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(57) Abstract
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The description relates to a device for handling, treating
and observing small particles, especially biological particles.
A first laser (4) generates light beams in a first wavelength
range which are focussed by a first optical device (12, 13; 14,
15) and form an optical trap. A slide (22) holds corresponding
particles. There is also a light source (17) for observation
purposes and observation and recording devices for observing
the particles and recording their behaviour. A second laser
(3) generates light beams in a second wavelength range which
are focussed so that particles on the slide may be treated.
The optical devices for the light beams can be positioned
and adjusted independently of each other and thus the light
beams can be focussed in the same object plane of the slide at
the start of treatment and observation independently of their
wavelengths.
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(57) Zusammenfassung IR-Laser

f Laser-IR 4 %

Es wird eine Vorrichtung zur Handhabung, Bearbeitung
und Beobachtung kleiner Teilchen, insbesondere biologischer
Teilchen angegeben. Ein erster Laser (4) erzeugt Lichtstrahlen
in einem ersten Wellenléingenbereich, die mit einer ersten optischen Einrichtung (12, 13; 14, 15) fokussiert werden und eine optische Falle
bilden. Ein Objekttriiger (22) dient zur Aufnahme von entsprechenden Teilchen. Weiterhin ist eine Lichtquelle (17) fiir Beobachtungslicht
vorgesehen, wihrend Beobachtungs- und Aufzeichnungseinrichtungen dazu dienen, Teilchen zu beobachten und ihr Verhalten aufzuzeichnen.
Ein zweiter Laser (3) erzeugt Lichtstrahlen in einem zweiten Wellenlingenbereich, die fokussiert werden, um Teilchen im Objekttriger
zu behandeln. Die optischen Einrichtungen fiir die jeweiligen Lichtstrahlen sind unabhiingig voneinander positionierbar und fokussierbar,
wobei die Lichtstrahlen zu Beginn der Handhabung und Beobachtung unabhingig von ihren Wellenkingen in derselben Objektebene des
Objekttriigers fokussiert werden.
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Vorrichtung und Verfahren zur Handhabung, Bearbeitung und
Beobachtung kleiner Teilchen, insbesondere
bioclogischer Teilchen

Beschreibung

Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung zur Handhabung, Bear-
beitung und Beobachtung kleiner Teilchen, insbesondere biolo-
gischer Teilchen, umfassend mindestens einen ersten Laser,
der Lichtstrahlen in einem ersten Wellenlidngenbereich er-
zeugt, die mit einer ersten optischen Einrichtung mit ausrei-
chender Konvergenz fokussiert werden, um in einem vorgegebe-
nen Bereich eine optische Falle zu bilden; einen Objekttriger
zur Aufnahme von Teilchen, insbesondere biologischen Teil-
chen; eine Lichtquelle fiir Beobachtungslicht; und Beobach-
tungs- und Aufzeichnungseinrichtungen, um Teilchen in dem Ob-

jekttrédger zu beobachten und ihr Verhalten aufzuzeichnen.

Die Erfindung betrifft weiterhin ein Verfahren zur Handha-
bung, Bearbeitung und Beobachtung kleiner Teilchen, insbeson-
dere biologischer Teilchen, bei dem die Objekte in einem Ob-
jekttrédger mit mindestens einem ersten Laser, der Lichtstrah-
len in einem ersten Wellenlédngenbereich erzeugt, in einer op-
tischen Falle fixiert werden und die Objekte mit Beobach-
tungs- und Aufzeichnungseinrichtungen beobachtet werden
und/oder das Verhalten der Objekte aufgezeichnet wirad.

Eine derartige Vorrichtung ist beispielsweise aus der

US-PS 4 893 886 bekannt, wobei mit einer sogenannten opti-
schen Falle gearbeitet wird, die einen stark fokussierten La-
serstrahl mit einem Intensitdtsprofil mit annidhernd
Gauss'scher Verteilung verwendet. In diesen optischen Fallen
werden die Komponenten der Strahlungsdruck-Streukraft und der
Gradientenkraft miteinander kombiniert, um einen Punkt eines
stabilen Gleichgewichtes zu bilden, der sich dicht bei den
Fokus des Laserstrahles befindet. Die Streukraft ist dabei
proportional zur optischen Intensitdt und wirkt in der Rich-
tung des einfallenden Laserlichtes. Die Gradientenkraft ist
proportional zur optischen Intensitdt und zeigt in Richtung
des Intensitdtsgradienten.
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Nihere Einzelheiten von derartigen optischen Fallen und die
dazugehdrigen physikalischen Grundlagen sind beispielsweise
in der Verdffentlichung "Optical Trapping and Manipulation of
Single Living Cells Using Infra-Red Laser Beams", A. Ashkin
et al. in BERICHTE DER BUNSEN-GESELLSCHAFT FUR PHYSIKALISCHE
CHEMIE, Marz 1989, Seiten 254 bis 260 beschrieben.

Mit derartigen Vorrichtungen koénnen kleine Teilchen, insbe-
sondere biologische Teilchen, die sich in einer Flilissigkeit
im Objekttrédger sonst frei bewegen koénnen, eingefangen, fest-
gehalten und manipuliert werden. Dabei tritt die Schwierig-
keit auf, daB die Handhabung der Teilchen einerseits und ihre
Beobachtung andererseits zur gleichen Zeit erfolgen sollte,

um eine exakte Bearbeitung zu ermdglichen.

Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, eine Vorrich-
tung und ein Verfahren anzugeben, mit denen eine gezielte und
exakte Handhabung, Bearbeitung und Beobachtung von kleinen

Teilchen, insbesondere biologischen Teilchen mdglich ist.

Die erfindungsgeméfe LOsung besteht darin, eine Vorrichtung
der eingangs genannten Art so auszubilden, daf mindestens ein
zweiter Laser vorgesehen ist, der Lichtstrahlen in einem
zweiten Wellenlédngenbereich erzeugt, die mit einer zweiten
optischen Einrichtung mit ausreichender Konvergenz fokussiert
werden, um im Bereich des Objekttrdgers vorhandene Teilchen
zu behandeln; daB die optischen Einrichtungen fiir die Licht-
strahlen in dem ersten Wellenldngenbereich, filir die Licht-
strahlen in dem zweiten Wellenldngenbereich und fiir die
Lichtstrahlen des Beobachtungslichtes, jeweils separat und
unabh@ngig voneinander positionierbar und fokussierbar sind;
und daf die Lichtstrahlen in dem ersten Wellenldngenbereich,
die Lichtstrahlen in dem zweiten Wellenlingenbereich und die
Lichtstrahlen des Beobachtungslichtes zu Beginn der Handha-
bung und Beobachtung unabh&ngig von ihren Wellenldngen in
derselben Objektebene des Objekttrdgers fokussiert sing.

