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Lasersirahlen, die in ein Mikroskop singe
koppelt und zu einem Durchmesser von we-
niger als inem Mikrometar fokussiort wer-
don, gewinnen abs Werkzeug Hr die
berihrungsloss, ophische Mikromanipulo
tion nun guch in der Molekulorbiologie so-
wie in der medizinischen Forschung zuneh

mend an Bedeutung. Es gibl oeei unber-
schiedliche Prinzipien der Losermikremani-
pulation, Zum singn konnen Zollen oder
swhbrellidare Teilchen durch den siarken In-
lensitdisgradienten im Fokus gines shark fo-
kussiorten.  kontinuierdich arbaitendsn Lo
sarstrahls gefangen und bewegt werden
Digeses Prinzip wird als Oplische Finzeite




oder ouch Loserfolle bezeichnel, Zum on-
deren lossen sich biologische Srukivren
durch die axiram hohe Photonendichia im
Fokus eines ssark fokussierten, gepulssen
Losersirohls  mikrochirurgisch  bearbaiten,
Dies ist unter dem FMamen Uvlasermikro-
strohl oder Lloserskolpell bekonnt [1=4].
Ein rinsiger Varteil der berithrungslosen Lo
sermikromanipubation st die Moglichkeil
der Objekibearbeitung in siner gaschlosse-
nan, vallig sterilen Umgebung ohne Gefahr
von Verdunstung, Verunreinigung oder An-
siockung. Da die wirksome Energiedichien
nur in dem schmolen Lloserfokusbersich
auftreten und rudem nohezu alle biclogi
sche Objekie Fir dis verwendeten Loser
wellenlngen durchldssig sind, ist sogor
#in Arbeiten im Inneren einer Zelle mog-
lich, ohne diesa zu Gifnen,

Dptisches Fangen mit sichtharem Loserficht

Die ersten biclogischen Anwendungen der
Oplischen Pinzette wurde von Ashkin vnd
Dziedzic im Jahre 1987 beschrisben [1).
Der domals verwendete Argondoser war
jedoch fir lebande Objekte nicht gesignet,
do dis Wallonldnge von 314 nm von den
Zellan wohl zu wark obsorbiert wurde, Das
optische Fangen im nahen Infrarotbereich
mit winem MNd:YAG-loser bei 1064 nm
wchien zundchst bessar geeignet, Aber
ouch bei dieser Wallenlinge fraken Proble-
me auf, wie z.B. bei der Chramosomeniai.
leng oder der Waitorenbwicklung der Zel
len, was oul Mehrpholonenabsorphion
und/oder lokale Erhitzung durch Wasser.
absorplion  zurbckgefihd wurde. Daoher
wurde kirzlich sine loserfolle enbwickel,
die mit einem Diodenloser von hoher
Strahlqualilit bei einer sichtbaren Wallan-
linge von 480 nm arbeitel. Diese Wellen-
lange liegt im Bersich des sogenannien
therapeutischen Fensters zwischen 600 nm
vnd 1200 nm, wo nur eine geringfigige
Absarphion von Biomaolekilen saifindet.
Die Wasserobsorption beginnt erst bai cir-
ca B00 nm und steigt zum Infraroten hin
soil an. Ersten Ergebnissen zufolge scheint
das Fangen mit der sichtbaren Wellanlan-
ge von 480 nm waeniger schadlich Hir le-
banda Zallan und Organismen zu sein als
bei Verwendung der oben erwihnien Wel-
lendangen. Inferessontersaise il die Vi3
Optische Pinzetie nicht unter dos Askkin
Fatent, walches sich nur ouf Fongsysheme
im Infrarotbereich ab BOO nm bezieht [5].

Mit der oplischen Pinzette lossen sich Zel
len sortieren, bewegliche Spermien fangen
oder sinzelne Baokierien ous einer M-
schung verschiedenar Spezies fir eine
onschliefends DA Analyse heroussu-
chen, Wissenschalfler konnten Krafe be-
sfimmen, die beim CyloplosmoTronsport

und bei der Cyteskeleit-Bewegung eine Ral-
lo spinlon, Interessant fisr molekularbiologi.
sche Untersuchungen ist eine kirzlich vor-
gestellbe Arbeit, bei der gemessen wurde,
mit walcher Kroft oin Polymerosemclokil
wihrand der Transkriphion an einem DA
Molekid arbitet [3].

