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In der πPostgenom-æra™, der Zeit nach der Aufkl‰rung der
verschiedenen Genomsequenzen, gilt es, die Funktion tau-
sender neuer Proteine zu erforschen, ihre Einbindung in
regulatorische Netzwerke zu untersuchen und sie auf ihre
Eignung als pharmazeutische Zielmolek¸le zu ¸berpr¸fen.
Dazu bedarf es neuer Methoden, die eine schnelle und
verl‰ssliche Identifizierung molekularer Interaktionen kom-
plexer biologischer Systeme im Hochdurchsatzformat erlau-
ben. Informationen ¸ber Interaktionspartner eines Biomole-
k¸ls, die Identifizierung von Interaktionsdom‰nen oder die
einfache Quantifizierung von Bindungsst‰rken bilden die
Basis f¸r die Aufkl‰rung der biologischen Funktion und die
Identifizierung neuer Proteininhibitoren, Modulatoren und
Leitstrukturen f¸r die Medikamentenentwicklung.[1] Zwar
stehen eine Reihe sehr leistungsf‰higer Methoden f¸r die
Messung und Quantifizierung molekularer Wechselwirkun-

gen zur Verf¸gung,[2±7] jedoch sind diese nicht immer breit
einsetzbar oder inkompatibel mit Hochdurchsatz-Screening-
Formaten und Echtzeit-Analysen. Die Entwicklung neuer
Methoden, die mˆglichst unabh‰ngig von den zu untersu-
chenden Target-Molek¸len und f¸r die genannten Zwecke
breit einsetzbar sind, ist daher von gro˚er Bedeutung.
Wir verwenden seit einiger Zeit Ribozyme f¸r die Ent-

wicklung funktionaler Assays, mit denen Wechselwirkungen
zwischen biologisch relevanten Molek¸len in Echtzeit analy-
siert werden kˆnnen. So haben wir Systeme entwickelt die
eine schnelle und verl‰ssliche Analyse der katalytischen
Aktivit‰t des Hammerhead-Ribozyms (HHR) erlauben,
indem Substratoligonucleotide eingesetzt werden, die mit
zwei Fluoreszenzfarbstoffen markiert sind.[8] Die r‰umliche
N‰he der beiden Farbstoffe im ungeschnittenen Zustand des
Substrats f¸hrt zu einer Fluoreszenzlˆschung des Donorfluo-
rophors durch Fluoreszenzresonanz-Energietransfer (FRET).
Die Spaltungsaktivit‰t des Ribozyms kann dann durch einen
zeitlichen Anstieg der Fluoreszenz in Echtzeit verfolgt
werden. Mit Hilfe dieser Reporter-Ribozyme haben wir neue
Inhibitoren des Hammerhead-Ribozyms[9] oder des Rev-
Proteins aus HIV-1[10] aus Bibliotheken organischer Molek¸le
identifiziert, welche auch unter In-vivo-Bedingungen die
biologische Aktivit‰t ihres jeweiligen Zielmolek¸ls spezifisch
inhibieren konnten.
In dieser Arbeit berichten wir ¸ber das rationale Design

eines Reporter-Ribozyms, dessen Aktivit‰t durch die reverse
Transkriptase (RT) des humanen Immundefizienz Virus Typ I
(HIV-1-RT) spezifisch reguliert werden kann. Wir zeigen,
dass das HIV-1-RT-abh‰ngige Reporter-Ribozym nicht nur
selektiv die Anwesenheit von HIV-1-RT in Echtzeit anzeigt,
sondern dar¸ber hinaus auch die dom‰nenspezifische Bin-
dung des Proteins an andere molekulare HIV-1-RT-Interak-
toren, wie etwa den Primer-Templatkomplex.
F¸r die Herstellung des Reporter-Ribozyms orientierten

wir uns an ‰hnlichen, mit kleinen organischen Molek¸len
regulierbaren Systemen, bei denen Helix II des HHR, deren
Bildung f¸r die Spaltungsaktivit‰t essentiell ist, durch eine
Aptamersequenz substituiert worden war.[11±14] Wir verwen-
deten ein Aptamer, das von Tuerk et al. aus einer kombina-
torischen RNA-Bibliothek isoliert und charakterisiert worden
war und die HIV-1-RTmit einer Affinit‰t von 25 pm bindet.[15]

