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Abstract: Biomolekulare Interaktionen, die von zentraler
Bedeutung fiir Pharmakologie und Diagnostik sind, konnen
durch Thermophorese quantifiziert werden. Diese reagiert
empfindlich auf bindungsinduzierte Groflen-, Ladungs- oder
Konformationsinderungen.  Etablierte  Kapillarmessungen
verbrauchen mindestens 0.5 uL. pro Probe. Wir reduzierten
den Probenverbrauch um den Faktor 50, indem wir 10-nL-
Tropfen verwendeten, die mit akustischer Fliissigkeitsiibertra-
gung (Labcyte) hergestellt wurden. Die Tropfen wurden in
einem Ol-Tensid-Gemisch stabilisiert und mit einem Infrarot-
laser lokal erwdrmt. Temperaturerhohung, Marangoni-Fluss
und Konzentrationsverteilung wurden mit Fluoreszenzmikro-
skopie und numerischer Simulation analysiert. In 10-nL-
Tropfen quantifizierten wir Affinitit, Kooperativitit und Puf-
ferabhiingigkeit des AMP-Aptamers. Die Miniaturisierung
und das 1536-Well-Platten-Format machen die Methode
hochdurchsatzfihig und automatisierbar. Dies forciert inno-
vative Anwendungen in der serologischen Diagnostik und
markierungsfreien Wirkstoffsuche.

Die molekulare Erkennung ist nicht nur von zentraler Be-
deutung fiir die zelluldre Signaltransduktion, sondern stellt
auch das Funktionsprinzip von Pharmazeutika und der La-
bordiagnostik dar. Vielerlei Chancen gehen daher mit einem
detaillierten Verstdndnis biologischer Bindungsprozesse
einher. Vor diesem Hintergrund tiberrascht es nicht, dass das
Interesse an quantitativen biomolekularen Interaktionsana-
lysen standig wéchst. Fiir diese Analysen wurde in den letzten
Jahren die gerichtete Molekiilbewegung entlang eines Tem-
peraturgradienten, genannt Thermophorese,l!! nutzbar ge-
macht.>?! Sie ist hochempfindlich gegeniiber MolekiilgroBe,
-ladung und -konformation. Auf Basis bindungsinduzierter
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Anderungen in wenigstens einem dieser Parameter kénnen
Affinitdt und Konzentration selbst in komplexen biologischen
Fliissigkeiten bestimmt werden.

Bei der gut etablierten mikroskaligen Thermophorese
(microscale thermophoresis, MST) werden die Proben in
Glaskapillaren gemessen. Kapillarmessungen wurden bereits
fir Ionen, niedermolekulare Verbindungen, Nukleinsduren,
Peptide, Proteine, rohes Zelllysat und unbehandeltes huma-
nes Blutserum verwendet.**! Mit ca. 0.5 uL pro Kapillarfiil-
lung ist der Probenverbrauch etwa gegeniiber der isothermen
Titrationskalorimetrie (isothermal titration calorimetry, ITC)
relativ gering.["! Das eigentliche Messvolumen ist aber noch
bedeutend kleiner: Es liegt im Bereich von 2 nL.?! Das zu-
sétzlich verbrauchte Volumen ist von entscheidender Be-
deutung, sobald mit teurem oder seltenem Material gearbei-
tet wird, z. B. mit Patientenproben. Dies gilt besonders, wenn
Hochdurchsatzanalysen noétig sind, etwa in der Diagnostik
oder Wirkstoffsuche. Durchsatz und Automatisierbarkeit der
konventionellen MST sind durch die komplizierte Handha-
bung von Glaskapillaren zusitzlich begrenzt.

Daher haben wir eine kapillarfreie Methode entwickelt,
bei der Thermophorese in nL-Tropfen unter einer Ol-Tensid-
Schicht in 1536-Well-Platten gemessen wird (Abbildung 1).
Temperaturinduzierte Effekte in diesem Wasser-in-Ol-
System wurden experimentell untersucht. Die Ergebnisse
wurden durch numerische Simulationen bestétigt.

