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(57) Abstract: In relation with a laser-in-
duced transport process of an object from
a carrier (2) to a collecting device (3), it is
the aim of the invention to provide a col-
lecting medium (3A) in the collecting de-
vice (3), which is in a liquid state. Prior
to the laser-induced transport process, the
object is preferably separated from a mass
on the carrier (29) by laser irradiation. Af-
ter the laser-induced transport process, the
object thus selected and separated is trans-
ferred together with the collecting medium
(3A) to a destination, for example a con-
tainer, for further treatment. To this end,
a manipulation system for liquids is prefer-
ably provided, which permits manipulation
of the collecting medium (3A) with the ob-
ject contained therein with a high degree of
reliability and a high throughput.

(57) Zusammenfassung: Im Zusam-
menhang mit einem laserinduzierten
Transportprozess eines Objekts von einem

) Trédger (2) zu einer Auffangvorrichtung

T

(3) wird vorgeschlagen, in der Auffang-
vorrichtung (3) ein Auffangmedium (3A)
zu verwenden, welches sich in einem
flussigen Zustand befindet. Vorzugsweise
wird das Objekt vor dem laserinduzierten
Transportprozess durch Laserbestrahlung
von einer auf dem Triger (2) befindlichen
umgebenden Masse getrennt. Nach dem
laserinduzierten
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Transportprozess wird das auf diese Weise selektierte und separierte Objekt zusammen mit dem Auffangmedium (3A) an einen
Zielort, z. B. einen Behilter zur weiteren Prozessierung, iiberfithrt. Zu diesem Zweck ist vorzugsweise ein Flissigkeitshand-
habungssystem vorgesehen, welches die Handhabung des Auffangmediums (3A) mit dem darin enthaltenen Objekt mit hoher Zu-
verldssigkeit und hohem Durchsatz ermdglicht.
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Verfahren und Vorrichtung zur Handhabung von Objekten

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren sowie eine Vorrichtung zur Handhabung von
biologischen oder nichtbiologischen Objekten nach dem Oberbegriff der Anspriche 1 bzw.
18. Die Objekte kdnnen beispielsweise Teil einer auf einem Trager angeordneten
biologischen oder nichtbiologischen Masse sein, von welcher sie durch Laserbestrahlung
abgetrennt werden, um durch einen anschlieRenden laserinduzierten Transportprozess zu

einem Auffangmedium transportiert zu werden.

Fur eine Vielzahl von biologischen Untersuchungen ist es erforderlich, einzelne Zellen oder
Strukturen aus einem Zellverband, wie etwa einem Gewebe oder einem histologischen
Gewebepraparat, zu I6sen. Dies kann beispielsweise mit mechanischen Mikrowerkzeugen,
z. B. Mikrokapillaren oder Mikronadein, erfolgen. Eine derartige Vorgehensweise ist jedoch
mithsam und es besteht eine Kontaminationsgefahr fir die herausgeldsten Objekte. Ferner

ist ein solches Verfahren kaum zu automatisieren.

In der WO 97/29355 A der Anmelderin wurde daher ein neuartiges Verfahren zum Sortieren
und zur Gewinnung von einzelnen biologischen Objekten, die auf einem planaren Trager
angeordnet sind, vorgeschlagen. Hierbei wird ein ausgewahites biologisches Objekt von der
umgebenden weiteren biologischen Masse durch einen Laserstrahl abgetrennt, so dass das
ausgewahlte biologische Objekt von der Ubrigen biologischen Masse freiprapariert ist. Das
somit freipraparierte biologische Objekt wird anschlielend mit Hilfe eines Laserschusses
bzw. Laserimpuises von dem Trager zu einer Auffangvorrichtung durch einen
katapultierartigen Prozess transferiert. Zu diesem Zweck kann die Auffangvorrichtung
beispielsweise ein Auffangsubstrat umfassen, an welchem das transferierte biologische
Objekt anhaftet. Weiterhin ist es méglich, das biologische Objekt in einen Auffangbehélter, z.
B. eine Vertiefung bzw. einen Well einer so genannten Mikrotiterplatte, zu transferieren.
Vorzugsweise wird eine adhésive Schicht verwendet, um die transferierten Objekte an dem
Auffangsubstrat zu fixieren. Als Trager der zu transferierenden Objekte bzw. der
biologischen Masse, aus welcher die Objekte herausgetrennt werden, wird vorzugsweise
eine UV-absorbierende Polymerfolie verwendet. Es ist jedoch auch ein Transport von

anderen Tragersubstraten, beispielsweise Glas, moglich.
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Ein zu separierendes biologisches Objekt einer auf dem Trager aufgebrachten biologischen
Masse wird somit zundchst anhand einer Abbildung der biologischen Masse ausgewahlt, aus
der biologischen Masse ausgeschnitten und anschliefend durch einen laserinduzierten
Transportprozess zu der Auffangvorrichtung transportiert. Unter ,biologischen Objekten®
werden im Rahmen der vorliegenden Anmeldung vor allem lebende oder fixierte biologische
Zellen oder Zellbestandteile verstanden, die Bestandteil eines flussigen oder festen
biologischen Materials, wie beispielsweise eines Zellegewebes, eines Abstriches, einer
Zellkultur oder Ahnlichem sein kénnen.

Mit Hilfe des zuvor beschriebenen Verfahrens kénnen bestimmte Objekte aus einer
biologischen Masse gezielt herausgelost oder ausgesondert werden. Die biologischen
Objekte kénnen nebeneinander auf einem festen planaren Trager aufgebracht sein, wobei
der Vorgang des Herauslésens oder Aussonderns innerhalb kurzer Zeit und berthrungslos
durchgefiihrt werden kann. Die Uberlebensfahigkeit und die Morphologie der biologischen
Objekte bleibt je nach gewahiter Vorgehensweise erhalten, d. h. die biologischen Objekte
werden durch den Abtrennprozess und den laserinduzierten Transportprozess nicht
geschadigt oder beeintrachtigt oder gezielt disintegriert.

