pinzetterbeschmnkt, son-
dern kann unabhangig von dieser veandert werden. Ebenso lassen sich durch
Steuerung des Fallenobjektivs die optischen Pinzetten Ieht in Richtung der
optischen Achse verschieben ohne die Hologramme anpassan raeissen.

Der Einsatz optischer Pinzetten zur quantitativen Erfassung von Kraften
im Piconewtonbereich setzt eine Kalibrierung voraus. Dazuwurden zwei ver-
schiedene Methoden angewendet und miteinander vergliche(Kap. 5): die hy-
drodynamische Reibung einer bewegten Probe auf die optischefangenen Mi-
krokugeln und die Analyse der thermischen Fluktuation der Cbjekte in den
optischen Fallen. Beide Techniken lieferten vergleichbae Resultate ®ir die Fe-
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derkonstanten im Bereich von 2 bis 20 pN m *. Aufgrund von Systeminsta-

bilit aten ist eine Kalibrierung uber die Brownsche Bewegung nurefr schwache
optische Fallen geeignet € 10 pN m 1), wahrend die aufwandigere Metho-

de wmber die hydrodynamische Reibung ohne Einsclenkung eingesetzt werden
kann. HOT bieten die Meglichkeit durch gezielte Anpassung der Hologramme,
die Intensitat und damit die Federkonstanten individuell fer einzelne Fallen

zu regulieren. Komplexe Kraftsensoranordnungen lassen ch auf diese Weise
realisieren. Exemplarisch wurde die Vorgehensweise an eim Zweifallensystem
demonstriert und quantitativ analysiert.

E ziente Hologrammberechnung

Essentielles Element der HOT stellen die computer-generiéen Hologramme
dar. Zur Berechnung der Hologramme, die lediglich die Phaseles Laserlichts
modulieren, kommen verschiedene, meist iterative Algorihmen zum Einsatz,
welche die E zienz der Hologramme optimieren. Die E zienz g ibt den Anteil
der Laserintensitat in den geweinschten optischen Fallenpositionen an der Ge-
samtintensitat an. Eine interaktive Verwendung der HOT, bei der Hologram-
me in Echtzeit berechnet und an den Phasenmodulatorebertragen werden,
berotigt dagegen schnelle, mglichst nicht-iterative Methoden zur Erzeugung
der Phasenmasken. Aus diesem Grund wurden verschiedene riggive Algorith-
men mit einem einfachen Superpositionsansatz verglicherk@p. 6). Letzterer
liefert die Hologramme durch Uberlagerung von einzelnen Prismenhologram-
men. Diese entsprechen den durch optische Prismen erzeugt®hasenverschie-
bungen und bilden jeweils eine einzelne optische Falle. Ust Vernachlassigung
der Amplitudenmodulation wird die Phaseninformation dire kt als neues Holo-
gramm verwendet. Es ndet keine zeitaufwandige iterative Optimierung statt.
Bei dem Vergleich der verschiedenen Methoden wurde eine Alsimgigkeit der
E zienz von Symmetrieeigenschaften der Fallenmuster beolachtet: Es konnte
festgestellt werden, dass sich die E zienz asymmetrischeNMerteilungen der op-
tischen Fallen nicht durch die Verwendung iterativer Algorithmen verbessern
lasst. Sie lieferten die gleichen Ergebnisse wie der einfaetSuperpositionsan-
satz. Die zu symmetrischen Fallenanordnungen korrespondrenden Hologram-
me lie en sich hingegen iterativ optimieren. E zienzen wber 90 % waren so zu
erreichen. Begeinden lie sich diese Symmetrieabmngigkeit mit einer Interfe-
renz der Beugungsmaxima verschiedener Ordnung. Im Falle lehsymmetrischer
periodischer Fallenanordnungen ist eineberlappung von Haupt- und Neben-
maxima meglich. Konstruktive Interferenz fehrt zu einer Steigerung, wahrend
destruktive Interferenz zu einer Erniedrigung der E zienz im Vergleich zu einer
asymmetrischen Anordnung tihrt. Basierend auf diesen Beobachtungen konnte
daher eine Brechung der Symmetrie durch leichte Verschielmg der Fallenpo-
sitionen zu einer Verbesserung der Hologramme genutzt weeth. Eine drama-
tische E zienzerh ehung wurde durch eine einfache Erweiterung des Superpo-
sitionsansatzes erreicht: Durch Addition einer zuglligen Phase zu den einzel-
nen Prismenhologrammen vor der Superposition wurde die E 2enz um bis zu
30 % erbwht. Auch wenn die erreichten Werte nicht immer den Maximalwer-
ten iterativ optimierter Hologramme entsprachen, konnte durch den erweiterten
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Superpositionsansatz in jedem Fall eine Verbesserung der Henz gegeneber
der einfachen Superposition erzielt werden. Damit wurde dmonstriert, dass
in den meisten Fallen zeitaufwandige Iterationsalgorithmen zur Hologrammbe-
rechnung nicht notwendig sind. Die durch den vorgestelltenerweiterten Super-
positionsansatz generierten Hologramme sindefr nahezu alle experimentellen
Anwendungen der HOT wellig ausreichend.

