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Zellul�re Signalsysteme bestehen aus weitverzweigten Netz-
werken von Proteinen und kleinen Molek�len sowie ihren
Metaboliten. Die genaue Kontrolle dieser Signalmolek�le ist
notwendig, um eine pr�zise und reproduzierbare physiologi-
sche Funktion der Zelle zu gew�hrleisten. Auf Proteinebene
wird das oft durch spezifische und reversible chemische Mo-
difikationen wie z.B. Phosphorylierung oder durch Lokali-
sation von Proteinen in definierte Zellkompartimente er-
zielt.[1,2] �ber zellul�re Kontrollmechanismen, die durch
kleine Molek�le �bertragene Signale steuern, ist viel weniger
bekannt. Die Gr�nde sind vor allem in der grunds�tzlich
schwierigeren Visualisierung von Lokalisation und Metabo-
lismus kleiner Molek�le zu suchen. Dies gilt insbesondere f�r
Untersuchungen zur Lipidsignal�bertragung. Zwar kennen
wir die vorkommenden Lipidklassen recht gut, doch wird
durch chemische Diversit�t und Kombination der Fetts�uren
eine enorme Vielfalt von molekularen Spezies ermçglicht.
Durch massenspektrometrische Lipidomanalyse ist nachge-
wiesen, dass ein signifikanter Teil dieses molekularen Spek-
trums in Zellen tats�chlich zur Verf�gung steht.[3–5] Diese
außergewçhnliche und experimentell kaum erfassbare Kom-
plexit�t hat dazu gef�hrt, dass Lipidsignal�bertragungs-
schritte als „Kopfgruppensignal�bertragung“ behandelt und
die chemischen Unterschiede der einzelnen Spezies einer
Lipidklasse weitgehend ignoriert werden, auch wenn eine
Reihe von In-vitro-Studien signifikante Aktivit�tsunter-
schiede nahelegen.[6–8] Aus �hnlichen Gr�nden wurde bisher
der Einfluss subzellul�rer Konzentrationsgradienten defi-
nierter Lipidspezies kaum im Detail untersucht. Wir stellen
die Hypothese auf, dass die chemische Diversit�t von Lipid-
klassen ebenso wie subzellul�re Konzentrationsgradienten
bestimmter Lipidspezies molekulare Mechanismen darstel-
len, die Lipidsignal�bertragungen steuern.

Experimentell kçnnen sowohl Fetts�urediversit�t als auch
lokal erhçhte Spiegel einer bestimmten Spezies durch die
Verwendung photoaktivierbarer Lipidderivate in intakten
Zellen generiert werden.[9–11] Wir entschieden uns, Signal-
�bertragung durch Diacylglycerine (DAG) zu untersuchen,
da DAG eine wesentliche Rolle in verschiedenen Signal-
netzwerken spielt, die zum Beispiel �ber G-Protein-gekop-
pelte Rezeptoren oder Wachstumsfaktorrezeptoren aktiviert
werden.[12–15] Dar�ber hinaus ist die Koexistenz von 30–50
DAG-Spezies mit verschiedener Fetts�urekombination in
S�ugerzellen durch aktuelle Lipidomanalysen nachgewie-
sen.[3–5] DAG aktivieren einerseits verschiedene Isoformen
der Proteinkinase C (PKC),[16, 17] aber auch andere Proteine
wie RasGRPs, Munc13 und DGKg[18,19] durch Bindung an C1-
Dom�nen und Rekrutierung an zellul�re Membranen. Ferner
wurde gezeigt, dass DAG direkt humane transiente Rezep-
torpotentialkan�le (TRPC3 und TRPC6) aktivieren

Schema 1. Strukturen der Diacylglycerine 1a–5a und die Synthese der
entsprechenden Coumarinylmethylen- und Nitroveratroyl-gesch�tzten
Derivate.
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kçnnen.[20–22] Lokal erhçhte DAG-Spiegel wurden bisher nur
durch Freisetzung eines photoaktivierbaren T-Zellrezeptor-
agonisten und nachfolgende Produktion von endogenem
DAG oder durch lokale Photoaktivierung eines nicht-phy-
siologischen DAG-Analogons erzeugt.[9, 23] Zwar haben diese
Ans�tze wichtige Erkenntnisse zum Mechanismus von T-
Zellsignal�bertragung und der Polarisation des Mikrotubulin-
Organisationszentrums (MTOC) in T-Zellen ermçglicht,
doch kçnnen auf diese Weise die Unterschiede in der biolo-
gischen Funktion verschiedener DAG-Spezies nicht unter-
sucht werden. Um die Beantwortung derartiger Fragestel-
lungen zu ermçglichen, stellen wir hier eine Reihe photoak-
tivierbarer („caged“) DAG mit unterschiedlicher Fetts�ure-
zusammensetzung vor.