Zur weiteren Untersuchung der auf diese Weise gewonnenen biologischen Objekte ist es
erforderlich, sie von dem Auffangsubstrat abzulésen. Wenn als Auffanggefal® die Kappe
eines Mikrozentrifugenréhrchens gewahlt wurde, kann dies beispielsweise in einem
nachgelagerten Zentrifugationsschritt bewerkstelligt werden. Nach Ablésung von dem
Auffangsubstrat kann dann eine weitere Prozessierung, z. B. eine Rekultivation, erfolgen.
Die biologischen Objekte kommen somit im Laufe der Prozessierung mit einer zuséatzlichen
bzw. intermediaren Oberflache in Bertihrung. Dies kann insbesondere dann problematisch
sein, wenn die intermediaren Oberflichen Adhasivmaterialien, wie zum Beispiel Silikone,
PCR-OI, Plaste, Puffermedien usw., umfassen. Zum einen kann es zu Verdnderungen
und/oder Beschadigungen des biologischen Materials kommen. Zum anderen wird durch den
erforderlichen Abldsevorgang der Durchsatz verringert.

Fur das Ablésen von lebenden Zellen von einer Oberflache sind in der Regel aggressive
Losungsmittel (z. B. Trypsin) erforderlich. Hierbei kénnen -Verdnderungen oder
Schadigungen der Zellen auftreten. Beispielsweise bei der Behandlung von Stammzellen
kann es zu Spontandifferenzierungsprozessen kommen.

Der vorliegenden Erfindung liegt daher die Aufgabe zu Grunde, ein vereinfachtes und

effektiveres Verfahren zur Handhabung von biologischen oder nichtbiologischen Objekten
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bereitzustellen, bei welchen insbesondere die gehandhabten Objekte mit einem hohen
Durchsatz und einer hohen Zuverlassigkeit weiterprozessiert werden kdnnen. Gleichzeitig
sollen Beschadigungen oder Veranderungen an den Objekten so gering wie méglich sein

und der Kontakt mit intermediaren Oberflachen vermieden werden.

Diese Aufgabe wird erfindungsgemaf durch ein Verfahren mit den Merkmalen des
Anspruches 1 sowie durch eine Vorrichtung mit den Merkmalen des Anspruches 18 gelést.
Die abhéangigen Anspriuche definieren bevorzugte und vorteilhafte Ausfihrungsformen der
Erfindung.

Die vorliegende Erfindung wird nachfolgend vornehmlich anhand der Handhabung von
biologischen Objekten beschrieben. Die Erfindung ist jedoch ebenso fiur nichtbiologische
Objekte (z. B. anorganische Materie) anwendbar, wobei es sich z. B. um mikroskopisch
kleine Objekte aus Glas, Silica, Kunststoff oder kiinstlich hergestelite Vesikel in einer
biologischen Masse handeln kann. Ebenso kénnen die erfindungsgemafl gehandhabten
Objekte aus einer nichtbiologischen Masse, z. B. einer Polymermasse oder dergleichen,
herausgeldst sein.

Bei dem erfindungsgemafen Verfahren befindet sich ein Objekt auf einem Trager und wird
durch einen laserinduzierten Transportprozess von dem Trager zu einem Auffangmedium
transportiert. Das Objekt wurde vorzugsweise zuvor durch Laserbestrahlung aus einer auf
dem Trager befindlichen Masse herausgeschnitten. ErfindungsgemaR befindet sich das
Auffangmedium in einem flussigen Zustand. Als Auffangmedium koénnen somit
unterschiedliche Fllssigkeiten zum Einsatz kommen, wobei diese verschiedene Viskositédten
aufweisen kénnen, solange eine FlieBbewegung mdglich ist. Die FlieBbewegung kann

beispielsweise durch ein Pumpen- oder Spritzensystem bewerkstelligt werden.

Nach dem laserinduzierten Transportprozess befindet sich das Objekt somit in bzw. auf dem
flussigen Auffangmedium. Dies bietet den Vorteil, dass das Objekt fur eine weitere
Prozessierung in vorteilhafter Weise zusammen mit dem Auffangmedium transportiert
werden kann. Dies kann beispielsweise durch ein automatisches
Flassigkeitshandhabungssystem bzw. Liquid-Handling-System bewerkstelligt werden. Auf
diese Weise kann der Durchsatz gegenuber der herkdmmlichen Vorgehensweise erheblich
vergrofRert werden. Ein Kontakt des Objekts mit intermedidren Oberflachen wird vermieden.
Insbesondere wird das Auffangmedium vorzugsweise derart ausgewahlt, dass es mit der
weiteren Prozessierung kompatibel ist, so dass das Objekt sofort mit einer fir die weitere

Prozessierung relevanten Flussigkeit in Beruhrung kommt. Durch ein geeignetes Férdern
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des Auffangmediums kann das Objekt direkt in einen zur weiteren Prozessierung
vorgesehenen Zielbehalter, z. B. einen Rekultivationsbehalter, Gberfihrt werden.

Das erfindungsgemaRe Verfahren umfasst vorteilhafterweise weiterhin ein Uberfuhren des
Objekts zusammen mit dem Auffangmedium zu einem Zielort, z. B. in einen Zielbehalter.
Hierfur bestehen Vvielfdltige vorteilhafte Maoglichkeiten, welche gemeinsam oder in
Kombination eingesetzt werden kénnen und einen hohen Durchsatz gewabhrleisten.
Beispielsweise kann das Auffangmedium in eine FlieBbewegung versetzt oder aktiv geférdert
werden. Hierbei kdnnen beispielsweise ein Pumpsystem oder akustische Oberflachenwellen
auf einem speziellen Chip, Ultraschallbewegung, welche z. B. durch eine Piezovorrichtung
bewirkt wird, oder auch eine laserinduzierte Volumenvergroerung (d. h. Kavitatsblasen)
zum Einsatz kommen. Weiterhin kann das Auffangmedium in Tropfenform in einen
Zielbehélter abgegeben werden, wobei vorzugsweise weiteres Auffangmedium aus einem
Reservoir nachgefihrt wird, um gleichzeitig einen Spiilvorgang zu bewirken und/oder den
Zielbehélter mit Auffangmedium zu beftillen.

