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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft ein Verfahren fir den laserinduzierten Transport von Materialien, insbesondere
von biologischen Materialien wie Einzelzellen oder Gewebeproben, von transparenten Tragersubstraten in
Auffangvorrichtungen.

[0002] Separation und Transport kleiner biologischer Proben (Durchmesser von etwa 10 bis Gber 100 Mikro-
meter) sind von Interesse beispielweise bei der Untersuchung histologischer Schnitte, aus denen bestimmte
Gewebsareale- oder Zelltypen zur weiteren Analyse herausprapariert werden sollen. Das Bearbeiten mit me-
chanischen Manipulatoren birgt dabei stets das Risiko einer Kontamination der Probe durch Stoffe, mit denen
der Manipulator vorher oder zwischenzeitlich in Kontakt war und ist iberdies zeitraubend und kaum automati-
sierbar. Fur die Entnahme einer groRen Zahl von Proben aus einer biologischen Masse (histologischer Gewe-
beschnitt, Zellteppich, usw.) ist die rechnerunterstiitzte Selektion mit begleitendem laserinduziertem Transport
des Probenmaterials Stand der Technik. Dabei wird die Probe mit einem fokussierten, gepulsten Laserstrahl
abgerastert und die so ausgewahlten Bereiche werden durch Applikation einer hinreichend grof3en Pulsener-
gie herausgeschleudert (,katapultiert”), wobei eine Auffangvorrichtung (z. B. der Deckel des Analysegefalies
oder eine Mikrotiterplatte) in der vorhersehbaren Flugbahn der Probe angeordnet ist.

[0003] In einem Aufbau zum ,Laser Pressure Catapulting” (LPC) nach der Lehre der DE 196 16 216 A1 be-
findet sich die biologische Masse auf einem transparenten Substrat (etwa ein Glasobjekttrager) und wird durch
dieses Substrat hindurch mit einem Laser bestrahlt. Hierbei handelt es sich meistens um einen UV-Laser, da
dessen Strahlung von biologischen Materialien gut absorbiert wird. Durch die Laserbestrahlung wird eine Pro-
be aus der Masse herausgeschnitten und danach durch einen auf die Probenunterseite gerichteten , Transport-
puls” direkt aufgeheizt und teilweise verdampft. Die laserinduzierte Dampfexpansion dient hier als Triebkraft
des Transports. Das Katapultieren direkt von Glas ist allerdings schadlich fur das biologische Material (Vogel
A et al. (2007) Mechanisms of Laser-Induced Dissection and Transport of Histologic Specimens, Biophysical
Journal 93: 4481-4500), da im bestrahlten Areal thermomechanische Schadigungen auftreten und die
UV-Strahlung in hoher Dosis auf das Material einwirkt. Die Ausbeute an verwertbarem genetischen Material
fir eine "quantitative Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction” (QRT-PCR) Analyse ist um einen
Faktor von etwa 100-1000 geringer als mit Verfahren, die eine Unterstitzung des Katapultierens durch zusatz-
liche Schichten zwischen Substrat und Probe vorsehen.

[0004] Die DE 196 03 996 C2 offenbart ein Verfahren zum Separieren und Sortieren von biologischen Objek-
ten, die auf einem planaren Trager angeordnet sind, wobei ein Objektfeld des Tragers, auf dem sich ein selek-
tiertes biologisches Objekt befindet, mit einem Laserstrahl ausgeschnitten und sodann laserinduziert transpor-
tiert wird. Der Trager wird also als Bestandteil der Probe behandelt und mit ihr katapultiert. Die biologische Pro-
be wird durch die mechanische Stabilitat des Tragers vor und wahrend des Transports gestitzt. Zudem wird
der Laserpuls, der den Transport ausldst, auf den Trager gerichtet, der durch lokale Verdampfung die erforder-
liche Energie zur Beschleunigung des Dissektats freisetzt. Die biologische Probe selbst, die sich im Innern ei-
ner geschlossenen Laserschnittlinie befindet, die ein Areal sehr viel gréRer als der Laserfleck umschlief3en
kann, wird in allen Bereichen au3erhalb des Laserfokus von der UV-Strahlung und der Warmeentwicklung im
Laserfokus nicht beeintrachtigt.

[0005] Der Trager aus der DE 196 03 996 C2 ist heute kommerziell erhaltlich und besteht aus einer diinnen
Folie aus Polyethylen-2,6-naphthalat (PEN). Die PEN-Folie ist nur an ihren Randern auf dem Objekttrager fi-
xiert, wodurch die Proben nach Ausschneiden der relevanten Bereiche des Gewebes lose aufliegen und sehr
leicht zu katapultieren sind. Die fehlende Haftung der Folie und ihr hohes Absorptionsvermégen im Bereich der
Laserwellenlange gestatten, das Dissektat auch bei Beleuchtung nur eines Bruchteils der ausgeschnittenen
Flache zu katapultieren.

[0006] Allerdings ist die Verwendung der PEN-Folie nicht ohne Nachteile. Durch die Folie wird die optische
Abbildungsleistung verringert (und damit z. B. die Erkennbarkeit histologischer Details). Streuung und Doppel-
brechung begrenzen die Mdglichkeit der optischen Kontrastierung durch Phasen- oder Interferenzkontrast.
Ferner besitzt die Folie eine erhebliche Autofluoreszenz im blauen und griinen Spektralbereich, sodass griine
Fluoreszenzmarkierungen zur Erkennung relevanter Gewebebereiche nur bedingt und blaue Gberhaupt nicht
angewendet werden kann.

[0007] Haufig wird die Folie nicht komplett geschnitten und klappt beim Katapultierprozess lediglich um, so-

dass kein Gewebe in die Auffangvorrichtung gelangt. In der Praxis ist somit keine Automatisierung der Gewin-
nung histologischen Materials mdglich, da es einer standigen Kontrolle bedarf, ob auch alle zu katapultieren-
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den Dissektate tatsachlich katapultiert wurden bzw. in das Auffanggefal gelangt sind. Vor allem aber zeigt die
Folie eine schlechte Planlage, welche nach Durchlaufen der histologischen Bader und Farbelésungen noch
weiter verschlechtert wird, so dass bei der praktischen Anwendung standig nachfokussiert werden muss. Die-
ses Problem ist hauptsachlich der Tatsache geschuldet, dass die PEN-Folie im Innenbereich nicht am Objekt-
trager anhaften, von diesem also auch nicht in Position gehalten werden kann, da sie sonst nicht zu katapul-
tieren ware.