Die Anwendbarkeit der Methode fiir biomolekulare In-
teraktionsanalysen wurde mithilfe eines gut beschriebenen
Aptamers bewertet. Aptamere wurden vor iiber 20 Jahren
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Abbildung 1. A) Tropfenproduktion. Der Liquid-Handler positioniert
eine Zielplatte Gber einer Quellplatte mit einer Stammlésung (violett).
Ein Schallkopf gibt einen akustischen Puls ab, der auf die Oberfliche
der Lésung fokussiert ist; dadurch fliegt ein 2.5-nL-Tropfen in die Ziel-
platte. Zum Schutz vor Verdunstung wurden die Tropfen in ein Ol-
Tensid-Gemisch (braun) tbertragen. Einschub: Die Tropfen waren iiber
mehrere Stunden stabil. 5 nL, humanes Serum/PBS 1:1. B) Invertierter
mikroskopischer Messaufbau. Die Tropfenmitte wird mit einem Infra-
rotlaser (IR) erwdrmt. Die Thermophorese wird mithilfe der Fluores-
zenz verfolgt. LED: Leuchtdiode; CCD: Kamera mit ladungsgekoppel-
tem Sensor.
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entdeckt.”! Dank ihrer dreidimensionalen Konformation
binden diese einzelstrangigen Oligonukleotide an diverse
biomedizinisch relevante Zielstrukturen, darunter Proteine
und niedermolekulare Verbindungen.’'”! Genau wie Anti-
korper zeigen Aptamere eine hohe Spezifitit und Affinitét.
Gleichzeitig sind diese Nukleinsdure-basierten Liganden den
Protein-basierten iiberlegen, was ihre Produktionskosten,
Lagerungsbedingungen und chemische Modifizierbarkeit
angeht.'”! In vivo fiihrt ihre geringe GroBe zu einer guten
Aufnahme ins Zielgewebe, wohingegen keinerlei Immuno-
genitit und eine geringe Toxizitit beobachtet wurden.!*!]
Diese Vorteile und die Markteinfithrung des ersten Aptamer-
Medikaments belegen das grofe Potenzial von Aptameren.'?

Um die Aptamer-Bindungsstudien zu miniaturisieren,
kam ein kommerziell erhiltliches, kontaktfreies Liquid-
Handling-System (Labcyte) zum Einsatz. Das System iiber-
tragt mithilfe akustischer Tropfenproduktion 2.5 nL grof3e
Flussigkeitsportionen aus einer Multi-Well-Quellplatte in
eine Zielplatte (Abbildung 1A)."®! Die Abweichung vom
Sollvolumen ist kleiner als 2% (siche Kapitel 3a der Hinter-
grundinformationen). Zum Schutz vor Verdunstung wurden
die Tropfen in eine Schicht aus Mikrobiologie-Mineralol
iibertragen, das mit einem Tensidgemisch nach Tawfik und
Griffiths versetzt war.™ Fiir die hier gezeigten Experimente
transferierten wir vier oder acht 2.5-nL-Portionen, um 10 nL
(270 um) oder 20 nL (340 pm) groBe Proben zu erhalten. Die
Positionsgenauigkeit des Transfers wurde durch die Ablen-
kung im Ol verringert. Um einzelne Fliissigkeitsportionen zu
vereinigen, wurden die Zielplatten mit trichterformigen Wells
zentrifugiert. Dabei wurden 500 g nicht tiberschritten, um
Schidden an den Tropfen zu vermeiden. Mit unserem opti-
mierten Verfahren erhielten wir reproduzierbar nL-Proben,
die iiber mehrere Stunden stabil waren (Abbildung1A,
Einschub). In dieser Zeitspanne konnten mehrere thermo-
phoretische Bindungstests durchgefiihrt werden (je ca.
10 min).

Die Tropfen wurden auf einem neu konstruierten, mi-
kroskopischen Messaufbau untersucht (Abbildung 1B).
Ahnlich wie beim bereits beschriebenen Kapillarinstrument
wurde die Thermophorese rein optisch induziert und gemes-
sen.>’! Als entscheidende Neuerung gegeniiber dem Kapil-
laraufbau wurde eine invertierte Konfiguration gewéhlt,
sodass die Probenplatte aufrecht stand, um ein Heraustropfen
des Ols auszuschlieBen. Die Fixierung der Platte garantierte,
dass die Tropfen ihre exakte Position im Well beibehielten.
Gleichzeitig konnten die optischen Teile bewegt werden, was
sequenzielle Tropfenmessungen ermoglichte.