Das Auffangmedium wird wahrend des laserinduzierten Transportprozesses an einer
Auffangvorrichtung gehalten. Das Uberfihren des Objekts an den Zielort umfasst dann
vorzugsweise auch ein Bewegen der Auffangvorrichtung relativ zu dem Zielort. Das
Bewegen der Auffangvorrichtung erfolgt bevorzugt in automatisierter Weise, z. B. mittels

eines entsprechend ausgestalteten Roboters.

Die erfindungsgemafe Vorrichtung zur Handhabung von Objekten ist vorzugsweise zur
Durchfihrung des oben beschriebenen Verfahrens ausgestaltet und umfasst eine
Auffangvorrichtung, zu welcher das Objekt durch den laserinduzierten Transportprozess
transportiert wird, eine Haltevorrichtung zum Halten des Trégers und eine Laseranordnung
zum Bewirken des laserinduzierten Transportprozesses. Die Auffangvorrichtung ist dazu
ausgestaltet, ein Auffangmedium zu halten, welches sich in einem flussigen Zustand
befindet. Das Halten des Auffangmediums an der Auffangvorrichtung erfolgt vorzugsweise
durch Adhasionskraft und/oder durch auf der Oberflichenspannung des Auffangmediums
beruhenden Kréften.

Vorzugsweise umfasst die Vorrichtung dariiber hinaus Abbildungsmittel zum Erzeugen einer
Abbildung des Tragers bzw. darauf befindlicher Objekte. Anhand der Abbildung des Tragers
ist es moglich, Objekte zu selektieren, welche anschlieBend durch den laserinduzierten
Transportprozess zu dem Auffangmedium transportiet werden. Dies kann manuell,
rechnergestutzt oder automatisch basierend auf einer Bildverarbeitung erfolgen. Die
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Abbildungsmittel sind beispielsweise als inverses oder aufrechtes Mikroskop ausgestaltet
oder umfassen allgemein fur eine Abbildung im mikroskopischen Mafistab geeignete
Komponenten. Die Abbildungsmittel k&nnen dariber hinaus vorteilhaft bei einer

Uberwachung des Handhabungsprozesses zum Einsatz kommen.

Gemal einem bevorzugten Ausfuihrungsbeispiel umfasst die Auffangvorrichtung eine Spitze,
an welcher das Auffangmedium in Form eines Tropfens gehaiten wird. Die Spitze umfasst
vorteilhafterweise eine Offnung zur Abgabe des Auffangmediums aus einem Reservoir. Um
eine zum Auffangen des Objekts geeignete Flissigkeitsoberfliche des Auffangmediums
bereitzustellen, sind vorzugsweise Mittel vorgesehen, durch welche eine zusatzliche
Oberflache bereitgestellt wird, um das Auffangmedium zu halten, und die Formgebung der
Flussigkeitsoberflache zum Auffangen des Objekts gezielt beeinflusst werden kann. Zu
diesem Zweck ist vorzugsweise ein Einsatz in der Offnung der Spitze vorgesehen. Somit
kann erfindungsgemafR die dargebotene Oberfliche des Auffangmediums gezielt beeinflusst
werden und in eine geeignete Form gebracht werden.

Dariiber hinaus sind Uberwachungsmittel vorgesehen, durch welche das Auffangmedium an
der Auffangvorrichtung iiberwacht wird. Die Uberwachungsmittel kénnen optisch ausgestaltet
sein und beispielsweise eine Lichtschranke oder eine Bildverarbeitungseinrichtung
umfassen. Weiterhin kénnen die Uberwachungsmittel auch derart ausgestaltet sein, dass die

Uberwachung mittels Ultraschall erfolgt.

Die Erfindung wird nachfolgend anhand von bevorzugten Ausfuhrungsbeispielen unter
Bezugnahme auf die beigefiigten Zeichnungen naher erlautert.

Fig. 1 veranschaulicht schematisch den Gesamtaufbau einer Vorrichtung zur Handhabung
von Objekten gemaR einem Ausfiihrungsbeispiel der Erfindung.

Fig. 2 veranschaulicht schematisch einen laserinduzierten Transportprozess von einem

Trager zu einem fliissigen Auffangmedium.
Fig. 3 veranschaulicht das Auffangmedium mit darin enthaltenen Objekten.

Fig. 4 veranschaulicht ein Uberfilhren des Auffangmediums mit den darin enthaltenen

Objekten an einen Zielort.
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Fig. 5A und 5B veranschaulichen jeweils ein Beispiel fir eine Auffangvorrichtung, an welcher
das flussige Auffangmedium gehalten wird.

Fig. 6 veranschaulicht schematisch eine Uberwachung des Auffangmediums.

Fig. 1 zeigt den Gesamtaufbau einer Vorrichtung zur Handhabung von biologischen
Objekten, welche mittels Laserbestrahlung aus einer auf einem Trager 2 befindlichen
biologischen Masse herausgeschnitten werden. Die nachfolgenden Ausfihrungen lassen
sich jedoch ohne weiteres auch auf die Handhabung von nichtbiologischen Objekten bzw.
einer nichtbiologischen Masse Ubertragen. Die Vorrichtung ist modular aufgebaut und kann
an unterschiedliche experimentelle Anforderungen individuell angepasst werden. Im
vorliegenden Fall umfasst die Vorrichtung einen Mikroskopauftbau mit einer
Beleuchtungseinheit 11 und einer Bildaufnahmeeinrichtung 10. Der Mikroskopaufbau wird in
bekannter Weise dafur verwendet, eine Abbildung des Tragers 2 bzw. der darauf
befindlichen Objekte zu erzeugen. Anstelle des dargesteliten inversen Mikroskopaufbaus, bei
welchem sich die Bildaufnahmeeinrichtung 10 unterhalb der Ebene des Tragers 2 befindet,
wiére auch die Verwendung eines aufrechten Mikroskopaufbaus denkbar.

