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FIG 1

(57) Abstract: A scanning force microscope (1) is used for a measurement

process in order to analyse the molecular bond to a probe molecule (5) of
individual molecules which are in a solution. To this end, the bond para-
meters can be determined for the adsorbed state of the probe molecule (5),
wherein the probe molecule (5) is adsorbed on an adsorption surface (7),
or for a desorbed state of the probe molecule (5).

(57) Zusammenfassung: Fin Rasterkraftmikroskop (1) wird fiir ein Mess-
verfahren verwendet, um die Molekiilbindung von sich in L&sung befin-
denden Finzelmolekiilen an ein Sondenmolekiil (5) zu untersuchen. Die
Bindungsparameter kénnen dabei fiir den adsorbierten Zustand des Son-
denmolekiils (5), in dem das Sondenmolekiil (5) an einer Adsorptionsflé-
che (7) adsorbiert ist, oder fiir einen desorbierten Zustand des Sondenmo-
lekiils (5) bestimmt werden.
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Beschreibung

Verfahren und Vorrichtung zur Untersuchung von Molekilbindun-

gen

Die Erfindung betrifft Verfahren zur Untersuchung von Mole-
kiilbindungen, bei dem:

- ein Messkopf und ein Adsorptionskdrper mit einer Adsorpti-
onsfldche bereitgestellt wird;

- der Abstand zwischen dem Messkopf, der mit einem Sondenmo-
lekil versehen ist, und dem Adsorptionskdrper, an dessen
Adsorptionsfliache das Sondenmolekiil wenigstens tellwelse
adsorbiert ist, gedndert wird;

- mit Hilfe einer Kraftmessvorrichtung die Kraft gemessen
wird, die von dem Sondenmolekiil zwischen Messkopf und Adsorp-
tionskdrper vermittelt wird;

- eine Kraft-Weg-Kurve bestimmt wird, die die Abhangigkeit
der gemessenen Kraft von der Anderung des Abstandes zwischen
Messkopf und Adsorptionskdrper zeigt;

- durch Auswertung von Kraftplateaus der Kraft-Weg-Kurve
eine DesorptionsgridBe des Sondenmolekiils an der Adsorptions-

fldche im guasistationdren Gleichgewicht bestimmt wird.

Die Erfindung betrifft ferner eine Vorrichtung zur Ausfihrung

des Verfahrens.

Ein derartiges Verfahren und eine derartige Vorrichtung sind
aus der WO 2008/081044 Al bekannt. Mit dem bekannten Verfah-
ren wird die Haftung von Einzelmoleklilen an einer Substrat-
oberfldche untersucht. Zu diesem Zweck werden die Einzelmole-
kiile an ein Tradger-Polymer gebunden. Das auf diese Weilse
gebildete Sondenmolekil wird an einem Messkopf angebracht,
dessen Abstand zur Substratoberfldche variierbar ist. Mithil-
fe einer Kraftmessvorrichtung wird die Kraft gemessen, die
vom Sondenmolekiil zwischen Messkopf und Substratoberfléche
vermittelt wird. Auf der Grundlage der Messwerte kann eine

Kraft-Weg-Kurve bestimmt werden, die die Abhdngigkeit der
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gemessenen Kraft von der Anderung des Abstandes zwischen
Messkopf und Adsorptionskdrper zeigt. Die Plateaustufen der
Kraftplateaus konnen mit groRBer Genauigkeit bestimmt werden.
Insofern ist es moglich, die Desorptionskraft des Sondenmole-
kiils an der Adsorptionsfldche im quasistationdren Gleichge-
wicht zu bestimmen. Da die Desorptionskraft zwischen dem
Sondenmolekil und der Substratoberfliche von den Einzelmole-
kiilen vermittelt wird, l&dsst sich mit dem bekannten Verfahren
die Haftung der Einzelmolekiile an der Substratoberfldche

untersuchen.

Die Anwesenheit von geldsten im Vergleich zu dem Sondenmole-
kiil kleinen Molekililen wie organischen Verbindungen oder
chemischen Prozessrickstanden sind oftmals aus gesundheitli-
chen oder qualitdtstechnischen Grinden unerwinscht. Ein
Nachwelis ist aufgrund der schwachen Reaktivitat vieler Sub-
stanzen Jjedoch schwierig. Ferner konnen Losemittelzusdtze und
Kosolute (z.B. Ionen, Liganden, Enzyme, andere kleine Biomo-
lekiile, unter anderem auch kleiner Proteine) die Faltung von
Proteinen, die Assemblierung von Polymeren, die Haftung oder
das Ablésen eines Makromolekiils von einer Grenzschicht verur-
sachen. Gleichzeitig ist die Wechselwirkung von Kosoluten mit
einem Makromolekil beeinflusst von der unmittelbaren Nahe zu
einer Grenzflidche. Die Charakterisierung des Bindungsverhal-
tens kleinerer Molekiile aus Losung an ein Makromolekil ist
aber von groBer Bedeutung fir viele technische Anwendungen,
die in L&sung stattfinden: zum Beispiel die Herstellung
molekularer Marker, die medizinische Diagnostik, beispiels-
welse die Diagnostik von Blutzucker im Falle von Diabetes
Mellitus, die Funktionalitdt von molekularer Sensortechnolo-
gien, wie zum Beispiel "Lab on a chip" Anwendungen, und
Enzym- oder DNA-basierte Feldeffekttransistoren fir die

biomedizinische Technik.

Die spezifische Ligandenadsorption an vereinzelten, wohl
definierten Bindungsstellen kann durch klassische Methoden

wie beispielsweise Fluoreszenz [1l, 2] oder radioaktive Mar-
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kierung [3] untersucht werden. Dagegen ist fir die unspezifi-
sche Bindung, wie beispielsweise von Blutzucker, nur eine
Methode zur Bestimmung der Anzahl der gebundenen Liganden fir
terndre Systeme verfiigbar. Derartige terndre Systeme bestehen
aus Makromolekiil, Losemittel und Kosoluten. Eine Strategie
zur kompletten Charakterisierung innerhalb des technisch
wichtigen Vierkomponentensystems, das zusdtzlich noch eine
ausgedehnte Oberfldche beinhaltet, existiert bisher noch

nicht.