Vor den Bindungsstudien untersuchten wir, welche Aus-
wirkungen lokales Heizen auf wissrige Tropfen unter Ol hat.
Leicht asymmetrisches Heizen fithrte mitunter zu Konvekti-
onsfliissen, die so stark waren, dass sie den gesamten Tropfen
aus dem Laserspot trieben. Dies konnten wir durch die Ver-
wendung von Platten mit einer kleinen Wellbodenflédche (r=
0.45 mm) verhindern. Mithilfe der Temperaturabhingigkeit
des Fluoreszenzfarbstoffes Alexa 647 wurde das radiale
Temperaturprofil eines 20-nL-Tropfens 0.2 s nach Einschalten
des IR-Lasers dargestellt (Abbildung 2 A). Bei einem Tem-
peraturanstieg von A7, =11 K in der Tropfenmitte erwédrmte
sich der duBere Tropfenbereich um AT,=4 K. Eine Anglei-

Angew. Chem. 2014, 126, 8082 -8086

© 2014 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angewandte

-100 0 100
d/um—

Abbildung 2. Lokales Heizen von 20-nL-Tropfen. A) Radiales Tempera-
turprofil in der zentralen Horizontalebene (rot). Die Temperatur stieg
um AT =11 K im Zentrum und um AT,=4 K im Auflenbereich des
Tropfens. Eine Lorentz-Angleichung (schwarz) ergab eine Halbwerts-
breite von 120 um. B) Flussprofil fluoreszierender Polystyrolkiigelchen

(d=1.0 um), tUber 7 s Heizzeit integriert (AT=15 K). Die Kuigelchen

bewegten sich mit einer Héchstgeschwindigkeit von 15 ums™ zum

Hitzespot und aus dem Fokus.

chung an die Lorentzfunktion ergab eine Halbwertsbreite von
120 pm. Im Folgenden bezeichnet AT die mittlere Tempera-
turerh6hung der zentralen 30 x 30-um?-Fliche.

Die Konvektionsfliisse in 20-nL-Proben wurden mithilfe
fluoreszierender Polystyrolkiigelchen visualisiert. Abbil-
dung 2B ist iiber eine Heizzeit von 7 s integriert. Die Kii-
gelchen bewegten sich zum Wérmespot und aus dem Fokus,
wobei die Hochstgeschwindigkeiten 5-10 ums~! fir AT=6 K
und 15 ums™! fiir AT=15K betrugen. Um diese Fliisse ge-
nauer zu untersuchen, fithrten wir vollstandige numerische
Simulationen durch, bei denen Diffusion, Konvektion, Ther-
mophorese und Temperaturabhéngigkeit des Farbstoffs ein-
bezogen wurden. Simulationen von 20-nL- (Abbildung 3) und
10-nL-Tropfen (Abbildung S1 der Hintergrundinformatio-
nen) bestitigten, dass der beobachtete, nach innen gerichtete
Fluss auf Marangoni-Konvektion an der Wasser-Ol-Grenz-
flaiche zurtickzufiihren ist. Diese Art von Konvektion wird
durch temperaturinduzierte Unterschiede der Grenzfldchen-
spannung hervorgerufen. In unserem Fall verringerte das
lokale Heizen die Grenzflichenspannung am Scheitel- und
FuBpunkt des Tropfens, was zu einem Marangoni-Fluss ent-
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Abbildung 3. Numerische Simulation der Temperatur- und Flussfelder
in einem vertikalen Schnitt durch einen 20-nL-Tropfen nach 0.2 s
Heizen. Links: Isotherme kennzeichnen den Temperaturanstieg.
Rechts: Die zentrale Horizontalebene (gestrichelt) bildet die Grenze
zweier toroidaler Vortices. Diese werden durch Marangoni-Konvektion
an der Wasser-Ol-Grenzfliche angetrieben und haben den Gleichge-
wichtszustand bereits erreicht.
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lang der Grenzflache fiihrte. Wegen der Zylindersymmetrie
ergaben sich in der oberen und unteren Tropfenhalbkugel
toroidale Vortices. Abbildung 3 zeigt einen vertikalen Schnitt
durch diese Tori. Die gestrichelte Line kennzeichnet die
Horizontalebene. Hier ist der Fluss im oberen und unteren
Vortex nach innen gerichtet, was mit der experimentellen
Beobachtung in dieser Ebene iibereinstimmt (Abbildung 2).

