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Zelluntersuchungen mit der optischen Pinzette revolutionieren die Biomedizin
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Modernste Mikroskopieverfahren wie die nobelpreisgekronte STED-Technologie ermoglichen es,
Organismen, Zellen, Bakterien bis hin zu Viren, DNA oder einzelne Molekiile mit hoher raumlicher
und zeitlicher Auflosung zu untersuchen. Die Chancen zum Eingriff in diese kleinsten biologischen
Objekte beschranken sich hingegen groftenteils auf indirekte Methoden. Neue Entwicklungen von
Mikropinzetten und mikromechanischen Halterungen sind zwar vielversprechend, doch mei
erzeugen sie Veranderungen an den zu untersuchenden Objekten, die aussagekrafti
insbesondere in vivo schwierig machen. Fokussierte Laserstrahlen hingegen, sb'g%nannte optische

Pinzetten, ermoglichen es, Zellen und Bakterien beriihrungsfrei in drei Raumdimensionen -~
zu steuern.
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VISkoel:as“z'tat = ziell, insbesondere fur die Infektions- sowie  Fliissigkeiten, z.B. Honig, verhalten. Wihrend der
e"ssenmelles b_‘lerkmal . Krebsforschung, und ist eng verbunden mit der  Zellteilung, einer Zellverinderung durch Infek-
fiur Gesundheit und Krankheit

Viele Prozesse des Lebens beruhen auf einer
rdaumlichen und zeitlichen Interaktion von Pro-
teinen oder Zellen als fundamentale Bausteine.
Die Untersuchung dieser Interaktion ist fiir nahe-

zu alle Bereiche der Krankheitsforschung essen-
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Frage der biomechanischen Eigenschaften der
Zellen. Viele zellulidre Prozesse hingen von der
Viskoelastizitit der Zellen und ihrer Umgebung
ab. Viskoelastizitit ist eine Eigenschaft von Ob-
jekten, die sich einerseits elastisch wie Festkor-

per, z.B. Gummi, und andererseits viskos wie

tion oder dem Zelltod kann sich die Viskoelas-
tizitit von Zellen signifikant verindern. So wird
die mit Abstand hiufigste Todesursache welt-
weit, die koronare Herzerkrankung, durch eine
Verinderung der Gefifinnenwand durch Ab-

lagerungen hervorgerufen und fiihrt zu einem
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Elastizititsverlust der GefiBe [1, 2]. Der Zu-
sammenhang zwischen zelluliren Abliufen und
biomechanischen Eigenschaften ist daher ein
Schlissel fur die biomedizinische Forschung:
Mit dem Wissen tber viskoelastische Verinde-
rungen inter- und intrazelluldrer Prozesse kon-
nen aktuelle Krankheiten — darunter auch die
Alzheimer Krankheit oder das Wachstum von
Tumoren — verstanden und darauf aufbauend
Medikamente entwickelt werden. Die Unter-
suchung viskoelastischer Eigenschaften erfordert
die Verformung der Zellen und ihre Messung in
Abhingigkeit von der zur Verformung genutzten
Kraft. Daher muss ein Verfahren verwendet
werden, mit dem man eine Zelle mit einer defi-
nierten Kraft beliebig verformen kann. 1970
zeigte Arthur Ashkin, dass es moglich ist, mit
Licht Krifte auf Objekte auszutiben [3].