Die Bindungscharakteristik in terndren Systemen kann mittels
Kalorimetrie [4], Densiometrie [5] oder Gleichgewichtssedi-
mentation [6] bestimmt werden. Die am hdufigsten angewandte
Methode ist die Isotherme Titrationskalorimetrie (=ITC).
Diese bendtigt jedoch eine gewisse Mindestmenge an Molekilen,
um verldssliche Informationen Uber Anderungen der freien
Energie und Bindungskonstanten zu liefern. Dabeil steigt die
Messgenauigkeit mit der verwendeten Menge an Makromolekiilen
an. Zusdtzlich begrenzen Selbstassemblierung und Aggregation
die Anwendbarkeit der ITC auf hydrophile und amphiphile
Molekile [4].

Alternative Messmethoden zur Bestimmung der MolekUl-Ligand-
Wechselwirkung im thermodynamischen Gleichgewicht in der Nahe
einer Oberflidche sind durch ihr rdumliches und zeitliches
Auflosungsvermdgen eingeschrankt. Sehr spezifische Bindungen
kéonnen, wie bereits erwahnt, durch Fluoreszenz untersucht
werden. Dazu ist jedoch eine sehr verdinnte Ldsung sowohl von
Makromolekiilen als auch von Kosoluten notwendig, was hdufig
eine starke Vereinfachung gegeniiber dem technisch relevanten
System darstellt. Zusdtzlich ist eine chemische Modifikation
der Kosolute notwendig. Eine andere gebrduchliche Methode zur
Bestimmung von physikalischen Bindungsparametern bedient sich
radiocaktiver Kontrastmittel. Hier wird die raumliche Aufld-
sung bestimmt durch die Reichweite des Beta-Emitters, die

weit oberhalb molekularer Ausdehnungen liegt. Ahnliche Prob-
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leme mit dem Aufldsungsvermdgen sind fir die Ellipscmetrie,

Réntgen- und Neutronenstreuung gegeben,

In ZHANG, H.Y. and MARKO J.F, Maxwell relations for single-
DNA experiments: Monitoring protein binding and double-helix
torque with force-extension measurements, Physical Review E
77 (3), 2008 wird die Nutzung von Kraftkurven, die beim
Uberstrecken von doppelstrangiger DNA (= dsDNA) entstehen,
zur Charakterisierung der Bindung zwischen dsDNA und weiteren
Molekllen theoretisch analysiert. Die gewonnenen Ergebnisse
setzen die Besonderheiten beim Uberstrecken von dsDNAs voraus
und sind daher fir die Untersuchung der Bindung von Einzelmo-

lekile an beliebige Makromolekiile nicht verwendbar.

Ausgehend von diesem Stand der Technik liegt der Erfindung
daher die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren anzugeben, mit dem
sich die Bindung von kleinen Einzelmolekiilen an beliebige
Makromolekiile, insbesondere auch einzelstrangigen DNAs,

untersuchen lasst.

Diese Aufgabe wird durch ein Verfahren und eine Vorrichtung
mit den Merkmalen der unabhdngigen Ansprliche geldst. In davon
abhdngigen Anspriichen sind vorteilhafte Ausgestaltungen und

Weiterbildungen angegeben.

Bei dem Verfahren werden Sondenmolekile wiederholt von der
Adsorptionsfliache des Adsorptionskdrpers abgezogen. Dabel
wird die Aktivitdt der Einzelmolekile in einem an die Adsorp-
tionsfldche des Adsorptionskérpers angrenzenden Bereich
variiert und eine DesorptionsgroBe in Abhdngigkeit von der
Aktivitdt der Einzelmolekiile bestimmt. Indem ferner ein
Zusammenhang zwischen Desorptionsgrofle und Aktivitdt ermit-
telt wird, lassen sich Bindungsparameter bestimmen, die die
Bindung der Einzelmolekiile an das Sondenmolekil im adsorbier-
ten und desorbierten Zustand des Sondenmoleklils beschreiben.

Auf diese Weise ist es mdglich, das Bindungsverhalten kleiner
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Molekiile an Makromolekiilen im adsorbierten und desorbierten

Zustand zu untersuchen.

Es sel angemerkt dass der Begriff der Aktivitdt in diesem
Zusammenhang als Verallgemeinerung der Konzentration verstan-

den werden soll und somit auch Konzentrationen einschlieBt.

Bel einer besonderen Ausfihrungsform des Verfahrens wird die
DesorptionsgréBe an wenigstens einer weiteren Adsorptionsfla-
che von wenigstens einem weiteren Adsorptionskdrper in Abhén-
gigkeit von der Aktivitat der Einzelmolekile bestimmt. Die
Materialbeschaffenheit der verschiedenen Adsorptionsfléachen
sollte sich dabei unterscheiden. Anhand der zwischen Desorp-
tionsgroBe und Aktivitat fur die verschiedenen Adsorptions-
flachen ermittelten Zusammenhdnge konnen dann Bindungsparame-
ter bestimmt werden, die die Bindung der Einzelmolekile an
das Sondenmolekiil im desorbierten Zustand und in den an die
verschiedenen Adsorptionsflidchen adsorbierten Zustdnden des
Sondenmolekils beschreiben. Mit dieser besonderen Ausfih-
rungsform des Verfahrens kann die Genauigkeilt, mit der sich
die Bindungsparameter bestimmen lassen, erheblich gesteigert

werden.

Bel einer weiteren Ausfihrungsform des Verfahrens wird die
DesorptionsgrdBe bei verschiedenen Temperaturen in Abh&dngig-
keit von der Aktivitdt der Einzelmolekiile bestimmt. Anhand
von zwischen Desorptionsgroébe und Aktivitat ermittelten
Zusammenhdngen koénnen dann die Bindungsparameter bestimmt
werden, die die Bindung der Einzelmolekiile an das Sondenmole-
kil in den desorbierten und adsorbierten Zustdnden des Son-
denmolekiils bel den verschiedenen Temperaturen beschreiben.
Durch die zusdtzlichen Daten kann die Genauigkeit bei der

Bestimmung der Bindungsparameter ebenfalls erhdéht werden.

Bel einer weiteren Ausfihrungsform wird bei der Auswertung
der Kraftplateaus die Desorptionskraft bestimmt. Indem der

Zusammenhang zwischen Desorptionskraft und Aktivitdt ermit-
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telt wird, lassen sich Bindungsparameter bestimmen, die die
Bindung der Einzelmolekiile an das Sondenmolekil im adsorbier-
ten und desorbierten Zustand des Sondenmoleklils beschreiben.
Auf diese Weise ist es mdglich, das Bindungsverhalten kleiner
Molekiile an Polymere im adsorbierten und desorbierten Zustand

zu untersuchen.

