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Zusammenfassung: Die Gedichtnisspeicherung erfordert,
zumindest teilweise, die Langzeitpotenzierung (LTP) in
den Synapsen der dendritischen Dornfortsatze aufrecht-
zuerhalten. Benachbarte Synapsen bilden haufig funktio-
nelle Cluster. Gegenwartig ist noch unklar, wie sich Cluster
entwickeln, warum sie fiir langere Zeitabschnitte stabil
sind, und wie Dornfortsdtze innerhalb eines Clusters in-
teragieren. In diesem Review werden wir einen Uberblick
iiber gegenwartige Konzepte der geclusterten Plastizitat
geben, und wir werden die zelluldren sowie die moleku-
laren Mechanismen diskutieren, welche fiir die Stabilitat
der Dornfortsatze und die damit verbundenen Funktionen
im Kontext mit LTP relevant sein kénnen. Wir werden den
Vorschlag machen, dass die Dynamik der initial gebilde-
ten Cluster von der Kompartimentierung der Dendriten
abhdngt und dass die aktivititsabhdngige Genexpression
dazu kommt, um die unterschiedlichen synaptischen Ge-
wichtungen aufrechtzuerhalten. Wir werden diskutieren,
wie fiir das Aufrechterhalten der geclusterten Plastizitat
eine Interaktion erfolgt zwischen den Mechanismen des
synaptischen ,Tagging“ (Etikettieren), der Anwesenheit
sekretorischer Organellen in den Dendriten und dem
Einbau der synaptischen Skalierungsfaktoren, welche
durch unmittelbar-aktivierte Gene (,,immediate early
genes, IEG) codiert werden.
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Einleitung

Spezifitat, Kapazitdat und Dauer der Geddchnisspeicherung
hingen vermutlich sowohl von der Plastizitat als auch der
Stabilitdt der synaptischen Kontakte ab (Pozo und Goda,
2010). Insbesondere die dendritischen Dornfortsitze, ein
spezialisierter Typ der glutamatergen Synapsen im Grof3-
hirn, sind mit héheren kognitiven Funktionen verbun-
den. Diese enthalten elektronendichte Proteinnetzwerke,
welche postsynaptische Verdichtung (PSD) genannt
werden, die dazu dienen, die Neurotransmitterrezepto-
ren, Ionenkandle und synaptischen Zelladhdsionsmole-
kiile ebenso wie Signalbestandteile der Dornfortsitze zu
verankern. Dendritische Dornfortsdatze konnen in Form,
Grofie und Stabilitét iiber die Zeit hinweg unterschied-
lich sein. Reife Dornfortsdtze haben hdufig eine pilzar-
tige Form mit einem breiten Fortsatzkopf (bis zu 0,81 pm
Durchmesser) mit der PSD und einen diinnen Fortsatzhals
(0,1-0,2 pm), welcher den Fortsatz an den dendritischen
Schaft anbindet und als Diffusionsbarriere dient (Bosch
und Hayashi, 2012). Aktin-Filamente (F-Actin) stellen die
hauptsachliche Zytoskelettkomponente der Dornfortsdtze
dar und sind wesentlich beteiligt bei struktureller Plasti-
zitdt; sie verankern die mRNA - Granula und Organellen
und vermitteln den Transport in die Dornfortsdtze und aus
diesen heraus (Konietzny et al., 2017). Dendritische Dorn-
fortsdtze enthalten hochdynamisches verzweigtes F-Actin
im Kopf der Dornfortsdtze nahe bei der PSD. Dieser stabile
Pool an F-Actin, welches wesentlich fiir das Aufrechterhal-
ten der Struktur des Dornfortsatzes ist, ist an der Basis des
Dornfortsatzes lokalisiert. So werden geradlinige Biindel
wie auch ein periodisches Actin-Netz im Fortsatzhals ge-
funden. Eine solche Nano-Dominen-Organisation des
F-Actin in den Dornfortsétzen erlaubt auf der einen Seite
rasche Antworten auf extrazelluldre Reize und bietet auf
der anderen Seite die Moglichkeit, moglichst optimal {iber
lange Zeitperioden die Form zu stabilisieren. Groflere
Dornfortsdtze konnen zusatzlich verschiedene Organel-
len enthalten, wie zum Beispiel den Dornfortsatzapparat,
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Polyribosomen und andere. Die synaptische Ubertragung
an erregenden Synapsen beruht auf der Aktivierung der
N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptoren (NMDARs) und der
a Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isocazolepropionsdure-
Rezeptoren (AMPARSs). Aktivititsabhédngige Verdnderun-
gen der synaptischen Ubertragung korrelieren streng mit
Verdanderungen in der Rezeptoranzahl sowie der Form und
der Gr6f3e der dendritischen Dornfortsitze (Carlisle und
Kennedy, 2005).