Die Kristallstruktur des RNA-Protein-Komplexes zeigt, dass
das anti-HIV-1-RT-Aptamer im Komplex mit HIV-1-RT eine
Pseudoknoten-Struktur bildet, bei der die 5’- und 3’-Enden
der Sequenz r‰umlich voneinander entfernt sind.[16]

Wir w‰hlten ganz bewusst ein Aptamer mit Pseudoknoten-
Motiv, denn diese Strukturelemente werden auch in der Natur
in verschiedenster Weise als regulatorische Elemente genutzt.
So induziert in einigen viralen mRNA-Sequenzen die Bildung
eines Pseudoknoten eine Verschiebung des Leserahmens.[17]

In manchen eukaryontischen Transkripten f¸hrt die Faltung
eines Pseudoknotens in der 5’-nichttranslatierten Region zur
Aktivierung eines regulatorischen Proteins, welches dann
lokal die Translation des entsprechenden Gens kontrolliert.[18]

Aufgrund dieser bekannten regulatorischen Eigenschaften
von Pseudoknoten-Motiven und ihrer besonderen Struktur-
eigenschaften erschien uns das anti-HIV-1-RT-Aptamer als
regulatorisches Element f¸r ein Hammerhead-Ribozym be-
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entstandene Mischung filtriert und das gelbe Filtrat wird zum Harz-
gebundenen Azid gegeben. Die Mischung wird unter gelegentlichem
Sch¸tteln 20 min bei Raumtemperatur belassen. Das Harz wird mit
CH2Cl2 (4 î ), DMF (4 î ) und erneut mit CH2Cl2 (4 î ) gewaschen.
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sonders gut geeignet. Das Aptamer wurde wie in Abbil-
dung 1a gezeigt in Helix II des HHR so eingef¸gt, dass ein
Fusionskonstrukt FK-1 erhalten wurde, in dem die Ribozym-
und die Pseudoknoten-Faltungen miteinander konkurrieren.
Eine gleichzeitige Bildung beider Dom‰nen ist bei diesem
Design ausgeschlossen, da in Abwesenheit von HIV-1-RT die
eingef¸gte Aptamer-Sequenz als Haarnadel-Schleife vorliegt

(Abbildung 1a, links). Wie in Abbildung 1b gezeigt, wird in
Abwesenheit von HIV-1-RT ein aktives Reporter-Ribozym-
FK-1 erhalten, weil diese Struktur f¸r die Bildung der Helix II
in FK-1 sorgt. Die ungepaarte Schleife wurde durch Spal-
tungsreaktionen mit Ribonucleasen nachgewiesen, welche
spezifisch einzelstr‰ngige RNA spalten (Abbildung 2). In
Anwesenheit von HIV-1-RT wird die katalytische Aktivit‰t
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Abbildung 1. Strukturen und Spaltungsaktivit‰ten von FK-1, FK-2 und FK-3. Die in das Hammerhead-Ribozym eingef¸gten Aptamersequenzen sind fett
und kursiv gedruckt, gezeigt sind Komplexe mit einem oder zwei FRET-markierten Substraten (5’-Fluorophor: F, 3’-Quencher: Q). a) Die Fusion des HIV-1-
RT-Aptamers mit einem Hammerhead-Ribozym bildet die korrekte Ribozym-Faltung mit den Helices I, II und III (linke Seite). Pfeilspitze im Substrat:
Spaltstelle. Bei Zugabe von HIV-1-RT wird die Bildung eines Pseudoknotens (hellgrau unterlegt) induziert, welcher die Bildung von Helix II verhindert
(rechte Seite); b) Spaltungsaktivit‰t von FK-1 in Abwesenheit und in Gegenwart von 200 nm HIV-1-RT (RT*). Gezeigt ist die Anfangsgeschwindigkeit der
Spaltung eines FRET-Substrates in den ersten 5 Minuten, gemessen in Fluoreszenz pro Zeiteinheit (Fl t�1/min�1);[8±10] c) Struktur von FK-2 (FK-2 wurde
durch Deletion des in FK-1 grau unterlegten GC-Basenpaars erhalten); d) Spaltungsaktivit‰t von FK-2 in Abwesenheit bzw. in Gegenwart von 200 nm HIV-
1-RT (RT*); e) Struktur von FK-3 (FK-3 wurde durch Hinzuf¸gen eines weiteren grau unterlegten GC-Basenpaares erhalten); f) Spaltungsaktivit‰t von FK-
3 in Abwesenheit bzw. in Gegenwart von 200 nm HIV-1-RT (RT*).



