Proteomik

Balanceakt bei klinischen Studien

Die Proteomforschung verspricht uns
selektive Biomarker und hochwirksame
Antikorper fiir die molekulare Medizin.
Dass vor allem der therapeutische An-
satz riskant fiir Patienten und Forscher
sein kann, zeigte eine klinische Studie
im Miirz 2006.

AmMorgendes 13. Mirzereignete sich
am Londoner Northwick Park Hospital
ein schwerer Zwischenfall. Der von der
deutschen Firma TeGenero aus Wiirzburg
entwickelte Wirkstoff TGN1412 wurde
zum ersten Mal am Menschen erprobt und
16ste bei sechs gesunden jungen Proban-
den Nebenwirkungen aus, die innerhalb
von Minuten eine intensivmedizinische
Betreuung notwendig machten: Nach der
Verabreichung der Injektion schwollen
Kopf und Nacken gespenstisch an, die
Minner wanden sich vor Schmerzen und
rissen sich die Kleider vom Leib. Was war
geschehen?

Im Rahmen einer klinischen Studie
wurde den Versuchspersonen der mono-
klonale Antikorper gegen das Oberfld-
cheneiweill CD28 von T-Zellen injiziert.
Wenn sich eine Antigen-pridsentierende
Zelle und eine T-Zelle, die dieses Anti-
gen erkennt, treffen und gleichzeitig das
CD28-Molekiil iiber kostimulatorische
Molekiile gebunden wird, kommt es zur
Aktivierung. Die T-Zelle bildet Tausende
identischer Kopien, die sich gegen dieses
eine Antigen richten.

Prof. Thomas Hiinig, Leiter des Ins-
tituts fiir Virologie und Immunbiologie
der Universitdt Wiirzburg, fand mit sei-
ner Arbeitsgruppe heraus, dass T-Zellen
auch durch direkte Bindung des CD28-
Molekiils an TGN1412 ohne Vermittlung
antigen-prisentierender Zellen aktiviert
werden konnen. Diese Entdeckung galt
als bahnbrechend, denn so wurde es
moglich, eine zelluldre Abwehrreaktion
unabhiingig von der Spezifitit der T-Zellen
auszuldsen. Ziel der Gruppe war es, mit
dem Wirkstoff bosartige Erkrankungen
wie die chronisch lymphatische Leuki-
mie oder Autoimmunkrankheiten wie die
rheumatoide Arthritis zu bekimpfen.

Die Substanz wurde von einem jun-
gen Startup-Unternehmen TeGenero in
Kooperation mit Boehringer Ingelheim
produziert und von der US-Firma Parexel
getestet. Wie Dr. Ulrich Kalinke, Leiter
der Abteilung Immunologie am Paul-
Ehrlich-Institut bestétigt, erhielt die Firma

nach Abschluss der Vorstudien —darunter
auch mit hohen Dosen an Primaten — die
Genehmigung fiir die klinische Priifung
in Phase 1. ,,Nichts wies darauf hin, dass
die Substanz so katastrophale Folgen
haben wiirde*, sagte Thomas Hiinig am
Tag nach dem Unfall in Presseinterviews.
Und Dr. Thomas Hanke, Chef von TeGe-
nero, schrieb auf der Website des schwer
betroffenen Northwick Park Hospitals:
,untersuchungen miissen diese schockie-
renden Ereignisse so schnell wie moglich
aufklédren... Unsere Gedanken sind bei
den Patienten und ihren Familien.”

Fiir die jungen Minner ging die Ge-
schichte glimpflich aus; sie sind inzwi-
schen alle wieder wohlbehalten zuhause.
Der jungen Firma TeGenero versetzte
TGN1412 aber den Todesstol. Am 4.
Juli gab der Vorstand die Er6ffnung des
Insolvenzverfahrens bekannt.