[0008] Die erwahnten Nachteile der PEN-Folie werden weitgehend vermieden, wenn das Transportsystem
ein stabiles, fur Laserlicht transparentes Substrat und eine auf diesem ganzflachig anhaftende Funktions-
schicht umfasst (siehe die nicht vor Veroffentlichte DE 12 2008 026 727 B3). Das Substrat ist dabei vorzugs-
weise ein herkdmmlicher Glasobjekttrager, und die Haftung zwischen Funktionsschicht und Substrat garantiert
eine gute Planlage. Die Funktionsschicht ist zwischen 1 und 10 Mikrometer dick und unterteilt sich in wenigs-
tens zwei Ubereinander angeordnete Teilschichten. Unmittelbar auf dem Substrat ist eine Treiberschicht ange-
ordnet, die ein hohes Absorptionsvermdégen flr das Laserlicht besitzt und in der Lage ist, durch laserinduzierte
Gasfreisetzung lokal zu expandieren. Auf der Treiberschicht ist eine Tragerschicht angeordnet, auf die das bi-
ologische Material aufgebracht wird, wodurch das biologische Material mitsamt einem Tragerschichtfragment
katapultiert wird.

[0009] Die weiter zu nennende US 2007/029 2312 A1 stellt sich zudem die Aufgabe, einen Probentrager (,pla-
te”) fuir biologische Proben vorzustellen, auf dem das Probenmaterial lokal untersucht (,addressable analyses”)
und bei Bedarf an vorab festgelegten Entnahmeorten isoliert werden kann. Eine Adressierbarkeit der Ent-
nahmeorte wird durch vorinstallierte Pallets erreicht, die in definierter Anordnung auf einer Glasoberflache haf-
ten.

[0010] Diese Pallets konnen beispielsweise durch einen Laserpuls abgeldst werden, der in die Grenzflache
zwischen Glasoberflache und Pallet fokussiert wird und dort ein Plasma bildet. Das Pallet wird also zwingend
zusammen mit dem Probenmaterial isoliert. Dabei wird das abgeldste Pallet lediglich einer Flissigkeitsstro-
mung zum Transport Ubergeben. Ein nach der Lehre dieser Schrift vorstrukturierter Probentrager erfordert ei-
nigen Herstellungsaufwand und erlaubt gleichwohl doch keine Entnahme von Probenarealen, die man etwa
bei der Inspektion eines flachigen Probenmaterials (z. B. histologischer Schnitt) an einer beliebigen Stelle zu
isolieren wiinscht, wenn kein passend angeordnetes Pallet vorhanden ist.

[0011] Beide genannten Verfahren, PEN-Folien-Technik und Funktionsschicht-Methode, sind geeignet, Dis-
sektate zu selektieren und zu transportieren, die deutlich groRer sind als das laserbestrahlte Areal. In beiden
Fallen bleibt der groRte Teil des biologischen Materials von der Laserstrahlung unbeeinflusst, so dass hier vor
allem auch der Transport lebender Zellen oder Zellhaufen mdéglich ist.

[0012] Die Verwendung von mit PEN-Folie bespannten oder mit mehreren Funktionsschichten versehenen
Objekttragern ware fir den histopathologischen Routinebetrieb vermutlich zu kostspielig. Sie ware nach oben
Gesagtem auch nicht in allen Fallen fiir die Untersuchung giinstig. Uberdies sind nach wie vor auch histologi-
sche Archivmaterialien zu untersuchen, bei denen die histologischen Schnitte tiblicherweise ohnehin direkt auf
einem Glas-Objekttrager aufgebracht sind.

[0013] Oftist man am Transport lebender Zellen auch gar nicht interessiert. Will man z. B. nur eine genetische
Analyse des biologischen Materials in einem Areal eines histologischen Schnittes vornehmen, so rastert man
dieses Areal mit einer Vielzahl von Laserpulsen ab und sammelt die Probenstlcke in einem Auffangbehalter,
wobei man nicht nur das mechanische Zerrei3en der Zellmembranen wahrend des Transports in Kauf nimmt,
sondern dieses sogar fur die Untersuchungszwecke als forderlich ansieht. Derartige Proben missen also nicht
vor mechanischen, gleichwohl aber dennoch vor thermischen und UV-bedingten Schaden geschutzt werden.

[0014] Ferner ist als Stand der Technik noch die US 6 291 796 B1 zu erwahnen, die ein Verfahren zur Sau-
berung von Objekten mittels gepulster Laserstrahlung (,laser dry cleaning”) beschreibt. Die auf einer Objekto-
berflache befindlichen Verunreinigungen — die nicht selten organisch sind — werden durch eine Kombination
von Laserablation, photoinduzierter Zersetzung und laserpulsinduzierter Vibration des Objekts entfernt, wobei
das Objekt durch lineare Absorption der Laserpulse wiederkehrend thermisch expandiert wird.

[0015] Es ist nun die Aufgabe der Erfindung, ein Verfahren zum laser-induzierten Transport eines Materials,
insbesondere eines biologischen Materials, von einem flir das Laserlicht transparenten Tragersubstrat anzu-
geben, bei dem das Material vor der Laserstrahlung und vor thermischer Schadigung geschutzt ist ohne dass
es einer gesonderten Schutzschicht zwischen Tragersubstrat und Material bedarf.
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[0016] Die Aufgabe wird geldst durch ein Verfahren mit den Merkmalen des Hauptanspruchs. Die Unteran-
spriche geben vorteilhafte Ausgestaltungen des Verfahrens an.

[0017] Der Ansatzpunkt der Erfindung ist, dass das transparente Substrat selbst — gemeinhin ein Glasobjekt-
trager, der zwei ausgedehnte Flachseiten aufweist — dazu veranlasst werden soll, das auf einer Flachseite an-
geordnete biologische Probenmaterial an selektierten Stellen abzuwerfen und in das Auffanggefal® zu schleu-
dern. Die Selektion, wo dieses Abwerfen geschehen soll, erfolgt durch Fokussierung eines gepulsten Laser-
strahls in die Nahe des Probenmaterials. Das Probenmaterial soll vor dem Laserlicht geschitzt werden, so
dass eine Einstrahlung von der Flachseite mit der Probe her nicht zweckmaRig ist. Vielmehr muss das Laser-
licht von der dem Probenmaterial abgewandten Flachseite des Substrats eingestrahlt werden und offenbar
zweckmafig das Substrat weitgehend durchlaufen kénnen, bevor es zu einer Energiedeponierung in der Nahe
des Probenmaterials kommt. Die Energie muss liberdies in einem Mindestabstand vor dem Probenmaterial de-
poniert werden, um die Schadigungen durch Warme und Strahlung zu vermeiden. Die Laserstrahlung muss
also im Innern des transparenten Substrats fokussiert werden, so dass die Energiedeponierung durch nicht-li-
neare Absorption unter gleichzeitiger Plasmabildung stattfindet.