Hochaufgalste Positionierung der HOT

Eine wichtige Rolle in der praktischen Anwendung der HOT spklt die Prazision
der Fallenpositionierung und Fallensteuerung. Die bestirmenden Gm® en und
Abhangigkeiten sollten daher in dieser Arbeit untersucht und hre Limitierun-
gen bestimmt werden (Kap. 7). Gewohnlich erfolgt die Hologrammberechnung
mittels einer globalen Fouriertransformation der gewsnschten Zielintensitats-
verteilung, eines Bildes mitM M Bildpunkten. Dieses Raster entspricht der
Pixelaufteilung des Phasenmodulators (SLM) und #ihrt zu einer Beschmnkung
der zuganglichen Fallenpositionen auf Vielfache von =2NA (mit der Laser-
wellenlange und der numerischen Apertur NA des verwendeten Objektivs).
Es konnte demonstriert werden, dass die Verwendung eines $arpositionsan-
satzes diese knstliche Beschmnkung aufhebt: Einzelne Prismenhologramme
lassen sich erzeugen, die eine optische Falle mit einer Amsung von Bruchtei-
len von =2NA platzieren kennen. Aus der Struktur der Hologramme wurde
abgeleitet, dass die maximal zu erzielende Auwsung proportional zu dem Pro-
dukt aus der Anzahl der Bildpunkte in x- bzw. y-Richtung und der Anzahl
der durch den SLM realisierbaren Phasenschritte zwischen @nd 2 ist. Eine
Positionierung und Bewegung optischer Fallen mit Nanometeau esung konnte
fur Einzel- und Mehrfallensysteme demonstriert werden. DieVerwendung von
Hologrammen mit keinstlich reduzierten Bildpunkten und Phasenschritten zei-
te die vorhergesagte Ablangigkeit der Au esung von den beiden Parametern.
Es wurde gezeigt, dass selbst mit biaren Hologrammen, die lediglich die bei-
den Phasenwerte 0 und enthalten, bei einer hohen Bildpunktzahl des SLM
eine Fallenpositionierung mit Nanometerau @sung zu erzielen ist. Das Ergebnis
ist von besonderer Bedeutung #r die Verwendung ferroelektrischer SLM zur
Hologrammerzeugung. Diese weisen eine hohe Bildwiederhale aus, kennen
allerdings nur zwei Phasenwerte erzeugen. Schlie lich kame gezeigt werden,
dass sich durch Prismensuperposition auch eine Vielzahl digcher Fallen un-
abhangig voneinander mit Nanometerau esung platzieren ksst.