.
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In Weiterbildung der erfindungsgemdBen Vorrichtung ist vorge-
sehen, daB der jeweilige erste Laser ein gegebenenfalls in
seiner Wellenlédnge einstellbarer Laser, insbesondere ein IR~
Laser ist und daB der jeweilige zweite Laser ein gegebenen-
falls in seiner Wellenlédnge einstellbarer UV-Laser, insbeson-
dere ein gepulster UV-Laser ist. Auf diese Weise ist eine fiir
praktische Zwecke geeignete Fixierung der jeweiligen Teilchen
moglich, wdhrend die eigentliche Behandlung mit dem UV-Laser
erfolgt, ohne daB die Gefahr besteht, daB zu groBe Energie-
mengen zugeflihrt werden, die sonst eine unerwilinschte Beschi-

digung von Teilchen hervorrufen konnten.

GemdB einer speziellen Ausfiihrungsform der erfindungsgem&Ben
Vorrichtung ist vorgesehen, daf der jeweilige erste Laser ein
Nd-YAG-Laser, ein Nd-YLF-Laser oder ein Titan-Saphir-Laser
und der jeweilige zweite Laser ein Stickstofflaser, ein fre-
quenzvervielfachter IR-Laser oder ein gepumpter Farbstoffla-
ser ist.

In Weiterbildung der erfindungsgemdfen Vorrichtung ist vor-
gesehen, daB der jeweilige erste Laser und der jeweilige
zweite Laser in demselben Turm angeordnet, aber unabhéngig
voneinander positionierbar und justierbar sind. Auf diese
Weise ist eine Grundeinstellung der Lichtquellen in raumspa-
render Weise mdglich, insbesondere dann, wenn die jeweiligen
Laser auf entsprechenden Montageplatten ilibereinander ange-
bracht sind. Die Komponenten der Fokussierungs- und Umlenk-
optik koénnen ihrerseits fiir eine kompakte Bauform auf einer
gemeinsamen Montageplatte montiert sein, die dem Turm zuge-
ordnet ist.

Die Lichtquellen, die Lichtstrahlen in den jeweiligen Wellen-
ldngenbereichen erzeugen, kénnen als separate Laser vorgese-
hen sein. Bei einer bevorzugten Ausfiihrungsform der erfin-
dungsgem#ifen Vorrichtung ist vorgesehen, daB der Lichtstrahl
des ersten Lasers mit einem Strahlteiler geteilt wird, der
zumindest erste und zweite Lichtstrahlen in dem ersten Wel-
lenlédngenbereich erzeugt, die zumindest teilweise separat ge-
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fihrt und dann auf das Objekt im Objekttrdger gerichtet wer-
den. Bei Bedarf kénnen auch weitere Lichtstrahlen mit einem
derartigen Strahlteiler von dem Lichtstrahl des ersten Lasers
abgezweigt, zumindest teilweise separat geflihrt und dann auf
das Objekt im Objekttrdger gerichtet werden, wenn mehrere
solche Lichtstrahlen als optische Falle verwendet werden sol-

len.

Bei einer speziellen Ausfiihrungsform der erfindungsgeméfRen
Vorrichtung ist vorgesehen, daR der Strahlteiler ein polari-
sierender Strahlteiler ist, der einen ersten Lichtstrahl mit
s-polarisiertem Licht und einen zweiten Lichtstrahl mit p-po-
larisiertem Licht erzeugt und die Phasenlage zwischen diesen
beiden Lichtstrahlen einstellt, und daR das prozentuale Ver-
hdltnis zwischen den Intensititen der jeweiligen Lichtstrah-
len in dem ersten Wellenlingenbereich einstellbar ist.

Bei der erfindungsgemiBen Vorrichtung erweist es sich als
zweckmdBig, wenn filir jeden der Lichtstrahlen von dem ersten
Laser und dem zweiten Laser eine eigene Aufweitoptik vorgese-
hen ist, die jeweils dreidimensional, insbesondere in drej
orthogonalen Achsenrichtungen einstellbar sind.

Weiterhin ist es bei der erfindungsgeméfen Vorrichtung zweck-
mélig, wenn die im Strahlengang der Lichtstrahlen von dem er-
sten Laser und dem zweiten Laser vorgesehenen Spiegel und
Strahlteiler unabhéngig von den Aufweitoptiken drehbar bzw.
kippbar sind. Damit bietet sich der Vorteil einer weiteren
Einstellmdglichkeit der jeweiligen Lichtstrahlen in der x-y-
Ebene.

In Weiterbildung der erfindungsgemifen Vorrichtung ist vorge-
sehen, daB der Lichtstrahl des Beobachtungslichtes durch Ein-
stellung des Objektivs und/oder des Objekttrdgers lings der
optischen Achse in z-Richtung auf das Objekt im Objekttriger
fokussierbar ist und daR der Beobachtungsort filir den Licht-
strahl des Beobachtungslichtes in der Objektebene durch Ver-
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stellen des Objekttrdgers innerhalb der Objektebene in einer

x-y-Ebene einstellbar ist.

Weiterhin ist es zweckmdBig, wenn im Strahlengang des jewei-
ligen ersten Lasers und zweiten Lasers ein Strahlabschwicher
vorgesehen ist, mit dem die Lichtstrahlen in dem jeweiligen
Wellenldngenbereich in vorgegebenen Abstufungen oder kontinu-
ierlich abgeschwdcht werden, bevor sie auf das Objekt im Ob-
jekttrdger gerichtet werden. Damit ist eine gezielte Einstel-
lung der Intensitédt dieser Lichtstrahlen m&glich, um uner-

winschte Beschddigungen von Teilchen zu vermeiden.