[0018] Eine solche Plasmabildung beschadigt das Substrat irreversibel. Der Bereich der Beschadigung kann
dabei auf das Innere des Substrats begrenzt bleiben (analog zur Laserinnengravur) oder sich bis zur Substra-
toberflache mit dem Probenmaterial fortsetzen. Es kann auch zur Absplitterung von Substratfragmenten kom-
men. Das Ausmal} der Substratschadigung ist fir die Erfindung nicht entscheidend.

[0019] Erfindungswesentlich ist vielmehr, dass die Erzeugung eines Plasmas im Laserfokus unter der Subst-
ratoberflaiche mit dem Probenmaterial das Aussenden einer StoRwelle nach sich zieht. Die StoRwelle breitet
sich spharisch vom Laserfokus aus und durchlauft insbesondere den vorbestimmten Abstand zwischen Las-
erfokus und Substratoberflache, wobei sich der Druck abschwacht, der im Laserfokus zunachst sehr hoch ist.
Der Abstand schitzt das Probenmaterial nicht nur vor der sehr hohen Plasmatemperatur, sondern er erlaubt
auch das ,Auffachern” der Druckbeaufschlagung des Probenmaterials durch die expandierende StoRRwelle.
Wird die StoRwelle an der Proben- oder Substratoberflache reflektiert, so findet ein Impulsiibertrag auf das Pro-
benmaterial statt, der bei geeigneten Laserparametern zum Abldsen, Abreillen und Beschleunigen eines
Stlicks des Probenmaterials in Richtung auf das Auffanggefall ausreicht. Die so transportierte Probenflache
ist sehr viel gréRer als der Querschnitt des Laserfokus.

[0020] Es isteine vorteilhafte Ausgestaltung der Erfindung, den Laserfokus vollautomatisch zwischen den La-
serpulsen neu zu platzieren. Er behalt dabei vorzugsweise einen vorbestimmten Abstand zur Oberflache bei
und wird lediglich parallel zu dieser verschoben. Von Laserpuls zu Laserpuls wird somit neues Material trans-
portiert, d. h. es findet ein laterales Abrastern des Probenmaterials statt. Durch dieses Abrastern kénnen aus-
gewabhlte Bereiche des Probenmaterials mit beliebiger Gestalt transportiert werden.

[0021] Das erfindungsgemalfe Verfahren ist das derzeit einzige Verfahren zum Laser-induzierten Material-
transport, dass sich allein auf Energiedeponierung mittels nicht-linearer Absorption stitzt. Dies hat einen wei-
teren gravierenden Vorteil: man ist bei der Wahl der Laserwellenldnge weitgehend frei. Insbesondere kommen
alle Wellenlangen vom UV- bis zum NIR-Spektralbereich fir den Transport in Frage. NIR-Wellenlangen sind
dabei besonders interessant, da sie von biologischem Material kaum absorbiert werden.

[0022] Die Erfindung wird nachfolgend anhand von Figuren naher erlautert. Dabei zeigt:

[0023] Fig. 1 eine schematische Querschnittsansicht von verschiedenen Phasen der Vorgange im transpa-
renten, mit Probenmaterial beladenen Substrat bei der Durchflihrung des erfindungsgemafen Verfahrens;

[0024] Fig. 2 eine Skizze zur Betrachtung des grélitmdoglichen Probenareals, das mit dem erfindungsgema-
Ren Verfahren transportiert werden kann;

[0025] Fig. 3 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Oberflache eines Glassubstrates, bei dem
sich durch Fokussierung eines Laserpulses unter die Substratoberflache verschiedene Typen von Beschadi-
gungen an der Substratoberflache gebildet haben.

[0026] Fig. 4 ein Diagramm mit experimentellen Messungen der fiir den Transport eines bestimmten Areals
von Probenmaterial erforderlichen Laserpulsenergie in Abhangigkeit vom Abstand zwischen Laserfokus und
Substratoberflache, wobei verschiedene Proben transportiert werden und die mdgliche Beschadigung der
Substratoberflache untersucht wird;
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[0027] Fig. 5 ein Balkendiagramm mit der flr eine bestimmte Signalstarke erforderlichen Anzahl von PCR Zy-
klen fur ein Housekeeping-Gen, wobei zwei Verfahren nach dem Stand der Technik (Katapultieren mit PEN-Fo-
lie und Katapultieren direkt vom Glas) miteinander verglichen werden.

[0028] Fig. 6 ein Balkendiagramm analog zu Fig. 5, wobei hier fir drei verschiedene Housekeeping-Gene
das erfindungsgemafe Verfahren mit der PEN-Folien-Technik verglichen wird.

[0029] In transparenten Stoffen wie z. B. Glas, Quarz oder anderen méglichen Substratmaterialien kann eine
lokalisierte Energiedeponierung nur durch nichtlineare Absorption erfolgen, d. h. durch Mehrphotonenprozes-
se in der Form von Multiphotonenionisation und Lawinenionisation, die zur Ausbildung eines Plasmas fihren
(quasifreie Ladungstrager im Material bestehend aus einer Mischung von Elektronen und lonen). Da das Auf-
treten der Mehrphotonenprozesse nichtlinear von der Laserlichtintensitat abhangt, spricht man von ,nichtline-
arer Absorption”. Und da die Plasmabildungsrate oberhalb einer Schwelle, die von Material und Laserparame-
tern abhangt, extrem stark zunimmt, wird der Plasmabildungsprozess in diesem Parameterbereich auch ,opti-
scher Durchbruch” genannt.

[0030] Die hohe volumetrische Energiedichte innerhalb des Plasmas geht mit der Erzeugung hoher Tempe-
raturen von etlichen Tausend Kelvin und hoher Driicke im Bereich von 1 bis 10 GPa einher (Vogel et al., ,Shock
wave emission and cavitation bubble generation by picosecond and nanosecond optical breakdown in water,”
J. Acoust. Soc. Am. 100: 148-165, 1996). Dies fiihrt zu einer explosionsartigen Ausdehnung des Plasmavolu-
mens und zur Aussendung einer StoRwelle. Bei spharischen StolRwellen nimmt die maximale Druckamplitude
mit wachsendem Radius ab.