Mit bildgebenden Verfahren in Zeitraffermethode
durchgefiihrte Untersuchungen der Dornfortsédtze weisen
darauf hin, dass die Lebensdauer synaptischer Verbin-
dungen sich deutlich zwischen apikalen und basalen
Dendriten unterscheidet und auch verschieden ist, je
nach unterschiedlicher Hirnregion. In der CA1 — Region
des Hippokampus zum Beispiel ist die Population der
Dornfortsdtze an basalen Dendriten hoch dynamisch. Die
mittlere Lebenszeit der basalen CAl-Dornfortsétze (diese
erhalten vor allem von den CA3-Zellen einen Input) wird
auf zehn Tage geschitzt, und dies ermdglicht einen voll-
standigen Umbau der Verschaltung innerhalb von drei bis
sechs Wochen (Attardo et al., 2015). Interessanterweise
zeigte Langzeitbildgebung der apikalen Biischeldendri-
ten der Pyramidenneuronen des CA1 (sie erhalten Input
vom entorhinalen Kortex) oder des Neokortex, dass die
meisten Dornfortsédtze tiber mehr als drei Monate persis-
tieren kénnen (> 50 %) (Gu et al., 2014; Holtmaat et al.,
2005). Diese Dornfortsétze sind gewGhnlich grofier, was
darauf hinweist, dass sie auch stirker sein konnten, wo-
hingegen kleine Dornfortsdtze haufiger auftauchen und
verschwinden (Holtmaat et al., 2005). Experimentelle
Daten weisen ferner darauf hin, dass die Grof3e der PSD
mit der Stabilitdt der Dornfortsétze in vivo korreliert (Cane
et al., 2014). Unterschiede der Stabilitidt der Dornfortsitze
unterstiitzen die Idee, dass das transiente Vorhandensein
des hippokampusabhdngigen Gedachtnisses direkt die
erhthte Umsatzrate der hippokampalen Synapsen reflek-
tiert. Die Situation kann jedoch noch viel komplexer sein.
Stabilitat und Plastizitdt der Dornfortsatze scheinen kom-
partimentiert zu sein, und zwar nicht nur in den apikalen
und basalen Dendriten, sondern auch innerhalb eines ge-
gebenen dendritischen Segments. Mehrere Argumente un-
terstiitzen die ,,geclusterte Plastizitatshypothese®, welche
vorschladgt, dass Cluster, viel mehr als nur die einzelnen
synaptischen Kontakte, eine fundamentale Grundeinheit
fiir die Speicherung des Langzeitgeddchtnisses bilden
konnen (Abbildung 1A-B). Pyramidenneurone im Kortex
und Hippokampus beherbergen bis zu 10.000 Dornfort-
sdtze, und das gleichzeitige Wachstum und Verschwinden
von Synapsen muss nicht nur an jedem einzelnen excita-
torischen Input sondern auch auf der Ebene der funktio-

DE GRUYTER

nellen Cluster reguliert sein. Insgesamt gesehen werfen
diese Beobachtungen folgende bedeutende Frage auf. In
Anbetracht des molekularen Umsatzes ist zu fragen: Wie
koénnen geclusterte Synapsen, welche LTP erlebt haben,
fiir so lange Zeitperioden stark bleiben, wie das Gedacht-
nis aufrechterhalten bleibt?

