Neue high-tech-UV-Laserquellen helfen
bei der Uberwachung des klinischen
Fortschritts und unterstiitzen die
Forschung einschlieBlich der Immunologie

ultiparameter  Messverfahren
werden durch neue UV-Laser-
gerate (349 nm und 360 nm)
immer smarter - integrierte Lichtquellenmo-
dule vereinfachen und beschleunigen die

Entwicklung neuer Gerate.

Multi-Parameter-Durchfluss-Zytometrie

In einem Durchfluss-Zytometer strémt eine
Anzahl von Zellen in zeitlicher Sequenz
durch eine Messzone. Dabei passiert jede
Zelle einen oder mehrere fokussierte La-
serstrahlen, die durch Fluoreszenz und
Streuung Signale erzeugen. Diese Signale
werden in einer Serie von diskreten Wel-
lenldngen-Kanélen durch Photomultiplier
(PMTs) oder Avalanche-Photodioden (APDs)

Abb. Immunologie wird immer wichtiger — Laserhersteller kommen mit innovativen Losungen

CHEManager, WILEY-VCH GmbH, Weinheim

in Verbindung mit Wellenlédngen-selektiver
Optik wie dichroitische Strahlteiler und
Bandpass- oder Kantenfilter analysiert.

In vielen Anwendungsbereichen in
Klinik und Forschung werden die Zellen
mit einem oder mehreren fluoreszenten
Reagenzien (Fluorochrome) prépariert.
Bei geeigneter Prédparation kann eine
grof3e Anzahl von unterschiedlichen Zel-
len schnell auf Oberflichen- oder innere
Eigenschaften untersucht werden.

www.chemanager-online.com
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Abb: Die Zellforschung ist ein komplexer Vorgang, der mit Hilfe von Lasereinsatz vorangetrieben wird.

Eine besondere Stiarke der Zytometrie
ist die Multi-Parameter-Analyse. Hierbei
korreliert ein Parameter mit einem spezi-
fischen Fluorochrom, der Eigenfluoreszenz
oder der Streuung unter einem spezifi-
schen Winkel. Selbst mit nur einer Laser-
wellenlénge, (z.B. 488 nm) kénnen mehre-
re Parameter analysiert werden. Dies ist
moglich, da unterschiedliche Fluorochro-
me Strahlung bei 488 nm absorbieren, ihre
Emissionsspektren jedoch verschieden sein
konnen. Dabei registrieren die einzelnen
Kanile unterschiedliche Intensitdten.

Wenn mehrere Laser-Wellenldngen
gleichzeitig mit spezifischen Fluorochro-
men verwendet werden, wéchst die An-
zahl der zu analysierenden Parameter.
Dadurch kann ein Multicolor-Zytometer
mit 5 Laser-Wellenlingen und mehreren
Wellenldngen-spezifischen  Detektoren

25 oder mehr verschiedene Parameter
gleichzeitig analysieren.

Nach Optimierung einer Proben-Prépa-
ration gelingt mittels quantitativer Analy-
se von 20 unterschiedlichen Parametern
die Identifikation vieler verschiedener
Zelltypen mit hoher Spezifitit.

Moderne Multi-Parameter-Durchfluss-
Zytometer werden z.B. in der Immunolo-
gie, der Arzneimittelforschung und als
wichtiges klinisches Diagnoseinstrument
eingesetzt. Die Zahl der Anwendungen
wiéchst kontinuierlich, neue Laser und
komplexere Fluorochrome werden ent-
wickelt. Aus der Sicht eines Laserherstel-
lers sind die Steigerung der zu messenden
Parameter und die einfache Integration
mehrerer Laserwellenlingen zur schnel-
leren Geriteentwicklung und Kostenre-
duktion wichtig.
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Abb. Durch die Verwendung von Lasern verschiedener Wellenldnge und mehreren Fluoreszenzkanélen kann ein ein-
zelnes Instrument gleichzeitig mehrere Parameter analysieren
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Die Erweiterung des UV-Wellenldngenbereichs —
High-Tech Laserquellen — Herzstiick fiir die Forschung

Im Bereich der Wissenschaft wird durch
eine hohe Zahl moglicher Parameter die
Durchfiihrung komplexer Experimente
ermoglicht. In der klinischen Anwendung
konnen viele der detaillierten Messdaten,
z.B. zur Verbesserung der individualisierten
Behandlung in der Onkologie, beitragen.