Drehimpulsmodulation optischer Wirbel

Optische Wirbel oder Vortices lassen sich durch helikale PAsenmasken erzeu-
gen und zeichnen sich durch ihre Bhigkeit aus, Drehimpuls auf optisch gefan-
gene Objekte zumbertragen. Die Erzeugung komplexer Anordnungen durch die
HOT-Technik eignet sich somit zur nicht-invasiven Steuerungmikroskopischer
Motoren und anderer Elemente in Mikrolaboren. Der Radius enes optischen
Wirbels und der mbertragbare Drehimpuls werden durch die Heliziat | der Pha-
senmaske bestimmt. Eine unablngige Kontrolle beider Eigenschaften ist nicht
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ohne weiteres neglich, da optische Vortices vollsendig durch den Parameterl
bestimmt werden. Um die Meglichkeiten einer experimentellen Anwendung zu
erweitern, wurde in dieser Arbeit eine neue Klasse modulider optischer Wirbel
entwickelt, welche neben der Heliziat einen weiteren Steuerungsparameter be-
sitzt. Ausgangspunkt fer die Modulierung stellte die Uberlagerung zweier Wir-
bel gleicher Helizitat unterschiedlichen Vorzeichens dar. Der relative Anteilder
gegenau gen Wirbel | asst sich durch einen neuen Mischungsparameter regu-
lieren. Es wurde gezeigt, dass die Intens#tsverteilung der neuen Wirbelklasse
weiterhin auf einem Ring erfolgt, dessen Radius dem eines gelaren Wirbels
entspricht. Damit weicht die Klasse in einem entscheidende Punkt von den
bisher bekannten modulierten Wirbeln ab, welche eine vaanderte Geometrie
der Intensitatsverteilung zeigen. EineWUbertragung von Drehimpuls durch die
neuen optischen Wirbel in Abhangigkeit von dem Mischungsparameter wurde
demonstriert. Damit konnte das Ziel einer unabhangigen Kontrolle von Wir-
belradius und Drehimpulseibertrag erreicht werden. Zur Charakterisierung der
Eigenschaften der Phasenmasken modulierter und regaier optischer Wirbel
wurden die zwei mittleren Helizitaten I; und |, eingetihrt, die sich mit dem
Radius und dem Drehimpulsinhalt der Wirbel korrelieren lie en. Schlie lich
wurde die Anwendung der Wirbelklasse zur simultanen und unahangigen Ro-
tation vieler Objekte demonstriert. Eine beliebige Kontrolle der Rotationsfre-
quenz war meglich ohne die Laserleistung und den Vortexradius zu veandern.
Im Falle einer vollstandigen Auskeschung des Drehimpulses durch die Vortex-
modulation resultieren zahnrad®rmige Ringfallen . In Kombination mit einem
Kompositkugelsystem konnte ein Werkzeug entwickelt werde, dass eine kon-
trollierte Rotation und gezielte Ausrichtung einer Mikrok ugel erlaubt.

