Angewandte

1382

Zuschriften

DOI: 10.1002/ange.201409693

Beeinflussung der Aufnahme und lysosomalen Azidifizierung durch die
Steifigkeit kolloidaler Partikel in vitro**
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Abstract: Das Aufnahmeverhalten von Zellen wird mafigeb-
lich durch die physikalisch-chemischen Eigenschaften kolloi-
daler Partikel bestimmt. Um die Auswirkungen mechanischer
Steifigkeit auf den Endozytosevorgang zu untersuchen, wurde
ausschlieflich dieser Parameter variiert, wihrend weitere FEi-
genschaften wie Grofle, Form und Ladung konstant gehalten
wurden. Durch die Analyse einzelner Partikel-Trajektorien
wdhrend des Aufnahmevorgangs lieflen sich bei gleichzeitiger
Aufzeichnung des lokalen p H-Werts um jedes einzelne Partikel
Riickschliisse iiber den jeweiligen Endozytoseverlauf ziehen.
Insgesamt ergeben sich geniigend Anhaltspunkte dafiir, dass
weichere Partikel schneller in lysosomale Strukturen trans-
portiert werden als steifere.

Die Zahl von Anwendungen, die auf Wechselwirkungen
kolloidaler Partikel mit Zellen beruhen, hat sich innerhalb
der letzten Jahre kontinuierlich erhoht. Besonders sticht
dabei die wachsende Bedeutung von Partikeln fiir die Dia-
gnostik sowie fiir die Pharmakotherapie zur gezielten Frei-
setzung von Wirkstoffen am Zielort hervor. Da viele Ver-
fahren eine aktive Partikelaufnahme voraussetzen, werden
besonders die beteiligten Zellaufnahmewege untersucht.!
Die Identifizierung und Charakterisierung aller fiir den Auf-
nahmeprozess relevanten Partikeleigenschaften hat sich als
eine praktisch unlosbare Aufgabe herausgestellt, da oftmals
viele Eigenschaften miteinander verkniipft sind und die Va-
riation eines einzelnen Parameters das Konstanthalten aller
iibrigen erfordern wiirde.” Beispiele systematischer Studien
finden sich fiir Standardeigenschaften wie GroBe,’! Form!
und Ladung.”! Daneben gibt es jedoch noch viele weitere
wohldefinierte physikalische Eigenschaften, wie die Steifig-
keit eines Partikels, die eine wichtige Rolle spielen konnten.
So wurde beispielsweise gezeigt, dass hohle Mikropartikel
abhéngig von ihrer Steifigkeit wihrend der Aufnahme durch
Zellen komprimiert und verformt werden.®” Auf Basis
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theoretischer Uberlegungen vermuteten Yi et al., dass sich
die Aufnahme und die intrazelluliren Wege deformierbarer
Partikel von denen inelastischerer unterscheiden, da die
letztgenannten schlechter von Zellmembranen umschlossen
werden konnen.®! Hydrogelnanopartikel mit einem Elastizi-
tatsmodul zwischen 30 und 140 kPa wurden von RAW-264.7-
Makrophagen effizienter aufgenommen als weichere
(< 30 kPa) oder steifere (> 140 kPa) Nanopartikel.”) Zusitz-
lich beobachteten Liu et al. in HepG2-Zellen eine hohere
Aufnahmerate fiir Mikrometer-groBe Hydrogelpartikel (15—
35 kPa) als fiir weniger elastische (75-160 kPa).!"!

Polymerkapseln oder hohle Mikropartikel, die durch den
Layer-by-Layer(LbL)-Aufbau unterschiedlich geladener Po-
lyelektrolyte realisiert werden,'" eignen sich besonders gut
als Modellsysteme fiir systematische Untersuchungen, da ihre
physikalisch-chemischen Eigenschaften unabhéngig vonein-
ander variiert werden kénnen.!” GroBe™ und Form! lassen
sich durch die Wahl der Templatpartikel verdndern, wihrend
das Vorzeichen der Oberfldchenladung durch die duflerste
Polymerschicht festgelegt wird. Die Elastizitdt kann durch die
Zahl der Polymerschichten oder durch die Wahl des Poly-
mermaterials verindert werden.'>'! Dementsprechend
eignen sich Polyelektrolytkapseln besonders gut, um den
Zusammenhang zwischen Partikelsteifigkeit und Endozyto-
severhalten zu untersuchen, da allein die Elastizitit variiert
wird, wihrend GroBe, Form und Oberflédchenladung konstant
gehalten werden konnen. Zusédtzlich ermdoglicht dieses
System, ausschlieflich diesen einen Parameter zu variieren,
ohne dass die Partikeloberfliche veridndert oder andere
physikalisch-chemische Partikeleigenschaften beeinflusst
werden.