Wortlich heifit es: ,,Die Ereignisse der
TGN1412-HV Phase 1 Studie waren fiir
unsere Gesellschaft... unfassbar. Die Un-
tersuchungsergebnisse der englischen und
deutschen Zulassungsbehdrden, MHRA
und Paul-Ehrlich-Institut, haben bestitigt,
dass TeGenero keine Miéngel vorgewor-
fen werden konnen ... Diese Tatsachen
stellen die Industrie, die sich mit der
Entwicklung von hochwirksamen Medi-
kamenten beschiftigt, vor eine erhebliche
Herausforderung. Fiir TeGenero ist es
sehr bedauerlich, dass wir nicht mehr im
bisherigen Umfang zur Losungsfindung
beitragen kénnen.*

Die Erforschung und Entwicklung
neuer Antikdrper gegen Zielmolekiile
im Ko&rper von Patienten miisse jedoch
unabhingig von solchen Ereignissen
voranschreiten, meint Kalinke. Obwohl
manche Forscher nun der Meinung seien,
dass superagonistische Antikdrper wie
TGN1412 keine Zukunft mehr haben,
werde die Kostimulation eine wichtige
Aufgabe der Proteomik bleiben. In einer
grofen Zeitschrift (Nature Biotechnolo-
gy 24, 493-6, 2006) publizierte er mit
Kollegen des Paul-Ehrlich-Instituts fiir
die Erprobung solcher hochriskanten
Wirkstoffe Kriterien, die zur Zeit in
Fachkreisen diskutiert werden.

Unter anderem soll kiinftig eine der-
artige Substanz nur an einem einzigen
Probanden getestet werden, ehe die ei-
gentliche Priifung beginnt. Die Frage ist,
wer dieser eine sein mochte. M
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Mit Hilfe von Proteomik-Techniken kann
man in einer Patientenprobe Hunderte bis
Tausende von Proteinen nachweisen. Das
Bild zeigt Ausschnitte aus Massenspek-
trogrammen von 16 Krebspatienten (oben)
und 20 Kontrollpersonen (unten). Der ein-
gerahmte Bereich markiert ein Protein, das
méglicherweise charakteristisch fiir diesen
Krebs ist und als diagnostisches oder thera-
peutisches Zielmolekdil in Frage kommt.
Quelle: www.imo-hoffmann.org
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Antikérper sind die wichtigsten therapeu-
tischen Werkzeuge der klinischen Proteo-
mik. Sie binden spezifisch an bestimmte
Zielmolektile (Antigene) und I6sen dabei
Abwehrreaktionen aus, z.B. die Ausschit-
tung von Toxinen aus Blutzellen. Dabei lie-
gen erwtinschte Wirkungen und schwere
Komplikationen oft nahe beieinander.

Am Northwick Park Hospital im Nordwesten
Londons wurde eine unerwartete Reaktion
von T-Zellen auf einen therapeutischen An-
tikrper fiir sechs junge Ménner zum Alp-
traum. Das Medikament der Wiirzburger
Firma TeGenero I6ste in einer klinischen
Studie schwerste Symptome aus. Der
Zwischenfall rief der Weltéffentlichkeit das
Risiko innovativer Therapien fiir die Proban-
den wie auch die Entwickler tiberdeutlich in
Erinnerung.
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Diabeteskontrolle

Antikorper befliigeln Blutzuckergedachtnis

Erblindung, Herzinfarkt, Ampu-
tation, Nierenversagen: Spiitfolgen
einer Diabeteserkrankung kénnen
schwerwiegend sein. Nur ein relativ
stabil eingestellter Blutzuckerspiegel
kann davor schiitzen. Die Momentauf-
nahmen der tiiglichen Blutzuckermes-
sung reichen dazu nicht aus. Deshalb
hat sich das ,,Blutzuckergedichtnis*
HbA1lc zum Laborwert der Wahl fiir
die Langzeitkontrolle entwickelt — mit
kontinuierlich steigender Nachfrage,
die zu bewiltigen selbst fiir grofie
Labors eine echte Herausforderung
bedeutet.

1969 hatten Forscher im Blut von
Diabetikern eine bis dahin unbekannte
Héamoglobinvariante entdeckt—eine ver-
zuckerte Form des roten Blutfarbstoffs,
das den Namen HbA 1c erhielt. Wenige
Jahre spiter stand fest, dass die Konzen-
tration dieses glucosylierten Himoglo-
bins (Hb) im Blut von Diabetikern umso
mehr sank, je besser ihr Blutzucker unter
Kontrolle kam. Darauf aufbauend hat
sich, untermauert durch gro3e klinische
Studien der neunziger Jahre (DCCT und
UKPDS), die Messung des Anteils von
glucosyliertem Hamoglobin als Standard
der Diabetologie etabliert, dessen Mes-
sung in vierteljahrlichem Rhythmus alle
Fachgesellschaften empfehlen. In unse-
rem Hauptlabor fiir Klinische Chemie
in Miinchen sind die Anforderungen fiir
Bestimmungen des HbA 1c-Wertes wih-
rend der vergangenen Jahre um jeweils
mindestens zehn Prozent gestiegen. An
jedem Tag bearbeiten wir zwischen 800
und 1000 HbA1c Proben.