Mikrodissektion mit dem UY-Loser Mikro-
strahl

Die extrem hohe Photonendichie im Fokus-
purki eines gepulsten UNloser Mikro-
urohls erméglicht eine physikalische Zar-
sorung  nohezu  oller  bekonnter
Materialien. 5o konnen z. B, einzalne Mo-
lekile, cyloplasmatische Filamente, Flagel
len oder sogor Spermisnschwinze [4],
[Abb.1a) gezieh zersill werden. Bewe
gungsvorgdnge im Cyfoplosma oder be-
wagliche Organismen lossen sich reversi-
bal stoppon. Kleine, selbstheilende Lacher
warden mit dem Loser in die Cytoplosmao-
membran oder sogor in slarre Zellwdnde
gebohrt, chne die Lebensihigkeit der Or-
ganismen ru rersdren. Werden Licher in
dis sich berihrende Membraonregion von
benachbarten Zellen gebohrt, kann die Fu-
sion dieser Zellen induziert werden. [1-4].

Wir haben die Verwendung von Lasermi-
krostrohlen fir die berihrungslose Mikro-
manipubotion on Gomelen vnd Embryonen
ols Allernotive zu den herkdmmlichen Me-
theden dor kinstlichen Bafruchtung mit Mi-
krokapilloren unfersecht [4, &]. Ein mit dem
loser in die Eihille gebohries Loch
|akbb.1 b} erleichtert den Spermian dos Ein-
dringen in die Eizelle oder ermbglicht dem
Embryo dos Schiiipfen. Spermien kdnnen
mit der Opfischen Pinzetie direkt durch das
zuvor mit dem Loser gebohrie Loch in den
perivitellinen Roum der Eizelle ransportiert
werden [Abb. 1d]. Wenn zum Offnen der
Eihille win Loser verwendel wird, dessen
Wellenlange genigend weit vom Absorpti-
onsmaximum der DMA enffernt ist [wie
z. B. win Sicksiolflaser bei 337 nm), wur
den deullich erhéhie Befruchtungsraten
und ain vermehries Schliplen der Embryo-
nen erziel [4-4]. Das _Lochbohren® allei-
ne kinnte bereits bei vielen Fallen von ge-
shirter Fruchtborkeit zum Erfolg verhelfen,
und domit die zeit und kostenoufwendige
Nodelmethode der infrocytoplosmatischen
."}pnrrmunlmui.‘hnn (KOSl wormaiden,  Mi

nten | lossrumerstiizien
Schlupl’h E loser ossisted hatching®
[&bb. 1c] wurden in Bolien bereits viele
gesunde Kinder gebaren [7].
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Schneiden von Chromosamen und DHA Fila-
menten

Das Schneiden von Melophasechromoso-
men I8l sines der forschrittfichston Mathe
den um DMA Sequenzen von sperifischen
Chromosomenregionen Iy isolisran, Mit
dor hohen Energiedichhe das fokipssieren
Lasasrmikrostrohles kénnen Chromosomen
ouf einem Metophase- oeder Promataphase-
priparal prazise geschnitton werden, Das
Sehneiden mit dem Loser isf schpell und
ginfach und konn teilweise automeatisbern
warden, Zudem eripart as dos Avhsendige
Jishen der Glosnodeln wad  kann
barihrungslos® d. h. véllig steril und chne
Kontominationsgefohs  durchgefihe  wer-
dan

Um die Grofle von loserinduzierien Chro-
mosomenschniBen zu messen, wurde ain
lasergeschnitienes Muntjok-Chromosom mit
dem Sconningkraftmikroskop abgerastert.
Ayt dem Krobmikroskophbild [Abb. 2) kaonn

b, 7 Scomsiaghrafemikrovkephild siaes lossrdivsoktior-
1em Mumtjok Chromasomes. Die Sitie sisd mii
winn Schmittbreite won dm 700 am, die Scheibchen
pwitthen sind dirin 700 sm wod 1200 sm Sids, wos mge-
{ikr 13210" brw. Txi0* Bosenpoores satuprichi.