Ein wesentlicher Bestandteil der in Fig. 1 dargestellten Vorrichtung ist eine
Laservorrichtung 7 zur Erzeugung eines Laserstrahls 6. Der Laserstrahl 6 wird Ober einen
Spiegel 9A und eine Optik 9B in den Strahlengang des Mikroskopaufbaus eingekoppelt, so
dass der Laserstrahl 6 auf die Ebene der Objekte auf dem Trager 2 fokussiert werden kann.
Im vorliegenden Fall wird ein gepulster UV-Laser verwendet, dessen Wellenlange z. B.
355 nm und dessen Impulsenergie z. B. 150 pJ betradgt. Die Impulsdauer betrdgt 1 ns,
wahrend die Impulsfrequenz zwischen z. B. 1-200 Impulse pro Sekunde einstellbar ist. Die

Laservorrichtung 7 kann beispielsweise mittels eines Stickstofflasers realisiert sein.

Die Laservorrichtung 7 emittiert einen Laserstrahl 6 mit einer festen Laserenergie. Der
Laserstrahl 6 wird zum Zwecke einer so genannten Laser-Mikromanipulation und Laser-
Mikrodissektion eingesetzt. Zu diesem Zweck wird der Laserstrahl 6 in Richtung eines
motorisieten und computergesteuerten Mikroskoptisches 15 gefuhrt, welcher als
Haltevorrichtung fir den Trager 2 dient. Der Mikroskoptisch 15 ermdéglicht eine exakte
Positionierung der auf dem Trager 2 befindlichen Objekte mit einer Prazision im Nanometer-
Bereich. Aufgrund der computergesteuerten Motorisierung des Mikroskoptisches 15 kénnen
laserbasierte Mikromanipulationsvorgange automatisiert durchgefiihit werden.
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Der motorisierte Mikroskoptisch 15 ist entlang zweier linearer Achsen (x- und y-Richtung)
verfahrbar. Die minimale Schrittgroe betragt 20 nm, so dass auf dem Mikroskoptisch 15
befindliche Objekte mit sehr hoher Genauigkeit positioniert werden kénnen. Die Genauigkeit
und Reproduzierbarkeit des Verfahrvorgangs kann durch ein optisches Positioniersystem

unterstitzt bzw. gesteigert werden.

Weiterhin ist ein Robotik-Kopf 14 vorgesehen, welcher die Beleuchtungseinheit 11 fir den
Mikroskopaufbau tragt. Die Beleuchtungseinheit 11 umfasst vorzugsweise auch einen
Kondensor und/oder einen Diffusor des Mikroskopaufbaus. Der Robotik-Kopf 14 kann
weiterhin mit einer Feinpositionierungsvorrichtung versehen sein, welche z. B. auf
Piezoaktuatoren basiert und eine Positionierung mit erhdhter Prazision im Nanometerbereich
erméglicht.

Der Robotik-Kopf 14 tragt Auffangvorrichtungen 3 zum Auffangen von Objekten, welche von
dem Trager 2 durch einen laserinduzierten Transportprozess in Richtung des Robotik-
Kopfes 14 katapultiert werden. Die Auffangvorrichtungen 3 sind an dem Robotik-Kopf 14 in
verfahrbarer Weise angebracht, so dass sie ebenso wie der Mikroskoptisch 15 in der x- und
y-Richtung positioniert werden kénnen. Zusatzlich ist auch eine Verfahrbarkeit in der
vertikalen Richtung bzw. der z-Richtung vorgesehen.

Der Robotik-Kopf 14 umfasst weiterhin eine Greifvorrichtung 13, mittels welcher der Trager 2
auf dem Mikroskoptisch 15 gegriffen werden kann. Die Greifvorrichtung 13 ist hierfar mit
einer geeigneten vertikalen und horizontalen Beweglichkeit ausgestattet. Die
Greifvorrichtung 13 ist somit zum Beladen und Entladen des Mikroskoptisches 15 mit dem
Trager 2 geeignet. Dartber hinaus ist die Greifvorrichtung 13 auch dazu geeignet, einen

Zielbehalter 5 zu greifen und in eine dafur vorgesehene Position zu beférdern.

Sowohl die Trager 2 mit der darauf befindlichen biologischen Masse als auch die
Zielbehalter 5 werden in einem Inkubator 20 aufbewahrt, welcher Uber eine Vielzahl von
Aufnahmepositionen verfiigt. Die Aufnahmepositionen des Inkubators 20 sind sowohl fir die
Zielbehalter 5 als auch fur die Tréger 2 geeignet. Dies ist dadurch bewerkstelligt, dass
sowohl der Trager 2 als auch der Zielbehaiter 5 in seinen Aufl)enabmessungen einer
Standard-Mikrotiterplatte entspricht bzw. in einer Aufnahmevorrichtung mit entsprechenden
Abmessungen untergebracht ist. Der Inkubator 20 ist mit einer Be- und Entladevorrichtung
17 versehen, welche entlang einer Schiene 16 in der vertikalen Richtung verschiebbar ist
und die Trager 2 und die Zielbehélter 5 automatisiert aus dem Inkubator 20 entnehmen bzw.

in diesen einfuhren kann.
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Bei der in Fig. 1 dargesteliten Vorrichtung kénnen somit sowohl! die Trager 2 als auch die
Zielbehalter 5 in automatisierter Weise ausgetauscht werden. Fir die automatisierte
Handhabung der Trager 2 und der Zielbehélter 5 ist der Robotik-Kopf 14 entlang einer
Schiene 18 horizontal verfahrbar.