von FK-1 inhibiert (Abbildung 1b), da
das Protein die Faltung des Pseudo-
knotens induziert, was eine Auflˆsung
von Helix II und damit auch der
Katalyse der Spaltungsreaktion nach
sich zieht.
Um den Einfluss der Stabilit‰t von

Helix II auf die F‰higkeit zur Struktur-
‰nderung von FK-1 genauer zu cha-
rakterisieren und rational zu unter-
mauern, wurden zwei Varianten von
FK-1 abgeleitet, die sich durch gezielte
St‰rkung bzw. Schw‰chung von Helix
II, der Verkn¸pfungsstelle zwischen
Aptamer und Ribozym, unterschei-
den. Die Deletion des in Abbildung 1a
grau unterlegten GC-Basenpaares
f¸hrt zu einem Konstrukt, FK-2, mit
einer destabilisierten Helix II (Abbil-
dung 1c). Die vˆllige Abwesenheit der
katalytischen Aktivit‰t in FK-2 (Ab-
bildung 1d) deutet darauf hin, dass das
Fehlen des stabilisierenden GC-Ba-
senpaares die Bildung der katalytisch
aktiven Struktur nicht mehr zul‰sst
und sich nur noch die Pseudoknoten-
Struktur bildet. Tats‰chlich ergeben
die in Abbildung 2 gezeigten Nucle-
ase-Spaltungsreaktionen in ‹berein-
stimmung mit den kinetischen Daten
in Abbildung 1d ein Spaltungsmuster
f¸r FK-2, welches das ausschlie˚liche
Vorliegen des Pseudoknotens unter-
st¸tzt.
Um diese Hypothese weiter zu un-

termauern, stellten wir eine dritte
Version des Reporter-Ribozyms her,
bei der nur noch die Bildung der
katalytisch aktiven Version, nicht aber
die Bildung des Pseudoknotens mˆg-
lich ist. Ausgehend von FK-1 wurde
daher ein zus‰tzliches GC-Basenpaar
eingef¸gt, welches in FK-3 zu einer
Stabilisierung von Helix II f¸hrt (Ab-
bildung 1e). Abbildung 1 f zeigt wie
erwartet, dass FK-3 katalytisch aktiv
ist, wobei jedoch die Geschwindigkeit
der Spaltung auch bei Anwesenheit
von HIV-1-RT unver‰ndert bleibt, da
das Protein die Faltung des Pseudo-
knoten aufgrund der erhˆhten Stabili-
t‰t von Helix II nicht mehr induzieren
kann. Tats‰chlich zeigt FK-3 bei Nu-
clease-Verdau ein sehr ‰hnliches Spal-
tungsmuster wie FK-1 in seiner akti-
ven Form (Abbildung 2).
Das Fusionskonstrukt FK-1 stellt

somit ein Reporter-Ribozym dar, das
durch HIV-1-RT reguliert werden
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Abbildung 2. Nuclease-Verdau von FK-1, FK-2 und FK-3: Spuren 1: Rnase-T1-Leiter unter denaturie-
renden Bedingungen, 2: OH-Leiter, 3: RNase A, 4: RNase T1, 5: S1 Nuclease, 6: S1 Nuclease 1/10-
Verd¸nnung, 7: S1 Nuclease 1/100-Verd¸nnung. Rnase A spaltet einzelstr‰ngige RNA bei C und U
(wei˚e Pfeile), Rnase-T1 einzelstr‰ngig bei G (schwarze Pfeile) und Nuclease S1 bei einzelstr‰ngigen
Nucleosiden (graue Pfeile). Die Grˆ˚e der Pfeile entspricht der Intensit‰t der Spaltung. Die Spaltstellen
der Nucleasen stimmen mit den beobachteten Aktivit‰ten ¸berein: FK-2 bildet keine Hammerhead-
Struktur aus, wie der starke Verdau durch Nuclease S1 an der rechten unteren Schlaufe des Knotens
zeigt. FK-3 und FK-1 zeigen nur Verdau an der Schlaufe der Haarnadelstruktur von Helix II der
Ribozym-Faltung.