Nach der Flussfeldanalyse nahmen wir in 20-nL-Alexa-
647-Proben den zeitlichen Verlauf der Fluoreszenz auf (Ab-
bildung 4 A), die Grundlage fiir unsere spéteren Bindungs-
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Abbildung 4. Zeitlicher Verlauf der Fluoreszenz in 20-nL-Tropfen.

A) Messungen von drei Alexa-647-Proben (grau, blau, rot) tiberlappen
mit minimalen Abweichungen, was die hohe Reproduzierbarkeit
belegt. Experiment und Simulation (schwarz) stimmen gut iberein. IR-
Heizen (=10 s) fiihrte zur Abnahme der Fluoreszenz durch TAF und
Thermophorese. Thermophorese und Riickdiffusion dquilibrierten in-
nerhalb von Sekunden. Nach dem Heizen (t=50 s) erholte sich F .,
durch TAF und isotherme Ruickdiffusion. Ein gréfRerer AT-Wert ver-
stirkte TAF und Thermophorese. B) Simulierte Beitrige zur Abnahme
von F... Weglassen der Marangoni-Konvektion fithrt zu einer ver-
nachlassigbaren Anderung um 0.008 (punktiert); Weglassen der Ther-
mophorese dndert das Signal um 0.06 (gestrichelt).

analysen. Die experimentellen Kurven waren in hochstem
MaBe reproduzierbar und wurden durch die Simulation be-
stitigt. Eine Abfolge verschiedener Ereignisse lief3 sich er-
kennen, die mit Standard-Kapillarmessungen iibereinstimm-
ten. Sobald der Laser eingeschaltet wurde, nahm die Fluo-
reszenz wegen der Temperaturabhingigkeit des Farbstoffs
(TAF) und der thermophoretischen Molekiildepletion ab.
Thermophorese und Riickdiffusion dquilibrierten innerhalb
weniger Sekunden. Eine nachfolgende leichte Erwidrmung
der gesamten Probe verringerte die Fluoreszenzintensitét
geringfiigig, hatte aber keinen Einfluss auf die Messung. Nach
dem Heizen stellte sich die urspriingliche Fluoreszenz durch
TAF und Riickdiffusion wieder ein. Ein groerer AT-Wert
verstiarkte TAF und Thermophorese in Experiment und Si-
mulation (Abbildung 4 A). Um die Beitrdge von Marangoni-
Konvektion und Thermophorese zu beurteilen, wurden Si-
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mulationen ohne diese Effekte durchgefiihrt (Abbil-
dung 4B). Details dazu sind Kapitel 2a der Hintergrundin-
fromationen zu entnehmen. Wurde die Marangoni-Konvek-
tion weggelassen, so unterschieden sich die Flussfelder deut-
lich, wohingegen das Fluoreszenzsignal kaum beeinflusst
wurde. Die Simulation ohne Thermophorese ergab dagegen
starke Abweichungen in den Zeitverldufen der Fluoreszenz.
Dies zeigt, dass sich die Thermophorese gegen die Konvek-
tionsfliisse durchsetzt.

Nach der Charakterisierung der Thermophorese in nL-
Tropfen unter Ol bewerteten wir die Anwendbarkeit fiir
biomolekulare Interaktionsstudien. Wir analysierten ein 25-
mer-DNA-Aptamer, das Adenosin und dessen phosphory-
lierte Analoga bindet."” Dieses Aptamer wurde bereits aus-
fithrlich untersucht.”'! Fiir die nL-Interaktionsstudien wurde
eine konstante Menge eines fluoreszenzmarkierten Aptamers
(c=2uMm) zu einer AMP-Verdiinnungsreihe (AMP = Ade-
nosin-5’-monophosphat) gegeben. Wie erwihnt fiihrte lang-
sames Zentrifugieren in den trichterformigen Wells zu einer
zuverldssigen Vereinigung einzelner AMP- und Aptamer-
Tropfen. Nach der Vereinigung &quilibrierten AMP- und
Aptamer-Konzentration durch Diffusion. In den kleinen 10-
nL- oder 20-nL-Tropfen reichten Diffusionszeiten von weni-
gen Minuten aus, um eine vollstdndige Durchmischung zu
erreichen. Diffusives Mischen und manuelles Vormischen
erwiesen sich als gleichermaf3en wirkungsvoll.