Weiterhin umfasst die Vorrichtung einen Kuhlbehélter 22, in welchem warmeempfindliche
oder verderbliche Prozessmedien untergebracht sind. Insbesondere wird in dem
Kahibehalter 22 ein flussiges Auffangmedium bzw. eine Auffangflissigkeit aufbewahrt,
welche zum Auffangen der von dem Trager 2 katapultierten Objekte verwendet wird. Zu
diesem Zweck wird das flussige Auffangmedium in die als Spritzen ausgestalteten
Auffangvorrichtungen 3 aufgezogen und in Form eines Tropfens gegeniiber dem Trager 2
positioniert. Durch den laserinduzierten Transportprozess wird ein Objekt von dem Trager 2
in bzw. auf den Tropfen des Auffangmediums an der Spitze der Auffangvorrichtung 3
transportiert. AnschlieRend wird die Spitze der Auffangvorrichtung 3 Giber dem Zielbehalter 5
positioniert und das Objekt durch eine gezielte tropfenférmige Abgabe des Auffangmediums
von der Spitze der Auffangvorrichtung 3 in den Zielbehdlter 5 berfuhrt. Um die
tropfenférmige Abgabe des Auffangmediums von der Spitze der Auffangvorrichtung 3 zu
bewirken, ist der Robotik-Kopf 14 mit einer Steuer- und Betatigungsvorrichtung 12 firr die als
Spritzen ausgestalteten Auffangvorrichtungen 3 versehen. Mittels der Steuer- und
Betatigungsvorrichtung 12 kann fiur jede der Auffangvorrichtungen 3 eine vorbestimmte
Menge von Auffangmedium aus einer an ihrer Spitze befindlichen Offnung abgegeben
werden, so dass sich der Tropfen von der Auffangvorrichtung 3 I6st und vorzugsweise
weiteres Auffangmedium nachgefithrt wird, um einen Spilvorgang zu bewirken.

Selbstverstandlich ist auch eine strahiférmige Abgabe des Auffangmediums méglich.

Die gesamte Anordnung aus Robotik-Kopf 14, Mikroskoptisch 15 und Zielbehélter 5 befindet
sich unter einer so genannten Laminar-Flow-Box 24, in welcher aus Reinheitsgriinden ein
laminarer Luftstrom Gber die Komponenten der Vorrichtung geleitet wird. Vorzugsweise ist
die Vorrichtung jedoch derart aufgebaut, dass der laminare Luftstrom im Bereich unterhalb
des Robotik-Kopfes 14 abgelenkt wird, so dass der laserinduzierte Transportprozess durch
den Luftstrom nicht beeintrachtigt wird.

Die Vorgehensweise zur automatisierten Handhabung von Objekten mittels des in Fig. 1
dargestellten Gesamtaufbaus soll nachfolgend naher erlautert werden.
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Zunéachst werden hierfir anhand einer mittels des Mikroskopaufbaus erzeugten Abbildung
der biologischen Masse auf dem Tréger 2 zu separierende Objekte ausgewahlt. Dies
geschieht vorzugsweise rechnergestutzt wie in der WO 01/73398 A der Anmelderin
vorgeschlagen, oder automatisch basierend auf einer elektronischen Bildverarbeitung. Falls
erforderlich, werden die ausgewahlten Objekte durch Laserbestrahlung von der Masse auf
den Tréger 2 abgetrennt, d. h. eine Mikrodissektion vorgenommen. Dies geschieht
vorzugsweise, indem mittels des Mikroskoptisches 15 der Trager 2 relativ zu dem
Laserstrahl 6 bewegt wird, so dass der Laserstrahl einen ausgewéhlten Bereich auf dem
Trager umfahrt, um ein darin enthaltenes Objekt freizupraparieren. Es kann auch eine
geeignete Steuerung des Laserstrahls 6 vorgenommen werden, beispielsweise mittels eines
Scanning-Systems mit einem so genannten Salvo- oder Prismenscanner. AnschlieRend
erfolgt der laserinduzierte Transportprozess des Objekts von dem Trager 2 zu der
Auffangvorrichtung 3. Zu diesem Zweck wird der Laserstrahl auf einen geeigneten Zielpunkt
des Objekts gerichtet, und es wird ein Laserimpuls oder Laserschuss abgegeben, welcher
das Objekt von dem Trager 2 zu der Auffangvorrichtung 3 transportiert. Da der Transport
aufgrund der Bestrahlung mit dem Laserstrahl impulsartig oder katapultierartig erfolgt, d. h.
es nach einer Beschleunigungsphase zu einem ballistischen Flug kommt, welcher im
Wesentlichen nur durch das umgebende Medium (typischerweise Luft) beeinflusst ist, kann
auch von einem Katapultieren des jeweils mit dem Laserstrahl bestrahlten Objekts
gesprochen werden.

Fig. 2 zeigt schematisch die Anordnung von Trager 2, darauf befindlicher biologischer Masse
4 und Auffangvorrichtung 3 wahrend des laserinduzierten Transportprozesses. Wie bereits
erwahnt, wird der Laserstrahl 6 auf einen geeigneten Zielpunkt gerichtet und ein Laserimpuls
bzw. Laserschuss abgegeben. Hierdurch wird das ausgewéhite Objekt von dem Trager 2 zu
der Auffangvorrichtung 3 katapultiert, wie durch den Pfeil in Fig. 2 veranschaulicht. Die
Auffangvorrichtung 3 ist als Spritze ausgestaltet, in welcher sich ein Reservoir mit
Auffangmedium 3A befindet. An der Spitze der Auffangvorrichtung 3 befindet sich eine
Offnung, durch welche das Auffangmedium 3A abgegeben werden kann. Wahrend des
laserinduzierten Transportprozesses wird eine bestimmte Menge Auffangmedium 3A in Form
eines Tropfens an der Spitze der Auffangvorrichtung 3 gehalten. Dieser Tropfen dient als Ziel
fur den laserinduzierten Transportprozess.