Héamoglobin besteht aus zwei a- und
zwei B- Proteinketten. Hohe Blutzucker-
konzentrationen fiihren zu einer sponta-
nen, nichtenzymatischen Glucosylierung
der Amino-Enden seiner beiden 3-Ketten.
In einem zweiten Schritt entsteht daraus
einirreversibel glucosyliertes Protein, das
HbAlc. Da die Lebensdauer der roten
Blutkorperchen rund 120 Tage betrigt,
spiegelt der Anteil von glucosyliertem
zu nicht-glucosyliertem Hidmoglobin
die Glucosekonzentration iiber einen
Zeitraum von vier Monaten wider — und
gibt damit wertvollen Aufschluss tiber die
Langzeiteinstellung eines Diabetikers. Ein
HbA 1c-Wert von weniger als 6,5 Prozent
dokumentiert nach den Richtlinien der Eu-
ropdischen Fachgesellschaften eine gute
Therapieeinstellung.

I

Der COBAS INTEGRA® 800 HbA1c Analyzer
ldsst sich leicht in den H&dmatologiearbeits-
platz integrieren.

Die Messung des HbAIlc-Wertes
erfolgte zunichst vor allem iiber elek-
trophoretische und chromatographische
Verfahren, in denen die verschiedenen Ha-
moglobinfraktionen qualitativ aufgetrennt
und im néchsten Schritt einer quantitativen
Analyse zuginglich gemacht wurden. Die
Entwicklung hochleistungsfihiger Chro-
matographieverfahren (HPLC) riickte
diese bald in den Mittelpunkt vieler
Proteinanalysen. Fiir die Bestimmung
des glucosylierten Himoglobins wurden
HPLC-Verfahren viele Jahre lang sogar
als Goldstandard akzeptiert. Auch wir
haben in unserem Miinchener Labor bis
zu Beginn dieses Jahres die hochleistungs-
fahigen Chromatographieverfahren zur
HbA 1c-Bestimmung bevorzugt. Dass wir
dies inzwischen nicht mehr tun, hiingt vor
allem damit zusammen, dass ihre Leis-
tungsfihigkeit der sprunghaft steigenden
Nachfrage nach HbA1c-Bestimmungen
nicht mehr ausreichend gerecht wird.

Mehr als maximal 50 Proben pro Stunde
konnen selbst die besten HPLC-Geriite
nicht durchsetzen. Grofle Labors miis-
sen somit stets mehrere Gerite parallel
betreiben. Dasist an sich schon ein Mehr-
aufwand — wird aber besonders dadurch
kompliziert, dass wir beim Betrieb meh-
rerer Gerite iiberpriifen und sicherstel-
len miissen, dass deren Messergebnisse
miteinander vergleichbar sind. Genau
darin liegt aber ein prinzipielles Problem
der HbAlc-Bestimmung mittels HPLC.
Je nach dem verwendeten chromatogra-
phischen System ergeben sich manchmal
verschiedene HbA 1c-Werte fiir die gleiche

Probe, abhingig von der Beschaffenheit
der Austauschharze, der Zusammen-
setzung der Pufferlosungen oder der
Auswaschzeiten, die sich nur schwer
standardisieren lassen. Ein Vergleich der
HbA 1c-Ergebnisse in drei groen Diabe-
tesstudien der neunziger Jahre zeigte eine
rund 20-prozentige Differenz der ermittel-
ten Werte am Cut-off-Level. Deshalb ist
es nicht verwunderlich, dass wir auch in
unserem Labor feststellen mussten, dass
die Wertelage zwischen den verwendeten
HPLC-Systemen zuweilen variiert.