[0031] Eine StoRwelle besitzt eine vom Drucksprung P an der Stof3front und dem Druckverlauf innerhalb der
StoRwelle abhangige Partikelgeschwindigkeit u, und dementsprechend auch einen Impuls. Der Impuls pro Ein-
heitsflache einer spharischen Stol3welle mit Radius r betragt (Cole, ,Underwater Explosions”, Princeton Uni-
versity Press, Princeton, New Jersey, 1948, p. 112)

p
(1) I(r,t"y = [P(r,0) dt,
0

wobei t' der StoRBwellendauer entspricht. Die Stolwelle wird an der freien Oberflache des Substrates (bzw. an
der darauf liegenden Probe) als Zugwelle mit Amplitude — P an der StoR¥front reflektiert. Hierbei wird die Mate-
rialoberflache innerhalb der Anstiegszeit der Stol¥front auf die Geschwindigkeit (Cole, ,Underwater Explosi-
ons”, Princeton University Press, Princeton, New Jersey, 1948, p. 54)

Uy = 2u,CO80 (2)

beschleunigt, wobei a der Einfallswinkel der StoRwelle ist (Winkel zwischen Wellenfront und Substratoberfla-
che bzw. zwischen Ausbreitungsrichtung und Oberflachennormale, a = 0° fiir senkrechten Einfall). Diese Ge-
schwindigkeit wird auch auf das Material tibertragen, welches sich auf der Substratoberflache befindet.

[0032] Die Zugwelle bricht das Substratmaterial auf, sofern sie an irgendeinem Ort im Material dessen Zug-
festigkeit Uberschreitet (,Spallation”). Wird die Zugfestigkeit nirgends Uberschritten, fihrt der Durchlauf der
StoRRwelle lediglich zu einer reversiblen voriibergehenden elastischen Verformung. Auf ahnliche Weise bildet
sich auch die Auslenkung der Substratoberflache bei StoRwellenreflektion durch die elastischen Riickstellkraf-
te im Material wieder zurtck.

[0033] Wenn auf dem Substrat eine Schicht eines Probenmaterials lose oder mit geringer Adhasion aufliegt,
bildet die Grenze zwischen Probe und Substrat eine Sollbruchstelle fiir den Spallationsvorgang.

[0034] Es kommt in dem Bereich zu einer Ablésung der Probe, wo die senkrecht zur Oberflache gerichtete
Komponente der Spallationskrafte sowohl die Adhasion zum Substrat als auch die ZerreilRfestigkeit zu benach-
barten Probenteilen Gbersteigt.

[0035] Werden durch das Zusammenwirken der Zugwelle und des hohen Gasdrucks im Plasmabereich Ver-
formungskrafte erzeugt, welche nicht nur die Adhasionskrafte an der Sollbruchstelle zwischen Substrat und
Probe, sondern auch die Festigkeit des Substratmaterials Uibersteigen, kann Substratmaterial im Bereich ober-
halb des Plasmas herausgebrochen werden, wobei im Bereich direkt oberhalb des Plasmas die Spallations-
wirkung durch das Aufschmelzen des Materials erleichtert wird. Geschmolzenes Substratmaterial kann aus der
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unmittelbaren Plasmanahe durch den hohen Druck im Plasmabereich an die Oberflache des erzeugten Kraters
oder bis auf die Substratoberflache in der Umgebung des Kraters gelangen. Da dies aber deutlich nach Ablo-
sen der Probe von der Substratoberflache erfolgt, kann das Probenmaterial durch die Schmelze thermisch
nicht geschadigt werden.

[0036] Die vorstehende Diskussion verdeutlicht die Analogie des erfindungsgemafen Verfahrens zu einer un-
terirdischen Sprengung. Das Laserlicht wird im Innern des transparenten Substrats in einem vorbestimmten
Abstand zur Substratoberflache (,depth of burial”) fokussiert. Das biologische Material auf der Substratoberfla-
che wird weit auRerhalb des Laserfokus kaum von der Laserstrahlung beeintrachtigt. Die Erzeugung des Plas-
mas durch nichtlineare Absorption entspricht der Fernziindung eines Sprengsatzes. Das zwischen Laserfokus
und Oberflache befindliche Substratmaterial wirkt als Vermittler eines durch die Plasmaexpansion getriebenen
Impulsibertrages auf das auf der Substratoberflaiche angeordnete biologische Material, das es zu beproben
gilt. Das Substratmaterial dient zugleich als Schutzschicht gegen thermische Schadigung der Probe. Wenigs-
tens ein Teil des biologischen Materials wird vom Substrat abgehoben und in ein Auffanggefal® transportiert,
gegebenenfalls zusammen mit ausgebrochenen Fragmenten des Substratmaterials. Es kann ein Krater auf
der Substratoberflache entstehen. Das Substrat wird auf jeden Fall — zumindest im Innern — irreversibel be-
schadigt. Die maximale Tiefe des Auswurfkraters wird bei sproden Materialien wie Felsen oder Glas erreicht,
wenn Spallation und Beschleunigung durch den Gasdruck mit gleichen Anteilen zur Kraterbildung beitragen.

[0037] Im Falle des Heraussprengens von Substratmaterial wird dieses zusammen mit der Probe in das Auf-
fanggefal} transportiert. Wenn das Substratmaterial inert gegenliber den bei der genomischen oder proteomi-
schen Analyse relevanten biochemischen Prozessen ist, hat die Vermischung von Proben- und Substratmate-
rial keinen nachteiligen Einfluss auf das Analyseergebnis. Dies ist beispielsweise bei Glas und etlichen Poly-
meren (z. B. PEN) der Fall. Fir das erfindungsgemaRe Verfahren ist es also nicht wesentlich, ob Fragmente
des Substrats mit transportiert werden oder nicht. Das Verfahren weist hohe Stabilitat gegenuber Variationen
der Prozessdynamik auf, was zur Folge hat, dass es mit sehr unterschiedlichen Bestrahlungsparametern an-
gewendet werden kann.

[0038] Die GroRe des transportierten Probenareals entspricht dem Bereich, wo der Impulsiibertrag auf die
Probe hinreichend grof ist, um es vom benachbarten Probenmaterial zu 16sen, die Adhasion zur Substrato-
berflache zu (iberwinden, und es auf eine Startgeschwindigkeit zu beschleunigen, die zum Uberwinden der
Distanz zum Auffanggefall entgegen Gravitationskraft und Luftreibung ausreicht.

[0039] Es kann vereinfacht eine Mindestgeschwindigkeit u,;, der Probe als Transportschwelle definiert wer-
den. Der Bereich, in dem Probenmaterial transportiert wird, ist dann durch die Bedingung

Uy = 2U,COST > Uy, 3)

gegeben. Das transportierte Areal wird von einer geschlossenen Kreislinie (a = ag) umrandet, wo die Trans-
portbedingung

2u,C080g = Up, 4)

gerade erflllt ist. Offenbar nimmt die linke Seite von (4) mit sinkendem Schalldruck der StoRwelle oder mit stei-
gendem Winkel der StoRwellenfront gegen die Substratoberflaiche ab. Bei vorgegebener Pulsenergie
(-Sprengkraft”) existiert grundsatzlich ein Optimum fir den Abstand des Laserfokus von der Substratoberflache
mit dem Probenmaterial, das den Transport eines maximalen Probenareals erméglicht. Dieses Optimum muss
im Einzelfall aufgesucht werden, weil es von der konkreten Wahl des Substrats sowie von Haftung und Reif3-
festigkeit der Probe abhangt.