Durch automatisiertes Abarbeiten einer Liste von Positionen auf dem Trager 2 wird eine
festgelegte Anzahl von Objekten aus der Masse 4 herausgeschnitten und in den Tropfen des
Auffangmediums 3A katapultiett. Abhangig von der Oberflichenspannung des
Auffangmediums 3A und von der Beschaffenheit der katapultierten Objekte kann auch ein
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Verbleib der Objekte an der Oberflache des Tropfens erfolgen, wo sie durch Adhésion
anhaften.

Fig. 3 zeigt den an der Spitze der Auffangvorrichtung 3 befindlichen Tropfen von
Auffangmedium 3A mit darin befindlichen Objekten 4’. In diesem Zustand wird die
Auffangvorrichtung 3 mittels des Robotik-Kopfes 14 zu dem Zielbehalter 5 bewegt.

Fig. 4 veranschaulicht die Abgabe der Objekte 4’ in den Zielbehalter 5. Zu diesem Zweck
wird gezielt eine vorbestimmte Menge von Auffangmedium aus der Auffangvorrichtung 3
abgegeben, so dass sich der Tropfen von Auffangmedium 3A von der Auffangvorrichtung 3
I6st und in den Zielbehalter 5 fallt. Vorzugsweise wird daruber hinaus weiteres
Auffangmedium 3A aus der Auffangvorrichtung 3 nachgefiihrt, um die Auffangvorrichtung 3
zu spilen und/oder um den Zielbehdalter 5 fur einen weiteren Prozessierungsschritt mit dem
Auffangmedium 3A zu fullen. Letzteres ist insbesondere dann von Vorteil, wenn das
Auffangmedium 3A mit dem nachfolgenden Prozessierungsschritt kompatibel ist bzw. eine
fur diesen Prozessierungsschritt bevorzugte Tragerlosung darstelit.

Nachfolgend kénnen weitere Schritte zum Auswahlen und Separieren von Objekten
vorgenommen werden. Hierfir kann dieselbe Auffangvorrichtung 3 zum Einsatz kommen,
oder. die Aufnahmevorrichtung 3 kann ausgewechselt werden. Vorzugsweise enthélt der
Robotik-Kopf 14 mehrere  Auffangvorrichtungen 3, welche beispielsweise mit
unterschiedlichen Typen von Auffangmedium 3A gefulit sein kénnen, so dass sie fir
unterschiedliche nachfolgende Prozessierungsschritte geeignet sind.

Bei dem Zielbehalter 5 kann es sich beispielweise um eine so genannte Mikrotiterplatte mit
sechs Vertiefungen bzw. Wells handeln, welche sich in vorteilhafterweise fir eine
Rekultivation eignet. Alternativ kann es sich auch um eine so genannte Petriperm-Schale
handeln. Bei dem Auffangmedium 3A kann es sich beispielsweise um eine
Denaturierungsflussigkeit oder eine andere Prozessflussigkeit, z. B. ein Medium fiir lebende
Zellen, handein.

Der oben beschriebene Prozess kann vorzugsweise zuséatzlich ein weiteres Erzeugen von
Abbildungen des Tragers 2 umfassen, um zu Uberwachen, ob der laserinduzierte
Transportprozess erfolgreich war. Hierfir kann beispielsweise am Ende einer Serie von
Mikrodissektionsvorgangen mit anschlieRendem laserinduzierten Transportprozess in der
Abbildung des Tragers 2 uberpriift werden, ob die ausgewéhlten Objekte erfolgreich entfernt
wurden. Zuséatzlich kann eine Aufnahme des Zielbehalters 5 erfolgen, um festzustellen, ob
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alle ausgewahlten Objekte in den Zielbehéiter 5 Uberfuhrt wurden. Dartiber hinaus erfolgt
vorzugsweise eine optische Uberwachung des Auffangmediums 3A an der
Auffangvorrichtung 3. Auf diese Weise kann Dokumentationsvorschriften fir den
medizinischen Bereich, wie zum Beispiel 21CFR58.185 und 21CFR58.195 Rechnung

getragen werden.

Das Auffangmedium 3A wird an der Auffangvorrichtung 3 durch Adhédsion und/oder
Oberflachenspannung gehalten. Zu diesem Zweck ist die Auffangvorrichtung 3 mit einer
entsprechenden Geometrie versehen. Zusétzlich kann das Halten des Auffangmediums 3A
durch die Oberflachenbeschaffenheit der Auffangvorrichtung 3 bzw. ihrer Spitze beeinflusst
werden. Mégliche Geometrien fiir die Spitze der Auffangvorrichtung 3 sind in Fig. 5A und
Fig. 5B dargestellt.

Fig. 5A zeigt eine Spitze, welche zum Halten eines Tropfens von Auffangmedium 3A mit
einer vergroRerten lateralen Ausdehnung ausgestaltet ist. Die vergréRerte laterale
Ausdehnung des Tropfens bewirkt, dass die Zielgenauigkeit des laserinduzierten
Transportprozesses weniger kritisch ist. Die Spitze der Auffangvorrichtung 3 weist eine
allgemein zylindrische Form auf, welche sich in einem Endbereich nahe der Spitze konisch
verjungt. Die Spitze endet mit einer allgemein kreisférmigen Offnung, durch welche das
Auffangmedium 3A abgegeben werden kann und welche zur Aufnahme des Tropfens von
Auffangmedium 3A dient. Im Inneren der Spitze befindet sich ein Kanal zur Zufiihrung des
Auffangmediums 3A. Mittig in dem Kanal angeordnet ist ein Einsatz 3B, welcher eine im
Bereich der Offnung der Spitze befindliche Endflache aufweist. Die Endflache des Einsatzes
3B dient als zusétzliche Halteflache fur den Tropfen des Auffangmediums 3A. Weiterhin ist
Gber die Positionierung der Endflache des Einsatzes 3B und deren Formgebung auch die
Formgebung des Tropfens von Auffangmedium 3A beeinflussbar.