Geclusterte Plastizitat in
dendritischen Segmenten

Man weif3 relativ wenig dariiber, wie LTP die geclusterte
Plastizitat an sich beeinflusst und welches die zugrunde
liegenden Mechanismen sind. Ausreichend starke synap-
tische Aktivierung kann in individuellen Dornfortsiatzen
LTP induzieren (Harvey und Svoboda, 2007; Matsuzaki et
al., 2004). Jedoch ist die fiir die Potenzierung erforderliche
Reizstarke vermindert, wenn ein benachbarter Dornfort-
satz potenziert wird. Dieses Phdnomen tritt wahrend der
Aktivierung von synaptischen Clustern auf (Govindarajan
et al., 2011; Harvey und Svoboda, 2007). Der dendritische
Ast stellt ein ideales Segment dar, durch das Signalmo-
lekiile durchlaufen kéonnen. In der Tat ist es so, dass die
Induktion der NMDAR-abhéngigen LTP an individuellen
dendritischen Dornfortsdtzen Signalkaskaden aktiviert,
welche sich tiber 5-10 pm bis in die Elterndendriten aus-
breiten. Dariiber hinaus enthalten die dendritischen Aste
die Translationsmaschinerie fiir die Synthese neuer Pro-
teine und sekretorische Transportorganellen, welche das
richtige Falten, die Modifikation und die Zustellung der
plastizitdtsbezogenen Membranproteine sicherstellen
(Hanus und Ehlers, 2016; Mikhaylova et al., 2016). Daher
ermoglicht die dendritische Kompartimentierung auf der
Ebene individueller Aste méglicherweise einen autono-
men Aufbau und Unterhalt von geclusterten Synapsen.
Mehrere Untersuchungen haben in der Tat die Exis-
tenz einer dendritischen Kompartimentierung in vivo und
in vitro bewiesen (Govindarajan et al., 2011; Kleindienst
et al., 2011; Makino und Malinow, 2011; Takahashi et al.,
2012). Interessanterweise scheinen die molekularen Me-
chanismen des synaptischen Clustering bei jungen und
erwachsenen Gehirnen unterschiedlich zu sein. Bei syn-
aptischer Aktivierung in der altersabhdngigen Entwick-
lung breitet sich Kalzium in Dendriten aus und hilft dabei,
andere gleichzeitig aktive Dornfortsdtze zu starken, indem
die Reizschwelle, welche fiir die Potenzierung erforderlich
ist, erniedrigt wird. Rdumlich geclusterte und zeitlich kor-
relierte synaptische Eingdnge zeigen lokal kooperative
Plastizitat, und Synapsenreifung ist zusammen mit dem
Clustern der synaptischen Wichtungen in den sich entwi-
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Abb. 1: Molekulare Mechanismen der geclusterten Plastizitat.
(A) Induktion von LTP und synaptischem Etikettieren in Hippokampuss-Schnitten in vitro. HFS — Hochfrequenzstimulation, WTET — schwache
tetanische Stimulation mithilfe von Stimulationselektroden (Input S1 und S2), Rec. — Ableitelektrode.

(B) Mégliche Mechanismen, welche wahrend des Aufbaus der geclusterten Plastizitdt mit jeweils verschiedener Zeitskala aktiv sind. Die
Schwelle fiir die Induktion von LTP ist niedriger in Dornfortsatzen, welche in Nachbarschaft zu einem Dornfortsatz gelegen sind, bei dem LTP
erfolgreich induziert wurde. Somit werden Reize, welche normalerweise nur eine friihe Form der LTP (E-LTP) auslésen, eine Transformation in
eine spate Form verursachen (L-LTP). Mogliche molekulare Mechanismen werden dargestellt (siehe auch den Haupttext).

(C) Konfokales Bild eines Hippokampus-Neurons, welches mit einem Marker fiir Golgi Satelliten (pGolt-mCherry) und einem Retromer
Marker (Vps35-GFP) transfiziert wurde, wobei das endogene ERGIC (ERGIC53) angefarbt wurde. Es zeigt die nahe beieinander liegende raum-
liche Verteilung der post-ER sekretorischen Organellen. Rechtes Bild: Hochauflésende Vergréferung der Regionen von Interesse (ROI) 1 und
2. Abgedruckt mit Erlaubnis aus (Mikhaylova et al., 2016).
(D) Dendritische sekretorische Organellen kénnen einen Beitrag liefern zur dendritischen Kompartimentierung von geclusterten Synapsen.
ER —Endoplasmatisches Retikulum, MT — Mikrotubuli, RE - recycling endosome, PrPs — plasticity-related proteins, ERGIC - ER to Golgi inter-
mediate compartment.