Der zugrunde liegende zellulire Aufnahmemechanismus
der Kapseln (d. h. Partikel) ist die Endozytose. Dabei werden
die Partikel ausgehend vom neutralen extrazelluldren
Medium in immer saurer werdende intrazelluldre endozy-
totische Vesikel transferiert und lassen sich letztlich in lyso-
somalen Strukturen wiederfinden.” Der lokale pH-Wert, der
sich um jedes Partikel einstellt, kann dabei genutzt werden,
um den aktuellen Fortschritt des Aufnahmevorgangs inner-
halb der soeben beschriebenen Kaskade abzubilden. pH-
empfindliche Fluorophore, z.B. basierend auf Fluorescein-
derivaten'®!”) oder Seminaphtharhodafluor (SNARF),[1%
eignen sich dazu, den lokalen pH-Wert in extra- und intra-
zelluldrer Umgebung zeitaufgelost auszulesen. 22!

Basierend auf der LbL-Methode, der Adsorption von
geladenen Polymeren um temporidre CaCO;-Templatker-
ne,'Y! wurden pH-empfindliche Kapseln unterschiedlicher
Wanddicke und damit einhergehender variierender Steifig-
keit synthetisiert. Dabei wurden zwei haufig genutzte Poly-
mersysteme gewdhlt (nicht bioabbaubare Polymere: Po-
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Abbildung 1. a) Skizze einer Polyelektrolytmikrokapsel, die aus Ny, =2
Doppelschichten aufgebaut ist, wobei sich diese wiederum aus einer
negativ (PE— (violett), PSS oder DextS) und einer positiv geladenen
Schicht (PE+ (hellblau), PAH oder PLArg) zusammensetzen. Die du-
erste, positiv geladene Schicht bestimmt dabei die Oberflichenla-
dung des gesamten Partikels (siehe Abbildung SI-7). In der Kavitit be-
finden sich pH-empfindliche SNARF-1-Fluoreszenzfarbstoffe, die mit
Dextran konjugiert sind. b) Das Rot/Griin-Verhiltnis (Falschfarben)
des Fluoreszenzsignals I/, hangt dabei vom lokalen pH-Wert um jede
Kapsel ab, das Verhalten fiir aus 2-16 Doppelschichten (Bilayers, bl)
aufgebaute Kapseln der GréRe ,,S“ kann aus den dargestellten Kali-
brierkurven entnommen werden (griin: DextS/PLArg, blau: PSS/PAH).
Die Daten wurden auf den pH-Wert des Zellmediums normiert

(pH 7.4). Die durchgezogene Linie (,Avg"“) entspricht dem Uber alle
Schichtdicken gemittelten Verhalten beider Kapseltypen. Die pH-Wert-
abhingige Farbinderung wird durch die ausgewihlten Fluoreszenzmi-
kroskopbilder sichtbar (MaRstab: 2 um). c) Dargestellt ist die Abhin-
gigkeit der mechanischen Steifigkeit y (bestimmt durch AFM) von der
Zahl der Doppelschichten N,; der unterschiedlichen Partikeltypen
(d~4.1 um, Grée ,,S“), verdeutlicht durch gestrichelte Hilfslinien.