Fig. 5B zeigt eine Spitze einer alternativen Auffangvorrichtung 3'. In diesem Fall ist eine im
Wesentlichen zylinderférmige Ausgestaltung der Spitze vorgesehen, wobei die inneren
Oberflachen der réhrenférmig ausgestalteten Spitze eine Oberflichenbeschaffenheit
aufweisen, welche die Ausbildung eines nach innen gekrimmten Meniskus des
Auffangmediums 3A in der Spitze bewirkt. Die Formgebung der Oberfliche des
Auffangmediums kann durch entsprechende MaRnahmen beeinflusst werden. So bewirkt
eine hohe Affinitat der inneren Oberfliche der Spitze bezlglich des Auffangmediums 3A
einen nach innen gekrimmten Meniskus, wie er in Fig. 5B dargestellt ist. Umgekehrt kann
ein nach auBlen gekrummter Meniskus durch eine verringerte Affinitdt der inneren
Oberflachen der Spitze beziglich des Auffangmediums 3A erreicht werden.
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Selbstverstandlich ist es auch méglich, den anhand von Fig. 5B beschriebenen Einsatz 3B
mit einer gezielten Einstellung der Oberflachenaffinitat zu kombinieren. Somit kann Uber die
Geometrie oder die Oberflachenbeschaffenheit der Auffangvorrichtung 3 die Formgebung
der dem Trager 2 dargebotenen Oberflaiche des Auffangmediums 3 gezielt beeinflusst
werden.

Fig. 6 veranschaulicht schematisch eine Uberwachung des Auffangmediums 3A an der
Auffangvorrichtung 3. Die in Fig. 6 schematisch dargestellten Uberwachungsmittel umfassen
eine Lichtschranke, welche eine Lichtquelle 8A und einen Sensor 8B aufweist. Der Tropfen
des Auffangmediums 3A ist in dem Lichtweg positioniert, so dass sich die von dem Sensor
8B erfasste Signalstarke abhangig von der Beladung des Tropfens mit Objekten verandert.
Weiterhin kann auf diese Weise auch berprift werden, ob ein Tropfen von Auffangmedium
3A an der Spitze der Auffangvorrichtung 3 vorhanden ist. Letzteres kann eingesetzt werden,
um sicherzustellen, dass vor dem laserinduzierten Transportprozess auch ausreichend
Auffangmedium 3A an der Spitze der Auffangvorrichtung 3 vorhanden ist. Weiterhin kann auf
diese Weise der anhand von Fig. 4 veranschaulichte Abgabevorgang des Auffangmediums
3A in den Zielbehalter 5 iberwacht werden.

Alternative Ausgestaltungen der Uberwachungsmittel kénnen beispielsweise auf einer
optischen Abbildung des Auffangmediums 3A mit einer automatischen Bildverarbeitung oder
auf einem Ultraschall-basierten Uberwachungsverfahren beruhen.

Weiterhin bestehen vielféltige Moglichkeiten, den Transport der separierten Objekte mittels
des Auffangmediums 3A auszugestalten. So kann alternativ oder zuséatzlich zu der anhand
von Fig. 3 und 4 erlauterten tropfenférmigen Uberfithrung des Auffangmediums 3A in den
Zielbehélter 5 eine Vielzahl von weiteren Ansatzen verfolgt werden. Diese kénnen
beispielsweise ein Férdern des Auffangmediums 3A, ein Absaugen des Auffangmediums 3A
oder eine anderweitig bewirkte FlieBbewegung beinhalten. Weiterhin kann das
Auffangmedium 3A auf speziellen Chips durch akustische Oberflachenwellen transportiert
werden. So ist fur bestimmte Anwendungen eine direkte Zufihrung des Auffangmediums 3A
mit den darin enthaltenen Objekten 4’ auf einen Analysechip méglich und vorteilhaft.

Weiterhin ist das zuvor beschriebene Konzept eines Katapultierens auf oder in ein fliissiges
Auffangmedium keinesfalls auf ein stationares Auffangmedium, zum Beispiel in Form eines
Tropfens, beschrankt. Beispielsweise ist es auch denkbar, einen kontinuierlichen Fluss von
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Auffangmedium vorzusehen, in welchen hinein das Objekt bzw. die Objekte katapultiert
werden.

Die dargestellte Lésung zur Handhabung von mikrodissektierten biologischen Objekten
bietet eine Vielzahl von Vorteilen. So gewahrleistet sie einen geringen Materialverbrauch,
eine leichte Automatisierbarkeit, die Moglichkeit eines hohen Durchsatzes, ein verringertes
Risiko gegeniber einer Kontamination wund geringere Lagerhaltungskosten fir
Verbrauchsmaterialien. Fir eine Vielzahl von Préaparations- und Analysevorgéngen wird ein
erheblich effektiverer Gesamtablauf erméglicht. Auf eventuelle Autoklaviervorgéange von bei
den herkdmmlichen Verfahren verwendeten Verbrauchsprodukten kann verzichtet werden,
da insbesondere keine eigens hierfir vorgesehenen Auffangbehalter oder Auffangsubstrate
nétig sind. Durch eine prazise Flussigkeitsfuhrung wird eine hohe Genauigkeit und
Zuverlassigkeit von Untersuchungen und Praparationen gewéhrleistet.
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PATENTANSPRUCHE

Verfahren zur Handhabung von Objekten,

wobei sich ein Objekt (4’) auf einem Trager (2) befindet und

wobei das Objekt (4’) durch einen laserinduzierten Transportprozess von dem Trager (2)
zu einem Auffangmedium (3A) transportiert wird,

dadurch gekennzeichnet,

dass sich das Auffangmedium (3A) in einem flissigen Zustand befindet.