Das Design der photoaktivierbaren DAG mit dem „cage“
an der einzigen Hydroxygruppe ist offensichtlich (Schema 1).
Wir verwendeten eine k�rzlich entwickelte Synthese, die es
erlaubt, schrittweise zwei verschiedene Fetts�uren einzuf�h-
ren und nach dem finalen Entsch�tzungsschritt die oft be-
obachtete Fetts�urewanderung vollst�ndig zu vermeiden.[24]

Wir f�hrten zwei verschiedene photoaktivierbare Grup-
pen ein, eine fluoreszente Coumarinylmethylenvariante und
die nicht-fluoreszente 4,5-Dimethoxy-2-nitrobenzylgruppe,
die jeweils �ber ein Carbonat verkn�pft wurden. Beide Va-
rianten wurden entsprechend ihrer Eigenschaften f�r ver-
schiedene Experimente eingesetzt. Die Coumarinylme-
thylengruppe wird bei 405 nm gespalten und ermçglicht 2-
Photonen-basierte Photochemie. Dar�ber hinaus kann ihre
intrinsische Fluoreszenz zur Quantifizierung der zellul�ren
Aufnahme der Verbindung genutzt werden. Dagegen limitiert
die recht breite Coumarinemission das verf�gbare Spektrum
f�r Multiparameter-Bildgebungsverfahren in lebenden Zellen
auf den spektralen Bereich jenseits von 500 nm. Bei Ver-
wendung der nicht-fluoreszenten 4,5-Dimethoxy-2-nitroben-
zylgruppe (Nitroveratroylgruppe) hingegen bleibt das ge-
samte Spektrum verf�gbar. Allerdings hat die Photoaktivie-
rung bei 366–375 nm zu erfolgen, was zu phototoxischen Ef-
fekten f�hren kann. Wir synthetisierten f�nf verschiedene
DAG, drei mit nat�rlicher Fetts�urezusammensetzung
(SAG = Stearoyl-Arachidonoyl- (1a), SLG = Stearyl-Lino-
enoyl- (2a), POG = Palmitoyl-Oleoylglycerin (3a)) sowie das
h�ufig verwendete nicht-nat�rliche 1,2-Di-O-octanoylglycer-
in (1,2-DOG, 4a) und sein inaktives 1,3-Isomer 5a, welches
als negative Kontrolle in dieser Arbeit dient (Schema 1, siehe
Hintergrundinformationen f�r Details). Die Kupplung der
photoaktivierbaren Gruppen erfolgte durch Verwendung der
jeweiligen Chlorformiate in akzeptablen bis guten Ausbeuten
und ergab die jeweiligen DAG als Nitroveratroyl- (1b–5b)
und Coumarinylmethylencarbonate (1c–5c).

Wir w�hlten HeLa-Zellen als Modellsystem zur Anwen-
dung der photoaktivierbaren DAG und verwendeten ein
konfokales Doppelscanner-Mikroskop (Olympus FV1000),
um Photoaktivierung durch das Mikroskopobjektiv mit si-
multaner Bildgebung in intakten Zellen zu kombinieren. Wir
quantifizierten die Zellaufnahme der Coumarin-DAG durch
Messung der Fluoreszenz in Zellen und entwickelten ein
Protokoll, das vergleichbare Aufnahme sicherstellte (siehe
Hintergrundinformationen f�r Details). Erfolgreiche Photo-
reaktionen nach Gabe von photoaktivierbarem 1,2-DOG (4b,

4c) oder dem inaktiven 1,3-DOG (5b, 5c) wurden durch die
Translokation einer C1-GFP-Probe[25] vom Zytosol an die
Plasmamembran nachgewiesen (Abbildung 1). Globale
Translokation wurde nach jeder extrazellul�ren Photoakti-
vierung von 1,2-DOG beobachtet, nicht jedoch mit 1,3-DOG.
Nach intrazellul�rer Photoaktivierung wurden vergleichbare
Resultate erhalten (Abbildung S3 in den Hintergrundinfor-
mationen). Interessanterweise traten nach Photoaktivierung
des nat�rlichen SAG (1c) im Unterschied zu 1,2-DOG (4c)
wiederholt r�umlich begrenzte Translokationsereignisse auf
(Abbildung S4).