Die mit dem Verfahren ermittelbaren Bindungsparameter sind
insbesondere die Bindungskonstanten fir die Bindung der
Einzelmolekiile an das Sondenmoleklil im Gleichgewichtszustand
und die mittlere Bindungsstellenldnge, die gleich der Lange
des Sondenmolekils geteilt durch die Anzahl der Bindungsstel-
len ist. Die Bindungskonstanten und die Bindungsstellenldngen
koéonnen jeweils fur den adsorbierten Zustand des Sondenmole-
kiils und fiur den desorbierten Zustand des Sondenmolekils

bestimmt werden.

Dabeil kann davon ausgegangen werden, dass die Bindungskon-
stante und die mittlere Bindungsstellenldnge im desorbierten
Zustand unabhdngig von der Beschaffenheit der Adsorptionsfla-
che ist. Fir die Ermittlung des Zusammenhangs zwischen De-
sorptionskraft und Aktivitdt koénnen die den desorbierten
Zzustand des Sondenmolekiils betreffenden Bindungsparameter

daher jeweils gleichgesetzt werden.

Der Zusammenhang zwischen Desorptionskraft und Aktivitdt kann
durch Anpassen einer Ausgleichsfunktion an Messwerte der
Desorptionskraft bestimmt werden, wobel die Messwerte gegen
die Anderung der Aktivitat aufgetragen sind und die Parameter
der Ausgleichsfunktion die Bindungskonstanten und die mittle-
re Bindungsstellenldnge fir den adsorbierten und desorbierten
Zustand des Sondenmolekiils sind. Insbesondere bei Anpassen
verschiedener Ausgleichsfunktionen an Messwerte der Desorpti-
onskraft, die bei der Untersuchung von unterschiedlichen
Adsorptionsfliachen verwendet worden sind, kann die Genauilg-
keit beil der Bestimmung der Bindungsparameter wesentlich

gesteigert werden.
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Beli einer weiteren Ausfihrungsform wird bei der Auswertung
der Kraftplateaus die Desorptionslédnge bestimmt. Aus der
Abhdngigkeit der Desorptionsldange von der Aktivitdt der
Einzelmolekiile kann dann eine Anzahl der an das Sondenmolekiil

gebundenen Einzelmolekile bestimmt werden.

Um die Aktivitdt der Einzelmolekiile in dem an die Adsorpti-

onsfldche des Adsorptionskdrpers angrenzenden Bereich variie-
ren zu koénnen, sind die Einzelmolekile in einem L&sungsmittel
geldst. Dabei kann ein gasformiges oder fliissiges Losungsmit-

tel verwendet werden.

Weitere Vorteile und Eigenschaften der Erfindung gehen aus
der nachfolgenden Beschreibung hervor, in der Ausfihrungsbei-
spiele der Erfindung anhand der Zeichnung im Einzelnen erldu-

tert werden. Es zeigen:

Figur 1 ein Rasterkraftmikroskop oder kurz Kraftmikro-
skop (= Atomic Force Microscope = AFM);
Figur 2 eine Darstellung des Messkopfs des Kraftmikro-

skops aus Figur 1 im adsorbierten (A) und desor-
bierten (B) Zustand eines an den Messkopf ange-

brachten Sondenmolekils;

Figur 3 ein Diagramm mit Kraft-Weg-Kurven, die ein Kraft-

plateau aufweisen;

Figur 4 ein Diagramm mit gemessenen Abloselangen;
Figur b5 ein Diagramm mit gemessenen Haftkraften;
Figur 6 eine Darstellung, die die Wechselwirkung zwischen

Sondenmolektil, Einzelmolekiilen und Adsorptions-

flidche im adsorbierten Zustand veranschaulicht;
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Figur 7 eine Darstellung, die die Wechselwirkung zwischen
Sondenmolekil und Einzelmolekiilen im desorbierten

Zustand veranschaulicht;

Figur 8 ein Diagramm, das den Zusammenhang zwischen
Aktivitat und Konzentration fir eine Glukoseld-

sung zeigt;

Figur 9 ein Diagramm mit gemessenen Haftkrdften bei
verschiedenen Adsorptionscoberfldchen einschliel-

lich der ermittelten Kraftkurven;

Figur 10 ein Diagramm mit der Anzahl gebundener Einzelmo-
lekiile pro Sondenmolekiillédnge im desorbierten und
adsorbierten Zustand flur verschiedene Adsorpti-

onsflachen;

Figur 11 ein Diagramm, in dem die Desorptionskraft in
Abhangigkeit von der Aktivitadt beili verschiedenen

Temperaturen dargestellt ist; und

Figur 12 ein Diagramm mit der Anzahl gebundener Einzelmo-
lekiile pro Sondenmolekiilldnge im adsorbierten und
desorbierten Zustand bei verschiedenen Temperatu-

ren.

Figur 1 zeigt ein Rasterkraftmikroskop oder kurz Kraftmikro-
skop (= Atomic Force Microscope = AFM), das Uber einen Mess-
kopf 2 verfiigt, der an einer Blattfeder 3 angebracht ist. Die
Blattfeder 3 ist an einem dem Messkopf 2 gegentberliegenden
Ende fest mit einer Halterung 4 verbunden. Der Messkopf 2
kann mit einem Sondenmolekiil 5 versehen sein, bei dem es sich
typischerweise um ein Makromolekil, insbesondere um ein

Polymer handelt.

Das Kraftmikroskop 1 verfigt ferner lber einen Adsorptions-

kérper 6, der eine dem Messkopf 2 und dem Sondenmolekil 5
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zugewandte Adsorptionsfldche 7 aufweist. Der Adsorptionskdr-
per 6 befindet sich in einem Behdlter 8, der mit einem LO-
sungsmittel 9 gefillt ist. Der Behdlter 8 ist auf einem
Probenhalter 10 angeordnet, der so verfahren werden kann,
dass der Abstand zwischen dem Messkopf 2 und der Adsorptions-

fldche 7 variiert wird.

Es sel angemerkt, dass das Losungsmittel grundsdtzlich sowohl

gasformig als auch flissig sein kann.