Einige der heutigen Instrumente nutzen
bereits 10 Laserwellenldingen im sichtba-
ren Spektralbereich. Die Multicolor-Zyto-
metrie hat eine Vielzahl von Selektions-
verfahren und neuen Untersuchungsme-
thoden ermdglicht. Laserwellenléingen im
Spektralbereich vom IR bis zum UV lassen
sich durch verschiedene Lasertechnologi-
en und Methoden der Frequenzmischung
und -Verdopplung erzeugen. In der Ver-
gangenheit mussten verschiedene Laser-
typen dazu kombiniert werden, um die
erforderlichen Wellenldingen zu erzielen.
Oft hatten die Laser unterschiedliche op-
tische Eigenschaften oder hatten hohen
Servicebedarf. Ein groBer Fortschritt war
die Moglichkeit, eine Vielzahl von Wellen-
lingen durch Festkorper- oder Halbleiter-
laser zu erzeugen. Dies ermoglichte lange
Lebensdauern und zuverldssigen Betrieb.
Neue Wellenldngenbereiche im UV ermog-
lichen erweiterte Detektions- und Selek-
tionsmethoden in der Zellforschung. Hier
lassen sich oft auch Zellen ohne Zusatz
optischer Marker detektieren.

Ein innovatives Konzept war die Zu-
sammenfiihrung verschiedener Laser-
technologien in einer Plattform mit iden-
tischer Form und Anschliissen, die eine
,drop-in“-Funktionalitdt mit einer groen
Anzahl von Laserwellenldngen ermoglicht.
Coherent hat diese Entwicklung mit der
OBIS®-Produktlinie ins Leben gerufen,
welche die beste Technologie zur jeder
speziellen Wellenlénge bereitstellt.

Neben dem sichtbaren Spektrum ist der
IR- und UV-Spektralbereich von grolem
Interesse. Zunehmend stehen kleine Laser
mit geringer Abwérme, hoher Strahlstabili-
tidt und langer Lebensdauer zur Verfiigung.

Die Situation hat sich mit der Entwick-
lung zweier neuer UV-Wellenldngen fiir
die OBIS®-Laserbaureihe grundlegend
geédndert.

Abb: Coherent entwickelt stets neue miniaturisierte
Laserquellen fiir die Zytometrie
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Abb. DNA Analyse und Durchfluss-Zytometrie werden haufig gemeinsam in der Zellforschung eingesetzt

Diese neuen OBIS® XT Laser haben
Wellenlédngen von 349 nm und 360 nm mit
Ausgangsleistungen von 20, 60, oder 100
mW. Zwei neue UV-Laserwellenléingen mit
ca. 10nm Wellenldngenabstand erlauben
die Optimierung des Analyseinstruments
hinsichtlich Signalgewinnung und Aus-
wahl der Fluoreszenzfarbstoffes. Es han-
delt sich hierbei um Dioden-gepumpte
Festkorperlaser (DPSS-Laser) mit einer
Resonator internen Frequenzverdopp-
lung. In diesem Konzept ist keine Fre-
quenzverdreifachung mehr erforderlich,
was die Effizienz der Laser erhoht und
die Abwérme verringert. Dadurch kénnen
diese Laser mit gleicher Zuverlissigkeit,
Lebensdauer und Abmessungen wie die
iibrigen Laser der OBIS-Familie gefertigt
werden, was eine einfache Integration von
einzelnen Lasern oder den Aufbau von
kompakten Multi-Laser OEM-Modulen
ermoglicht. Die neuen Laser der OBIS-Fa-
milie verfiigen iiber das gleiche elektroni-
sche Interface und die gleiche Strahlcha-
rakteristik wie die anderen OBIS-Laser:
0,7 mm Strahldurchmesser und TEMOO,
eine identische Spezifikation fiir Strahlsta-
bilitét, -symmetrie und andere Parameter.