Diese Ungenauigkeit liegt auch daran,
dass der Peak im Chromatogramm, den
man fiir den Indikator der HbA1c-Kon-
zentration hilt, auch andere Substanzen
enthalten kann. Diese sind zwar zeit-
gleich mit den HbAlc-Fragmenten aus
der Chromatographiesiule ausgetreten,
aber von ganz anderer Art. Das wurde
bei der Ausarbeitung einer international
verbindlichen Referenzmethode durch
die International Federation of Clinical
Chemistry and Laboratory Medicine
(IFCC) nachgewiesen — und zwar mit
immunologischen Methoden, bei denen
mit Antikoérpern hochspezifisch gepriift
werden kann, ob es sich bei einem Eluat
um HbAlc-Fragmente oder um andere
Proteinanteile handelt. Sollte man dann
nicht besser gleich immunologische
Methoden zur hochspezifischen HbAlc-
Bestimmung anwenden? Als Roche
Diagnostics Anfang dieses Jahres seinen
immunologischen HbA 1c Testder zweiten
Generation fiir den COBAS INTEGRA®
800 auf den Markt brachte (Tina-quant (a)
Hemoglobin A 1c Gen.2), entschlossen wir
uns zu einer sorgfiltiger Priifung.

Prézision von Tag zu Tag:
Mittelwert VK
5,7% 0,5%
10,5% 0,95%

Ineiner groen Anzahl von Vergleichs-
messungen fanden wir bei hoher Testpri-
zision eine sehr gute Korrelation zur bisher
verwendeten HPLC-Methode (siehe Abb.
2), um aus der Frage eine Entscheidung zu
machen. Seit zwei Monaten arbeiten wir
unsere HbA lc-Anforderungen nun mit
dem COBAS INTEGRA® 800 HbAlc
Analyzer ab. Der grofite Vorteil ist seine
Schnelligkeit und Kapazitit. Selbst im
Routinebetrieb setzen wir mit dem neuen
Test auf diesem System 180 Proben pro
Stunde durch, im ununterbrochenen Be-
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trieb sind theoretisch sogar 200 Proben pro
Stunde moglich. Das wird vor allem durch
die Twin-Applikation ermdglicht, die Hb
und HbA ¢ in einer Kiivette misst. Dar-
iiber hinaus kann der Tina-quant HbAlc
Gen.2 Vollblut ohne externe Hamolyse
verarbeiten. Seine eindeutige Spezifitit
erreicht der Test durch polyklonale Anti-

korper, die nur an die -aminoterminalen
Fragmente des HbAlc binden. Deshalb
kann er auch die HbA1c-Konzentration
von Diabetespatienten korrekt bestimmen,
die an Himoglobinopathien oder einer Ur-
dmie leiden. Auch chemisch verinderte
Himoglobine, seien sie acetyliert oder car-
bamyliert, storen die Genauigkeit des Tes-

13
o
10 P/B Regression
Y=1,250*X-1,650
md(95) = 0,211
D= N=75
(O] ’ |
< 8 r=0,990 5>
o]
(7]
2
BN
25
Ko}
T
3
0+
0 3 5 8 10 13

HbAIlc % Integra 800

Der Methodenvergleich zeigt eine hohe Korrelation zwischen dem neuen immunologischen
HbA1c Test und der bisher eingesetzten HPLC-Methode.

tes nicht. Der Antigen- Antikorper-Kom-
plex wird im Tina-quant (a) Hemoglobin
AlcGen.2 Test turbidimetrisch bestimmt.
Neben der bisher tiblichen DCCT/NGSP-
Standardisierung ist der Test als einer der
wenigen bereits nach IFCC standardisiert.
Falls die ADA/EASD/IDF-Arbeitsgruppe
die geplante Anderung durchsetzt, konnen
problemlos die Werte gemif} IFCC ange-
geben werden.

Die Verwendung von Einmalkiivetten
am COBAS INTEGRA® 800 HbAlc
Analyzer schlief3t eventuelle Probleme
durch die Verschleppung von Kiivette zu
Kiivette aus. Zudem ermdglicht das Cap
Piercing der verschlossenen Probengefilie
eine leichte Integrierbarkeit des Testes in
den Hiamatologiearbeitsplatz.