Das Kraftmikroskop 1 ist ferner mit einem Laser 11 ausgestat-
tet, der einen Lichtstrahl 12 auf eine vom Adsorptionskdrper
6 abgewandten Rickseite 13 der Blattfeder 3 sendet. Der
Lichtstrahl 12 wird von dort zu einem Photodetektor 14 mit
einer sektorierten Photodiode gelenkt. Das vom Photodetektor
14 gelieferte Messsignal wird mithilfe einer Auswerteeinheit
15 ausgewertet, bei der es sich beispielswelse um einen
handelsiiblichen Rechner handeln kann. Die Auswerteeinheit 15

wird auch dazu verwendet, den Probenhalter 10 zu steuern.

Mit dem Kraftmikroskop 1 l&dsst sich die Desorptionskraft
messen, mit der das Sondenmolekiil 5 an der Adsorptionsflache
7 gehalten wird. Zu diesem Zweck wird der Probenhalter 8
derart betdtigt, dass sich der Abstand zwischen dem Messkopf
2 und der Adsorptionsflache 7 vergroélert. Da das Sondenmole-
kiil 5 an der Adsorptionsflache 7 haftet, wird der Messkopf 2
etwas in Richtung auf die Adsorptionsflédche 7 hin bewegt, was
zu elner Auslenkung des Lichtstrahls 12 fihrt. Diese Auslen-
kung kann mithilfe des Detektors 14 erfasst werden. Da die
Federkonstante der Blattfeder 3 bekannt ist, kann auf die

Desorptionskraft geschlossen werden.

In Figur 2 ist die Blattfeder 3 des Kraftmikroskops 1 Uber
der Adsorptionsfldche 7 dargestellt. Der Messkopf 2 1ist
jeweils mit dem Sondenmolektil 5 versehen, das im adsorbierten

zustand (A) und im desorbierten Zustand (B) gezeigt ist.
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Figur 3 zeigt ein Diagramm mit einer Uberlagerung von Kraft-
Weg-Kurven 16, die Kraftplateaus 17 und eine Plateaustufe 18
aufweist. Die Kraft-Weg-Kurven wurden bei einem nachfolgend
noch im Einzelnen beschriebenen Experiment aufgenommen, bel
dem ein Poly(allylamin)-Molekil (PAAm) als Sondenmolekil 5
und eine oxidierte Diamantoberflache als Adsorptionsoberflad-
che 7 verwendet wurde. Figur 3 zeigt die Uberlagerung von 20
typischen Kraft-Weg-Kurven 16, die mit ein und demselben
PAAmM-Molekiil unter Gleichgewichtsbedingungen aufgenommen
wurden, wie die geschwindigkeitsunabhdngigen Kraftplateaus 17

belegen.

Durch Anpassen von Ausgleichsgeraden 19 an die Kraftplateaus
17 kann eine Desorptionskraft Fges bestimmt werden, die gleich
der Kraft ist, die bendtigt wird, um das Sondenmolekiul 5
unter Einhaltung eines quasistationdren Gleichgewichtszustand
von der Adsorptionsfldche 7 abzuziehen. Von Interesse ist
ferner auch eine Desorptionsldnge L, die gleich der Lange des
an der Adsorptionsflédche 7 adsorbierten Abschnitts des Son-
denmolekiils 5 ist. Das Produkt von Desorptionsldnge L und
Desorptionskraft Fges, das einer Flache 20 entspricht, ist

gleich der freien Desorptionsenergie.

In Figur 4 und 5 sind typische Messwertverteilungen fiur die
Desorptionsldange L und die Desorptionskraft Fges dargestellt.
Die Messwertverteilungen der Desorptionsldnge L und Desorpti-
onskraft Fges umfassen die Ergebnisse von 100 Anndherungs- und
Separationszyklen der Blattfeder 3 beil der Untersuchung des
Adsorptionsverhalten eines PAAm-Molekiils in Glukosel®sung auf

einer oxidierten Diamantoberfl&che

Im Folgenden werden einige thermodynamischen Relationen
abgeleitet, mit deren Hilfe sich aus den in den Figuren 3 bis
5 gezelgten Messergebnissen diverse Bindungsparameter bestim-

men lassen.
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In Figur 6 ist das vollstandig an die Adsorptionsflache 7
adsorbierte Sondenmolekiil 5 in der Anwesenheit von Einzelmo-
lekiilen 21 dargestellt, die in dem Losungsmittel 9 geldst
sind. Die Einzelmolekile 21 lagern sich an Bindungsstellen 22
des adsorbierten Sondenmolekiils 5 an und losen sich wieder
von den Bindungsstellen 22. Der Anlagerungsvorgang wird durch

on

die Geschwindigkeitskonstante K, & und der Abldsevorgang durch

die Geschwindigkeitskonstante K.°** beschrieben.

Figur 7 zeigt das Sondenmolekil 5 in einem welteren Zustand,
in dem das Sondenmolekiil 5 von der Adsorptionsflache 7 desor-
biert ist. Die Einzelmolekile 21 lagern sich an den Bindungs-
stellen 22 des desorbierten Sondenmolekiils 5 an und losen
sich wieder von den Bindungsstellen 22. Der Anlagerungsvor-

" und der

gang wird durch die Geschwindigkeitskonstante Kg°
Abldsevorgang durch die Geschwindigkeitskonstante K™ be-

schrieben.

Die Anlagerungsgeschwindigkeit d6,,4/dt im adsorbierten und
desorbierten Zustand des Sondenmolekiils ist proportional zur
Konzentration ¢ der Einzelmolekile 21 und der Anzahl der
freien Bindungsstellen 22 (N = Ngs x [1 - 8]) entlang dem

Sondenmolekil 5.

d@ /d
a — Kan
dt ald

'C'Ngcs'(l_ea/d) (1)

Die Abldsegeschwindigkeit dB,,4/dt ist proportional zum Anteil

der besetzten Bindungsstellen (Nges X Ba/q) :

do ;
TGM = _KC(:ZZ : Nges : Ha/d ( 2 )
!
Das dynamische Gleichgewicht ist dann erreicht, wenn die
Geschwindigkeit der Anlagerung neuer Einzelmolekiile 21 gleich
der Geschwindigkeit der Abldsung bereits angelagerter Einzel-
molekile 21 ist. Durch Gleichsetzen der Anlagerungs- und

Ablosegeschwindigkeiten und Auflésen nach 6 erhdlt man mit
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der Geschwindigkeitskonstante (Kaja = Kaa™/Ka/a®™F) Jeweils die