Besonders vorteilhaft ist es, wenn bei der erfindungsgem&Ren
Vorrichtung die Lichtstrahlen in dem ersten Wellenldngenbe-
reich und die Lichtstrahlen in dem zweiten Wellenlingenbe-
reich iiber einen gemeinsamen Spiegel durch ein gemeinsames
Objektiv auf das jeweilige Objekt im Objekttriéger gerichtet
werden. Auf diese Weise ist eine besonders kompakte Bauform
der Vorrichtung méglich. Zugleich wird der Aufbau des Strah-
lenganges vereinfacht und ein zuverldssiger Betrieb der Vor-
richtung gewihrleistet. '

Bei einer speziellen Ausfiihrungsform der erfindungsgemifen
Vorrichtung ist vorgesehen, daB die von den Strahlerzeugungs-
einrichtungen erzeugten, anschliepend behandelten, umgelenk-
ten und auf das jeweilige Objekt fokussierten Lichtstrahlen
alle im wesentlichen in derselben ersten Ebene liegen, daB
der Objekttrdger sich in einer zweiten Ebene, senkrecht zur
ersten Ebene befindet, und daB die Spiegel bzw. Strahlteiler
zur Umlenkung der einzelnen Lichtstrahlen ebenfalls in Ebenen
senkrecht zur ersten Ebene angeordnet sind. Damit steht eine
besonders kompakte und leicht zu handhabende Vorrichtung zur
Verfiligung, die eine zuverldssige Koordinierung der jeweiligen
Lichtstrahlen gewdhrleistet.

Das erfindungsgemdfe Verfahren zeichnet sich dadurch aus, daf
mindestens ein zweiter Laser verwendet wird, der Lichtstrah-
len in einem zweiten Wellenl&ngenbereich erzeugt, die mit
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ausreichender Konvergenz fokussiert werden, um im Bereich des
Objekttrédgers vorhandene Teilchen zu behandeln; daB die
Lichtstrahlen in dem ersten Wellenldngenbereich, die Licht-
strahlen in dem zweiten Wellenlingenbereich und die Licht-
strahlen eines Beobachtungslichtes jeweils unabhédngig vonein-
ander mit separaten optischen Einrichtungen in der Objekt-
ebene, der sogenannten x-y-Ebene einstellbar und in Achsen-
richtung, also in der dazu senkrechten z-Richtung fokussier-
bar sind; und daf zu Beginn s@mtliche genannten Lichtstrahlen
unabhédngig von ihren Wellenldngen in derselben Objektebene
des Objekttrdgers fokussiert werden.

Mit dem erfindungsgem&Ben Verfahren wird in vorteilhafter
Weise erreicht, daB der Benutzer einer entsprechenden Ein-
richtung eine stabile Ausgangsstellung verwendet und sich
orientieren kann, in welcher Ebene Vorgdnge stattfinden bzw.
beeinfluft werden.

In Weiterbildung des erfindungsgemiRen Verfahrens ist vorge~
sehen, daB ein in der optischen Falle des ersten Lasers ge-
fangenes Teilchen (a) durch Verstellen von mindestens einem
Lichtstrahl in dem ersten Wellenlingenbereich in X~y-Richtung
und/oder (b) durch Verstellen des Objekttrigers in X-y-Rich-
tung in der Objektebene verschiebbar ist, wobei im Falle (a)
nur das gefangene Teilchen und im Falle (b) simtliche Teil-
chen bewegt werden.

Auch ist in Weiterbildung des erfindungsgemifen Verfahrens

vorgesehen, daB ein in der optischen Falle des jeweiligen er-

sten Lasers gefangenes Teilchen

a) durch Verstellen von mindestens einem Lichtstrahl in dem
ersten Wellenldngenbereich in z-Richtung und/oder

b) durch Verstellen des Objektivs und/oder des Objekttrigers
in z-Richtung verschiebbar ist,

wobei im Falle a) das gefangene Teilchen aus der gewdhlten

Beobachtungsebene heraus bewegt wird und im Falle b) das ge-

fangene Teilchen in der gewdhlten Beobachtungsebene bleibt.
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Selbstverstédndlich sind nicht nur Verschiebungen von Teilchen
méglich, sondern es kd&nnen in Weiterbildung des erfindungsge-
médBen Verfahrens, bei Verwendung von mindestens zwei getrenn-
ten Lichtstrahlen in dem ersten Wellenldngenbereich, Drehun-
gen eines Teilchens in der optischen Falle vorgenommen wer-
den, né&mlich dadurch, daB (a) der eine Lichtstrahl in seiner
Ausgangsstellung bleibt und der andere Lichtstrahl eine Bewe-
gung in x-y-Richtung ausfiihrt, oder (b) der eine Lichtstrahl
in seiner Ausgangsstellung bleibt und der andere Lichtstrahl
eine Bewegung in z-Richtung ausfiihrt, oder (c) zumindest zwei
Lichtstrahlen entgegengesetzte Bewegungen oder unterschied-
lich weite Bewegungen in z-Richtung ausfiihren, oder (d) Kom-
binationen der Bewegungen gemdB (a), (b) und (c) ausgefiihrt
werden.

In Weiterbildung des erfindungsgemdfen Verfahrens ist vorge-
sehen, daB die Behandlung der Teilchen mit den Lichtstrahlen
in dem zweiten Wellenld@ngenbereich in einer beliebig wihlba-
ren x-y-Ebene des Objekttrégers durchgefiihrt wird, wobei die
Beobachtungsebene in derselben Ebene oder einer anderen, par-
allel dazu liegenden Ebene vorgenommen werden kann. Eine der-
artige Anderung der Beobachtungsebene ist ohne weiteres mog-
lich, nachdem die Ausgangsstellung zu Beginn des Verfahrens
eingenommen worden ist.

Zweckmédfigerweise werden bei dem erfindungsgeméfen Verfahren
fir die Fixierung der Teilchen in der optischen Falle sicht-
bare oder IR-Laserstrahlen und fiir die Behandlung der Teil-
chen UV-Laserstrahlen, insbesondere gepulste UV-Laserstrahlen
verwendet.

Wenn in Weiterbildung des erfindungsgemidfen Verfahrens simt-
liche Lichtstrahlen gleichzeitig durch dasselbe Objektiv auf
das entsprechende Objekt im Objekttrdger gerichtet werden, so
ist eine besonders zuverldssige Einstellung und Handhabung
méglich.
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SchlieRflich sind beim erfindungsgemdfen Verfahren sidmtliche
Lichtstrahlen zur Steuerung der Behandlung und/oder Beobach-
tung unabhé&ngig voneinander in ihrer Intensitit einstellbar
und/oder einschaltbar bzw. ausschaltbar. Damit wird in vor-
teilhafter Weise erreicht, daB eine Vielzahl von Mdglichkei-
ten fiir die Handhabung, Bearbeitung und Beobachtung von Teil-

chen gegeben ist.