Die holographische optische Pinzette

Robert MeiBner Jg. 1988, studierte Phy- Christina Alpmann' Jg. 1985, studier- Bereits Johannes Keppler erkannte am Schweif
sik an der Technischen Universitit Dresden. te Physik an der Westfalischen Withelms Uni- von Kometen, dass das Licht einen Impuls auf
Seit 2014 promoviert er am Institut fiir Ange- versitat Mlnster und ist wissenschaftliche die Staubteilchen des Kometen tbertrigt, diese
wandte Physik an der Westfalischen Wilhelms Mitarbeiterin am Institut fur Angewandte beschleunigt und damit den Schweif erzeugt.
Universitat (WWU) Miinster im Bereich Biopho- Physik. Ihre Forschungsschwerpunkte sind Der Schweif zeigt weg von der Sonne, also in
tonik. die holographische Modulation und Analyse . . . . .
komplexer Lichtfelder in Amplitude, Phase Ausbreitungsrichtung des Lichtes. Die Kraft, die
und Polarisation fiir Anwendungen in der op- Objekte in Ausbreitungsrichtung des Lichtes be-
tischen Mikromanipulation, zu denen sie in wegt, wird Streukraft genannt und wichst mit
der AG ..Nichtlineare Photonik " von Frau Prof. steigender Lichtintensitit. Bei transparenten

Dr. Cornelia Denz promoviert. Objekten und nichthomogenen Intensititsver-

teilungen tritt zusitzlich die sogenannte Gradi-
entenkraft auf. Diese ist zum Punkt hochster
Lichtintensitdt hin gerichtet. Damit Objekte zu
diesem Punkt bewegt werden, muss ein grofder

Gradient vorhanden sein. Dies kann durch eine

Hellfeld- : , ‘
beleuchtung Fokussierung des Lichtes erfolgen, wozu typi-

Zelle e .
Frobenebene jektive mit hoher numerischer Apertur genutzt

Mikroskop scherweise stark fokussierende Mikroskopob-

werden. Die numerische Apertur beschreibt den

halben Offnungswinkel des austretenden Licht-

kegels. Je hoher die numerische Apertur, desto

dictiroitischer grofer ist dieser Winkel und damit die Gradien-
i | ﬂ SLM tenkraft. Bei ausreichend hoher Lichtintensitit
i v

ubersteigt die Gradientenkraft die Streukraft,
Flugreszenz- sodass transparente Objekte zum Fokuspunkt
bﬂtl.h:htul'lg Strahlauf- hin gezogen und dort stabil in drei Raumdimen-

@.— weitung sionen gefangen werden.

Im Jahr 1986 entwickelte Arthur Ashkin zu-

E sammen mit dem spiteren Nobelpreistriger
; g Steven Chu die erste, auf diesem Prinzip beru-
- hende, Gradientenlichtfalle [4], die spiter als

. . . o . . o Joptische Pinzette“ bekannt wurde. Diese er-
Abb.1 Optische Pinzette, integriert in ein Mikroskop (links). Die VergréBerung zeigt die Probenebene.

Im Mikroskop kann die optische Pinzette mit verschiedenen aktuellen, hochauflésenden Mikroskopie-
verfahren, z.B. Dunkel- und Hellfeldbeleuchtung, Fluoreszenz-, Konfokal- oder quantitativer Phasen-
kontrastmikroskopie kombiniert werden. Der Laserstrahl wird Giber zwei Linsen aufgeweitet und aufden ~ sondern sie auch in drei Raumdimensionen zu
Lichtmodulator abgebildet. Uber zwei weitere Linsen wird er auf das Mikroskopobjektiv gelenkt und ~ bewegen. Die Grofe der gefangenen Objekte

moglicht es nicht nur, mit Hilfe eines fokussier-

ten Laserstrahls transparente Objekte zu fangen,

fokussiert. liegt in der Grof3enordnung von wenigen Mikro-
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metern und ist daher fir Zellen und Bakterien ideal
geeignet. Eine optische Pinzette wird typischerweise
in bestehende Mikroskopieverfahren integriert. Somit
konnen die Objekte gleichzeitig gesteuert und beo-
bachtet werden. Aufierdem erfolgt die Steuerung der
gefangenen Objekte bertihrungslos und steril, was fir
biologische und medizinische Anwendungen einen
wesentlichen Vorteil gegentiiber herkommlichen Me-
thoden der Mikromanipulation darstellt.