mon erkenngn, dal} der Laser den Chrome-
somenarm  bis  zum  darunteriegenden
Glossubstral durchirennd hat, Die Schnitie
sind V-Rarmig mit einer Schnittoreite von cir
ca 700 nm [8). Der dunch Linsanfehler be-
dingte Varlust on Strohlquoliid! gemeinsam
i giner vorhondenen Pholonenobscrplion
diirhie wohl der Grund sein, dof} die theo
refisch  magliche, beugungsbegrenzhe
Schnittbreite von cirea 200 nm nicht er-
reicht warden kann

Einzetrellpraparation

Seit langer Zeit sind die Wissenschaltler
dovon iberzeug!, dafl Krankheiten ihren
Ursprung in der sinzalnen Zelle haben. Do
her suchen Molskulorbiclogen und Pathe-
logen wersirkd noch mutierien Genen, die
fir digse Fahlfunkfionon vorantwortlich sein
kdnnken, Sie verwchen, dis inferessonien
DidA Sequenzen zv praparieren und ru
varmahren, vm die Ursoche der goneh
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schen Varanderungen besser erfarschen zu
kénnan. Eine der viehvarsprochendsion me-
lekulorbiclogischen Techniken, die
wihrend des latzton Johrzehntes entwickelt
wurde, ist die Polymerase-Ketienreaktion
[PCR), die aine millionenfoche Multiplikati
on von spezifischen DHA-Sequenzen e
loubt. Diese hochemplindliche Methode er-
fordert jedoch eine obsolut  soubero
Probenpraparation

Generall besteht oin Tumorgewebe aus Tu-
morzellan vermischi mil normalen, nichi
mordsen Zellen, Diese Heterogeniitl des
Gawebes isl sines der grofien Frobleme
for die molekulare Untersuchung, Grofle
Amlr:ngun-gtn wirden unternomman, um
homogene Goewebeproben zu gewinnen.
Dazu wurden Mikronadeln, Mikrokopillo-
re und UV-Bestrohlung eingesatzt, Erst
kirzlich wurde sine Methode vorgestell,
dies aing cirea & pm dinne, gereckhe Poly
esterfolie ols Troger fiar hi:t-nlngiath-a-
Schnitte verwandat [7]. Mil einem Skalpell
wurden dis interessierenden  Zalloreols
herausgeschnitien. Die sogenannhe MO
Mol TTechnik  [Microdissection-Of-bam-
brane-mounted-Motive-Tissue]  erloubt je
doch nur sin geradiiniges Ausschneiden
Im Johre 1978 wurde zum erstenmal ein
Laser Fir die Mikrodissekfion von Goweba
pingesotzt. Kubo ef al. préparienen 1995
mit dam Lloser winzelne Mierentububi
|5, 10). Erst kiirzlich wurde sine Mathode
vorgesielll, bei der die interessierendean
Zellverbénde mit ainem Infrarct-loser bei
circa 0= C ouf gine thermoplastische Fo-
lie oulgeschmolzen werden [11]. Der
Durchmosser der mil der sogenannben
LCM  |Loser-Caopture-Microdissection|-Me-
thode gewonnanan Zelloreals batrdgl zwi-
schan &0 pm und 208 pm

Bei all den oben beschriebensn, rissigen
Gownbeproben beslehl ollerdings ein b
hes Kontominationsrisike durch  wner
wimnschias, nichtfumardses Moterial,

Wir haben aine Mathade entwickal, die as
erloubi, koniominierendes Jellmateriol ous