ly(natrium-4-styrolsulfonat) (PSS) und Poly(allylamin-hy-
drochlorid) (PAH); bioabbaubare Polymere: Dextransulfat-
Natriumsalz (DextS) und Poly(L-arginin-hydrochlorid)
(PLArg));""# vel. Abbildung 1. Zwei verschiedene Serien
von Templatkernen mit den mittleren Partikeldurchmessern
von 4.1 ym (GroBe ,,S“) und 4.7 pm (GroBe ,,L*) wurden
genutzt. Durch das Einbringen von SNARF-11""*l.markier-
tem Dextran in die Kavitdt der Kapseln wurde pH-Emp-
findlichkeit erreicht. In Abbildung 1b ist die mittlere Reak-
tion der Kapselfluoreszenz, ausgedriickt durch das Verhiltnis
von Rot (/;;615-700 nm) zu Gelb (I,; 560-615 nm, dargestellt
in Griin), auf extern eingestellte pH-Stimuli gegeben, aus der
die Beziehung I,/1,(pH) resultiert. Mit dieser Methode lassen
sich Anderungen im pH-Wert bis 4.5 detektieren, wohingegen
sich bei in DextS/PLArg eingekapselten SNARF-1-Molekii-
len eine leicht verringerte Empfindlichkeit gegeniiber nied-
rigen pH-Werten beobachten lieB3.

Die Steifigkeit der Kapseln wurde fiir jeden Kapseltyp in
Losung mithilfe eines Rasterkraftmikroskops (AFM) be-
stimmt!"® (Abbildung 1c). Wie erwartet erhohte sich dieser
Parameter bei steigender Zahl von Polyelektrolytschichten,
was sich vermutlich auf die damit einhergehende vergroBerte
Wanddicke zuriickfithren ldsst. Im Falle der DextS/PLArg-
Kapseln variierten die absoluten Steifigkeitswerte aulerdem
von Ansatz zu Ansatz (sieche dazu die Hintergrundinforma-
tionen (SI), Abbildung SI-5).
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Der Aufnahmeprozess wurde in adhdrenten Zellen ver-
schiedenen Typs untersucht (Zelllinien wie auch Primirzel-
len). Aus der ratiometrischen Analyse des Fluoreszenzsignals
der sich in den Kapseln befindenden pH-empfindlichen
Fluoreszenzfarbstoffe 2! lisst sich eine Anderung der lo-
kalen Kapselumgebung von neutral (Zellmedium) zu sauer
(Lysosom) nachvollziechen (Abbildung 2a). Vor der Aufnah-
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Abbildung 2. a) Typische zeitaufgeléste Ausschnitte einer Fluoreszenz-
bildserie einer PSS/PAH-Kapsel (N, =8, Gréfee ,L“) wihrend der Auf-
nahme durch eine Hela-Zelle. Die Bilder (Uberlagerung von griinem
und rotem Fluoreszenzsignal und Hellfeldaufnahme) wurden mit einer
zeitlichen Auflésung von 120 s aufgenommen, sodass sich die Partikel-
trajektorie bestimmen ldsst (Mafdstab: 5 um). b) Aus den Mikroskop-
aufnahmen wurde das Rot/Griin-Verhiltnis der Fluoreszenzsignale I,//,
fiir jedes Bild bestimmt und gegen die Zeit t aufgetragen. Die Zeit-
punkte, die den Bildern in (a) entsprechen, sind mit A—F markiert.
I/1,72.5 entspricht pH 7.4, I,/l;~1 einem pH-Wert <4.5 (Abbil-
dung 1b). Der Azidifizierungszeitraum spiegelt sich in t, wider, wih-
rend der Zeitraum vom ersten Kontakt der Kapsel mit der dufleren
Zellmembran (B; hohe Geschwindigkeit) bis zum Einsetzen des Azidi-
fizierungsprozesses als tpgy (rot markierte Fliche) bezeichnet und der
Zeitraum bis zum Wendepunkt der Kurve als tpsoq, definiert wird (D).