Die Erfindung wird nachstehend, auch hinsichtlich weiterer
Merkmale und Vorteile, anhand der Beschreibung eines Ausfiih-
rungsbeispiels und unter Bezugnahme auf die beiliegende

Zeichnung ndher erldutert.

Die einzige Figur der Zeichnung zeigt eine schematische Dar-
stellung einer Ausfilihrungsform der erfindungsgemi#fen Vorrich-

tung mit den verwendeten Lichtquellen und Strahlengingen.

In der Zeichnung erkennt man einen gemeinsamen Laserturm 5,
an dem ein IR-Laser 4 als erster Laser und ein UV-Laser 3 als
zweiter Laser zweckmdBigerweise libereinander angebracht sind.
Weiterhin konnen auf einer gemeinsamen Montageplatte mehrere
Schienen mit zugeordneten Hubeinrichtungen fiir die entspre-
chenden optischen Komponenten angebracht sein, um diese rela-
tiv zu den beiden Lasern 3 und 4 zu justieren, derart, daB
die von ihnen ausgehenden Lichtstrahlen in den jeweiligen
Wellenlangenbereichen durch die nachgeschalteten optischen
Einrichtungen zu dem Objekttrédger 22 gelangen. ZweckméBiger-
weise werden dabei parallele Lichtstrahlen von den beiden La-
sern 3 und 4 erzeugt. Die optischen Komponenten auf den je-
weiligen Schienen k&nnen dabei zweckmiBigerweise in Modulbau-

weise vorgesehen sein.

Bei der dargestellten Ausfiihrungsform erzeugt der IR-Laser 4

einen Lichtstrahl, der mit einem Strahlteiler 16 in einen er-
sten Lichtstrahl und einen zweiten Lichtstrahl geteilt wird.

Der erste Lichtstrahl geht durch entsprechende Blenden 6 und

eine Aufweitoptik 14, 15 hindurch und wird dann mit einem IR-
reflektierenden Spiegel 9 umgelenkt und geht anschlieBend
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durch einen Strahlteiler, z.B. ein Prisma oder einen halb-
durchlédssigen Spiegel 20 sowie einen weiteren halbdurchlissi-
gen Spiegel 8 oder ein entsprechendes Prisma hindurch. Er
wird dann mit einem Umlenkspiegel 7 einem schematisch an-
gedeuteten Mikroskop 1 zugefiihrt, das ein Objektiv 21, einen
Objekttrdger 22 und eine Lichtquelle 17 fiir Beobachtungslicht

aufweist.

Der abgezweigte Teil des Lichtstrahles vom IR-Laser 4 gelangt
von dem Strahlteiler 16 zu einem Spiegel 19 und geht dann
durch entsprechende Blenden und eine zweite Aufweitoptik 12,
13 hindurch. AnschlieBend wird dieser zweite Lichtstrahl mit
dem Strahlteiler bzw. halbdurchl&ssigen Spiegel 20 umgelenkt
und in gleicher Weise wie der erste Lichtstrahl von dem IR-
Laser 4 zum Mikroskop 1 gefiihrt.

Zur Erzeugung des zweiten Lichtstrahles in dem ersten Wellen-
léngenbereich kann selbstversténdlich auch ein weiterer,
nicht dargestellter IR-Laser verwendet werden. Dadurch bieten
sich zwar zus&tzliche Md8glichkeiten fiir die Intensitdt, Pola-
risierung, Wellenldnge und Steuerbarkeit eines derartigen La-
serstrahles, zugleich werden der Aufwand und die erforderli-
chen Kosten gesteigert, so daB eine problemorientierte Ent-
scheidung in der Praxis zu treffen ist.

Beil der dargestellten Ausfiihrungsform kann der Strahlteiler
16 ein einfacher Strahlteiler sein, so daB bei ausreichender
Ausgangsleistung und Intensit#t des Lichtes von dem IR-Laser
ein Teil der Intensitdt flir den zweiten Lichtstrahl abge-
zweigt wird. Bei einer bevorzugten Ausfiihrungsform wird je-
doch als Strahlteiler 16 ein polarisierender Strahlteiler
verwendet, der einen ersten Lichtstrahl mit s-polarisiertem
Licht und einen zweiten Lichtstrahl mit p-polarisiertem Licht
erzeugt und die Phasenlage zwischen diesen beiden Lichtstrah-
len einstellt, wobei zugleich auch das prozentuale Verhiltnis
zwischen den Intensit&ten der jeweiligen Lichtstrahlen in dem
ersten Wellenldngenbereich des IR-Lasers 4 einstellbar ist.
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Die in diesem Bereich verwendeten optischen Komponenten sind
zweckméBigerweise flir Infrarot-Licht vergiitet, um eine exakte
Strahlfiihrung ohne unerwiinschte Verluste zu gewdhrleisten.
Falls gewlinscht, kann in dem Strahlengang des ersten und/oder
des zweiten Lichtstrahles von dem IR-Laser 4 ein
Strahlabschwédcher 25 vorgesehen sein, um die Leistung der
verwendeten Lichtstrahlen einzustellen. Alternativ oder zu-
sdtzlich ist es mbglich, die Leistung des IR-Lasers 4 selbst
in einem vorgegebenen Bereich einzustellen.

Unabhdngig davon sind im Strahlengang des ersten und zweiten

Lichtstrahles von dem IR-Laser 4 Mittel vorgesehen, mit denen
der jeweilige Lichtstrahl unterbrochen werden kann. Dazu k&n-
nen entweder die Blenden 6 oder aber separate SchlieBeinrich-

tungen verwendet werden.

Als zweiter Laser ist ein UV-Laser 3 vorgesehen, dessen
Lichtstrahl in einem zweiten Wellenl&ngenbereich durch einen
Strahlabschwdcher 18, Blenden 6 und eine eigene Aufweitoptik
10, 11 hindurchgeht und dann mit dem Spiegel 8 umgelenkt und
Uber den weiteren Spiegel 7 zum Objektiv 21 und dem Objekt~
trdger 22 gelenkt wird. Der UV-Laser 3 ist zweckmédfBigerweise
ein gepulster UV-Laser, um die zugefiihrte Energie des UV-
Lichtes prédzise einstellen und steuern zu kénnen, um Besché&-
digungen der zu behandelnden Objekte auszuschlieBen.