Langmuirsche Isotherme:

K  -c
Oura = - (3)
1+Ka/d -C

Der Belegungsgrad 6 nimmt somit mit steigender Konzentration
¢ der Einzelmolekiile 21 zu. Diese Relation gilt nur fir
ideale Mischungen. Bei nicht-idealen Mischungen ist die
Konzentration ¢ durch die Aktivitdt a der Einzelmolekilile 21
zu ersetzen. Fir die Aktivitdt a und die Konzentration c¢ gilt

der Zusammenhang:
a=y-c (4)

wobeil y der Aktivitdtskoeffizient ist. Es gilt:

a=exp(u/kT) (5)

dabei ist k die Boltzmannkonstante und T die Temperatur. Der
Effekt der auf das Sondenmolekiil wirkenden Desorptionskraft
ist bislang noch nicht bericksichtigt worden. Das Verhalten
des von Sondenmolekil 5 und angelagerten Einzelmoleklilen 21
gebildeten Systems kann nun mithilfe eines thermodynamischen
Potentials &dhnlich dem groBkanonischen Potential fir offene
Systeme beschrieben werden. Dieses Potential ergibt sich aus
der Zustandsumme 7Z des Systems. Fir das Differential dieses

Potentials gilt:

d(kTInZ),,=LdF, +N,du+t,dL (6)

wobel L die Desorptionsldnge des Sondenmolekilils 5, Fges die
auf das Sondenmolekiil 5 einwirkende Desorptionskraft, N die
Zahl der besetzten Bindungsstellen 22 entlang dem Sondenmole-
kiil 5, p das chemische Potential der Einzelmolekile 21 und t

eine Linienspannung der Einzelmolekiile 21 entlang dem Sonden-
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molekil 5 ist, die gleich der freien Energie pro Langenein-

heit ist. Im Gleichgewichtszustand folgt aus Gleichung (6):

07, =‘AZM :fzg_ (7)
du L dya

[-4145’,5

wobei d der Abstand zwischen den insgesamt vorhandenen Bin-
dungsstellen entlang dem Sondenmolekiil 5 ist. Der Abstand d

wird nachfolgend auch als Bindungsstellenldnge d bezeichnet.

Durch Kombination der Gleichung (7) mit Gleichung (3) erhdlt
man fir die Anderung der Linienspannung 1 bei Anderung der

Aktivitdt der Einzelmolekile 21 den Zusammenhang:

kT
Tora = —d—ln(l +ak,,,) (8)

ald

Bei der Desorption des Sondenmolekiils 5 von der Adsorptions-
flache 7 sind die an der Adsorptionsfldche 7 adsorbierten
Abschnitte des Sondenmolekiils 5 und die desorbierten Ab-
schnitte jeweils im thermischen Gleichgewicht. Das Gleichge
wicht an dem Abschnitt des Sondenmolekiils 5, der an der
Adsorptionsfldache 7 adsorbiert ist, ist durch die Bindungs-
konstante K, und die Bindungsstellenlédnge d, beschrieben. Der
Zzustand des Abschnitts des Sondenmolekiils 5, der von der
Adsorptionsfliache 7 desorbiert ist, ist dagegen durch eine
Bindungskonstante Ky und eine Bindungsstellenldnge dgq be-
stimmt. Die Anderung der Linienspannung At zwischen adsor-
biertem und desorbiertem Zustand des Sondenmolekils 5 ist

daher gleich:

AT:Z—Tln(1+aKa)—Z—Tln(l+aKd) (9)

a d

Dieser Unterschied der Linienspannung t tr&dgt hauptsachlich
dazu bei, dass die Desorptionskraft von der Aktivitat der

Finzelmolekiile 21 abhangt:
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Flay=F(a=0)+Ar (10)

Es sel angemerkt, dass anhand der errechneten Bindungskon-
stanten K auch die Bindungsenergie einer einzelnen Bindungs-

stelle berechnet werden kann:

AG=-RTInK (11)

Das im Folgenden anhand eines konkreten Experiments ndher
beschriebene Verfahren erméglicht den Nachweils von kleinen,
in Losung befindlichen Einzelmolekiilen 21 und die Charakteri-
sierung deren Bindung an das als Sondenmolekiil 5 verwendete
Makromolekil oder Polymer sowohl im geldsten als auch im
oberflidchenadsorbierten Zustand. Der Einfluss der geldsten
Einzelmolekiile 21 auf die Wechselwirkung zwischen Sondenmole-
kil 5 und Adsorptionsfldche 7 aufgrund des unterschiedlichen
Bindungsverhaltens der Einzelmolekiile 21 an das Sondenmolekil
5 kann dazu verwendet werden, die Anwesenheit der Einzelmole-

kiile 21 in dem Losungsmittel 23 nachzuweisen.

Durch die Ubersetzung von Bindungsgleichgewichten in messbare
Desorptionskrafte lassen sich ferner Bindungsparameter wie
die Bindungskonstanten K, Bindungsstellenldngen d, Bindungs-
energien sowle die Anzahl der gebundenen Einzelmolekiile 21
pro Lange ermitteln. Diese Bindungsparameter werden dabel
nicht nur fir den in Losung befindlichen Zustand des Sonden-
molekiils 5 bestimmt, sondern auch fir den Fall, dass das

Sondenmolektl 5 an der Adsorptionsflache 7 anhaftet.

Das Verfahren wurde am Beispiel von Poly(allylamin) getestet,
das sich in Kontakt mit chirurgischen Edelstahl 316L oder mit
oxidiertem Diamant befindet. Durch Auswertung der erhaltenen
Kraft-Weg-Kurven 16 und der Anwendung der in den Gleichungen
(1) bis (9) enthaltenen grundlegenden thermodynamischen

Relationen kann dabei auf die oben genannten Bindungsparame-

ter geschlossen werden.
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Als Sondenmolekiil 5 wird ein einzelnes Poly(allylamin)-
Molekiil (PAAm) verwendet, das an die Spitze des Messkopfs 2
der Blattfeder 3 (AFM Cantilever) kovalent angebunden ist.
Die kovalente Anbindung gewdhrleistet die notwendige Lang-
zeltstabilitdat [7] um mit ein und demselben Sondenmolekil 5
fir den Zeitraum von mehreren Stunden auf unterschiedlichen
Adsorptionsflachen 7 in Zuckerldsungen unterschiedlicher
Konzentration die Desorptionskrdafte zu messen. Bel den Ein-
zelmolekilen 21 handelt es sich insbesondere um Glukosemole-
kiile. Die Konzentration wurde in diesem Fall zwischen 0 und 1
M variiert. Die Spitze mit dem Sondenmolekiil 5 wurde fir eine
Sekunde in Kontakt mit der Adsorptionsfldche 7 gebracht, um
darauf zu adsorbieren. Die darauffolgende Desorption des
Sondenmolekiils 5 mit einer Geschwindigkeit von 1 pm/s wurde
unter Gleichgewichtsbedingungen durchgefthrt, wie aus den

Kraftplateaus 17 ersichtlich war [8].