Zur geeigneten Charakterisierung der Steuerung ist
es notig, die Krifte, die mit der optischen Pinzette er-
zeugt werden, zu bestimmen. Dazu wird die Position
des gefangenen Objektes mit der Fokusposition der
optischen Pinzette verglichen. Wirkt keine zusitzliche
Kraft auf das Objekt, befindet es sich im Fokuspunkt.
Versucht aber z.B. ein Bakterium, sich mithilfe ihrer
Flagellen fortzubewegen, so erzeugt ein Bakterium
selbst eine Kraft, die der optischen Kraft der Pinzette
entgegenwirkt. Dadurch kann es sich geringfiigig vom
Fokuspunkt entfernen, bleibt aber in der optischen
Falle gefangen. Der Abstand vom Fokus zum Bakteri-
um ist proportional zur Kraft, die von dem Bakterium
erzeugt wird und ist somit durch Positionsmessungen
bestimmbar. Insbesondere erlauben optische Pinzet-
ten, kleinste Krifte im Bereich von wenigen Piconew-
ton (pN) innerhalb von Zellen oder an Bakterien zu
messen. Diese liegen im Bereich der Krifte, die in ei-
ner und um eine Zelle wirken. So erfolgt der Transport
von Nihrstoffen in einer Zelle durch molekulare Mo-
toren mit einer Kraft von etwa 5pN.

Mit der optischen Pinzette ist es moglich, pro Falle

nur ein Objekt zu fangen. Zur Bestimmung der Visko-

Sagezahngitter Fresnellinse
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elastizitit ist es notig, eine Zelle festzuhalten und diese
zu verformen. Es werden also mehrere Fallen benotigt
und diese miissen dynamisch bewegt werden konnen.
Um das zu ermoglichen, verwenden wir holographische
Methoden. Hologramme enthalten dreidimensionale
Informationen tber die Position der Fallen in der
Fokusebene. Um das Hologramm dem Laser aufzupri-
gen, nutzen wir sogenannte riumliche Lichtmodula-
toren. Ein Lichtmodulator ist ein Flussigkristalldisplay,
das den Laserstrahl pixelweise modulieren und auf
dem ein beliebiges Bild dargestellt werden kann. Die
optische Pinzette wird damit zu einer holographischen
optischen Pinzette, englisch Holographic Optical
Tweezers (HOT). HOT kann durch Modulation eines
einzigen Laserstrahls eine Vielzahl an Fallen steuern.
Der schematische Aufbau von HOT, integriert in ein
Mikroskop, ist in Abbildung 1 dargestellt. Beispiele fiir
typische Hologramme zur Erzeugung von verschie-
denen Fallenkonfigurationen sind in Abbildung 2 zu
sehen. Damit besitzen wir ein Verfahren, das alle Voraus-
setzungen zur Charakterisierung der Viskoelastizitit —

in Bezug auf Krankheiten — erfullt.

Viskoelastizitat und
Mobilitat im Inneren der Zelle

Zur Untersuchung der Viskoelastizitit von Zellen, Ge-
weben und Blutgefifen ist es wichtig zu verstehen,
wie einzelne Zellbestandteile und -organellen hierzu
beitragen. Betrachtet man die Zelle als Ganzes, so er-
gibt sich die Viskoelastizitit als eine Kombination der

Einflisse von Zellmembran, Zellskelett, Zellplasma,

Drei Fallen

Gitter+ Linse

Abb.2 Je nach Hologramm (jeweils obere Zeile] wird eine unterschiedliche Position und Anzahl von Fallen (jeweils
untere Zeile) erreicht. Dabei sorgt ein gitterartiges Muster fir eine laterale, ein linsenartiges Muster fur eine axiale
Verschiebung der Falle. Kombiniert man mehrere Gitter und Linsen, so kénnen aus einem Laserstrahl mehrere Fallen
erzeugt, dreidimensional angeordnet und zeitlich dynamisch variiert werden. Die Fallen kénnen unabhangig von-