Zusdtzlich ist der Strahlabschwidcher 18 vorgesehen, mit aem
die Lichtstrahlen in dem zweiten Wellenléngenbereich (UV-
Licht) in vorgegebenen Abstufungen oder kontinuierlich abge-
schwidcht werden. Der Strahlabschwicher 18 kann somit ein ein-
stellbares Filter oder ein Strahlteiler sein.

Die im Strahlengang des UV-Lasers 3 befindlichen Komponenten
sind selbstverstédndlich fiir derartiges UV-Licht ausgelegt und
geeignet, die Komponenten 7 und 8 sowie 21 sind sowohl fiir
IR-Licht als auch fiir UV-Licht ausgelegt und entsprechend
verglitet.
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Dem Mikroskop 1 sind eine Lichtquelle 17 fiir Beobachtungs-
licht, also zweckmdfigerweise sichtbares Licht, sowie einer-
seits eine visuelle Beobachtungseinrichtung 23, zweckmédfBiger-
weise mit einem entsprechenden Schutzfilter, und andererseits
kombinierte Beobachtungs; und Aufzeichnungseinrichtungen 2
zugeordnet, die beispielsweise eine Kamera, einen Monitor so-
wie ein Videosystem umfassen. Dabei ist zweckmédfBigerweise ein
variables IR-Filter 24 dazwischengeschaltet, um eine entspre-
chende Schutzfunktion auszuiiben.

Bei einer derartigen Vorrichtung koénnen verschiedene Laser
als Lichtgquellen verwendet werden, die iiber eine kompakte
Eihkoppeloptik mit dem Mikroskop 1 verbunden sind. Sowohl der
(gepulste) UV-Laser 3, der beispielsweise im nahen UV arbei-
tet, als auch der (kontinuierlich betriebene) IR-Laser 4, der
beispielsweise im nahen IR arbeitet, miissen sehr gut
(beugungsbegrenzt) fokussierbar sein, also eine minimale
Strahldivergenz haben. Unter diesen Voraussetzungen kénnen
Laser unterschiedlichster Bauart verwendet werden, insbeson-
dere sind kleine, kompakte Laser fiir Laboruntersuchungen oder
dergleichen geeignet.

Beispielsweise kann als UV-Laser 3 ein Stickstofflaser oder
ein frequenzvervielfachter IR-Laser verwendet werden, wédhrend
als IR-Laser 4 ein diodengepumpter Nd-YAG-Laser oder Nd-YILF-
Laser verwendet wird, deren Laserleistung entsprechend ge-
wdhlt wird. Hierbei ist zu beriicksichtigen, daB in Fliissig~
keit bewegliche Teilchen ohne Eigenbewegung in dem Objekttri-
ger 22 bereits bei geringer Laserleistung eingefangen werden
kénnen, wédhrend Partikel mit Eigendynamik oder Partikel in
hochviskosen L&sungen nur mit grdéReren Laserleistungen gefan-
gen werden konnen. Wie bereits erwidhnt, koSnnen fiir die Ein-
kopplung von zwel unabh@ngig voneinander beweglichen IR-La-
serstrahlen entweder zwei diodengepumpte Nd-YAG-Laser einge-
setzt werden, oder aber ein blitzlampengepumpter Nd-YAG-Laser
mit hoéherer Ausgangsleistung verwendet werden, wie es schema-

tisch in der Zeichnung angedeutet ist.

ERSATZBLATT
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Wichtig ist bei der erfindungsgem&Ben Vorrichtung, daB fiir
jeden Lichtstrahl von den jeweiligen Lasern 3 und 4 eine ei-
gene Aufweitoptik 10, 11 bzw. 12, 13 bzw. 14, 15 vorgesehen
ist, die jeweils dreidimensional, insbesondere in drei ortho-
gonal zZueinander stehenden Richtungen verstellbar sind, wie
es schematisch in der Zeichnung angedeutet ist. Mit diesen
Aufweitoptiken wird der jeweilige Lichtstrahl so aufgeweitet,
daB der Strahldurchmesser die riickwdrtige Apertur des Objek-
tives 21 des Mikroskops 1 gerade ausfiillt bzw. leicht iiber-
fillt. Beispielsweise konnen fiir diese Aufweitoptiken jeweils
zwel plankonvexe Linsen oder aber eine plankonvexe und eine

plankonkave Linse geeigneter Brennweite verwendet werden.

Soweit in der Zeichnung im Zusammenhang mit den Aufweitopti-
ken 10, 11 bzw. 12, 13 bzw. 14, 15 Koordinatenrichtungen an-
gegeben sind, beziehen sich diese auf die Situation im Ob-
jekttrdger 22, wobei die x-y-Ebene senkrecht zur Zeichnungs-
ebene verlduft und die z-Richtung orthogonal dazu in der
Zeichnungsebene angesetzt ist.

Mit einer Verstellung von einer der Aufweitoptiken 12, 13
bzw. 14, 15 in der x-y-Ebene kann somit der Ort der Fixierung
der optischen Falle in der x-y-Ebene verindert werden, wah-
rend eine Bewegung in der z-Richtung eine Anderung der Fokus-
sierung senkrecht zu der x-y-Ebene bedeutet, so daB das je-
weilige in der optischen Falle gefangene Teilchen aus der
(urspriinglichen) Beobachtungsebene herausbewegt wird.

Entsprechendes gilt fir die Wirkungsweise der Aufweitoptik
10, 11 fidr den UV-Laser 3. Durch Verdnderung dieser Aufweit-
optik 10, 11 in x-y-Richtung &ndert sich der Ort, an dem eine
Beeinflussung von Teilchen in der Objektebene erfolgt. Eine
Bewegung in z-Richtung bewirkt eine Defokussierung gegeniiber
der Beobachtungsebene in dieser Richtung. Somit kann die Be-
arbeitung wahlweise in der Fokus-Beobachtungsebene oder au-
Berhalb dieser Fokus-Beobachtungsebene durchgefiihrt werden.
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Zusdtzlich oder alternativ ist es mdglich, die Komponenten 8,
9 und 20 in Ebenen quer zur Zeichnungsebene zu drehen bzw. zu
kippen, um die jeweiligen Lichtstrahlen in der x-y—-Ebene zu
bewegen.