Das Sondenmolekil 5 aus Figur 6 und 7 ist somit ein PAAm-
Molekil, das in Figur 6 adsorbiert auf der Adsorptionsflache
7 und in Figur 7 gestreckt in Ldsung dargestellt ist. Die
Einzelmolekiile 21 werden ferner von D-Glukosemolekiilen gebil-
det. Die Bindungskonstanten K, = K.,"/K,°*® fiir die Anlagerung
der Glukosemoleklle an das PAAm-Molekil 5 im adsorbierten
Zustand auf der Adsorptionsfldche 7 und die Bindungskonstan-
ten Kyq = K¢®/K O fiir das PAAm-Molekil in Ldsung sowie die
Anzahl der im jeweiligen Zustand gebundenen Glukosemolekile
konnen nun anhand der Desorptionskraft als Funktion der

Glukoseaktivitdt bestimmt werden.

Es sel nochmals darauf hingewiesen, dass eine prdzise Bestim-
mung der Bindungsparameter durch die Gibbs Adsorptionsiso-
therme in nicht-idealen L&sungen die Messung der Kraft als
Funktion der Glukoseaktivitat anstelle der Glukosekonzentra-
tion voraussetzt. In den hier beschriebenen Experimenten

wurden deshalb die Werte fiir den Stoffmengenanteil x fir
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Glukose in Aktivitadten a gemah a = yx umgerechnet und dabei

der Aktivitadtskoeffizient aus [9] und [10] benutzt.

In Figur 8 ist der Zusammenhang zwischen Glukosekonzentration
und Glukoseaktivitat aufgetragen. Aus Figur 8 ist ersicht-
lich, dass fir durchschnittliche Konzentrationen schwach
miteinander wechselwirkender Glukosemolekiile die Eigenschaf-
ten der Losung denen einer idealen Lésung ahnlich sind.
Insbesondere bei einer Konzentration mit einem Mol-Anteil
unterhalb von 0,05 kann der Zusammenhang zwischen Konzentra-
tion und Aktivitdt durch eine linear ansteigende Kurve 23
angendhert werden. In diesem Bereich ist der Aktivitatskoef-
fizient konstant und nahe 1. Deshalb ergibt sich nur ein
kleiner Fehler, wenn man Konzentrationen statt Aktivitadten
verwendet. Allerdings kann es Systeme geben, die die Benut-
zung von Aktivitdten fiir eine genaue Bestimmung der Bindungs-

parameter unumgdnglich machen.

In Figur 9 sind die Messwerte flr die Desorptionskraft von
PAAmM beil verschiedenen Glukosekonzentrationen auf Edelstahl
(offene Dreiecke) und auf oxidiertem Diamant (gefillte Drei-
ecke) bei 31 °C aufgetragen. Die Desorptionskraft auf oxi-
diertem Diamant steigt mit der Glukosekonzentration an,
wahrend die Werte auf Edelstahl einen nicht-monotonen Verlauf
zelgen. Die mit durchgezogenen Linien dargestellten Kraftkur-
ven 24 und 25 stellen das Ergebnis einer gemeinsamen Aus-
gleichsrechnung dar. Die Kraftkuren 24 und 25 sind die gra-
phische Darstellung der in Gleichung (9) wiedergegebenen
Funktion AT mit den fir die jeweilige Adsorptionsflache 7
bestimmten Bindungsparameter K,,q und dassq, die unter der
Annahme ermittelt wurden, dass die Werte Ky und dgq fiur den

desorbierten Zustand jeweils gleich sind.

Von Bedeutung ist, dass die Ausgleichsrechnung an beiden
Datensidtze, die mit unterschiedlichen Materialien erhalten
wurden, durchgefthrt wird. Dadurch kann die Genauigkeit des

Verfahrens erheblich gesteigert werden. Die erhaltenen Werte
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fiir die Bindungsparameter, namentlich die L&nge einer Gluko-
sebindestelle d und die zugehdorige Gleichgewichtskonstante K,

sind daher fir die beiden Zustdnde &dulRerst zuverldssig.

In Figur 10 sind die Anzahl der besetzten Bindungsstellen 22

pro Langeneinheit dargestellte. Eine Kurve 26 gibt die Anzahl
angelagerter Glukosemolekiile im desorbierten Zustand wieder,

eine weitere Kurve 27 die Anzahl angelagerter Glukosemolekiile
bel Adsorption an die Diamantoberfldche und eine dritte Kurve
28 die Anzahl angelagerter Glukosemolekilile bel Adsorption an

die Stahloberfldche. Die Kurven 26 bis 28 ergeben sich gemal

Gleichung (7) aus der Ableitung der fir die jewelligen Zu-

stdnde durch die Ausgleichsrechnung ermittelten Kraftkurven.

Fir Konzentrationen ab etwa 0,2 M iUbersteigt die Anzahl
angelagerter Glukosemolekiile am PAAm-Molekiil nahe der Stahl-
oberfldche (Kurve 28) diejenige in Losung (Kurve 26). Dies

hat den nicht-monotonen Verlauf der Kraftkurve 25 zur Folge.

Mit dem hier beschriebenen Verfahren koénnen auch die kleinen
Unterschiede detektiert werden, die durch Variation der

Temperatur hervorgerufen werden.

Figur 11 zeigt die Temperaturabhdngigkeit der Glukosebindung
an das adsorbierte und geldste PAAm-Molekil. Figur 11 zeigt
insbesondere die Messwerte flir die Desorptionskraft von PAAm
auf oxidiertem Diamant in Glukoseldsungen unterschiedlicher
Konzentration bei 31 °C (offene Dreiecke) und 46 °C (gefillte
Dreiecke). Die Kraftkurven 29 und 30 sind das Ergebnis von
Ausgleichsrechnungen, mit denen die Funktionen gemdR Glei-

chung (9) an die aufgetragenen Messwerte angepasst wurden.