kann. FK-1 reagiert extrem sensitiv auf die Anwesenheit von
HIV-1-RT; eine halbmaximale Inhibierung des Aptazyms
wird bereits bei einer Proteinkonzentration von 10.4 nm
erreicht (Abbildung 3a). Die hohe Sensitivit‰t reflektiert
die au˚erordentlich hohe Affinit‰t des Aptamer-HIV-1-RT-

Komplexes von 25 pm.[15] Gegen¸ber den wenigen in der
Literatur beschriebenen Protein-regulierten Reporter-Ribo-
zymen bedeutet dies eine Erhˆhung der Empfindlichkeit
solcher Systeme um zwei Grˆ˚enordnungen. Eine durch
SELEX evolvierte Ligase benˆtigt f¸r einen halbmaximalen
Effekt 1.5 mm Lysozym.[19] F¸r ein schaltbares Tetrahymena-
group-I-Intron-Ribozym sind mikromolare Konzentrationen
von Fusionen aus HIV-Rev und Bakteriophage-lN-Proteinen
erforderlich.[20]

Um die Spezifit‰t des Reporter-Ribozyms zu untersuchen,
f¸hrten wir Spaltungsreaktionen in Gegenwart verschiedener
Nicht-cognate-Proteine durch. Wie Abbildung 3b zeigt, ist
aus einer Kollektion von 10 verschiedenen Proteinen nur
HIV-1-RT imstande, die Aktivit‰t signifikant zu inhibieren
(Abbildung 3a und b). Selbst mit der stark homologen
reversen Transkriptase von HIV-2 ist kein Effekt zu beob-
achten. Diese Ergebnisse zeigen, dass das HIV-1-RT-abh‰n-
gige Ribozym ein ‰u˚erst spezifischer Reporter f¸r HIV-1-RT
ist. Die f¸r das freie Aptamer beschriebene Diskriminierung
bleibt auch im Ribozym-Kontext erhalten, was zeigt, dass der
gefaltete Pseudoknoten seine funktionalen Eigenschaften
beibeh‰lt, ohne dass der Rest des Konstrukts einen stˆrenden
Einfluss aus¸bt.
Um zu untersuchen, ob die Inhibierung des Aptazyms FK-1

reversibel ist, nutzten wir die Tatsache, dass das Aptamer an
die Primer/Templat-Bindungsstelle der HIV-1-RT bindet.[16]

Demzufolge sollte die Spaltungsreaktion in Gegenwart eines
DNA-Primer/Templat-Komplexes[21] zur kompetitiven Ver-
dr‰ngung der RT vom Pseudoknoten-Motiv f¸hren, was eine
Reaktivierung der Spaltung zur Konsequenz h‰tte. Abbil-
dung 3c zeigt, dass dies auch tats‰chlich beobachtet wird.
Dieser Effekt ist bei Zugabe von freiem Aptamer anstelle des
DNA-Primer/Templat-Komplexes sogar noch deutlicher
(Hintergrundinformationen, Abbildung 1). Allerdings nimmt
die Ribozymaktivit‰t aufgrund der Hybridisierung des freien
Aptamers mit dem Reporter-Ribozym bei hohen Konzentra-
tionen wieder ab (Hintergrundinformationen, Abbildung 1).
Im Hinblick auf die Dom‰nenspezifit‰t des Reporter-

Ribozyms ist insbesondere auch die Frage interessant, ob
der mit dem freien Aptamer bzw. dem DNA Primer/Templat-
Komplex beobachtete Kompetitionseffekt spezifisch f¸r Bin-
der der Primer/Templat-Erkennungsstelle ist. Dies unter-
suchten wir, indem wir anstelle des Primer/Templatkomplexes
Nevirapin verwendeten, einen Inhibitor der RT, welcher nicht
an der Primer/Templat-Bindungsstelle, sondern an eine Re-
gion nahe des aktiven Zentrums bindet.[22] Abbildung 3c
zeigt, dass auch bei hˆheren Konzentrationen von Nevirapin
keine Reaktivierung des Ribozyms zu beobachten ist. Dieses
Ergebnis ist besonders wichtig, weil es zeigt, dass Reporter-
Ribozyme als Sonden in Hochdurchsatz-Screening-Formaten
zur dom‰nenspezifischen Identifizierung bindender Molek¸le
verwendet werden kˆnnen; im vorliegenden Beispiel von
Molek¸len, die an die Primer/Templat-Bindungsstelle, nicht
jedoch an das katalytische Zentrum binden.
Das vorgestellte Fusionskonstrukt FK-1 ist unseres Wissens