[0040] Rein geometrisch bedingt fallt der Schalldruck mit wachsendem Abstand r von einer Punktquelle mit
1/r ab. Der Druck an der Front einer StoRwelle fallt jedoch deutlich schneller ab, weil an der Stol3front Energie
in Warme umgewandelt wird, und weil sich die StoRwelle wahrend der Ausbreitung verbreitert. Es gilt p « r™,
mit 1.1 <n <2.5. Fir den Druckabfall im Nahfeld (gemessen bis etwa r = 60 ym) eines durch einen 50-uJ, 30-ps
Puls erzeugten Plasmas gilt 1.6 <n < 2.2 (Vogel et al., ,Shock wave emission and cavitation bubble generation
by picosecond and nanosecond optical breakdown in water,” J. Acoust. Soc. Am. 100: 148-165, 1996).

[0041] Hieraus folgt, dass das maximale, fiir eine vorbestimmte Pulsenergie noch transportierbare Probena-

real durch einen Winkel a; < 45° gekennzeichnet sein muss (siehe auch Diskussion weiter unten), d. h. der
Abstand des Laserfokus zur Substratoberflache sollte vorzugsweise immer grof3er sein als der gewilinschte
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Radius des transportierten Probenareals.

[0042] Der Minimalabstand zwischen Laserfokus und Substratoberflache muss wenigstens so grol3 sein,
dass die Probe durch Warmeleitung nicht geschadigt werden kann. Dies ist bei Pulsdauern im Nanosekunden-
bereich bei einem Abstand von 3 pm mit Sicherheit der Fall.

[0043] Der Minimalabstand muss zusatzlich so grof3 sein, dass der Strahlquerschnitt an der Probe und die
von der Stosswelle beaufschlagte Probenflache deutlich groer sind als der Fokusdurchmesser. Diese Bedin-
gung ist erfiillt, wenn der Abstand mindestens gleich der Rayleigh-Lange z ist, innerhalb derer sich der Strahl-
querschnitt verdoppelt. Wenn man die — fir Laser meist zuldssige — Naherung eines Gaulstrahls betrachtet,
so lasst sich die Rayleigh-Lange wie folgt ausdriicken

_nd

A

wobei w, der Strahlradius im Fokus und A die Wellenldnge des verwendeten Lichts ist. Fir sehr groRe nume-
rische Aperturen, bei denen z; < 3 pm sein kann, sollte der Minimalabstand fir den erfindungsgeméafRen Trans-
port gleichwohl — wie oben erlautert — 3 um betragen.

Q) ZR

>

[0044] Die Laserwellenlange muss in den Transmissionsbereich des Substratmaterials fallen, der beispiels-
weise bei Glas von der UV-A Region bis in den nahen Infrarotbereich des optischen Spektrums reicht. Da die
Energiedeponierung durch nichtlineare Absorption und Plasmabildung erfolgt, welche nur eine geringe Wel-
lenlangenabhangigkeit aufweist, eignen sich prinzipiell alle Laserwellenlangen im Transmissionsbereich des
Substratmaterials. Dies ist ein Vorteil gegeniiber den Verfahren nach dem Stand der Technik, bei denen die
linearen Absorptionseigenschaften des Probenmaterials und des jeweils verwendeten Schichtensystems be-
ricksichtigt werden missen. Die Mdglichkeit, IR-Wellenlangen wie beispielsweise die Fundamentalwellenlan-
ge des Nd:YAG Lasers (1064 nm) zu verwenden, kann zu einem zusatzlichen Schutz der zu transportierenden
biologischen Proben flihren, deren lineare Absorption blicherweise im nahen IR viel geringer ist als bei
UV-Wellenlangen.

[0045] Geeignete Laserpulsdauern liegen im Bereich von einigen Pikosekunden bis maximal etwa 100 ns. Bei
Pulsdauern im Femtosekundenbereich weisen die lasererzeugten Plasmen nur eine geringe volumetrische En-
ergiedichte auf, die zum Herausbrechen hinreichend grof3er Substratteile nicht ausreicht. Zudem ist die Loka-
lisierbarkeit der Energiedeponierung durch nichtlineare Strahlausbreitungseffekte im Substrat eingeschrankt.
Bei Verlangerung der Pulsdauer vergrof3ert sich sowohl die Energiedichte im Laserfokus als auch bekannter-
malen die Energieschwelle fir Plasmabildung in transparenten Dielektrika. Bei Pulsdauern von 6 ns liegen die
Durchbruchsenergien in Wasser bei 22° Offnungswinkel (NA = 0.25) bereits bei 140 pJ fir A = 1064 nm und
40 pd fir A =532 nm. Energien in dieser GroRenordnung erzeugen recht grobe Effekte im Substrat, die fir eine
prazise Abgrenzung der transportierten Bereiche der Probe nicht gut geeignet sind.

[0046] Besonders vorteilhaft und kostengiinstig ist die Verwendung von Pulsen aus Mikrochiplasern mit einer
Dauer zwischen etwa 300 ps und 3 ns.

[0047] Die Laserstrahlqualitdt muss moglichst gut sein, um die Energieschwelle fur Plasmabildung im Laser-
fokus zu minimieren. Die Strahlqualitat wird Ublicherweise gemessen durch das Strahlparameterprodukt w, ¢
= M? (M) aus dem Radius w, der Strahltaille und dem Fernfeldwinkel ¢, wobei A die Laserwellenlange be-
zeichnet und M? die Beugungsmalfzahl ist. Bei einem idealen Laserstrahl haben Strahlqualitat K = 1/M? und
Beugungsmafzahl den Wert 1, bei realen Laserstrahlen sind M? > 1 und K < 1. Mikrochiplaser emittieren Gb-
licherweise Strahlung mit einer Beugungsmafzahl M? < 1.3, sind also fiir die Erfillung der Aufgabe ausge-
zeichnet geeignet.