ginem graferen Verband vollnandig zu eli

minieren oder gonz geziel snzeine Jelben
aus einem histologischen Praparat zu ge-
winnan, Der  ROBOTAMICROBEAM
[FALM. GmbH ‘Wollrotshousen| bostoht
ous ginem kleinen, robusten Sticksioffaser
von hoher Strohlquolitdd, der durch den
Auflichifluoreszenzurahlengang ins Mikro-
tkop singekoppelt wird (Abb. 3). Die hohe
Phalonendichie im Losarfokus pholohsier
olles Material, d.h. 83 hondeh sich hiarbai
um eine  Kalioblation® ohne HitzestHekis
Der Uv-Loser Mikrostrahl it kombBinian mi
einam molorisiedien, compuber-gebeuerien
Mikroskophisch und Mikromanipulator. Lo-
sermikromanipuiation mit Monomater Pro-
zision orfordert eine hochprizise Objeki
positionierung.  [ie Achsen  won
ROBOTSloge wnd ROBOT-Maonipulator
kdnnen mit Geschwindigheiten von weni.
gen hundert Nanometern bis zu mehreren
Mikromatern pro Sekunde verfohren. Die
hvbriden Schrifmoloren edouben  sinen
‘u'mFahrwW bis zuv 10 em bei ainar mini-
maban Schrittweite von 20 nm. Ein fnle-
grierter Framegrabber ermoglicht die si
muliane Bacbachtung dos Mikroskopbildes
ouf dem Bildschirm Gberlogert mit den Kon-
treflfunktionen von Mikroskoplisch und M-
kromonipulator.  Ein  weiterer  wichfiger
Funkt bei der losermikromonipulobion is
die exakle Ubsrainstimmung der Loserbo-
kusloge mit dem optischen Fokus des M-
kroskops, Dober ist die individuellen Ein
stellméglichkeit dar losarfokusloge eine
wichfige Eigun:.:hur"l das ROBOTMICRO
BEAMS, um ainen maglichen Srohbersotz
bedingt durch lichtbrechende Teilchan im
Lasersirahlengang (chromafische Aberrofi-
on] zu korrigieren

Wenn diese Technik mit der obenerwohn-
fen MOMeMNTMeathods kombiniert wird,
kann win groberes Gewebeareal ohne
Schwisrigkaiten und mil boher Ganovigheit
prapariert werden, Juerst werden Zellen
oder Zellmaterial, dos die PCR-Amplifikati
on shsen koanke, in dis Schulflinie des Lo
sers gobrocht und mif einem bew, ein poar
wanigen gezialten Schissen wollsiandig
zorsstran, Der loser schneidel dis Mem-



bran mil dem doraulliegenden, Gowaba
exckt entlang der Konte des ousgesuchsen,
,|l:|:5EfgrE'ﬂ!'|nlglﬂn' Bereichs |Abb. 4], 5o
mit ist a3 maglich, der individuallen Farm
des Tumororeales genau zu entsprechen
Der MembronGewebe-Sopal wird dann
anbeader mil siner kanventionellen Sprit
zennadel entnommen oder kann mitels der
Eroft des Loserstrahldruckes in gin .I'll.ull'lnng-
gelaf oder ouf eine klebende Folie kot
pultiert warden. Diesar Vargang kann so-
gar tailwmise durch mahrere
computergesieverte Schriffs aulomatisien
wWiafien,

Der ROBOTMICROBEAM 1ol sich ouf e
nen Durchmesser von weniger als einem
Mikremeter fokusieren, Dies armoglichi die
Froporofion einer einzelnen Zelle, oder
gar die lsolierung sines kembreien Cylo-
plosmaos. Dos gesamie benochbarie Zell
materiol wird durch Loseroblofion enthernt,
so dal eine “moteriolireis” Zone rund um
die Zielzalle entsteht [Abb, 5). Um dia Zal-
s vom Objekfirdger hennberzunehmen,
wird eine kormenbonells Einwegspritzan-
nodel om ROBOTMonipulotor onge
brochi. Sobald die Model baim sachien

eulgebrache,
M. db: Neck dem Auvschnsiden des Zolleroals wird mb sinem gurielten Leterschll sine enerwimschte Telle entferst

[sieke Loch ln der Mitte des Areshs) Dariberstreichen die Zelle berihri, bleib
Abb. 4 nug.i.r" a‘:m.f. mmm '?m Loserstrabldrockkralt oul sine selbithlobonds Folle  cimse fost dovan kleben und konn mdhelos
katapaltiert euigrichmitlenss Lisch & 80 ). in einen geeigneten Bohaller zur weiteran
Abb. 4d: Dus ewsgeachmittens Gewsbeareol kisht sul dor Folie wnd koan somil Jeichd ln vla Sommelgried Gberfilhet Verorbeifung transpaortien werden, Fir eine

berlhrungslose, schnelle und mizhalose Ein-
zolzollgewinnung konn aouch das chenbe
schriebane  loserstrohldruck-Kotopulfieren
uingﬂ-ﬂrﬂ warden,