Diese kompakten UV-Laser verspre-
chen auch Fortschritte in anderen Anwen-
dungen, wie der konfokalen Mikroskopie
und der Halbleiterinspektion.

Integrierte Lichtquellen vereinfachen
die Entwicklung neuer Instrumente

Uniibersehbar ist die wachsende Nach-
frage nach Lichtquellen mit mehreren
Wellenlidngen fiir kompakte Instrumente.

Ein Beispiel ist der einzigartige OBIS
CellX von Coherent.

Dieser innovative OBIS CellX enthélt
mehrere mini-OBIS Laser (Obis Core) mit
frei wahlbaren Wellenldngen. Hierbei sind
alle Laser, die Elektronik, die Strahlfor-
mungs- und Fokussierungsoptik in einem
Modul eingebaut, was die Entwicklung
von Multi-Parameter Instrumenten sehr
vereinfacht. Diese serienméBigen Module
werden derzeit mit den 4 meistgenutzten
Wellenlédngen fiir Multi-Parameter Inst-
rumente ausgeriistet: 405, 488, 561 und
637 nm.

Abb: Miniaturisierte OBIS Laser sind im OBIS CellX ein-
gebaut.

Abb. In dem Multiwellenldngen-Laser OBIS CellX sind
mehrere mini-0BIS Laser integriert. Dieser hat sich be-
reits auf dem Markt erfolgreich durchgesetzt und ist
fiihrend in der Durchflusszytometrie.
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Das senkt die Komplexitidt und die Ge-
samtkosten beim Einbau von Lasern in
Multiwellenldngen-Geriten fiir die Life-
Sciences-Anwendung, wie bei Durch-
fluss-Zytometern. Der OBIS CellX ist eine
kompakte Quelle, in der die Laser, die
elektronische Steuerung und die Strahl-
fiihrungsoptik in einer einzigen Einheit
integriert sind. Der CellX verfiigt iiber eine
Steuerungsplatine fiir alle Laser, gingige
Netz- und RS232/USB-Anschliisse sowie
einen E/A-Anschluss. AuBerdem kann
der Kunde die Justierung und den Fokus
fiir jede Wellenldnge getrennt einstellen,
sodass die TEMO0O-Ausgaben fiir jeden
einzelnen Laser speziell ausgerichtet
und positioniert werden kénnen, was die
Flexibilitidt und Bedienbarkeit noch weiter
verbessert.

CellX basiert auf der bewihrten
Plug&Play-fahigen OBIS-Plattform von
Coherent. Er ist in zwei Standardformaten
verfiighar: eine Version mit drei Kanilen
und Ausgaben bei 405, 488 und 640 nm
sowie ein Modul mit vier Kanilen, das
auch Laserlicht mit einer Wellenlénge von
561 nm ausgeben kann. Bei der Ausgangs-
leistung kann im CellX zwischen 50 mW
oder 100 mW pro Wellenldnge gewéhlt
werden, was sich sowohl fiir die Zellana-
lyse eignet als auch die hohere Leistung
bereitstellt, die fiir die Zellsortierung er-
forderlich ist.

Alle Optiken - in Anbetracht der Markt-
anforderungen - sind bereits kompatibel
mit den neuen UV-Wellenlédngen (frithere
Laseroptiken fiir den sichtbaren Bereich
hatten keine oder geringe Durchléssigkeit
im UV-Wellenldngenbereich) Zytometer
nutzen diese Lichtquellen als eine Serie
von Laserstrahlen mit elliptischem Fokus
fiir hohe Zeitauflosung und grof3e Tole-
ranz der Zellposition beim Messvorgang.