Die verwendeten HeLa-Zellen exprimieren einer Tran-
skriptomanalyse zufolge TRPC3- und TRPC6-Kan�le, was
uns erlaubte, den Effekt der DAG auf diese Calciumkan�le zu
untersuchen. F�r diese Messungen wurden Nitroveratroyl-
gesch�tzte DAG in Kombination mit dem genetisch kodier-
ten ratiometrischen Calciumsensor GEM-GECO verwen-
det.[26] Photoaktivierung von SAG f�hrte zu massiver Erhç-
hung intrazellul�rer Ca2+-Spiegel, wohingegen Freisetzung
von SLG eine deutlich geringere zellul�re Antwort hervor-
rief. Die Photoaktivierung von POG oder 1,2-DOG hatte
dagegen keinen signifikanten Einfluss auf die intrazellul�re
Calciumkonzentration (Abbildung 2a). Eine detaillierte
Analyse individueller Experimente ergab, dass Photoakti-
vierung von SLG relativ zu SAG generell weniger, k�rzere
und schw�chere Transienten hervorrief. SAG induzierte lang
anhaltende Ca2+-Signale, deren Intensit�t vergleichbar mit
Ionomycin-induzierten Signalen war. Dies deutet auf Ca2+-
Konzentrationen hin, die sich zumindest lokal im mikromo-
laren Bereich befanden (Abbildung S5). Um nachzuweisen,
dass die Ca2+-Transienten von SAG und nicht einem seiner
Metaboliten ausgelçst wurden, stellten wir photoaktivierbare
Arachidons�ure her und zeigten, dass SAG im Vergleich

Abbildung 1. Visualisierung der Freisetzung von 1,2-DOG bzw. 1,3-
DOG nach lokaler, extrazellul�rer Photoaktivierung durch Translokation
einer C1-GFP Probe. Das Medium enthielt 30 mmolL�1 der jeweiligen
Verbindung 4b, 5b, 4c oder 5c. a) Zeitverl�ufe der Photoaktivierungs-
experimente mit 1,2-DOG (4b, 5b, 375 nm) und 1,3-DOG (4c, 5c,
405 nm). Beleuchtung in den weißen Kreisen (10 s bei t = 15 s). Die
Quantifizierung der beobachteten Translokationsereignisse ist in den
Hintergrundinformationen beschrieben.
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wesentlich potenter war (Abbildung S6). Die beobachtete
Struktur-Wirkungs-Beziehung wurde durch Experimente
unter Verwendung der Coumarin-gesch�tzten DAG weiter
untermauert, in denen der genetisch kodierte und gr�n
emittierende G-GECO Sensor verwendet wurde, dessen
Anregung unabh�ngig von Coumarin mçglich ist.[26]

Wieder war SAG gefolgt von SLG das bei weitem aktivste
DAG, w�hrend die anderen drei DAG faktisch inaktiv waren
(Abbildung 2b). Die Anzahl der falsch-positiven Ca2+-Tran-
sienten war bei Photoaktivierung der Coumarin-gesch�tzten
DAG etwas hçher, was darauf hinweist, dass diese Photore-
aktion selbst nicht vollst�ndig inert in Bezug auf Ca2+-Signale
ist. Um die Herkunft des Ca2+ zu bestimmen, wurde die
Photoaktivierung von SAG (1b, Dimethoxynitrobenzyl-ge-
sch�tzt) in Gegenwart von 1 mmol L�1 NiCl2 zum unspezifi-
schen Blockieren von Calciumkan�len oder 50 mmol L�1 SKF-
96365, einem selektiven Inhibitor der humanen TRPC3 und
TRPC6-Kan�le, durchgef�hrt.[27] DAG-induzierte Anstiege
der Ca2+-Spiegel blieben in beiden F�llen fast vollst�ndig aus.
Des Weiteren wurde der Calciumeinstrom durch Zugabe des
Inosittrisphosphatrezeptorblockers Xestospongin C kaum
inhibiert (Abbildung S6). Dies deutet darauf hin, dass zu-
mindest der initiale Ca2+-Einfluss �ber TRPC-Kan�le erfolgt
(Abbildung 2c), wobei im weiteren Verlauf Calcium-indu-
zierter Einstrom aus dem extrazellul�ren Raum und dem
endoplasmatischen Retikulum (ER) sicher beitrug.[29] Diese