Der Objekttrdger 22 ist in an sich bekannter Weise in den
Richtungen der x-Achse, der y-Achse und der z-Achse bewegbar,
um eine geeignete Einstellung vorzunehmen. Das Objektiv 21
ist seinerseits zumindest in z-Richtung verstellbar.

Bei der dargestellten Ausfiihrungsform sind die Beobachtungs-
und Aufzeichnungseinrichtungen so angeordnet, daB mit Durch-
licht gearbeitet wird. Die Anordnung kann selbstverstindlich
auch so angeordnet sein, daB diese Beobachtungs- und Auf-
zeichnungseinrichtungen 2 bzw. 23 auf der einen Seite des Mi-
kroskops 1 angeordnet sind und die Lichtquelle 17 fiir Beob-
achtungslicht in Strahlrichtung hinter dem Mikroskop 1 liegt,
so daB dann mit Auflicht gearbeitet werden kann.

Mit der vorstehend beschriebenen Vorrichtung kann eine Viel-
zahl von Bearbeitungen und Handhabungen von kleinen Teilchen
durchgefiihrt werden, die auch gleichzeitig zu beobachten
sind. Das Festhalten von Teilchen an einem oder mehreren Or-
ten erfolgf durch Einschalten bzw. Ausschalten der beiden IR-
Laserstrahlen von dem IR-Laser 4, wobei die Anzahl dieser
Lichtstrahlen gegebenenfalls auch vergrofert werden kann, in-
dem die Vorrichtung in analoger Weise weitergebildet wird und
beispielsweise von dem Strahlteiler 16 oder dem Strahlteiler
19 weitere Teilstrahlen abgezweigt und jeweils liber eine ei-
gene Aufweitoptik in das System eingekoppelt werden.

Nachdem die Lichtstrahlen in dem ersten Wellenlédngenbereich,
also vom IR-Laser 4, die Lichtstrahlen in dem zweiten Wellen-
léangenbereich, also von dem UV-Laser 3, und die Lichtstrahlen
des Beobachtungslichtes zu Beginn der Handhabung und Beobach-
tung unabhédngig von ihren Wellenldngen in derselben Objekt-
ebene, also einer bestimmten x-y-Ebene des Objekttridgers fo-
kussiert worden sind, koénnen die einzelnen Strahlen unabhin-
gig voneinander beeinfluft werden, um Bewegungen der Teilchen
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in dem Objekttrédger 22 zu erreichen und diese ganz gezielt an
einer gewiinschten Stelle ihrer dreidimensionalen Ausdehnung
zu bearbeiten, beispielsweise unter Verwendung des oben be-

schriebenen UV-Lasers 3.

Dabei konnen Bewegungen in der x-y-Ebene realisiert werden
entweder durch Bewegung des Objekttrégers 22 in x-y-Richtung,
wobei dann alle darin vorhandenen Teilchen gleichzeitig in
dieser Ebene bewegt werden. Andererseits kann eine Bewegung
in dieser x-y-Richtung erfolgen durch Betitigen von minde-
stens einer der Aufweitoptiken 12, 13 bzw. 14, 15 oder durch
Kippen von mindestens einer Spiegelfl&dche der Komponenten 8,
9, 20, so daB einzelne Teilchen unabhingig voneinander bewegt

werden konnen.

Bewegungen in der z-Richtung k®nnen in unterschiedlicher
Weise realisiert werden, einmal durch Bewegen des Objekttra-
gers 22 in z-Richtung relativ zum Objektiv 21, zum anderen
durch Bewegen des Objektives 21 in z-Richtung relativ zum Ob-
jekttrdger. In beiden Fdllen bleibt die Fokussierung fiir das
sichtbare Beobachtungslicht erhalten.

Unabhédngig davon kann zumindest eine der Aufweitoptiken 12,
13 und 14, 15 in z-Richtung betdtigt werden, so daB® ein Kip-
pen bzw. Drehen eines Objektes in dem Objekttréger 22 méglich
ist. Auf diese Weise kann ein dreidimensionales Objekt in
verschiedenen gedachten Schnittebenen des Objektes beobachtet
und bearbeitet werden.

Da die Aufweitoptik 10, 11 fiir den UV-Laser 3 unabhédngig da-
von bewegbar ist, kann die Bearbeitung wahlweise in der Fo-
kus-Beobachtungsebene oder auBerhalb der Fokus-Beobachtungs-

ebene durchgefiihrt werden.

Mit der vorstehend beschriebenen Vorrichtung ist ein Positio-
nieren eines Objektes unter Verwendung der IR-Laserstrahlen
in einer anderen Ebene als der Objekttrédgerebene méglich,
ohne daB das Objekt an dem Objekttrdger "festgeklemmt" zu
werden braucht, denn die Fixierung erfolgt lediglich mit den
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jeweiligen IR-Laserstrahlen, die von dem IR-Laser 4 geliefert
werden. Damit ist die (gleichzeitige) Beobachtung und
Bearbeitung (auch von mehreren) frei beweglichen Objekten in
einfacher und zuverlédssiger Weise mdglich.

Beli der vorstehend beschriebenen Ausfiihrungsform wird eine
Anordnung verwendet, bei der sdmtliche Lichtstrahlen, die von
den jeweiligen Lichtquellen erzeugt werden, von den Lichter-
zeugungseinrichtungen aus praktisch in derselben Ebene ge-
fihrt, umgelenkt und fokussiert werden. Die Zufilihrung der
verschiedenen Lichtstrahlen zum Objekttrdger 22 erfolgt dabei
iiber einen gemeinsamen Umlenkspiegel 7 sowie das Objektiv 21.
Auf diese Weise ist eine besonders kompakte Anordnung mdg-
lich, die zugleich eine zuverl&ssige Funktion der Vorrichtung
gewdhrleistet.