das erste Beispiel eines artifiziellen, konstruierten Schalters
auf Basis einer Pseudoknoten-Struktur. FK-1 zeichnet sich
durch sehr hohe Sensitivit‰t und Spezifit‰t aus. Das Konzept
der Insertion von Pseudoknoten-Motiven in funktionale
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Abbildung 3. Konzentrationsabh‰ngigkeit und Spezifit‰t der Inhibierung
von FK-1. a) Konzentrationsabh‰ngigkeit der Inhibierung von FK-1 durch
HIV RT (ausgef¸llte Dreiecke: HIV-1-RT, offene Kreise: HIV-2-RT),
halbmaximale Inhibierung bei KI¼ 10.4 nm, b) Spezifit‰t der Inhibierung
von FK-1; aus einer Kollektion zuf‰llig ausgew‰hlter Kontrollproteine
konnte nur HIV-1-RT das Reporter-Ribozym inhibieren; alle Proteine
wurden bei einer Konzentration von 200 nm eingesetzt: 1: ohne Protein, 2:
HIV-1 RT, 3: HIV-2 RT, 4: HIV-1-Rev, 5: Lysozym aus H¸hnereiwei˚, 6:
ADH, Alkoholdehydrogenase, 7: BSA, Rinderserum Albumin, 8: Bcl-3,
ein Mitglied der IkB-Proteinfamilie, 9: Hirudin, 10: humanes a-Thrombin,
11: AT III, Antithrombin III; c) Verdr‰ngung des Aptazyms FK-1 von der
HIV-1-RT durch einen DNA-Primer/Templat-Komplex. Schwarze Balken:
Spaltungsaktivit‰t von FK-1 alleine (±) und bei Anwesenheit von 200 nm
HIV-1-RT (RT*). Graue Balken: Reaktivierung der FK-1-katalysierten
Spaltungsreaktion durch steigende Mengen des DNA-Primer/Templat-
Komplexes in Anwesenheit von 200 nm HIV-1-RT (RT*). Wei˚e Balken:
Steigende Konzentrationen von Nevirapin, einem NNRTI (Nicht-Nucleo-
sid-Reverse-Transkriptase-Inhibitor), der nicht mit der Bindungsstelle des
Aptazyms konkurriert, kˆnnen das Reporter-Ribozym nicht reaktivieren.



Reaktionsverhalten von Chalkogenostannaten:
Ungewˆhnliche Synthese und Struktur einer
Verbindung mit einem tern‰ren Clusteranion
[Co4(m4-Se)(SnSe4)4]10�**

Christian Zimmermann, Maike Melullis und
Stefanie Dehnen*
Professor Dieter Fenske zum 60. Geburtstag gewidmet

Die Stabilisierung bin‰rer Aggregate von Hauptgruppen-
elementen [E0

xEy]q� in der Koordinationssph‰re von ‹ber-
gangsmetallionen Mnþ ± und damit der Aufbau von Struktu-
ren mit tern‰ren Schweratom-Grundger¸sten ± wird seit
einigen Jahren verst‰rkt untersucht (E’ und E¼Elemente der
Gruppe 13±15 bzw. 16).[1±16] Neben dem Reiz struktureller
Vielfalt liegt hierbei das Augenmerk auf der Herstellung
tern‰rer M/E’/E-Systeme wie Rb3[AgGe4Se10]¥2H2O[10] oder
K2[MnSnS4],[11] in denen polymere Anionen-Netzwerke in
Form πoffener Festkˆrperstrukturen™ auftreten. Solche Ver-
bindungen vereinen zeolith‰hnliche und halbleiterartige Ei-
genschaften. Verwendet man zum Aufbau der E’/E-Unter-
einheiten nicht getrennte Ausgangsstoffe, sondern Salze
bin‰rer Anionen oder bin‰re Phasen, so lassen sich zudem
Reaktionsverhalten und Best‰ndigkeit dieser Hauptgruppen-
elementsysteme in Gegenwart von ‹bergangsmetallverbin-
dungen untersuchen. Mit Ausnahme einiger Tensid-gest¸tzter
Solvothermalsynthesen von mesoporˆsen Festkˆrperphasen
wie (C16H33NC5H5)x[PtySn4Se10] (x¼ 1.9±2.8; y¼ 0.9±1.6)[12]
bezogen sich jedoch alle bisherigen Verˆffentlichungen auf
bin‰re Reaktanden aus Elementen der Gruppen 15 und
16,[1,13±16] wie die Synthese von [PPh4]2[Mn(CO)3(As3Se3)5] mit
[As4Se4].[13b]