Der OBIS CellX verfiigt iiber variabel
justierbare Ausgangsstrahlen. Eine ge-
naue Einstellmoglichkeit fiir jeden der 4
Strahlen ermdoglicht die Separation zwi-
schen den versetzten Fokuslagen in einem
Bereich von 0 (iibereinanderliegend) bis
+ 250 pm. Die Dimensionen der Ellipse
in x- und y-Achse konnen fiir jede Wel-
lenlédnge justiert und Form, Lage und Po-
sition aller vier Laserstrahlen eingestellt
werden. Die Strahlparameter sind spezi-
ell fiir Durchfluss-Zytometer optimiert.
Mithilfe der sicheren Lasereinstellungen
des CellX konnen Kunden auch flexible
Streifenmuster generieren, die auf ihre
Durchflusszelle angepasst sind. Uber eine
USB-Verbindung kann jeder Laser separat
angesteuert werden.

OBIS CellX bietet gleichzeitig mehrere
Vorteile. Der Instrumentenhersteller kann
durch Outsourcing von Laserintegration
und Strahlfiihrung Entwicklungskosten
sparen, verkiirzt die Zeit zur Marktein-
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Abb: Integrierte Lichtquellen mit Lasern und Optiken fiir vier fokussierte Strahlengange mit unabhéngig frei wahlbarer Strahldistanz, Form und variablem Fokusabstand, die
durch den Instrumentenhersteller angepasst werden kdnnen. In Zytometern erzeugen diese Lichtquellen eine Serie von Laserstrahlen mit elliptischem Fokus (siehe linkes Bild),
wobei die kurze Achse die Zeitauflosung des Instruments bestimmt und die Ausdehnung der langen (lateralen) Achse den Einfluss der Zellposition beim Messvorgang minimiert.

fithrung und verfiigt iiber erprobte Kom-
ponenten mit hoher Funktionssicherheit.
Standardisierte Komponenten und Elekt-
ronik sparen Kosten - beispielsweise bei
Verwendung nur eines Laser-Kontrollbo-
ards und gemeinsamer Stromversorgung.
Outsourcing der Photonik-Technologie
erlaubt dem Gerétehersteller mehr Zeit
zur Optimierung der Chemie der Fluoro-
chrome und anderer Geréteeigenschaften
sowie neuer Analysemethoden und Mess-
techniken.

Der OBIS CellX ist fiir Gerétehersteller
gedacht, die mehrere Laser inklusive der
zugehorigen Infrastruktur und Strahlzu-
fiihrung integrieren mochten. Als integ-
rierte Standardlosung stellt der CellX eine
auBerordentlich kostengiinstige Ldsung

Abb. Neue Laserlosungen bringen die Medizin voran.

dar, die den Zeit- und Kostenaufwand fiir
die Entwicklung reduziert. Bei Auftriagen
von mehreren Einheiten sind auch kun-
denspezifische Strahlkonfigurationen und
alternative Wellenldngenkombinationen
moglich.

Zusammenfassung

Die Durchfluss-Zytometrie ist ein Feld
mit dynamischer Entwicklung und die
Anforderungen seitens Forschung und
klinischer Anwendung wachsen stetig. Ein
wesentlicher Aspekt ist der Laser als Mess-
werkzeug. Neue Lasertechnologien, Stan-
dardisierung und Miniaturisierung der
Laserquellen leisten einen bedeutenden
Beitrag zur Entwicklung der Zytometrie.
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Laserhersteller unterstiitzen diese
Entwicklung mit neuen Losungen fiir die
néchste Geridtegeneration in der individu-
alisierten Medizin und Behandlungsme-
thoden der Zelltherapie.
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