Selbstverstdndlich ist auch eine dreidimensionale Verteilung
der verschiedenen Komponenten der optischen Einrichtungen
moglich, dann wird es allerdings in den meisten Fidllen erfor-
derlich, sphédrische Spiegel oder Parabolspiegel zu verwenden,
um die jeweiligen Strahlen in der gewiinschten Weise auf den
Objekttrédger 22 zu richten. Dies kann fiir bestimmte Anwendun-
gen zweckmdfig oder wiinschenswert sein, wenn die kompakte
Bauform nicht im Vordergrund steht.
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Vorrichtung und Verfahren zur Handhabung, Bearbeitung und

Beobachtung kleiner Teilchen, insbesondere
biologischer Teilchen

Patentanspriiche

Vorrichtung zur Handhabung, Bearbeitung und Beobachtung

kleiner Teilchen, insbesondere biologischer Teilchen, um-

fassend

- mindestens einen ersten Laser (4), der Lichtstrahlen
in einem ersten Wellenldngenbereich erzeugt, die mit
einer ersten optischen Einrichtung (12, 13; 14, 15;
21) mit ausreichender Konvergenz fokussiert werden, um
in einem vorgegebenen Bereich eine optische Falle zu
bilden,

- einen Objekttrédger (22) zur Aufnahme von Teilchen,
insbesondere biologischen Teilchen,

- eine Lichtquelle (17) filir Beobachtungslicht und

- Beobachtungs- und Aufzeichnungseinrichtungen (1, 2,
23), um Teilchen in dem Objekttr&dger (22) zu beobach-
ten und ihr Verhalten aufzuzeichnen,

dadurch gekennzeichnet,

daf mindestens ein zweiter Laser (3) vorgesehen ist, der

Lichtstrahlen in einem zweiten Wellenl&ngenbereich er-

zeugt, die mit einer zweiten optischen Einrichtung (10,

11; 21) mit ausreichender Konvergenz fokussiert werden,

um im Bereich des Objekttrédgers (22) vorhandene Teilchen

zu behandeln,

daf die optischen Einrichtungen (10, 11; 12 bis 15; 21)

flir die Lichtstrahlen in dem ersten Wellenldngenbereich,

fliir die Lichtstrahlen in dem zweiten Wellenldngenbereich

und fir die Lichtstrahlen des Beobachtungslichtes jeweils

separat und unabhdngig voneinander positionierbar und fo-

kussierbar sind

und daB die Lichtstrahlen in dem ersten Wellenldngenbe-

reich, die Lichtstrahlen in dem zweiten Wellenldngenbe-

reich und die Lichtstrahlen des Beobachtungslichtes zu

Beginn der Handhabung und Beobachtung unabhdngig von ih-
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ren Wellenlédngen in derselben Objektebene (x-y-Ebene) des
Objekttrdgers (22) fokussiert sind.

Vorrichtung nach Anspruch 1,

dadurch gekennzeichnet,

daB der jeweilige erste Laser (4) ein gegebenenfalls in
seiner Wellenldnge einstellbarer Laser, insbesondere ein
IR-Laser ist

und daB der jeweilige zweite Laser (3) ein gegebenen-
falls in seiner Wellenldnge einstellbarer UV-Laser, ins-

besondere ein gepulster UV-laser ist.

Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2,

dadurch gekennzeichnet,

daB der jeweilige erste Laser (4) ein NAd-YAG-Laser, ein

Nd-YLF-Laser oder ein Titan-Saphir-Laser und der jewei-

lige zweite Laser (3) ein Stickstofflaser, ein frequenz-
vervielfachter IR-Laser oder ein gepumpter Farbstofflaser
ist.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 3,

dadurch Qekennzeichnet,

daB der jeweilige erste Laser (4) und der jeweilige
zweite Laser (3) in demselben Turm (5) angeordnet, aber
unabhédngig voneinander positionierbar und justierbar
sind.

Vorrichtung nach einem der Anspriliche 1 bis 4,

dadurch gekennzeichnet,

daf der Lichtstrahl des ersten Lasers (4) mit einem
Strahlteiler (16) geteilt wird, der zumindest erste und
zweite Lichtstrahlen in dem ersten Wellenldngenbereich
erzeugt, die zumindest teilweise separat gefiihrt und dann

auf das Objekt im Objekttrdger (22) gerichtet werden.

Vorrichtung nach Anspruch 5,
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dadurch gekennzeichnet,

daB der Strahlteiler (16) ein polarisierender Strahltei-
ler ist, der einen ersten Lichtstrahl mit s-polarisiertem
Licht und einen zweiten Lichtstrahl mit p-polarisiertem
Licht erzeugt und die Phasenlage zwischen diesen beiden
Lichtstrahlen einstellt,

und daB das prozentuale Verhdltnis zwischen den Intensi-
tdten der jeweiligen Lichtstrahlen in dem ersten Wellen-
ldngenbereich einstellbar ist.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 6,

dadurch gekennzeichnet,

daB flr jeden der Lichtstrahlen von dem ersten Laser (4)
und dem zweiten Laser (3) eine eigene Aufweitoptik

(12, 13; 14, 15; 10, 11) vorgesehen ist, die jeweils
dreidimensional, insbesondere in drei orthogonalen Ach-
senrichtungen (x, y, z) einstellbar sind.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 7,

dadurch gekennzeichnet,

daB die im Strahlengang der Lichtstrahlen von dem ersten
Laser (4) und dem zweiten Laser (3) vorgesehenen Spiegel
und Strahlteiler (8, 9, 20) unabhidngig von den Aufweit-
optiken drehbar bzw. kippbar sind.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 8§,

dadurch gekennzeichnet,

daB der Lichtstrahl des Beobachtungslichtes durch Ein-

stellung des Objektivs (21) und/oder des Objekttrigers

(22) l&ngs der optischen Achse (z-Richtung) auf das Ob-
jekt im Objekttrdger (22) fokussierbar ist

und daB der Beobachtungsort filir den Lichtstrahl des Be-
obachtungslichtes in der Objektebene (x-y-Ebene) durch