[0048] In kommerziellen Mikrostrahlsystemen der ersten Generation werden Ublicherweise Stickstofflaser zur
Dissektion und zum Katapultieren verwendet. Die Strahleigenschaften von Stickstofflasern sind so schlecht,
dass sich im Substratmaterial bei den Ublicherweise zum Katapultieren verwendeten moderaten numerischen
Aperturen (10 x und 20 x Objektive mit NA < 0.5) kein optischer Durchbruch realisieren lasst. Wegen des Aus-
bleibens eines optischen Durchbruchs im Substrat wird die Laserenergie direkt in der Probe deponiert und der
Transport erfolgt, wie bereits im Stand der Technik geschildert, durch Verdampfen eines Teils der Probe. Dies
geht mit Schaden an der Probe einher. Stickstofflaser oder andere Lasertypen mit schlechten Strahleigen-
schaften sind daher fur das erfindungsgemaRe Verfahren nicht geeignet.
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[0049] Die numerische Apertur (NA) des zur Verwendung der Laserstrahlung verwendeten Objektivs kann im
Bereich 0.2 < NA < 1.3 liegen. Je grofier dabei der Kegelwinkel der Laserstrahlung eingerichtet wird, desto
geringer ist bei vorgegebenem Abstand zwischen Fokus und Probe die Belastung der Probe. Eine effektive
NA, die kleiner als die nominelle NA des Obijektivs ist, ergibt sich dann, wenn die rickwartige Eintrittspupille
des Objektivs durch den Laserstrahl nicht vollstandig ausgeleuchtet wird. Numerische Aperturen bis 0.75 koén-
nen nach dem Stand der Technik mittels Long-Distance Objektiven mit Korrekturausgleich in Verbindung mit 1
mm dicken Glas-Substraten realisiert werden. Zur Realisierung von gréf3eren Aperturen bis NA = 1.4 miissen
Ol-Immersionsobjektive in Verbindung mit einem etwa 0.1-0.2 mm dicken Deckglas als Substrat verwendet
werden.

[0050] Die minimale Laserpulsenergie fir den laserinduzierten Transport ist durch die zur Plasmabildung in-
nerhalb des Substratmaterials mindestens erforderliche Energieschwelle E,, gegeben. Diese wird durch Erzeu-
gung eines permanenten Schadens/Defektes im Substratmaterial definiert. Bei Fokussierung des Lasers im
Minimalabstand d,;, = 3 pm unter der Substratoberflache reicht der durch Plasmabildung erzeugte Defekt nach
allen bisherigen Befunden immer bis zur Substratoberflache. Somit lasst sich die Minimalenergie leicht durch
anschlieBende Inspektion der Oberflache experimentell bestimmen.

[0051] Bei aberrationsminimierter Fokussierung von Laserpulsen mit ungefahr 1 ns Dauer und 355 nm Wel-
lenldnge durch ein 1-mm Glassubstrat wird eine Energieschwelle von E,, = 2,0 pJ bei NA = 0,6 gemessen. Da
die Schwellenwerte fiir den optischen Durchbruch in transparenten Dielektrika bei gréfteren NA nicht vom Fo-
kussierungswinkel abhangen, kann man hieraus die Energieschwellen fir Fokussierung bei anderen NAs be-
rechnen. Man erhalt beispielsweise:

NA | 01 02 (03 |04 |05 |06 |07 |08 |09 1,0 1,1 1,2 1,3 1,4
(= 72 18 80 45 |29 |20 1,47 | 1,13 | 0,89 | 0,72 | 0,60 | 0,50 | 0,43 | 0,37
(WJ)

[0052] Der minimale Bedarf an Pulsenergie nimmt also mit steigender NA erheblich ab. Ab etwa NA = 0.2 kdn-
nen kostenglinstige Mikrochiplaser verwendet werden, deren maximale Pulsenergie recht begrenzt ist. Die
vorstehende Tabelle macht deutlich, dass Laserpulsenergien von etwa 0.3 bis zu 100 pJ fur die Ausfuhrung
der Erfindung in Betracht kommen.

[0053] Es ist vorteilhaft, Pulsenergien deutlich oberhalb der Schwelle des optischen Durchbruchs zu verwen-
den, da dies eine hdhere Absorption der Strahlung im Fokus und somit eine effektivere Energiedeponierung
mit sich bringt.

[0054] Die Pulsenergie ist grundsatzlich zu erhéhen, wenn man den Laserfokus weiter von der Substratober-
flache entfernt wahlit. Wie bereits erwahnt, sollten fir jede bestimmte Wahl von Substrat- und Probenmaterial
Vorexperimente durchgefiihrt werden, bei denen insbesondere Pulsenergien und Fokustiefe variiert werden,
um den Bereich des optimalen Probentransports aufzusuchen.

[0055] Die minimalen lateralen Abstande zwischen den einzelnen Laserexpositionen bei der Abrasterung der
biologischen Probe ergeben sich aus dem Bereich der Probe, wo der Impulsiibertrag durch Stol3welle und/oder
herausgebrochenes Substratmaterial hinreichend grof ist, um die Probe reproduzierbar aus dem umliegenden
Probenmaterial herauszulésen und in Richtung Auffanggefal zu beschleunigen. Groflte Abstédnde zwischen
den Rasterpunkten in Verbindung mit einer hohen Repetitionsrate der Laserpulse beschleunigen die Ge-
schwindigkeit der Probengewinnung. Die Abstande der Rasterpunkte sollten aber vorzugsweise nicht grofier
sein als der doppelte Abstand des Laserfokus von der Substratoberflache mit dem Probenmaterial.

[0056] Im folgenden wird ein Ausfiihrungsbeispiel, an dem sich die Leistungsfahigkeit des erfindungsgema-
Ren Verfahrens zum schonenden Materialtransport ablesen lasst, erlautert.

[0057] Fig. 1 zeigt schematische Querschnitte durch ein transparentes Substrat (gepunktet) mit einem darauf
angeordneten Film aus Probenmaterial (unterbrochen schraffiert), das nur relativ schwach am Substrat haftet.

[0058] In Fig. 1a zeigt der Pfeil die Einstrahlrichtung des Laserlichts an, die Kegellinien deuten den Strahl-
querschnitt an, der im Laserfokus (dunkles Oval) minimal wird. Erfindungsgemalf besitzt der Laserfokus deut-
lichen Abstand zur Substratoberflache.

[0059] In Fig. 1b ist eine Momentaufnahme der Ausbreitung einer StoRwelle zu sehen, die durch Plasmabil-
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dung im Laserfokus zuvor ausgeldst wurde. Vom Fokus ausgehend breitet sich die StoRBwelle zunachst spha-
risch aus. Erreicht sie eine freie Oberflache, wird sie dort reflektiert und in eine Zugwelle umgewandelt, wobei
ein Impuls Ubertragen wird. Eine Beschleunigung des Probenmaterials findet dort statt, wo der Impulstibertrag
auf den Probenfilm durch den StoR ausreicht, die Haftung der Probe am Substrat zu Giberwinden. In der Fig. 1b
wird vereinfacht unterstellt, dass die akustische Impedanz in Substrat und Probenmaterial identisch sind. Dies
ist in der Regel nicht der Fall, so dass die StoRwelle grotenteils bereits an der Grenzflache Substrat/Probe
reflektiert wird. Gleichwonhl ist auch dann durch die Bewegung der Substratoberflache ein Impulsibertrag auf
die Probe moglich.