ckelnden Dendritenbdumen raumlich reguliert (Lee et al.,
2016; van Bommel und Mikhaylova, 2016). In erwachse-
nen Neuronen beobachtet man eine zunehmende Dichte
der synaptischen Cluster wiahrend der Lernvorgdnge. In
diesem Fall ist die Kalziumerh6hung hauptsachlich auf
den Kopf des Dornfortsatzes begrenzt und die Signaliiber-
tragung zwischen benachbarten Dornfortsdtzen hangt von
lokaler Depolarisation, Aktivierung und Diffusion von Si- 1)
gnalmolekiilen ebenso wie von Translation der dendriti-

schen mRNA ab. Studien, die das Ziel hatten, zu verste-

hen, wie synaptisches Clustering sich zu LTP und Synaptic

2016).

c

pGolt-mCherry Vps35-GFP ERGIC53

Lokale Protein Prozessierung und Recycling
in geclusterter Plastizitat

Geclusterte Synapsen
Zeit (bis zu 40 Min)

@ @

‘d@ E-LTP
N

Verteilte synaptische Eingange

tagging (Adressieren) verhilt, zeigen, dass einige Schliis-
selfaktoren auch bei der Induktion der LTP an Einzelsyn-
apsen eine Rolle spielen (van Bommel und Mikhaylova,

Zurzeit werden drei Mechanismen vorgeschlagen,
welche in verschiedenen Zeitskalen wirken, (Figur 1B)
(Winnubst und Lohmann, 2012):

Initial wird ein ,,aktiver” dendritischer Cluster erzeugt,
indem stille Synapsen aktiviert werden. ,,Stille Synap-
sen® enthalten NMDRs aber keine AMPARs (Hanse et
al., 2009). Induktion der LTP 16st das Aufheben des
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Mg?-Blocks an NMDRs aus und erhoht die Oberfla-
chenexpression der AMPARs. Dieser Vorgang lauft in
Sekunden ab.

2) Die gleichzeitige Aktivierung der beiden kleinen
GTPasen Ras und RhoA wihrend Hochfrequenzstimu-
lation erzeugt eine Wechselwirkung mit benachbarten
Dornfortsdtzen (Harvey et al., 2008; Murakoshi et al.,
2011). Aktivitat von Ras breitet sich iiber circa 10 pm in
Dendriten aus und dringt durch Diffusion in benach-
barte Dornfortsétze ein (Harvey et al., 2008). Ras ist
dann in der Lage, den Signalweg der mitogenaktivier-
ten Proteinkinasen (MAPK) zu aktivieren, welcher die
fiir LTP erforderliche Proteinsynthese stimuliert (Kel-
leher et al., 2004), wohingegen RhoA den Rock-Sig-
nalweg aktiviert, welcher fiir die Reorganisation des
Aktin wichtig ist, um die Dornfortsdtze zu vergrofiern
(Murakoshi et al., 2011). Dieser Prozess lduft innerhalb
von Minuten ab.

3) Die Hypothese des ,,synaptischen Adressierens und
Einfangens“ schldgt vor, dass die Induktion der
LTP aktive Synapsen mit Adressen (,,tags“) versieht,
und zwar unabhingig von der Aktivierungsstarke
(Frey und Morris, 1997). Hochfrequenzstimulation,
welche die Proteinsynthese-abhdngige spate Phase
der LTP (L-LTP) induziert, verursacht die Herstellung
von plastizitdtsbezogenen Proteinen (PrP), welche
spdter durch eine jeweils aktive Synapse eingefangen
werden, nicht notwendigerweise diejenige Synapse,
welche urspriinglich den Hochfrequenzreiz erhalten
hatte (Frey und Morris, 1997). Ein plausibles Modell
verbindet synaptisches Adressieren mit synaptischer
Clusterbildung, weil benachbarte Synapsen, die auf
einem Ast lokalisiert sind, eine h6here Wahrschein-
lichkeit haben, das ,,synaptische Etikett“ zu erwi-
schen (Govindarajan et al., 2006). Infolge der Induk-
tion der LTP ist die Expression von PrPs erhoht, was
das synaptische Clustern in benachbarten Synapsen
innerhalb von Stunden verstarken wird.