Vermutung wird durch Messungen unterst�tzt, bei denen die
Calcium-Spiegel parallel im Zytosol (mit R-GECO) und im
ER (mit D1ER) gemessen wurden.[28] Letztere fielen signifi-
kant ab, w�hrend die zytosolische Ca2+-Konzentration anstieg
(Abbildung 2d). Die Ca2+-Signale waren in beiden Kompar-
timenten nach Gabe des TRP-Kanalblockers SKF-96365
deutlich reduziert (Abbildung S6). Dies zeigt, dass hier die
TRP-Kanalçffnung der initiale Auslçser war.

Um nachgelagerte Effekte der Calciumsignale nach
Photoaktivierung von DAG untersuchen zu kçnnen, ver-
folgten wir in HeLa-Zellen gleichzeitig mit dem Calciumsi-
gnal die Translokation von PKCa an die Plasmamembran
�ber transient exprimiertes PKCa-EGFP. PKCa bençtigt
dazu sowohl erhçhte Calcium- als auch DAG-Spiegel.[30] Wir
f�hrten lokale Photoaktivierung diverser DAG durch (1b–
5b) und beobachteten nach SAG-Freisetzung h�ufig r�umlich
begrenzte Anreicherungen von PKCa-EGFP in der N�he der
Belichtungsstelle. Derartige lokale Akkumulationen wurden
von den anderen DAG nicht ausgelçst (Abbildung 3a,b),
w�hrend der Verlauf der Calciumsignale die zuvor beobach-
tete Abh�ngigkeit von der Fetts�urezusammensetzung be-
st�tigte (Abbildung S7). Die genaue Analyse der Daten er-
laubte es, im Ph�notyp eine Reihe von definierten Ereignis-
sen zu unterscheiden: Photoaktivierung von SAG erzeugte
initial einen massiven Ca2+-Transienten (19 von 20 Experi-
menten). In wenigen F�llen (4 von 20) wurde globale PKCa-
Translokation beobachtet. Im Unterschied zu diesen kurzle-
bigen Ereignissen wurde meistens eine anhaltende PKCa-
Akkumulation in der direkten Nachbarschaft der Belich-
tungsstelle gefunden (14 von 20). Beide Translokationser-
eignisse wiesen eine deutlich verschiedene Dynamik auf.
Ferner waren die lokalen PKC-Akkumulationen meist von
ebenfalls lokalen, lang anhaltenden Erhçhungen der Ca2+-
Spiegel begleitet. Um herauszufinden, welche Membran das
Ziel der PKC-Akkumulation war, wurde außer dem PKCa-
EGFP auch noch ein GPI-mRFP bzw. mCherry-KDEL ex-
primiert, um die Plasmamembran oder das ER zu f�rben. Es
wurde eindeutige Kolokalisation mit der Plasmamembran
(Abbildung 3 f), aber nicht mit dem ER beobachtet (Abbil-
dung S8).

Wir entwickelten ein Makro f�r die ImageJ-Bildanalyse-
software um die beobachteten Ereignisse besser quantitativ
beschreiben zu kçnnen. Dies erlaubte uns, die Bereiche er-
hçhter Ca2+-Spiegel und PKC-Anreicherung (Detektions-
feld) automatisch zu quantifizieren und die relative �nderung
der Fluoreszenzintensit�ten (F/F0) in den Messregionen zu
bestimmen. Eine detaillierte Beschreibung des Makros und
der Quellcode befinden sich in den Hintergrundinformatio-
nen.