Verstellen des Objekttrdgers (22) innerhalb der Objekt-
ebene in einer x-y-Ebene einstellbar ist.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 9,
dadurch gekennzeichnet,
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daB im Strahlengang des Jjeweiligen ersten Lasers (4) und
zweiten Lasers (3) ein Strahlabschwdcher (18, 25) vorge-
sehen ist, mit dem die Lichtstrahlen in dem jeweiligen
Wellenldngenbereich in vorgegebenen Abstufungen oder kon-
tinuierlich abgeschwdcht werden, bevor sie auf das Objekt
im Objekttrdger (22) gerichtet werden.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 10,

dadurch gekennzeichnet,

daB die Lichtstrahlen in dem ersten Wellenl&dngenbereich
und die Lichtstrahlen in dem zweiten Wellenldngenbereich
iiber einen gemeinsamen Spiegel (7) durch ein gemeinsames
Objektiv (21) auf das jeweilige Objekt im Objekttridger
(22) gerichtet werden.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 11,

dadurch gekennzeichnet,

daB die von den Strahlerzeugungseinrichtungen erzeugten,
anschliefend behandelten, umgelenkten und auf das jewei-
lige Objekt fokussierten Lichtstrahlen alle im wesentli-
chen in derselben ersten Ebene liegen,

daB der Objekttrdger (22) sich in einer zweiten Ebene
(x-y-Ebene) senkrecht zur ersten Ebene befindet

und daf die Spiegel bzw. Strahlteiler (7, 8, 9, 19, 20)
zur Umlenkung der einzelnen Lichtstrahlen ebenfalls in
Ebenen im wesentlichen senkrecht zur ersten Ebene ange-

ordnet sind.

Verfahren zur Handhabung, Bearbeitung und Beobachtung
kleiner Teilchen, insbesonder biologischer Teilchen, bei
dem die Objekte in einem Objekttridger (22) mit mindestens
einem ersten Laser (4), der Lichtstrahlen in einem ersten
Wellenlédngenbereich erzeugt, in einer optischen Falle fi-
xiert werden und die Objekte mit Beobachtungs- und
Aufzeichnungseinrichtungen (1, 2, 23) beobachtet werden
und/oder das Verhalten der Objekte aufgezeichnet wird,
dadurch gekennzeichnet,
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daR mindestens ein zweiter Laser (3) verwendet wird, der
Lichtstrahlen in einem zweiten Wellenldngenbereich er-
zeugt, die mit ausreichender Konvergenz fokussiert wer-
den, um im Bereich des Objekttrdgers (22) vorhandene
Teilchen zu behandeln,

daB die Lichtstrahlen in dem ersten Wellenldngenbereich,
die Lichtstrahlen in dem zweiten Wellenldngenbereich und
die Lichtstrahlen eines Beobachtungslichtes jeweils unab-
hdngig voneinander mit separaten optischen Einrichtungen
in der Objektebene (x-y-Ebene) einstellbar und in Achsen-
richtung (z-Richtung) fokussierbar sind

und daB zu Beginn sdmtliche genannten Lichtstrahlen un-
abhdngig von ihren Wellenldngen in derselben Objektebene
(x-y-Ebene) des Objekttrdgers (22) fokussiert werden.

Verfahren nach Anspruch 13,

dadurch gekennzeichnet,

daB ein in der optischen Falle des jeweiligen ersten La-

sers (4) gefangenes Teilchen

a) durch Verstellen von mindestens einem Lichtstrahl in
dem ersten Wellenl&ngenbereich in x-y-Richtung
und/oder

b) durch Verstellen des Objekttrdgers (22) in x-y-Rich-
tung in der Objektebene verschiebbar ist,

wobeil im Falle a) nur das gefangene Teilchen und im

Falle b) s&@mtliche Teilchen, ausgenommen das gefangene

Teilchen, bewegt werden.

Verfahren nach Anspruch 13 oder 14,

dadurch gekennzeichnet,

daB ein in der optischen Falle des jeweiligen ersten La-

sers (4) gefangenes Teilchen

a) durch Verstellen von mindestens einem Lichtstrahl in
dem ersten Wellenldngenbereich in z-Richtung und/oder

b) durch Verstellen des Objektivs (21) und/oder des Ob-
jekttrdgers (22) in z-Richtung verschiebbar ist,

wobei im Falle a) das gefangene Teilchen aus der gew&hl-

ten Beobachtungsebene heraus bewegt wird und im Falle b)
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das gefangene Teilchen in der gewdhlten Beobachtungsebene
bleibt.

Verfahren nach einem der Anspriiche 12 bis 15,

dadurch gekennzeichnet,

daB bei Verwendung von mindestens zwel getrennten Licht-

strahlen in dem ersten Wellenldngenbereich eine Drehung

eines Teilchens in der optischen Falle dadurch erfolgt,

daB

a) der eine Lichtstrahl in seiner Ausgangsstellung
bleibt und der andere Lichtstrahl eine Bewegung in
x-y-Richtung ausfiihrt, oder

b) der eine Lichtstrahl in seiner Ausgangsstellung
bleibt und der andere Lichtstrahl eine Bewegung in
z=-Richtung ausfiihrt, oder

c) zumindest zweil Lichtstrahlen entgegengesetzte Bewe-
gungen oder unterschiedlich weite Bewegungen in
z-Richtung ausfiihren, oder

d) Kombinationen der Bewegungen gemdf a), b) und c¢) aus-
gefiihrt werden.

Verfahren nach einem der Anspriiche 13 bis 16,

dadurch gekennzeichnet,

daf die Behandlung der Teilchen mit den Lichtstrahlen in
dem zweiten Wellenldngenbereich in einer beliebig wdhlba-
ren x-y-Ebene des Objekttrédgers (22) durchgefiihrt wird,
wobel die Beobachtungsebene in derselben Ebene oder einer
anderen, parallel dazu liegenden Ebene vorgenommen werden

kann.

Verfahren nach einem der Anspriiche 13 bis 17,

dadurch gekennzeichnet,

daB fiir die Fixierung der Teilchen in der optischen
Falle sichtbare oder IR-Laserstrahlen und fiir die Behand-
lung der Teilchen UV-Laserstrahlen, insbesondere gepulste

UV-Laserstrahlen verwendet werden.
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19.

20.

Verfahren nach einem der Anspriiche 13 bis 18,

dadurch gekennzeichnet,

daf sé@mtliche Lichtstrahlen gleichzeitig durch dasselbe
Objektiv (21) auf das entsprechende Objekt im Objekttri-

ger (22) gerichtet werden kdnnen.

Verfahren nach einem der Anspriiche 13 bis 19,

dadurch gekennzeichnet,

daB sdmtliche Lichtstrahlen zur Steuerung der Behandlung
und/oder Beobachtung unabh&ngig voneinander in ihrer In-
tensitdt einstellbar und/oder einschaltbar bzw. aus-

schaltbar sind.
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