me (Bild A) wird durch jede Kapsel der neutrale/leicht al-
kalische pH-Wert des Mediums gemessen, was zu einem
hohen, konstanten Wert fiir I,/1, fiihrt. Der Zeitpunkt, zu dem
eine Anlagerung an der duB3eren Zellmembran erfolgt, ist mit
tc gekennzeichnet (Bild B). Nach der Internalisierung redu-
ziert sich der lokale pH-Wert stufenweise (Bild C) wegen des
aktiven Transports in mehr und mehr azidische Komparti-
mente, bis sich ein konstantes, sehr niedriges pH-Niveau
einzustellen scheint. An diesem Punkt (Bild E) befindet sich
die Kapsel in lysosomalen Strukturen."”’ Eine Reduzierung
des pH-Wertes unter 4.5 oder ein Transport in eine noch
saurere Umgebung lassen sich mit dem verwendeten Fluo-
reszenzfarbstoff wegen mangelnder Empfindlichkeit in
diesem Bereich nicht mehr nachvollziehen (Abbildung 1b).
Aus Abbildung 2b geht hervor, dass der Ansduerungsprozess
nicht kontinuierlich abliduft (Bild D). Diese Beobachtung
kann wahrscheinlich durch Fusionsereignisse des die Kapsel
enthaltenden Kompartimentes mit anderen (groferen) Vesi-
keln sehr niedrigen pH-Werts erkldrt werden (eine Korrela-
tion der Fusionsereignisse mit dem Verlauf des pH-Werts des
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Kapselvesikels ist in Abbildung SI-16 dargestellt). Zur
Quantifizierung der (I,/1,)(t)-Trajektorien wurde jeweils eine
sigmoidale Anpassung berechnet, sodass die Azidifizie-
rungsdauer ¢, und die Zeitrdume fpgo,/tpsg, ZWischen dem
ersten Kontakt des Partikels mit der duB3eren Zellmembran
(tc) und dem jeweiligem Azidifizierungsgrad (10% bzw.
50%) definiert werden konnten (Abbildung 2b sowie, fiir
mehr Details, Abbildung SI-9).

Die Aufnahme von Mikrokapseln kann sich signifikant
innerhalb unterschiedlicher Zelltypen und Kapselmaterialien
unterscheiden.!*'”! In vorausgegangenen Studien wurde bis-
lang hauptsédchlich die Menge aufgenommener Partikel in-
nerhalb eines bestimmten Zeitrahmens untersucht, wihrend
das Hauptaugenmerk der vorliegenden Arbeit auf der
Quantifizierung verschiedener Azidifizierungsparameter in-
dividueller Partikel/Kapseln liegt. Wiahrend PSS/PAH- und
DextS/PLArg-Kapseln durch einzelne Zellen unterschiedlich
,verarbeitet“ werden (nicht bioabbaubar gegeniiber bioab-
baubar),?? ist der Internalisierungsmechanismus dhnlich, und
beide Typen lassen sich letztlich in lysosomalen Strukturen
wiederfinden.'"”! Zusitzlich zu den Unterschieden von ¢, oder
tp bei verschiedenen Zelllinien ist die Azidifizierungsdauer z,
vom verwendeten Kapselmaterial (PSS/PAH gegeniiber
DextS/PLArg) abhingig, wiahrend die Werte fiir tpsy, fiir
beide Materialien vergleichbar sind und hauptsichlich von
der GroBe der Partikel abhiangen (vgl. Werte fiir Kapseln der
GroBe ,,S“ und ,,L“). Insgesamt sind die Unterschiede bei
HeLa-Zellen ausgepragter als bei Phagozyten, wie z.B. bei
aus Monozyten gereiften Makrophagen (MDM) oder aus
Monozyten gereiften dendritischen Zellen (MDDC), die
beide fiir eine rasche Phagozytose von Partikeln im Mikro-
meterbereich bekannt sind.