Dio loserbestrohlung schade! der geneti
schen Infarmation der prapariorien Zollen
nichi, wie om Baispiel des diffus wochsen
den  Mogenkarzinam gezeigh  werdon
kennke [12]. In dar breiparpariarten, einzal
negn Tumorzelle wurde eine Mulolion in
dem fir dos Zelladhasionsmalekil ELCad
horin  codierenden Gen  gefunden
wihrend in einer benochbarian, gesundan
Epitholzalle nur dis Wildhp-Sequenz vor
handen war,

Die aul der Lassrmikrostrahlmethods basie
rande, ohaalul h:.rgiunu:he Praparation
waniger, homogener Zellen oder einar ain-
zalnan Zellen ous siner heterogenen Zell
population i ein wichfiger Schrift in Rich-
hng hochpraziser molebulorer Anohae
von genafischen Defekien, die ols Ursache
v Krebs, Infoktionen oder Krankheiten
gebien. Die Maglichkelt, avch mit Farmalin
Fixierse und in Paraffin singebetiels Proben
fir die genefische Einzelzellanalyse wer.

Abb. Se: ROBOT-MICROBEAM Tachaik: Formalia Ficierts und in Parsifin sisgebettete hetarogess Gawsbeprobe, basse-  *Enden zu kinnen, &ffneten don Weg, um

bttd oud Temer rellen vermizch? mit micht-famarien Tollan. das in den Pothologischen Insfinsten seif
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Abb, 5¢: Fine komvestionalle Spritzennodel, de b erE, compahbigE omosipaleior bedeiilgi

s, atrwichi e dis Dalralls, - oo Nariin e gewshnlichen und ungewshnlichen Krank

Abl. Sd: Sobeld die Tolle beribet wird, bluibi 1ie fest on der Model kieben wd ko somit fir weiters melehulabiologi- heiten von bekanntem klinischen Vadou,
ke Llatersochangen leick? in vin Sammelgefill iberfhil wirdee, konnen mickblickend wniprsucht wardan,
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um mehr Informationen Gber die molekulo-
re Ursacha der genetischen Defekte zu ge-
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Ivkmnftsperspektiven

Eine interessonte Anwendung des U -Loser
Mikrostrahles ist die optische Materialinjek.
tion in bobende Zelle chne SiGnung dor Zell
vitolitgd, Ein prézise fokusierier Losarsivahl
kann winzige Licher in die Zellmembran
von odherent wochsenden oder suspen-
dierien Zellen schieBen, Das loch Bleib
nur fir den Bruchteil einer Sekunde gedf-
nef, bevor es von der Jelle wieder repa-
riert wird, Dies ist jedoch lange genug, um
das im Medium geldste, genetischen Mate-

rigl aus deor unmittelboren Uimgebung ein-
saugen zu knnen. Wird das Loch direks in
den Zellkernbereich geschossen, sheigert
sich die Erfolgsrate der DINA Tronshekfion
ebenso wie die Effizienz der Zellverande
rung um mehrere GroBenordnungen [5].
Die Selektividgl und gesteigerte Effizienz
dor loserinduzierien Moterialinjekfion ohne
Chemikalien oder virale Vekioren kannie
ain ersher Scheifl in Richlung _opfischer
Gentharopie” sein,

Eine der Houptvortelle der berihrungslo-
sen Lasermikromanipulation fur die geneti-
sche Unersuchung sinzalner Zellen odar
einzelner Molekile ist die hohe Prézision
und Selekinvital, sowie die Reinheil der Pro-
benpréparation. Wenn man diese Matho-

de mil dor Losersconning-, Sconningkrof
oder der Mahfeldmikroskopie kombinier,
kénnen sogar noch weitergohende Details
der DMA Verdnderungen untersuchl wer.
den.

Zusommenfossend betrochiet sind wir der
Mainung, dafl sich die berihrungslose, op-
fische Losermikromanipulation zu einer un-
entbehrlichen Mathodik in der modernen
Gon- und Biokochnoloige entwickaln wird,
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