Die durchmischten Proben wurden lokal um AT=6 K
erwdarmt. Die resultierende thermophoretische Depletion
unterschied sich fiir das freie Aptamer und dessen gebunde-
nen Komplex mit AMP (Abbildung S2 der Hintergrundin-
formationen). AuBerdem verinderte die AMP-Bindung die
Temperaturabhingigkeit des Farbstoffs (TAF).

Die Fluoreszenz nach TAF und Thermophorese wurde
durch die Kaltfluoreszenz geteilt wie in Abbildung S2 der
Hintergrundinformationen und bereits zuvor beschrieben.!
Da diese relative Fluoreszenz niherungsweise linear zur ge-
bundenen Aptamer-Fraktion ist, wurde eine direkte Anpas-
sung mithilfe der Hill-Gleichung durchgefiihrt (siche Kapi-
tel 3¢ der Hintergrundinformationen).

Im urspriinglichen Selektionspuffer nach Huizenga und
Szostak fanden wir EC5y = (116 4= 14) um in 10-nL-Proben und
ECs,=(104+10) um in 20-nL-Proben (Abbildung 5A).l"”
Beide Werte stimmen miteinander und mit dem Kapillar-
thermophorese-Literaturwert von (87 £ 5) um iiberein.” Die
bestimmten Hill-Koeffizienten von n=1.24+0.1 (10 nL) und
n=19+03 (20nL) lassen auf eine kooperative Bindung
mehrerer AMP-Molekiile schlieBen, was mit der bereits be-
kannten Tertidrstruktur harmoniert (Abbildung5, Ein-
schub)."” Des Weiteren weichen diese Werte nur geringfiigig
voneinander ab und bestitigen den Literaturwert (n=1.4).2
Zur Kontrolle wurde ein DNA-Oligonukleotid gleicher
Lénge, aber mit zwei Punktmutationen gemessen. Die Di-
nukleotidmutante zeigte eine 200-mal geringere Affinitét
(EC5y~20 mMm). Dies belegt die Spezifitit des Bindungssi-
gnals.

Um die beschriebene Pufferabhingigkeit des AMP-Ap-
tamers zu quantifizieren,”” wurde die Bindung in phosphat-
gepufferter Kochsalzlosung (PBS) gemessen (Abbil-
dung 5B). Es ergab sich EC5,=(0.90+0.13) mMm, was einer
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Abbildung 5. Die spezifische Signaldnderung in TAF und Thermopho-
rese bei AMP-Titration zu markiertem Aptamer wurde mithilfe der Hill-
Gleichung angepasst. Mittelwerte von mindestens zwei nL-Proben;
Fehlerbalken: Standardabweichung. A) Selektionspuffer. Die Anpas-
sung ergab ECso= (116 £14) uM und n=1.940.3 in 10 nL (rote Qua-
drate) und ECyo= (104 £10) uM und n=1.24+0.1 in 20 nL (schwarze
Kreise). Eine Dinukleotidmutante zeigte einen 200-fach erhohten ECs,-
Wert von ca. 20 mm (blaue Dreiecke). B) PBS; ECs,=(0.90+0.13) mm
wurde gemessen (schwarze Kreise), was die Pufferabhingigkeit des
Aptamers belegt (n=1.6 £0.4). Die Mutante zeigte einen 130-fach er-
héhten ECy-Wert von ca. 0.12m (blaue Dreiecke). Einschub: Die be-
stimmten Hill-Koeffizienten stimmen mit der beschriebenen Tertiar-
struktur tGiberein (NDB-Code: 1AW4): ein Aptamer (grau) bindet zwei
AMP-Molekiile (rot).l"”