Unsere bisherigen Erfahrungen haben
unsere Erwartungen an die immunolo-
gische Methode zur Bestimmung von
HbAlc voll erfiillt. Mit dem COBAS
INTEGRA® 800 HbA 1c Analyzer haben
wir in unserem Labor jetzt ein Gerit ste-
hen, mitdem wir alle Proben bis spitestens
20 Uhr abgearbeitet haben. Friiher waren
wir mit drei HPLC-Geriten vor 22 Uhr
nicht fertig. M

Thomas Kiessling

Leiter des Hauptlabors im
MVZ Dr. Tiller & Kollegen
in Miinchen

DGKL-Preis ,,Biochemische Analytik*“ 2006

Ehrung fiir einen Pionier der Proteomik-Forschung

Der Preistréger Prof. Dr. Mann

Die Deutsche Vereinte Gesellschaft fiir
Klinische Chemie und Laboratoriumsme-
dizin e.V. (DGKL) ist Stifter des Preises
,,Biochemische Analytik* - einer der wohl

renommiertesten Wissenschaftspreise in
Europa. Sie verleiht ihn fiir aulergewohn-
liche Leistungen auf den Gebieten bioche-
mische und molekulare Analytik, Klini-
sche Chemie und molekulare Medizin.
Seit seiner erstmaligen Vergabe im Jahr
1970 ging der Preis an 28 Wissenschaftler
und Wissenschaftlerinnen, von denen fiinf
spiter mit dem Nobelpreis ausgezeichnet
wurden —ein Indiz fiir die Treffsicherheit
des DGKL-Gutachtergremiums.

Die Preisvergabe 2006 fand am Sonn-
tag, den 25. Juni auf dem Staudinger
Symposium in Kloster Banz statt. Geehrt
wurde der deutsche Wissenschaftler Prof.
Dr. Matthias Mann fiir seine Verdienste
um Entwicklung und Anwendung der
Massenspektrometrie in der Analytik
von Proteinen aus komplexen Proben.
Professor Mann ist z.Zt. Direktor am
Max-Planck-Institut fiir Biochemie in
Martinsried und leitet die Abteilung fiir

Proteomik und Signaltransduktion. Er
leistete u.a. maf3gebliche Beitrige zur
Elektrospray-Technologie bei Prof. J.B.
Fenn, dem dafiir 2002 der Nobelpreis fiir
Chemie verliehen wurde.

Prof. Mann erkannte aber auch die
besondere Bedeutung der Bioinforma-
tik und entwickelte wesentliche Algo-
rithmen fiir die Proteinsequenzierung,
die die Basis fiir Hochdurchsatzidenti-
fizierungen von Proteinen legten. Weitere
Leistungen betrafen das ,,protein corre-
lation profiling* zur Charakterisierung
des Zentrosoms und anderer wichtiger
Proteinkomplexe der Zelle. Aus diesen
Griinden gilt Professor Mann heute als
einer der weltweit fithrenden Experten
in der Proteomanalyse. M

Prof. Dr. K. Lackner
Universitiat Mainz
Vizeprisident der DGKL
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Munchner Leukamielabor

Ein neues Institut stellt sich vor

Im Jahr 2005 griindete Prof. Torsten
Haferlach in Sichtweite seiner vorheri-
gen Wirkungsstitte - des Universitéts-
klinikums GroBhadern - das Miinchner
Leukémie Labor MLL. Neben der
Routinediagnostik ist es maBgeblich
an der Entwicklung neuer Methoden
auf dem Gebiet der Genexpressions-
Arrays beteiligt.

Auf kaum einem anderen Gebiet der
Medizin fiihrten die molekularbiologi-
schen Methoden in den vergangenen ein
bis zwei Jahrzehnten zu solcher Aufbruch-
stimmung und bemerkenswerten Erfolgen
wie in der Hdmatologie und Onkologie.
Die Entschliisselung der zelluldren Regel-
mechanismen auf Gen- und Proteinebene
hat das Verstindnis der Krebsentstehung
und die immer prizisere Unterteilung und
Diagnostik von Krankheiten erheblich
gefordert.

Besonders deutlich wird dies auf dem
Gebiet der Leukéimien. Wo friiher gerade
einmal vier Krankheiten zu unterscheiden
waren—ALL, AML, CLL und CML - gibt
es heute ein immer umfangreicher wer-
dendes System von Subgruppen, die sich
mit modernen Methoden differenzieren
lassen. Diese verfeinerte Diagnostik ist
nicht ,,I’art pour 1"art*. Vielmehr liefert
die Auffacherung der Leukémien wichtige
prognostische Informationen und steuert
die zunehmend differenziertere und spe-
zifischere Therapie.