Figur 12 zeigt wiederum die Anzahl der gebundenen Glukosemo-
lekiile in Abhadngigkeit von der Aktivitat. Kurve 31 betrifft
den desorbierten Zustand bei 46 °C, Kurve 32 den adsorbierten
Zustand bei 46 °C, Kurve 33 den desorbierten Zustand bei 31

°Cc und Kurve 34 den adsorbierten Zustand bei 31 °C.



10

15

20

25

30

35

WO 2011/121097 PCT/EP2011/055062
18

Die Kraftkurven 29 und 30 koénnen zur Erhoéhung der Genauigkeit
auch zusammen mit den Kraftkurven 24 und 25 in einer gemein-

samen Ausgleichsrechnung bestimmt werden.

In Tabelle 1 sind die Ergebnisse der Ausgleichsrechnung
eingetragen. Ein Blick auf Tabelle 1 zeigt, dass fur das
Diamantsubstrat die Bindungskonstante K, fiir den adsorbierten
Zustand etwa 8% groBer ist als die Bindungskonstante Ky fur
den desorbierten Zustand bei 31 °C und sogar um ca. 20%
grober bei 46 °C. Folglich sind mehr Glukosemolekiile an das
PAAmM-Molekil in seinem oberfladchenhaftenden Zustand gebunden.
Die zusatzlich gebunden Glukosemolekiile 16sen sich beim
Desorbieren des PAAm-Polymers ab, was zu dem gemessenen
Anstieg der Desorptionskraft fihrt. Auch der Abstand zwischen
zwel benachbarten Bindungsstellen erhdht sich beim Ubergang

vom adsorbierten zum desorbierten Zustand.

Fiir die Edelstahloberfldche kann der Verlauf der Kraftkurve
25 durch die Uberlagerung unterschiedlicher Glukosebindungs-
affinitdten erklart werden. Bis zu einer Konzentration von
ca. 0,2 M, entsprechend einer Aktivitdt a von ungefdhr 5 x
107°, bindet mehr Glukose an den geldsten Zustand im Ver-
gleich zu dem an der Oberfldche adsorbierten Zustand des
PAAmM-Molekiils. Folglich steigt die Anzahl der gebundenen
Glukosemolekiile bei erzwungener Desorption des PAAm-Molekils
durch das zus&dtzliche Binden von Glukosemolekilen aus der
umgebenden Glukoseldsung. Bei hoheren Konzentrationen bindet
jedoch mehr Glukose an das an der Oberfldche adsorbierte
PAAmM-Molekil im Vergleich zu seinem gestreckten Zustand in
Losung. Folglich miissen Glukosemolekile in Losung gehen und
das PAAm-Molekll verliert gebundene Glukosemoleklile, wdhrend
das PAAm-Moleklil von der Metalloberfldche abgezogen wird.
Dies 1ist hochst wahrscheinlich durch die unterschiedliche
Affinitat von Glukose zu dem Substratmaterial selbst verur-
sacht. Bel kleinen Konzentrationen wird der Zucker von der

Metalloberfldche abgewiesen und zeigt eine reduzierte Tendenz
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an das PAAmM-Molekil zu binden, wenn sich das PAAm-Molekil an
der Oberflidche befindet. Mit steigender Glukosemenge an der
Adsorptionsschicht 7, steigt auch die Zahl an adsorbierter
Glukose, bis sich eine dichte Schicht aus Glukosemolekilen
auf der Adsorptionsschicht 7 gebildet hat. Nun ist das Bin-
dungsverhalten dhnlich dem auf der oxidierten Diamantoberfla-

che.

Anstelle der Desorptionskraft kann auch die Anderung der
Desorptionslange L als Funktion der Konzentration oder Akti-
vitdt der Einzelmolekiile 21 gemessen werden. Aufgrund der
Anlagerung oder des Ablosens von Einzelmolekiilen 21 an das
Sondenmolekil 5 kommt es zu Anderungen in der Desorptionsléan-
ge. Durch deren Messung als Funktion der Aktivitdt oder der
Konzentration kann die genaue Zahl der gebundenen Molekile
bestimmt werden, sofern die La&ngendnderung pro Einzelmolekiile

bekannt ist.

AbschlieBend sei noch darauf hingewiesen, dass Merkmale und
Eigenschaften, die im Zusammenhang mit einem bestimmten

Ausfiilhrungsbeispiel beschrieben worden sind, auch mit einem
anderen Ausfihrungsbeispiel kombiniert werden kdnnen, auller

wenn dies aus Grinden der Kompatibilitdt ausgeschlossen ist.

SchlieBRlich wird noch darauf hingewiesen, dass in den Anspri-
chen und in der Beschreibung der Singular den Plural ein-
schlieflt, auber wenn sich aus dem Zusammenhang etwas anderes
ergibt. Insbesondere wenn der unbestimmte Artikel verwendet

wird, 1ist sowohl der Singular als auch der Plural gemeint.
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Bindungsparameter von D-Glukose an PAAm auf Edelstahl 316l

und oxidiertem Diamant bei unterschiedlicher Temperatur.

Edelstahl 316L

O-Diamant

O-Diamant

Temperatur 31 °cC 31 °C 46 °C
Kq 1300 1300 1400
dq[A] 2.40 2.40 2.68
AGq[kJ mol™'] 18.13 18.13 18.32
Ka 114 1404 1789
da[A] 0.99 2.15 2.55
AG,[kJ mol™] 11.98 18.33 18.94
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Patentanspriche
1. Verfahren zur Untersuchung von Molekiilbindungen, beil
dem:

- ein Messkopf (2) und ein Adsorptionskdrper (6) mit einer
Adsorptionsfldche (7) bereitgestellt wird;

- der Abstand zwischen dem Messkopf (2), der mit einem
Sondenmolekiil (5) versehen ist, und dem Adsorptionskdrper
(4), an dessen Adsorptionsflache (7) das Sondenmolekidl (5)
wenigstens teilweise adsorbiert ist, geédndert wird;

- mit Hilfe einer Kraftmessvorrichtung (11-14) die Kraft
gemessen wird, die von dem Sondenmolekiil (5) zwischen Mess-
kopf (2) und Adsorptionskdrper (6) vermittelt wird;