Wir versuchen derzeit, Koordinationsverbindungen durch
Reaktionen von bin‰ren Anionen der Gruppen 14 und 16
herzustellen. Unter den ¸blichen Synthesebedingungen ± d.h.
bei Umsetzungen mit metallorganisch substituierten ‹ber-
gangsmetallkomplexen in aprotischen Lˆsungsmitteln ± war
es jedoch bisher nicht mˆglich, die Sn-E-Bindungen zu
erhalten. Die Chalkogenostannat-Anionen wirkten stets als
Oxidationsmittel und E2�-Donoren.[17,18]

Der ‹bergang zu protischen Lˆsungsmitteln und einem
anderen ‹bergangsmetallkomplex-Typ f¸hrte nun zur Bil-
dung einer Verbindung mit unzersetzten bin‰ren Anionen in
der Koordinationssph‰re der ‹bergangsmetallionen. In Sche-
ma 1 ist die Synthese von 1 und 2[19,20] skizziert, die durch
Umsetzungen von K4[SnSe4][21] mit [Co(en)3]Cl3 (en¼ 1,2-
Diaminoethan) in einem Wasser-Methanol-Gemisch entstan-
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RNA-Sequenzen stellt somit ein neues und prinzipiell auch
f¸r nat¸rliche Pseudoknoten/Proteinkomplexe anwendbares
Prinzip zur Herstellung von RNA-Schaltern dar.

Experimentelles

Synthese von FK-1, 2 und 3: Die korrespondierenden DNA-Sequenzen der
Fusionskonstrukte wurden inklusive eines 5’-T7-RNA-Polymerase-Pro-
motors durch Standard-Phosphoramidit-Festphasensynthese synthetisiert,
durch PCR amplifiziert, mittels T7-RNA-Polymerase transkribiert und
gereinigt wie in Lit [23] beschrieben.

Ribozymreaktionen: Die Reaktionen wurden in 50 mm Tris-HCl-Puffer,
pH 7,9, 25 mm NaCl durchgef¸hrt. Die Ans‰tze enthielten 10 nm der RNA-
Fusionskonstrukte FK-1, 2 oder 3, 500 nm Fluoreszenz-markiertes Ribo-
zym-Substrat[8±10] und optional verschiedene Proteinkonzentrationen in
einem Endvolumen von 50 mL. Nach Inkubation f¸r 15 min bei 37 8C
wurden die Reaktionen durch Zugabe von Magnesiumchlorid zu einer
Endkonzentration von 8 mm gestartet. Die Steigung der Fluoreszenz in den
ersten 5 min wurde als Ma˚ f¸r die katalytische Aktivit‰t herangezo-
gen.[8±10] Steigungen aus Kontrollexperimenten ohne Ribozym wurden
automatisch subtrahiert, um Effekte wie das Ausbleichen der Farbstoffe zu
minimieren.

Nucleasereaktionen: Der Verdau wurde bei 37 8C in Anwesenheit von
200 mm eines nicht spaltbaren Ribozym-Substrats (2’-Desoxycytosin an der
reaktiven Stelle) durchgef¸hrt. Die Reaktionen enthielten 8 mm Fusions-
konstrukt, Spuren von 5’-32P-markiertem Konstrukt in einem 10 mm Tris-
Puffer, pH 7,5, 100 mm KCl, 10 mm MgCl2 im Falle der RNase A und
RNase T1. Die Nuclease-S1-Reaktionen wurden im vom Hersteller (Pro-
mega) bereitgestellten Puffer durchgef¸hrt. Nach Ethanol-Pr‰zipitation
und 10-%iger PAGE-Auftrennung wurden die Spaltfragmente durch
Autoradiographie sichtbar gemacht.
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