Entwicklungen einer Mikro uidikplattform

Der zweite Schwerpunkt der vorgelegten Arbeit lag auf der Etwicklung einer
Mikro uidikplattform zur Kontrolle des chemischen Milieu s durch Regulation
und Steuerung verschiedener Rlssigkeiten. Die Plattform sollte damit als ein
chemisches Mikrowerkzeug das physikalische Werkzeug der®T erganzen. Um
eine Integration der HOT zu ermeglichen, mussten zwei Grundanforderungen
erfellt werden: Es galt, optische Transparenz und ein extrem achen System-
aufbau, bedingt durch die Verwendung zweier Objektive, zu ezielen. Durch die
Verwendung von Softlithographietechniken und der Entwickung eines speziellen
Zellaufbaus konnten ultra ache Mikro uidiksysteme mit ei ner Hehe von weni-
ger als 0,4 mm erstellt werden, welche die geforderten Eigsohaften besa en.
Weiterhin wurde durch eine direkte Integration der zufehrenden Schauche, die
der Befullung des Systems dienen, das Totvolumen der mssigkeitskihrenden
Elemente auf ein Mindestma reduziert. Der Einsatz der HOT verlangt auf-
grund der extrem kleinen optischen Kmfte in der Gre enordnung von 1 - 10 pN
eine sehr hohe Systemstabil#t. Gleichzeitig muss die Plattform zu einem dy-
namischen Austausch verschiedener kiksigkeiten in der Lage sein. Es wurden
daher verschiedene Mikrokanaldesigns entwickelt, welchdie besonderen Eigen-
schaften der Mikro uidik ausnutzen, um den Erfordernissen zu gereigen: Die
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Parallel usszelle erzeugt durch laminare Stemung zeitlich stabile Regionen de-
nierter chemischer Zusammensetzung. Optisch gefangene Iijekte lie en sich
mit HOT innerhalb von Sekunden in die verschiedenen Bereich bewegen, wo-
mit ein schneller Wechsel des chemischen Milieus einhergelDas Design der
Picoliterpipette schat ein stabiles str emungsfreies Kompartiment #ir den Ein-
satz der HOT. Flussigkeitsmengen in der Go enordnung von 10 pl konnten
mit der Pipette bewegt und dosiert werden. Durch die Erzeugung de nierter
beweglicher Luftreservoirs in dem Mikro uidiksystem unter Ausnutzung der
Kanalgeometrie und hydrophober Ober acheneigenschaften wurden verschlei -
freie Schaltelemente realisiert. Diese ermglichten eine vollsandige Trennung
verschiedener Fuissigkeiten und durch ihre Steuerung eine gezielte Injekéin
der Flussigkeiten in die Hauptkammer der Mikro uidikzelle.

Biomimetische Aktinkortexmodelle

Das neu entwickelte opto-mechanische Mikrolabor wurde sci# lich in ersten
Anwendungen zur Generierung biomimetischer Systeme eingetzt. Das Ziel
bestand in der Erzeugung und Charakterisierung quasi zweithensionaler Ak-
tinnetzwerke als Modell fur den Aktinkortex, einen essentiellen Bestandteil des
Zellskeletts. In einem ersten Ansatz wurde die Plattform zu Strukturierung
der Ober ache mit Mikrokugeln eingesetzt. Durch eine unterschiedlthe Be-
schichtung von Kugeln und Ober achen konnte ein System erzeugt werden, das
die gezielte Aktinpolymerisation ausgehend von den Kugelrerlaubte. Dadurch
lie en sich kleine Netzwerke aus Aktin lamenten bilden, die auf eine Ebene
beschmnkt und lediglich an den Kugeln xiert waren ohne an die passvieren-
de BSA-Ober ache zu binden. Die Herstellung dinner viskoelastischer Hyalu-
ronsauregelkissen in dem Mikro uidiksystem in Verbindung mit der gezielten
Dekoration mit Mikrokugeln f eihrte zu einer sensorischen Obemche, die zur
Erfassung von Piconewtonkemften genutzt werden konnte. Die hohe Stabili&t
und das Potential des Mikrolabors konnte schlie lich durch die Generierung
eines freien optisch xierten Aktinnetzwerks demonstriert werden: Aktin la-
mente wurden auf einer optisch gesteuerten Geuststruktur aus Mikrokugeln
angebunden. Die Mikrostruktur lie sich durch HOT frei bewe gen und rotieren.

Mit dem hier vorgestellten opto-mechanischen Mikrolabor kante erstmals
die Integration der neuen HOT-Technologie in eine Mikro uidikplattform rea-
lisiert werden, deren Elemente speziell fr den Einsatz optischer Vielfallen-
systeme konstruiert wurden. Die Meglichkeiten der HOT-Technologie wurden
damit eber eine reine Objektmanipulation hinaus erweitert. Durch die ein-
gehende Charakterisierung und Weiterentwicklung der HOT hinsichtlich der
Hologrammberechnung, der Steuerungsmeyglichkeit optischer Fallen und des
gezielten Drehimpulabertrags konnte ein leistungséhiges Mikrowerkzeug zur
Verfugung gestellt werden, dessen Potential in ersten Anwenduyen zur Erzeu-
gung biomimetischer Proteinnetzwerke demonstriert wurde
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