[0060] Das Ablésen und Abheben eines Teils des Probenfilms wie in Fig. 1¢c gezeigt erfolgt dann, wenn der
Impulsibertrag bereichsweise grof3 genug ist, auRer der Haftung auch den Zusammenhalt des Probenfilms zu
Uberwinden. Dies wird durch gezackte Risskanten im Probenfilm angedeutet. Das abgehobene Probenstiick
wird in Richtung auf das Auffanggefal} beschleunigt.

[0061] Anhand von Eig. 2 kann verdeutlicht werden, welcher maximale Probenradius b, ,, bei einer vorgege-
benen Fokustiefe d in Vorwartsrichtung senkrecht zur Substratoberflache abgehoben werden kann. In der
Zeichnung ist das Substrat S allein durch seine Oberflache (dicke Linie) angedeutet, und der Laserfokus P be-
findet sich im Abstand d zu dieser Oberflache im Innern des Substrats.

[0062] Der Randbereich der Probe (Probenmaterial in Fig. 2 nicht dargestellt) ist gerade durch die Bedingung
gekennzeichnet, dass die StoRwellenfront dort den Winkel oz mit der Substratoberflache einschliet. Wie be-
reits erwahnt gilt dort gerade (vgl. Gleichung (4))

2U,COSR = Uy, (6)

und wenn man annimmt, man héatte

(7 u,(d’) = ;: mit C = konstant,
dann ware wegen
cosa, = :i—,—
am Rand der Probe
Cc d
(8) 2 * = Unin
d d
[0063] Daraus folgt mit
d =+b* +d?
fir den Radius b des transportierten Areals
2
9) b(d) = 26d_ 4
[0064] Die Ableitung von b nach d ist
-1
(10) b.zi( zcz_dzJ [g_zd],
2 umin umin
und die Funktion b(d) nimmt somit ein Maximum (b' = 0) an fir
(11) d= <
u

[0065] Einsetzen von (11) in (9) liefert b, ., = d. Tats&chlich fallen aber, wie weiter oben erlautert, die Druck-
amplitude und damit die Partikelgeschwindigkeit der StoRwelle (fir moderate Druckspriinge kann Proportiona-
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litat unterstellt werden) schneller ab als in (7) angenommen. Dadurch Iasst sich (6) nur noch fir kleinere Winkel
als 45° optimal erflllen Iasst, und es gilt somit b, < d.

[0066] Die Tiefe des Laserfokus im Substrat sollte also vorzugsweise grofRer als der gewlinschte Radius des
transportierten Probenareals gewahlt werden. Dabei ist natlirlich zu beachten, dass man bei Vorgabe des Pro-
benradius auch die Fokustiefe und die Laserpulsenergie geeignet aufeinander abzustimmen hat, damit ein
ausreichender Impulslbertrag auf die Probe méglich ist.

[0067] Es kann vorkommen, dass die Plasmabildung im Laserfokus zur Beschadigung der Substratoberfla-
che fuhrt. Bei relativ geringen Fokustiefen ist der optische Durchbruch im Fokus in der Regel mit solchen Be-
schadigungen verbunden und fuhrt sogar nicht selten zum Heraussprengen grof3erer, kegelférmiger Fragmen-
te des Substratmaterials. Fig. 3a zeigt eine Rasterelektronenmikroskop-Aufnahme eines Kraters im Substrat,
nachdem ein solches Fragment entfernt worden ist. Die Morphologie des sichtbaren Schadens kann aber mit
der Fokustiefe erheblich variieren, wie die Fig. 3b und c exemplarisch belegen.

[0068] Das Auftreten solcher Schaden an der Substratoberflache ist fir die Erfindung nicht wesentlich, was
Fig. 4 verdeutlicht. Im Diagramm sind der Abstand des Laserfokus zur Substratoberflache auf der Abszisse
und die flr einen erfolgreichen Transport erforderliche Laserpulsenergie auf der Ordinate aufgetragen. Ein
Transportexperiment wird hier als erfolgreich definiert, wenn beim lateralen Verschieben des Laserfokus ein
Streifen des Probenmaterials mit definierter Breite vollstandig transportiert werden kann. Dies impliziert sowohl
die Wiederholbarkeit des Einzelpulstransports und prift zugleich die ZweckmaRigkeit des Verfahrens fir das
Abrastern von Probenarealen, was die Hauptanwendung der Erfindung sein dirfte. Die Messergebnisse in
Fig. 4 beziehen sich auf ein 20 x Objektiv und NA = 0.5. Die eingezeichneten Punkte markieren Parameter mit
Transporterfolg fiir drei verschiedene Probenmaterialien, wobei alle aufgefundenen Parameter fiir ein Proben-
material durch Linien miteinander verbunden sind. Die schraffierte Flache kennzeichnet den Parameterbe-
reich, in dem keine Schaden an der Substratoberflache ausgemacht werden konnten. Die Aussage von Eig. 4
ist die, dass bei den Laborexperimenten, in denen der Fokus bis zu etwa 45 pm unter der Substratoberflache
platziert wird, praktisch immer ein Schaden an der Oberflache entsteht, so dass auch ein Transport von Sub-
stratmaterial nicht auszuschlielen ist. Fiir Fokustiefen jenseits von 50-60 ym erreicht der erzeugte Plasma-
schaden im Substrat nicht mehr die Oberflache, es wird ausschlieRlich Probenmaterial bewegt. Bei einer derart
tiefen Fokuslage (100 um und mehr sind mdglich) kann die thermische Schadigung der Probe véllig ausge-
schlossen und die Belastung durch Laserstrahlung als marginal bezeichnet werden. Dabei kommt man immer
noch mit moderaten Pulsenergien aus gunstigen Laser aus.

[0069] Abschlieend soll noch die Qualifizierung der Erfindung als schonendes Transportverfahren gezeigt
werden.

[0070] Hierzu werden biologische Proben mit gepulstem Laserlicht von einem Trager abgerastert, und die ge-
sammelten Proben werden einer RNA-Extraktion und -Analyse durch quantitative "Reverse Transcription-Po-
lymerase Chain Reaction” (QRT-PCR) zugefiihrt. Die Anzahl an PCR-Zyklen, die erforderlich ist, um eine be-
stimmte Fluoreszenz-Signalstarke fur bestimmte Gene zu erreichen, ist die signifikante MessgroRe. Eine deut-
liche Erhéhung dieser Anzahl bei gleichem Ausgangsmaterial auf dem Trager bedeutet, dass der Transport-
prozess Materialschaden verursacht hat, welche die Analyse beeintrachtigen.