Zu den diagnostischen Standard-Ver-
fahren gehoren nicht mehr nur Morpho-
logie und Zytogenetik, sondern auch
molekularbiologische Methoden wie
die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
(FISH), Phinotypisierung mittels Flowzy-
tometrie, PCR und Real-Time-PCR sowie
die DNA-Sequenzierung. Im Miinchner
Leukédmie Labor sind alle diese Verfah-
ren etabliert und werden routinemiBig
angewendet.

Bekannte Namen stehen hinter den
einzelnen Bereichen: Fiir die Zytomor-
phologie zeichnet Torsten Haferlach
verantwortlich, fiir die Immunphinoty-
pisierung Wolfgang Kern, fiir Moleku-
largenetik Susanne Schnittger und fiir
Zytogenetik und FISH Claudia Schoch.
Diese Fachleute, die international angese-
hene Forschung betreiben, gewihrleisten,
dass die verwendeten Methoden auch in
der Routinediagnostik immer dem neu-
esten Stand entsprechen und aus einer

Molekularbiologische
Methoden und Fluores-
zenztechniken gehéren
heute zum Rlistzeug jedes
Leukémielabors. Selbst in
Prof. Haferlachs neuem
Biiro steht ein Mikroskop
auf dem Schreibtisch.

TR LUT

Hand angeboten werden konnen. Eine
leistungsfihige Datenbank stellt samitli-
che Befunde zu einem Patienten fiir die
rasche und konsequente Stufendiagnostik
in Echtzeit zur Verfiigung.

Methoden der Zukunft

Das MLL beteiligt sich auch selbst an
der Weiterentwicklung der hidmatolo-
gisch-diagnostischen Methodik. Es ist
gerade dabei, so Haferlach, im Bereich
der Leukémien ,,die Grenze zwischen sehr
ausgekliigelter und ineinander greifender
Standarddiagnostik und dem Einsatz von
Genexpressions-Chips fiir die Routine-
diagnostik zu iiberschreiten®. Mikroar-
ray-basierte  Genexpressionsanalysen
zihlen zu den innovativen Techniken in
der Krebsdiagnostik und diirften die Zu-
kunft der onkologisch-hdmatologischen
Diagnostik wesentlich mitprigen.

Das MLL ist im Rahmen des Euro-
pean Leukemia Networks (ELN) an
einer weltweiten Studie beteiligt, in der
in Zusammenarbeit mit Roche Molecu-
lar Systems bisher etwa 2000 Proben von
Leukédmiepatienten aus Europa, Asien und
den USA mit einem 38.000-Gen-Array
und parallel natiirlich mit den konventio-
nellen Standardmethoden untersucht wur-
den. Diese erste Phase ist abgeschlossen;
die Ergebnisse stellte Haferlach kiirzlich
beim ASCO-Kongress in Atlanta vor. In

-
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der nichsten Stufe sollen einige Hundert
der in dieser ersten Phase als relevant be-
fundenen Gene fiir einen Routine-Chip
ausgewihlt werden, der dann wiederum
mit 2000 Proben prospektiv und kom-
plett verblindet validiert wird. Der hohe
Stellenwert der Genexpressions-Arrays
im Rahmen der facettenreichen Stan-
darddiagnostik bei Leukdmien wird laut
Haferlach in den néchsten fiinf Jahren
mebhr als offensichtlich werden. M

ig

Fiir weitere Informationen:
Prof. Dr. Dr. Torsten Haferlach
MLL Miinchner Leukdmielabor
Max-Lebsche-Platz 31

81377 Miinchen

Tel.: 089-990 170
www.mll-online.com

Das Institut in Zahlen

Im Minchner Leukdmie Labor MLL werden
pro Jahr ca. 38.000 Analysen durchgefihrt.
Zur Zeit arbeiten vier Wissenschaftler und 27
medizinisch-technische Assistentinnen auf
einer Gesamtflache (Buro und Labor) von ca.
1200 Quadratmetern. Das Institut biindelt Giber
90 Jahre Erfahrung von Wissenschaftlern und
130 Jahre MTA-Erfahrung. Die Einstellung von
vier weiteren Mitarbeitern und der Ausbau auf
1700 Quadratmetern stehen kurz bevor.
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