In der Folge wurden HeLa-Zellen ausgewéhlt, um die
Abhingigkeit des Aufnahmeverhaltens von der Steifigkeit
der Partikel (dargestellt in Abbildung 1¢) zu untersuchen.
Abbildung 3 a zeigt, dass die Azidifizierungsdauer ¢, fiir nicht
bioabbaubare Kapseln unabhingig von der Partikelgrofie
linear mit der Kapselsteifigkeit y ansteigt, wiahrend es keinen
solchen Zusammenhang fiir bioabbaubare Kapseln aus
DextS/PLArg gibt. Anders ausgedriickt erfolgt fiir die ver-
wendeten bioabbaubaren Kapseln der Ubergang von der
neutralen/leicht alkalischen, extrazelluliren Umgebung in
azidische Lysosomen schneller als fiir nicht bioabbaubare.
AuBerdem ist keine Abhéngigkeit der Dauer des Azidifizie-
rungsprozesses von der Kapselsteifigkeit erkennbar. Daraus
konnte man schlussfolgern, dass die Verweildauer innerhalb
der Vesikelkaskade wihrend des Aufnahmeprozesses fiir
beide Kapseltypen unterschiedlich ist. Im Unterschied dazu
wird der Wert fiir tp,(,, der den zeitlichen Rahmen zwischen
dem ersten Zellkontakt und der beginnenden Azidifizierung
kennzeichnet, deutlich durch die Kapselsteifigkeit beein-
flusst: Fiir y <5 Nm™' erhoht sich #p, in erster Ordnung
sogar linear mit steigender Steifigkeit. Die Azidifizierungs-
dauer spiegelt nur den Ansduerungsprozess des Partikel-
haltigen Vesikels wider, wahrend #p(, und #p5yq, den gesamten
Aufnahmevorgang mit einschlieBen. Letzterer umfasst das
UmschlieBen des Partikels durch die duBere Plasmamem-
bran, das Abschniiren und Bilden eines endozytotischen
Vesikels und die darauf folgende stufenweise Azidifizierung.
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Abbildung 3. a) Azidifizierungsdauer t, und b) Zeitraum tp,oy, zwischen
dem ersten Zellkontakt und dem Beginn des Ansiuerungsprozesses
fiir PSS/PAH- und DextS/PLArg-Kapseln unterschiedlicher Steifigkeit y
(durch Variation der Zahl an Polymerschichten N,;; Abbildung 1c¢) und
unterschiedlichen mittleren Durchmessers (Grée ,,S“ und , L), ge-
messen bei der Aufnahme durch Hela-Zellen. Die Mediane von t,
oder tp 05 Mit entsprechenden Konfidenzintervallen (y-Achse) sind
gegen die mittleren Kapselsteifigkeiten y =+ Standardabweichung
(x-Achse) aufgetragen (basierend jeweils auf mindestens 80 Messwer-
ten (Zeitintervalle) und mehr als 40 Messpunkten fiir Steifigkeitswer-
te). Die gestrichelten Linien stellen Hilfslinien dar. Die auffillig groRen
Fehlerbalken in (b) fiir tpgs, und DextS/PLArg-Kapseln (N, =1, Grofe
,L“) resultieren daher, dass die Kapseln sehr fragil sind, was die Be-
stimmung von t. (Plasmamembrankontakt) erschwert.

Im Unterschied zu den Parametern fp;oq, Und tpsye, , Wwelche die
Bestimmung des Kontaktzeitpunkts der Kapsel mit der
Plasmamembran (z.) erfordern, wird die Ansduerungsperiode
t5 ausschlieflich iiber eine sigmoidale Anpassung an die ex-
perimentellen I/1,(t)-Trajektorien erzeugt und kann damit
nicht durch fehlerhaftes Bestimmen von . verfilscht werden.
Damit ist dieser Parameter als robuster und genauer be-
stimmbar anzusehen, besonders bei hohen Zelldichten, bei
denen vor der eigentlichen Aufnahme eines Partikels mehr-
fache Kontakte mit unterschiedlichen Zellen zu beobachten
waren. Den Daten zufolge werden der eigentliche Aufnah-
meprozess und der anschlieBende, endosomale Vesikeltrans-
port stark von der Steifigkeit der Partikel beeinflusst, wih-
rend die weitere Azidifizierung hauptsichlich durch die
Chemie/Struktur der Partikel bestimmt wird.

Wihrend der Endozytose und der damit verbundenen
Verarbeitung innerhalb der Zelle vergroflert sich das Parti-
kelhaltige Vesikel z.B. durch Fusion mit anderen (kleineren)
Vesikeln kontinuierlich.®® Aus einer mechanistischen Per-
spektive entspricht diese Kaskade einem Sortiervorgang.
Partikel gelangen von einem Vesikel durch Fusion in ein
anderes, wobei nach jedem Schritt ein verringerter pH-Wert
messbar ist. Durch Fluoreszenzfiarbung azidischer Vesikel
konnten solche Fusionsereignisse mit dem die pH-empfind-
liche Kapsel enthaltenden Vesikel sichtbar gemacht werden
(siche Abbildung SI-16). Man kann sich die Auswirkungen
der Steifigkeit auf diesen Sortiervorgang wie folgt vorstellen:
Je flexibler ein Partikel aufgebaut ist, desto besser konnen
sich seine Form und Grofle dem Verlauf der vesikuldren
Kompartimente anpassen. Durch weniger deformierbare
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(d.h. steifere) Partikel verzogert sich das Durchlaufen der
Kaskade, da Verdnderungen in der Vesikelform weniger
schnell vollzogen werden konnen. Ein &dhnliches Verhalten
wurde fiir agglomerierte und damit weniger ,.flexible“ als
ausreichend dispergierte Partikel beobachtet.””! Die vorlie-
genden Daten lassen den eindeutigen Schluss zu, dass der
Transport von Partikeln von der duleren Plasmamembran bis
hin zu den Lysosomen von den mechanischen Eigenschaften
der Partikel, besonders von ihrer Steifigkeit, abhdngt.