Jedoch gibt es andere Faktoren, wie zum Beispiel die Lo-
kalisation der dendritischen Proteintranslation und der
-prozessierungsmaschinerie, Signalwege von Synapse zu
Zellkern und zuriick, synaptisches Adressieren und invers-
Adressieren, die eine wichtige Rolle spielen konnten bei
Kompartimentierung der potenzierten Synapsen. Weiter
unten werden wir die méglichen Beitrdge dieser Faktoren
diskutieren.
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Spielen dendritische mikro-
sekretorische Systeme eine
Rolle bei der dendritischen
Kompartimentierung?

Neurone sind hoch polarisierte Zellen mit einem komple-
xen dendritischen Baum. Diese komplexe Zytoarchitektur
stellt einzigartige Herausforderungen an die Proteostase
(Dieterich und Kreutz, 2016; Rosenberg et al., 2014), wobei
der Hauptteil der Maschinerie fiir Synthese und Abbau von
Proteinen im Soma lokalisiert ist. Zu circa 20 % erfolgt de
novo Proteinsynthese lokal in Dendriten, wo die Maschine-
rien sowohl fiir Proteinsynthese als auch — abbau vorhan-
den sind. Von diesen wurde gezeigt, dass sie die Verfiig-
barkeit an Protein wihrend der synaptischen Ubertragung
regulieren. In den letzten Jahren wurde klar, dass es Sa-
telliten-Mikrosekretionssysteme in neuronalen Fortsdtzen
gibt, welche die lokale Synthese und das Prozessieren
der synaptischen Transmembranproteine ermdglichen.
Das Endoplasmatische Retikulum in Pyramidenneuro-
nen des Hippokampus ist zwischen Dornfortsdtzen und
der duf3eren Kernmembran durchlaufend. Dendriten ent-
halten ERGIC, Golgi-Satelliten, Retromere, dendritische
mRNA, wobei Polyribosomen {iiberall gefunden werden
konnen (Dieterich und Kreutz, 2016; Hanus und Schuman,
2013) (Abbildung 1C-D). Es wurde gezeigt, dass synapti-
sche Plastizitdat abhdngt von differenziellem Sortieren, Zu-
stellen und Festhalten von Neurotransmitterrezeptoren,
und dass NMDAR und AMPAR durch dendritisches ER,
ERGIC, GS und Retromere prozessiert werden (Mikhaylova
et al., 2016). Die Rdumliche Eingrenzung fiir die Potenzie-
rung geclusterter Synapsen beruht wahrscheinlich auf der
Anwesenheit der lokalen mikrosekretorischen Maschine-
rie, welche den Bedarf nach Membranproteinen befriedigt
und welche den verfiigharen Pool definiert. Das dendriti-
sche mikrosekretorische System, welches Satelliten-Golgi-
Apparat enthilt, existiert iiberall im dendritischen Baum
der Pyramidenneurone, aber es ermdglicht die Verfiigbhar-
keit von Proteinen fiir die Membranen nur in rdumlich
begrenzten dendritischen Segmenten. Es wird interessant
sein zu iiberpriifen, ob die Anwesenheit von mikrosekre-
torischen Systemen in Dendriten einen Beitrag liefert zur
geclusterten Plastizitit (Abbildung 1D).
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Abb. 2: Synaptisches Etikettieren
(,tagging®) und Einfangen und inverses

Etikettieren (,inverse tagging®) bei geclus-
Tagging von aktiven ( gging*) bei g
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e Sl Y band Modell* ermdglicht PrPs einzufan-
. mRNA E-LTP\(JWg. L7 LLTP gen, um LTP an potenzierten Synapsen
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Synapse-zum-Zellkern ¥ ren an inaktiven Synapsen dazu beitragt,
I.Fa“';g"js:gs A die Unterschiede der synaptischen
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Integration der lokalen Vorgdnge
und der aktivitaitsabhangigen
Genexpression: Ist da eine Balance
zwischen verteilter und geclusterter
Plastizitat?