einander und gleichzeitig gesteuert werden.
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Abb.3 Deformation mehrerer lebendiger Zel-
len. Mehrere Fallen (weife Kreise) werden einge-
setzt, um die Membranen an mehreren Stellen in
verschiedene Richtungen (durch Pfeile darge-
stellt] zu deformieren, um so lokal die Viskoelas-
tizitat zu bestimmen. Je starker die Deformation,
desto elastischer sind die Zellen. Bei vielen
Krankheiten werden die Zellen unelastischer. Hier
zeigen sich starke Unterschiede in der Dehnbar-
keit von Zellen.
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aber auch von allen anderen Bestandteilen. Da
ein Grofteil der biomechanischen Eigenschaf-
ten der Zelle vom Zellskelett bestimmt wird, ist
dieses von besonderem Interesse [5]. Zur Charak-
terisierung der Viskoelastizitit des Zellskeletts
muss das dichte Geflecht von Filamenten in der
Zelle gestreckt und verformt werden. Die Defor-
mierung erfolgt auch bei natiirlichen Bewegun-
gen von Organellen in der Zelle wie z.B. von
Vesikeln. Dazu bringen wir Partikel in das Zell-
plasma lebendiger Zellen ein. Indem die Parti-
kel mittels HOT in der Zelle bewegt werden,
konnen wir Ruckschliisse auf das Zellskelett
treffen und so das Innere der Zelle selbst charak-
terisieren [5]. Im selben Experiment kann auch
die Viskoelastizitit der Zellmembran bestimmt
werden. Dazu missen die Partikel innerhalb
des Zellplasmas bis zur Zellmembran gefiihrt

werden. In Abbildung 3 sind Zellen dargestellt,
in denen Partikel von innen gegen die Zellmem-
bran gepresst wurden und diese offensichtlich
strecken. In dieser Anwendung wird HOT als
holographisch optischer Dehner, engl. stretcher,
genutzt. Mit seiner Hilfe sind wir in der Lage,
eine Vielzahl von Zellen zu verformen. Dabei
wird auch das Zellskelett gestreckt und dessen
Einfluss analysiert. Somit ist es moglich, Zellen
spezifisch und lokal an mehreren Stellen zu un-
tersuchen und Unterschiede in der Viskoelasti-
zitit innerhalb einer Zelle oder einer Gruppe
von Zellen zu erkennen. Weiterhin konnen die
Zusammenhinge zwischen zelluliren Abliufen
und der Viskoelastizitit der Zelle untersucht wer-
den. Dies ermoglicht es uns, die biomecha-
nischen Mechanismen von Krankheiten syste-
matisch zu erforschen.

Zusammenfassung:
ergreifende Moglichkeiten
fiir die Biomedizin

Mit HOT ist es moglich, Zellen oder Bakterien
mit Licht zu fangen und zu steuern. Zwei grund-
legende Krifte, die Streu- und die Gradienten-
kraft, sind verantwortlich fur die Wirkung des
Lichts als optische Falle, in die transparente
Objekte hineingezogen werden. Mithilfe eines
Lichtmodulators kbnnen mehrere solcher Fallen
parallel und dynamisch erzeugt werden, um
Zellen in drei Raumdimensionen zerstorungsfrei
zu bewegen und zu untersuchen. Dadurch ist es
moglich, biomechanische Prozesse entweder zu
analysieren oder kiinstlich zu initiieren, in realen
Umgebungen zu beobachten und derart einzu-
greifen, dass neue Erkenntnisse tiber Krankheits-
verliufe erlangt werden. Thre Anwendung in
groleren lebendigen Organismen, die aus meh-
reren tausenden Zellen bestehen, ist Gegen-
stand der aktuellen Forschung und wird die

Krankheitsforschung revolutionieren.

- www.nichtlineare-photonik.de
- denzfduni-muenster.de
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