Mit dieser Methode konnten wir die Ausbreitung und
Intensit�t der beobachteten PKCa- und Ca2+-Signale korre-
lieren. Die Calciumsignale erwiesen sich als r�umlich deutlich
weiter ausgedehnt als die PKC-Akkumulationen (Abbil-
dung 3c). Das SAG-induzierte Ca2+-Signal zeigte einen ra-
schen Anstieg in Ausbreitung und Intensit�t, mit einem Ma-
ximum 40 s nach Photoaktivierung, einer durchschnittlichen
Reichweite von 45� 8% des Zellquerschnitts und einem
durchschnittlichen F/F0-Wert von 2.0� 0.1. Die Ausbreitung
des Ca2+-Signals fiel danach monoton bis auf einen Wert von

Abbildung 2. Zeitliche Verfolgung der Ca2+-Signale nach intrazellul�rer
Photoaktivierung von DAG in HeLa-Zellen mit den genetisch kodierten
GEM-GECO-, R-GECO-, G-GECO- oder dem ratiometrischen D1ER-
Ca2+-Sensor. �nderungen der normalisierten Quotienten oder Intensi-
t�ten wurden in Detektionsfeldern nahe der Photoaktivierungsstelle ge-
messen. Daten sind gegen die Zeit aufgetragen. Die schattierten Re-
gionen �ber oder unter den Kurven entsprechen 1=2 der Standardabwei-
chung des Mittelwertes. C0 bezeichnet den blauen (Ca2+-gebundener
Zustand) Anteil, C1 den gr�nen (Ca2+-freier Zustand) der GEM-GECO-
Emission. a) Ca2+-Transienten nach Photoaktivierung von Nitrovera-
troyl-gesch�tzten (1b–5b) oder b) Coumarinylmethyl-gesch�tzten
DAG-Derivaten (1c–5c). c) Inhibition der SAG-induzierten (1b) Calci-
umerhçhung durch NiCl2 (1 mmolL�1) oder den TRP-Kanal-Inhibitor
SKF-96365 (50 mmolL�1). d) Simultane Messung der Ca2+-Spiegel im
Zytosol und im endoplasmatischen Retikulum nach SAG-Phtoaktivie-
rung in Zellen, die transient R-GECO und D1ER exprimieren.
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15� 3% des Zellquerschnitts nach 250 s. Die durchschnittli-
che Intensit�t in den detektierten Bereichen erhçhter Ca2+-
Konzentration folgte einer deutlich anderen Kinetik. Nach
einem initialen Ca2+-Transienten stiegen die durchschnittli-
chen F/F0-Werte wieder deutlich an (Abbildung S9). Dies
bedeutet, dass gleichzeitig zwei verschiedene Ca2+-Signale
stattfanden: ein globales, transientes Ereignis und ein l�nger
anhaltendes in der Region der PKCa-Anreicherung. Letzte-
res ist wahrscheinlich von der TRPC-Kanalçffnung abh�ngig
(Abbildung 3e). Die zu beobachtende PKC-Akkumulation
zeigte viel langsamere Kinetiken in Intensit�t und Ausbrei-
tung mit einer lokalen Ausbreitung von 10� 1 % des Zell-
querschnitts nach ungef�hr 150 s und einem kontinuierlich
ansteigenden F/F0-Wert (Abbildung 3c und Abbildung S9).

Um die Bedeutung der direkten DAG-PKCa-Interaktion
zu untersuchen, wurde die SAG-Photoaktivierung in HeLa-
Zellen durchgef�hrt, die transient R-GECO und
PKCaR77A-EGFP exprimierten. Bei PKCaR77A handelt es
sich um eine PKCa-Variante, die eine Punktmutation in der
DAG-Bindungstasche und daher verringerte DAG-Affinit�t
aufweist. Wir fanden, dass dieses Protein nicht an der Be-
lichtungsstelle akkummulierte (Abbildung 3d). Dies bedeu-
tet, dass die PKC-DAG-Interaktion essentiell f�r die lokale
Antwort war. Gleichzeitig traten die Ca2+-Signale zwar mit
gleicher H�ufigkeit, jedoch geringerer Intensit�t und Reich-
weite auf. Auff�llig war, dass im Zeitverlauf (Abbildung S8)
nicht das charakteristische Doppelmaximum auftrat, das f�r
die anhaltende lokale Ca2+-Erhçhung typisch ist. Dies kçnnte
auf eine positive R�ckkopplung zwischen PKCa- und Ca2+-
Signalen zur�ckzuf�hren sein, die in der Abwesenheit einer
direkten DAG-PKCa-Interaktion und lokalen PKC-Aktivit�t
nicht stattfindet.