[0071] Fig. 5 zeigt zunachst ausschliellich den Stand der Technik. Bei diesem Versuch werden Pulse eines
Stickstofflasers mit etwa 10 yJ Energie durch ein 10 x Objektiv auf den auf dem Objekttrager liegenden Ge-
frierschnitt fokussiert. Die Strahleigenschaften von Stickstofflasern sind, wie weiter oben geschildert, so
schlecht, dass sich im Substratmaterial mit moderaten numerischen Aperturen (NA < 0.5) kein optischer
Durchbruch realisieren lasst und somit die Laserenergie direkt in der Probe deponiert wird. Der Transport er-
folgt also durch Verdampfen eines Teils der Probe (lineare Absorption), und die Warmebelastung des angren-
zenden Probenmaterials ist relativ hoch. Dieses Transportverfahren ist als ,Katapultieren direkt von Glas” auch
hinsichtlich seiner Nachteile wohlbekannt.

[0072] Die Analyse des Housekeeping-Gens Elongation-Factor-1-alpha (EF1a) belegt, dass beim direkten
Katapultieren der Probe vom Glas 35.5 bis 40 PCR-Zyklen (Fig. 5, dunkel schraffiert) erforderlich sind, um die
gleiche Signalstarke zu erreichen wie mit 26.1-28.2 Zyklen, wenn das Katapultieren durch eine zusatzliche
PEN-Schicht (Eig. 5, hell schraffiert) vor der Probe unterstitzt wird. Damit ist die Ausbeute an verwertbarem
RNA-Material fir eine gqRT-PCR Analyse beim Katapultieren direkt vom Glas um etwa einen Faktor 100-1000
geringer als mit der PEN-Folien-Technik.
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[0073] Fig. 6 zeigt den Vergleich des erfindungsgemalen Verfahrens (dunkel schraffiert) mit der PEN-Foli-
en-Technik (hell schraffiert) fir drei verschiedene Housekeeping-Gene, namlich Glycerinaldehyd-3-Phos-
phat-Dehydrogenase (GAPDH), Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase (HPRT), und Metastatic Lymph
Node 51 (MLN51). Der erfindungsgemale erfolgt durch Abrastern von direkt auf einem Objekttrager liegenden
histologischen Gefrierschnitten aus Lebergewebe. Laserpulse mit 355 nm Wellenlange, ca. 1 ns Pulsdauer und
etwa 8 puJ Energie wurden durch ein 10 x Objektiv (NA = 0.15) etwa 10-20 ym unter die Glasoberflache des
Objekttragers fokussiert. Der laterale Abstand der Laserexpositionen beim Abrastern betragt 28 um. Bei die-
sem Abstand wird alles Probenmaterial im abgerasterten Bereich vom Objekttrager entfernt.

[0074] Es ist anhand von Fig. 6 kein Nachteil des erfindungsgemafRen Verfahrens gegenlber der teureren
und aufwendigeren PEN-Folien-Technik auszumachen.

Patentanspriiche

1. Verfahren zum laser-induzierten Transport eines Materials in ein Auffanggefal? mittels gepulstem Laser-
licht, wobei das Material auf einer ausgedehnten Flachseite eines fir das Laserlicht transparenten Substrats
angeordnet ist und das Laserlicht von einer dem Material abgewandten Seite des Substrats her in das Substrat
eingestrahlt wird, mit den Schritten:

— Fokussieren des gepulsten Laserlichts in das Innere des Substrats derart, dass der Laserfokus einen vorbe-
stimmten Abstand zur mit Material beladenen Flachseite des Substrats aufweist,

— Erzeugen eines Plasmas im Laserfokus durch nicht-lineare Absorption des Laserlichts, und

—Herausl6sen und Beschleunigen des dem Laserfokus nachstgelegenen Materialteils in Richtung auf das Auf-
fanggefal’ durch den Impulsibertrag einer vom Laserfokus ausgehenden, den vorbestimmten Abstand zur mit
Material beladenen Flachseite des Substrats durchlaufenden StoRwelle, wobei der vorbestimmte Abstand zwi-
schen Laserfokus und Material wenigstens 3 um betragt.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass das Substrat aus einem Glas besteht.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass das zu transportierende Material ein
biologisches Material ist.

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass das biologische Material eine Zellkultur oder
ein histologischer Schnitt ist.

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass fiir das gepulste Laserlicht
eine Wellenlange oberhalb des Ultraviolett-Spektralbereichs verwendet wird.

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass eine Wellenlange aus dem nahen Infra-
rot-Spektralbereich verwendet wird.

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass fiir das gepulste Laserlicht
eine Pulsdauer zwischen 1 Pikosekunde und 100 Nanosekunden verwendet wird.

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass ein Mikrochiplaser mit einer Pulsdauer zwi-
schen 300 ps und 3 ns verwendet wird.

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass gepulstes Laserlicht mit
einer Beugungsmafzahl M? < 1,3 verwendet wird.

10. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass Laserpulsenergien zwi-
schen 0.3 und 100 pJ verwendet werden.

11. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dass ein Sollradius fir das
herausgel6éste und beschleunigte Materialteil festgelegt wird und dass der vorbestimmte Abstand des Laser-
fokus zur mit Material beladenen Substratoberflache gréRer als dieser Sollradius ist.

12. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, dass die Fokussierung des

gepulsten Laserlichts mittels eines Objektivs mit einer numerischen Apertur zwischen 0,2 und 1,3 durchgefiihrt
wird.
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13. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, dass Fragmente des Subst-
rats aus dem Substrat herausgel6st und in Richtung auf das Auffanggefal® beschleunigt werden.

14. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 13, gekennzeichnet durch fortgesetztes Verschieben des
Laserfokus unter Beibehaltung seines Abstandes zur mit Material beladenen Seite des Substrats, wobei die
Verschiebung schrittweise zwischen den Einzelpulsen des gepulsten Laserlichts erfolgt und die Schrittweite
der Verschiebung kleiner als der doppelte Abstand des Laserfokus zur mit Material beladenen Seite des Sub-
strats ist.

Es folgen 6 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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FIG. 2

14/18



DE 10 2008 048 618 B3 2009.12.10

b)

FIG. 3

15/18



DE 10 2008 048 618 B3 2009.12.10

0 - a8
-
= .
LLI_' 4—- —=—u
3-
2 -
14
04
0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100110120
d (pm)
FIG. 4

16/18



________________
000000000
3333333

T%///////////////A-

EF1a



DE 10 2008 048 618 B3 2009.12.10

304
e |
- 10- /
.
GAPDH

FIG. 6

HPRT

MLN51




	Titelseite
	Recherchebericht

	Beschreibung
	Patentansprüche
	Anhängende Zeichnungen