Verfahren nach Anspruch 1,

dadurch gekennzeichnet,

dass nach dem laserinduzierten Transportprozess das Objekt (4°) mit dem
Auffangmedium (3A) zu einem Zielort (5) Gberfihrt wird.

Verfahren nach Anspruch 2,

dadurch gekennzeichnet,

dass das Uberfuhren des Objekts (4') zu dem Zielort (5) ein Férdern des
Auffangmediums (3A) umfasst.

Verfahren nach Anspruch 2 oder 3,

dadurch gekennzeichnet, _

dass das Uberfihren des Objekts (4’) zu dem Zielort (5) ein Bewirken einer
FlieBbewegung des Auffangmediums (3A) umfasst.

Verfahren nach einem der Anspriiche 2 bis 4,

dadurch gekennzeichnet,

dass das Uberfithren des Objekts (4’) zu dem Zielort (5) eine tropfenférmige Abgabe des
Auffangmediums (3A) umfasst.

Verfahren nach einem der Anspriiche 2 bis 5,

dadurch gekennzeichnet,

dass das Uberfiihren des Objekts (4') zu dem Zielort ein Absaugen des Auffangmediums
(3A) umfasst.

Verfahren nach einem der Anspriiche 2 bis 6,
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dadurch gekennzeichnet,

dass das Auffangmedium (3A) an einer Auffangvorrichtung (3) gehalten wird, wobei das
Uberfuhren des Objekts (4') zu dem Zielort (5) ein Bewegen der Auffangvorrichtung (3)
relativ zu dem Zielort (5) umfasst.

Verfahren nach einem der Anspriiche 2 bis 7,

dadurch gekennzeichnet,

dass das Uberfuhren des Objekts (4') zu dem Zielort (5) ein Zufihren von weiterem
Auffangmedium (3A) zu dem Auffangmedium (3A) mit dem Objekt (4’) umfasst.

Verfahren nach einem der Anspriche 2 bis 8,
dadurch gekennzeichnet,
dass das Uberfiihren des Objekts (4’) zu dem Zielort (5) automatisiert ablauft.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,

dadurch gekennzeichnet,

dass das Auffangmedium (3A) durch Adhasion und/oder Oberflachenspannung an einer
Auffangvorrichtung (3) gehalten wird.

Verfahren nach Anspruch 10,

dadurch gekennzeichnet,

dass die Formgebung einer dem Trager (2) dargebotenen Oberfliche des
Auffangmediums (3A) durch die Geometrie der Auffangvorrichtung (3) gezielt beeinflusst
wird.

Verfahren nach Anspruch 10 oder 11,

dadurch gekennzeichnet,

dass die Formgebung einer dem Trager (2) dargebotenen Oberfliche des
Auffangmediums (3A) durch die Oberflachenbeschaffenheit der Auffangvorrichtung (3)
gezielt beeinflusst wird.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet,
dass das Auffangmedium (3A) abhdngig von einem nachfolgenden

Prozessierungsschritt fir das Objekt (4’) ausgewahlt wird.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
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dadurch gekennzeichnet,
dass das Objekt (4) durch Laserbestrahlung von einer auf dem Trager (2) befindlichen
Masse (4) abgetrennt wird.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche,

gekennzeichnet durch

ein Uberprifen des Ergebnisses des laserinduzierten Transportprozesses durch eine
Uberwachung des Auffangmediums (3A).

Verfahren nach Anspruch 15,
dadurch gekennzeichnet,

dass die Uberwachung basierend auf einer optischen Signalverarbeitung erfolgt.

Verfahren nach Anspruch 15 oder 16,
dadurch gekennzeichnet,

dass das Uberprifen basierend auf akustischen Signalen im Ultraschallbereich erfolgt.

Vorrichtung zur Handhabung von Objekten,

wobei sich ein Objekt (4’) auf einem Trager (2) befindet und

wobei das Objekt (4°) durch einen laserinduzierten Transportprozess von dem Tréger (2)
zu einer Auffangrichtung (3) transportiert wird, umfassend:

die Auffangvorrichtung (3),

eine Haltevorrichtung (15) zum Halten des Tragers (2),

eine Laseranordnung (7, 9) zum Bewirken des laserinduzierten Transportprozesses,
dadurch gekennzeichnet, '

dass die Auffangvorrichtung (3) dazu ausgestaltet ist, ein Auffangmedium (3A) zu halten,

welches sich in einem fliissigen Zustand befindet.

Vorrichtung nach Anspruch 18,
gekennzeichnet durch
Abbildungsmittel (10, 11) zum Erzeugen einer Abbildung des Tragers (2).

Vorrichtung nach Anspruch 18 oder 19,

dadurch gekennzeichnet,

dass die Auffangvorrichtung (3) eine Spitze umfasst, welche dazu ausgestaltet ist, das
Auffangmedium (3A) in Form eines Tropfens zu halten.
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Vorrichtung nach Anspruch 20,
dadurch gekennzeichnet,
dass die Spitze eine Offnung zur Abgabe des Auffangmediums (3A) umfasst.

Vorrichtung nach Anspruch 21,

dadurch gekennzeichnet,

dass in der Offnung der Spitze ein Einsatz (3B) vorgesehen ist,

welcher eine zusatzliche Oberflache bereitstellt, um das Auffangmedium (3A) zu halten.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 18 bis 22,
dadurch gekennzeichnet,

dass die Vorrichtung zur Durchfiihrung des Verfahrens nach einem der Anspriiche 1 bis
17 ausgestaltet ist.
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