In der Vergangenheit konnte gezeigt werden, dass einige
DAG-metabolisierende Enzyme eine gewisse Spezifit�t f�r
individuelle DAG mit bestimmter Fetts�urezusammenset-
zung aufweisen.[8, 31, 32] Es wurde daher vorgeschlagen, dass
Spezies wie SAG gegebenenfalls unter einer engeren meta-
bolischen Kontrolle stehen.[33] Unsere Daten zeigen erstma-
lig, dass Lipidzusammensetzung, Metabolismus und Effekti-
vit�t der Lipiderkennung wesentlich f�r das Verhalten des
zellul�ren PKC-Ca2+-Signalnetzwerks sind. Inbesondere bei
Lipidsignalen kçnnten Diffusionsreaktionsmechanismen eine
wesentliche Rolle bei der Erzeugung r�umlich unterschied-
licher Signalstrukturen spielen.

Unsere Ergebnisse zeigen ferner, dass Zellen die F�hig-
keit haben, auf einen gegebenen Stimulus gleichzeitig mit
lokalen und globalen Antworten zu reagieren. Lokale Si-
gnal�bertragung ist insbesondere in polarisierten oder sich
bewegenden Zellen wichtig, weil hier verschiedene Signale an
den entgegengesetzten Seiten der Zelle notwendig sind. Ein
weiteres Beispiel ist die Reparatur der Plasmamembran nach
physischer Verletzung, wenn der starke lokale Calciumein-
fluss einen lokalen Reparaturmechanismus auslçsen muss.
Die vollst�ndige Analyse dieser und weiterer Lipidsignale
unter Zuhilfenahme von mathematischen Modellen werden
weitere Erkenntnisse bez�glich der komplexen Regulation
von Signalnetzwerken liefern. Es bleibt zu zeigen, ob andere
Lipide, wie z.B. die Phosphoinositide, bekannt f�r ihre zen-
trale Rolle in der Polarisierung von Zellen, ebenfalls lokal
reguliert werden und ob die Fetts�urezusammensetzung eine
wichtige Rolle spielt. Zuk�nftige Studien m�ssen die große
Diversit�t der Fetts�urezusammensetzungen nicht nur auf-
grund intrinsischer Unterschiede in der Signalaktivit�t be-
r�cksichtigen, sondern auch aufgrund von Unterschieden im

Abbildung 3. Photoaktivierung (t = 30 s f�r 10 s an der Illuminationsstelle (IS)) von DAG (1b–5b) in PKCa-EGFP und R-GECO exprimierenden
HeLa-Zellen. Rote Pfeile markieren den Beginn der Photoaktivierung. a) Vergleich von lokaler PKCa-Akkumulation nach Photoaktivierung der Ni-
troveratroyl-gesch�tzten DAG. Intensit�ts�nderungen wurden in Detektionsfeldern nahe der Photoaktivierungsstelle gemessen. Die schattierten
Regionen �ber oder unten den Kurven entsprechen 1=2 der Standardabweichung des Mittelwertes. b) Zeitverlauf der PKCa-EGFP- und R-GECO-
Antworten nach Photoaktivierung von SAG (1b). c) Quantifizierung der Reichweite des PKCa- und Ca2+-Signals. d) Vergleich der PKC-Akkumulati-
on in PKCa-EGFP oder PKCaR77A-EGFP exprimierenden HeLa-Zellen nach Photoaktivierung von SAG (1b). e) PKCa-Akkumulation (als F/F0) an
der Illuminationstelle in PKCa-EGFP exprimierenden Zellen mit und ohne den TRPC-Kanalinhibitor SKF-96365. f) Kolokalisierung von PKCa-EGFP
(gr�n) und GPI-mRFP (rot) nach Photoaktivierung von SAG (1b). Weiße Pfeile: lokale Translokation von PKCa an die Plasmamembran.

.Angewandte
Zuschriften

6458 www.angewandte.de � 2013 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2013, 125, 6455 –6459

http://www.angewandte.de


Metabolismus und der daraus resultierenden Lebensdauer
individueller molekularer Spezies. Photoaktivierbare Deri-
vate von Lipiden d�rften f�r zuk�nftige Studien in diesem
Bereich ein sehr wichtiges Werkzeug darstellen.
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