Faszinierender Weise wird die Tendenz, die potenzierten
Dornfortsdtze in einem Ast der Dendriten zu akkumulie-
ren, im Gegenzug durch nukledre ERK-Signale und nach-
folgende Genexpression ausgeglichen, welche wiederum
durch rdaumlich verteilte Eingdnge induziert werden.
Dies mag von Bedeutung sein fiir die Entwicklung einer
ausgewogenen rdumlichen Verteilung der synaptischen
Wichtungen (Zhai et al., 2013). Was konnte der zugrunde
liegende Mechanismus fiir diese Art verteilter Plastizitat
sein? Es wurde vorgeschlagen, dass aktivititsabhdngige
Genexpression auf die synaptische Funktionalitat riick-
koppelt, damit Langzeitgedadchtnis aufrechterhalten wird
(Kaushik et al., 2014; Rosenberg et al., 2014). Indes ist
der spezifische Beitrag der Gentranskription zur Bildung
des Langzeitgeddchtnisses zum grof3en Teil noch schwer
fassbar. Eine zentrale Herausforderung beziiglich der
geclusterten Plastizitdt ist es, die synaptischen Verbin-
dungen aufrechtzuhalten, damit die stromaufwarts und
stromabwarts gelegenen Verschaltungen innerhalb des
Engramm-Zellensembles bewahrt werden. Computermo-
dellierung legt nahe, dass eine unimodale synaptische
Wichtungsverteilung wesentlich fiir die synaptische Sta-
bilitat ist (Smolen, 2015). Die Stabilitit dieser Verteilung
erfordert, dass es zwischen den Synapsen, welche inner-
halb kleiner Cluster organisiert sind, einen Wettbewerb
um Ressourcen gibt. Unter diesem Wettbewerb sind die
Cluster iiber Jahre hinaus stabil (Smolen, 2015).

Unter dem Blickwinkel des Wettbewerbs um Res-
sourcen ist das inverse synaptische Etikettieren (,inverse
tagging“) (Okuno et al., 2012) eine faszinierende Moglich-

(3 82
iR.® lierungsfaktoren. CREB — cAMP response

element-binding protein.

keit, welche die aktivititsabhdngige Genexpression mit der
Stabilitat der Verteilung der synaptischen Wichtungen ver-
bindet. In einer bahnbrechenden Studie konnten Okuno
und Kollegen zeigen, dass die kurz vorher inaktiven Dorn-
fortsdtze das IEG-Produkt Arc infolge der Anhdufung von
inaktiver CaMKII-$ einfangen. Dies resultiert daraufhin in
AMPAR-Endocytose und einem weiteren Abschwachen der
synaptischen Antworten im Vergleich zu den benachbar-
ten kiirzlich vorher aktiven Dornfortsdtzen (Okuno et al.,
2012). Wir finden die Vorstellung sehr ansprechend, dass
Proteinprodukte der IEG, welche beim Herunterskalieren
der synaptischen Wichtungen beteiligt sind, mittels Endo-
cytose der AMPAR selektiv auf eine Untergruppe der inak-
tiven Synapsen wirken (Abbildung 2). In der Tat wurde fiir
IEG, wie zum Beispiel Arc, PLK2 oder Homer 1A, welche
alle an Synapsen lokalisiert sind, eine Mitwirkung beim
Herunterskalieren der synaptischen Antworten beschrie-
ben (Hayashi et al., 2012). Eine Vorbedingung ist die An-
wesenheit eines ,,tag®, welches IEG — Proteine an inaktiven
Dornfortsdtzen einfangt, wie es zum Beispiel fiir CaMKII-8
gezeigt wurde. Nachdem das Aufrechterhalten der Unter-
schiede der synaptischen Wichtungen wesentlich fiir die
geclusterte Plastizitdt und dem entsprechend fiir die Sta-
bilitat der LTP ist, liegt es nahe zu spekulieren, dass das
inverse ,,tagging“ von IEG eine Verbindung herstellt zwi-
schen aktivitatsabhdngiger Genexpression und dem Auf-
rechterhalten von Langzeitgeddchtnis. Parallel dazu kann
die lokale Haufigkeit verschiedener PrPs rdumlich und
zeitlich kontrolliert werden, indem spezifische dendriti-
sche mRNAs innerhalb der Ribonukleinsdure-Protein Par-
tikel (RNPs) gezielt in die dendritischen Kompartimente
mit hoher oder niedriger synaptischer Aktivitdat gebracht
werden. Dafiir hat man den Namen ,,Sushi Transportband
Modell“ geprdgt, wo RNPs von multiplen Synapsen gefasst
oder freigesetzt werden, wodurch ein weiteres molekula-
res Hilfsmittel fiir synaptisches Etikettieren geschaffen
wird (Doyle and Kiebler, 2011).
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