- eine Kraft-Weg-Kurve (16) bestimmt wird, die die Abh&ngig-
keit der gemessenen Kraft von der Anderung des Abstandes
zwischen Messkopf (2) und Adsorptionskdrper (6) zeigt;

- durch Auswertung von Kraftplateaus (17) der Kraft-Weg-
Kurve (16) eine Desorptionsgrobe (Fges, L) des Sondenmolekils
(5) an der Adsorptionsfldche (7) im quasistationdren Gleich-
gewicht bestimmt wird,
daduroch gekennzeichnet, da s s

- eine Aktivitidt von Einzelmolekiilen (21) in einem an die
Adsorptionsflache (7) des Adsorptionskdrpers (6) angrenzenden
Bereich wvariiert wird,

- die DesorptionsgroBe (Fges, L) 1n Abhangigkeit von der
Aktivitdt der Einzelmolekiile (21) bestimmt wird und dass

- anhand eines zwischen Desorptionsgrébe (Fges, L) und Akti-
vitdt ermittelten Zusammenhangs (24, 25, 29, 30) Bindungspa-
rameter bestimmt werden, die die Bindung der Einzelmoleklle
(21) an das Sondenmolektl (5) im adsorbierten und desorbier-

ten Zustand des Sondenmolekils (5) beschreiben.

2. Verfahren nach Anspruch 1,

daduroch gekennzeichnet, da s s

die DesorptionsgroRe (Fges, L) an wenigstens elner welteren
Adsorptionsflache (7) von wenigstens einem weiteren Adsorpti-

onskdérper (6) in Abhdngigkeit von der Aktivitat der Einzelmo-
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lekiile (21) bestimmt wird und dass anhand von zwischen De-
sorptionsgréBe (Fges, L) und Aktivitdt ermittelten Zusammen-
hangen (24, 25) die Bindungsparameter bestimmt werden, die
die Bindung der Einzelmolektle (21) an das Sondenmolekil (5)
im desorbierten Zustand und in den an die verschiedenen
Adsorptionsfldachen (7) adsorbierten Zustanden des Sondenmole-

kils (5) beschreiben.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2,

daduroch gekennzeichnet, da s s

die DesorptionsgroBe (Fges, L) bel verschiedenen Temperaturen
in Abhadngigkeit von der Aktivitat der Einzelmolekiile (21)
bestimmt wird und dass anhand von zwischen Desorptionsgroélie
(Fges, L) und Aktivitdt ermittelten Zusammenhdngen (24, 25)
die Bindungsparameter bestimmt werden, die die Bindung der
Einzelmolekiile (21) an das Sondenmolekil (5) in den desor-
bierten und adsorbierten Zustidnden des Sondenmolekils (5) bei

den verschiedenen Temperaturen beschreiben.

4. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 3,
daduroch gekennzeichnet, da s s
bei der Auswertung der Kraftplateaus (17) die Desorpti-

onskraft (Fges) bestimmt wird.

5. Verfahren nach Anspruch 4,

daduroch gekennzeichnet, da s s

als zu ermittelnden Bindungsparameter die Bindungskonstanten
(Ks, Kp) fir die Bindung der Einzelmolekiile (21) an das
Sondenmolekil (5) im Gleichgewichtszustand und die mittlere
Bindungstellenldnge (ds, dp) bestimmt werden, wobel die
Bindungskonstanten (Ks, Ky) und die Bindungsstellenldnge (ds,
dp) Jjewells fiur den an der jeweiligen Adsorptionsfldche (7)
adsorbierten und den von der jeweiligen Adsorptionfldche (7)

desorbierten Zustand des Sondenmolekils (5) bestimmt werden.

6. Verfahren nach Anspruch 5,

daduroch gekennzeichnet, da s s
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fiir die Ermittelung der Bindungsparameter (K,, dy) diejenigen
Bindungsparameter, die dem von den Adsorptionsfldchen (7)
desorbierten Zustand des Sondenmolekiils (5) zugeordnet sind,

gleich gesetzt werden.

7. Verfahren nach einem der Anspriche 4 bis 6
daduroch gekennzeichnet, da s s
aus der Bindungskonstante eine Bindungsenergie (AG) pro

Einzelmolektl (21) bestimmt wird.

8. Verfahren nach einem der Anspriche 4 bis 7

dadurch gekennzeichnet, d a s s

die Bindungsparameter durch Anpassen einer Ausgleichsfunktion
(24, 25) an Messwerte der Desorptionskraft (Fges)y bestimmt
werden, wobei die Messwerte gegen die Anderung der Aktivitat
aufgetragen sind und die Parameter der Ausgleichsfunktion die
Bindungskonstanten (Ks, Ky) und die mittlere Bindungsstellen-
linge (ds, dp) fir den adsorbierten und desorbierten Zustand

des Sondenmolekils (5) sind.

9. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 3

daduroch gekennzeichnet, da s s

bei der Auswertung der Kraftplateaus (17) die Desorptionslan-
ge (L) bestimmt wird und aus der Abhdngigkeit der Desorpti-
onsldnge (L) von der Aktivitdt der Einzelmolekile (21) eine
Anzahl der an das Sondenmolekiil (5) gebundener Einzelmolekiile

(21) bestimmt wird.

10. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 9
dadurch gekennzeichnet, da s s
die Einzelmolekile (21) in einem Losungsmittel (9) geldst

werden.

11. Verfahren nach Anspruch 10
daduroch gekennzeichnet, da s s
ein gasfomiges oder flissiges Ldsungsmittel (9) verwendet

wird.
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12. Vorrichtung zur Untersuchung von Molekiilbindungen mit:

- einem Adsorptionskorper (6), der mit einer Adsorptionsfla-
che (7) versehen ist,

- einem Messkopf (2), dessen Abstand von der Absorptionsfla-
che (7) veranderbar ist,

- einer Kraftmessvorrichtung (11-14), mit der eine zwischen
Messkopf (2) und Adsorptionsfléche (7) wirkende Kraft messbar
ist, und mit

- eliner an die Kraftmessvorrichung (11-14) angeschlossene
Auswerteeinheit (15),
dadurch gekennzeichnet, d a s s
die Auswerteeinheit (15) zur Durchfihrung eines Verfahrens

nach einem der Anspriche 1 bis 11 eingerichtet ist.
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