Man konnte vermuten, dass diese Erkenntnisse im Um-
kehrschluss bedeuten, dass der gleiche Partikeltyp mit stei-
gender Deformierbarkeit von Zellen besser aufgenommen
wird. Dazu miissten die Daten aus Abbildung 3b mit der
Steifigkeit verschiedener Zelltypen in Beziehung gesetzt
werden. Aus der Literatur ist bekannt, dass sich verschiedene
Typen von Zellen im Hinblick auf ihre Steifigkeitswerte si-
gnifikant unterscheiden. Beispielsweise lassen Messungen
darauf schlieBen, dass Zellen karzinomatosen Ursprungs
weicher sind als Zellen des gleichen Typs gesunden Gewebes
(MCF7 gegeniiber MCF10).2* Mithilfe optischer Pinzetten
lassen sich Richtwerte fiir die mittlere Steifigkeit von Zellen
in Suspension erhalten,” wihrend sich durch AFM-Metho-
den die Steifigkeit adhédrenter Zellen auf lokaler Ebene er-
mitteln lisst.”>! Vom weichsten Bereich um die nukleare
Region herum nimmt die Steifigkeit typischerweise zu den
Randbereichen hin zu.” Fiir die in dieser Studie verwende-
ten Zellen finden sich folgende Literaturwerte:

HeLa: (1054 17) kPa® und (13 £7) kPa,®! A549: (12+
5) kPa,”’ MDM: (44+9) kPa (Regionen mit Podosomen)
gegeniiber (8+2)kPa (Podosom-freie Regionen)®™ und
HUVEC: (6 +5) kPa.*

Vergleicht man diese Werte mit den in Abbildung SI-15
dargestellten Daten, ist keine eindeutige Korrelation zwi-
schen den Werten fiir £, und den Elastizititsmoduln E der
verwendeten Zellen aus der Literatur ersichtlich. Dies ist
vermutlich darauf zuriickzufiihren, dass die Daten der un-
terschiedlichen Studien nicht direkt miteinander vergleichbar
sind. Zukiinftige AFM-Experimente sind notig, um die
Elastizitdtsmoduln unter kontrollierten Bedingungen zu be-
stimmen.

Es konnte gezeigt werden, wie die zelluldre Partikelauf-
nahme von einfachen physikalisch-chemischen Parametern
abhingt, indem eine geringe Steifigkeit die Partikelaufnahme
erleichtert. Um ein grundliegendes Verstdndnis aller Ab-
héngigkeiten zu erlangen, bedarf es Partikel mit definierter
Wechselwirkung auf zelluldrer Ebene. Weiterhin kénnte die
eingefiihrte Methodik dabei helfen, bestimmte endozytoti-
sche Mechanismen, die mit der lysosomalen Azidifizierung
verkniipft sind, besser zu verstehen.

Experimentelles

SNARF-1-getiillte, pH-empfindliche Polyelektrolytkapseln aus un-
terschiedlichen Polymeren (bioabbaubar/nicht bioabbaubar) und mit
unterschiedlichen Steifigkeitswerten (resultierend aus einer variier-
ten Zahl von adsorbierten Polyelektrolytschichten) wurden, wie be-
reits in der Literatur beschrieben, hergestellt.'?"?! Kraftspektro-
skopiemessungen wurden in wassriger Losung an einem Nanowizard-
I-Gerét von JPK Instruments durchgefiihrt. Die Kapselaufnahme-
experimente (in HelLa-, A549-, MDM-, MDDC-, SH-SY5Y- und
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HUVEC-Zellen) wurden mithilfe konfokaler Laser-Scanning-Mi-
kroskopie (LSM META 510 von Zeiss) bei einer zeitlichen Auflosung
von At<2min aufgezeichnet. Bildanalyse und Kapseltracking er-
folgten mit Matlab (Mathworks). Fiir eine ausfiihrliche Beschreibung
sei auf die Hintergrundinformationen verwiesen.
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