10-fachen Verringerung der Affinitdt gegeniiber der im Se-
lektionspuffer entspricht. Diese Verringerung war zu erwar-
ten, da das Aptamer urspriinglich im Selektionspuffer ent-
wickelt und so fiir diesen Puffer optimiert wurde.'>¥! Eine
zentrale Rolle kommt wahrscheinlich den Magnesium-Ionen
zu: Wihrend der Selektionspuffer 5 mm MgCl, enthielt, ver-
wendeten wir PBS ohne Mg?". Mg*" stabilisiert nicht nur
DNA, sondern kann auch die Phosphatgruppe von AMP
neutralisieren und so die Abstoung durch Phosphate im
Aptamer-Riickgrat verringern.” Es wurde beschrieben, dass
eine Reduktion der MgCl,-Konzentration von 5 auf 0 mm zu
einer deutlichen Verringerung der AMP-Aptamer-Retention
in der Affinitdtschromatographie fiihrt."® Dies entspricht den
von uns gefundenen ECy,-Unterschieden. Der Hill-Koeffizi-
ent wurde vom Puffer kaum beeinflusst; er betrug in PBS n =
1.6 £0.4. Die Affinitdt der Kontrollmutante war 130 mal ge-
ringer als jene des Aptamers (ECsyx0.12M).

Die erfolgreiche Quantifizierung der Affinitit, Koopera-
tivitdt und Pufferabhéngigkeit belegt die Anwendbarkeit der
vorgestellten Methode fiir die Aptameranalyse. Derlei Ana-
lysen werden zukiinftig wohl an Bedeutung gewinnen. Im-

Angew. Chem. 2014, 126, 8082 -8086

© 2014 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angewandte

merhin beginnt das umfassende Patentportfolio rund um
Aptamere, das bisher viele kommerzielle Anwendungen
verhindert haben diirfte, nun auszulaufen.”” Uberdies ist die
nL-Thermophorese ein vielversprechendes Hilfsmittel zur
Untersuchung anderer Biomolekiile, etwa Peptide oder Pro-
teine, und auch zur Analyse komplexer biologischer Fliissig-
keiten wie Blut. Die Eignung fiir diese Studien muss noch
getestet werden, kann — nach der Anwendungsbreite der
Kapillarthermophorese zu urteilen - aber erwartet
werden.**! Die Probenvorbereitung wird wahrscheinlich
nicht zu Einschriankungen fiihren, da der Liquid-Handler fiir
sehr viele verschiedene Arten von Fliissigkeiten verwendet
werden kann. So stellten wir etwa nL-Tropfen aus 50 % hu-
manem Blutserum her (Abbildung 1 A, Einschub), die fiir die
Thermophorese-Diagnostik verwendet werden konnten.

Das diffusive Mischen nach dem nL-Transfer war erfolg-
reich. Daher scheint ein Versuchsdesign, bei dem eine
Stammverdiinnungsreihe eines Zielmolekiils gegen eine hohe
Zahl an Liganden getestet wird, sehr praktikabel zu sein, etwa
fur die Wirkstoffsuche. Dieses Design konnte auch mit un-
serem bereits publizierten, diagnostischen Autokompeti-
tionsverfahren kombiniert werden.! Die Stammverdiinnung
eines nichtmarkierten Tracermolekiils fiir den gesuchten
Biomarker wiirde dann parallel gegen viele Patientenseren
getestet werden, die mit einer konstanten Menge des mar-
kierten Tracers versetzt wurden.

Gegeniiber der konventionellen Kapillarthermophorese
wurde das Volumen 50-fach verringert. Daraus ergibt sich ein
enormes Potenzial fiir Hochdurchsatz-Screens, die durch die
leichte Handhabung der Multi-Well-Platten zusétzlich be-
giinstigt werden. Als weiterer Vorteil ist der nL-Transfer
kontaktfrei, was von Waschschritten befreit und Kreuzkon-
taminationen minimiert. Nach dem Transfer bilden die
Proben von Tensid umhiillte Tropfen im Ol, sodass sie die
Well-Oberflache nicht direkt beriihren. Dies sollte die un-
spezifische =~ Oberflichenadhdsion  der  Biomolekiile
(,,Kleben“) erheblich verhindern. Kleben ist ein hiufiges
Problem bei der Kapillarthermophorese,® und seine Besei-
tigung wire ein grof3er Fortschritt, selbst wenn dafiir Tenside
und Ol fiir verschiedene Probentypen neu optimiert werden
miissten.

Angesichts dieser Vorteile, der Miniaturisierung und der
umfangreichen Charakterisierung in Experiment und Simu-
lation verspricht die nL-Tropfen-Thermophorese vielféltige
Anwendungen iiberall in den Lebenswissenschaften.
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