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Die molekularzytogenetische Methode
(ISH; zumeist Fluoreszenz-in situ-Hybri-
disierung, FISH) erméglicht unter ande-
rem den Nachweis von chromosomalen
Aberrationen, die mit den iiblichen zyto-
genetischen Techniken nicht erfasst wer-
den bzw. strukturell nicht eindeutig be-
stimmt werden konnen. Sie erlaubt zu-
dem schnelle Aussagen, ob bestimm-
te Gene oder Regionen vorhanden sind
und ob Aneusomien oder Lageverinde-
rungen vorliegen. Die mittels ISH nach-
gewiesenen Regionen sind typischerwei-
se deutlich kleiner als mittels der zytoge-
netischen Labordiagnostik erfassbar, je-
doch wesentlich grofier als mit moleku-
largenetischen Methoden darstellbar. Die
Sonderstellung zwischen der Zytogenetik
einerseits und der Molekulargenetik an-
dererseits eroffnet der ISH ein weites di-
agnostisches Anwendungsgebiet. Diese
Leitlinie formuliert grundsitzliche Qua-
litatsforderungen an die durchfithren-
den Laboratorien. Sie orientiert sich an
den bestehenden Leitlinien zur human-
genetischen Labordiagnostik in Deutsch-
land und den geltenden Weiterbildungs-
richtlinien. Fiir den Einsatz der ISH in
der Tumorzytogenetik, in der Interpha-
sediagnostik an unkultivierten Amni-
onzellen (,,prénataler Schnelltest®) so-
wie Array-CGH basierender Verfahren
und MLPA liegen gesonderte Leitlinien
vor bzw. werden derzeit erarbeitet. Ge-
genstand der hier vorliegenden Leitlinie
sind kommerzielle und selbst hergestell-
te Mikrodeletions-, Subtelomer-, Zentro-
mer-, Teilchromosomen- (pcp-), Ganz-
chromosomen-(wcp-), Multiplex-FISH-
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(M-FISH)/Spectral Karyotyping (SKY-),
FISH-Banderungs- (mBand/MCB-) und
ahnliche Sonden sowie reverse FISH an-
gewandt auf Metaphaseplatten und/oder
Interphasekernen.

1. Indikationsstellung

Jede molekularzytogenetische Labordi-
agnostik im Rahmen medizinisch-gene-
tischer Fragestellungen bedarf der arzt-
lichen Indikationsstellung. Sie muss mit
dem Angebot einer genetischen Beratung
durch einen fiir genetische Beratung qua-
lifizierten Arzt* verbunden sein. Die In-
anspruchnahme der Untersuchung und
der genetischen Beratung durch die be-
troffene Person (den Patienten bzw. Rat-
suchenden, im Folgenden immer ,,Pati-
ent“ genannt) ist freiwillig.

2. Einwilligung

Die molekularzytogenetische Labor-
diagnostik setzt das aufgeklérte Einver-
stdndnis des Patienten oder seines gesetz-
lichen Vertreters sowie die Einhaltung
der fiir drztliche Mafinahmen geforder-
ten Rahmenbedingungen (Aufkldrungs-
pflicht, Schweigepflicht, Datenschutz etc.)
voraus. Die Einwilligung nach Aufklarung
sollte schriftlich dokumentiert werden.
Der Patient kann jederzeit die Einstellung
der Untersuchung verlangen.

*  |Im Text werden Bezeichnungen wie , Arzt*,
,Patient”, etc. einheitlich und neutral fiir,, Arztin”
und,Arzt” sowie ,Patientin” und ,Patient” ver-
wendet.

Aufgrund der besonderen Stellung der
ISH-Labordiagnostik zwischen der Zyto-
genetik und der Molekulargenetik liegt
die Einwilligung in die Untersuchung
auch dann vor, wenn die ISH innerhalb
einer lege artis durchgefiihrten zytogene-
tischen oder molekulargenetischen Dia-
gnostik zusitzlich erfolgt.

3. Genetische Beratung
(siehe hierzu auch Leitlinie
Genetische Beratung)

3.1 Bei der molekularzytogenetischen La-
bordiagnostik zur Absicherung klinischer
Verdachtsdiagnosen sollte nach Erhebung
eines auffilligen Befundes dem Patienten
bzw. dem gesetzlichen Vertreter eine ge-
netische Beratung durch einen fiir gene-
tische Beratung qualifizierten Arzt ange-
boten werden. Die anfordernde oder un-
tersuchende Stelle sollte die Moglichkeit
zur genetischen Beratung sicherstellen.
Besteht Unklarheit dariiber, ob ein Bera-
tungsangebot besteht, sollte die untersu-
chende Stelle die anfordernde Stelle iiber
entsprechende Moglichkeiten informie-
ren.

3.2 Eine genetische Beratung muss bereits
vor der Untersuchung angeboten werden,
insbesondere dann, wenn es sich um die
Untersuchung einer klinisch gesunden
Person handelt, bzw. wenn der Befund
fiir die Familienplanung des Patienten
oder fiir dessen Angehorige von Bedeu-
tung sein konnte.
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3.3 Dem Patienten bleibt anheim gestellt,
die Familienangehoérigen auf die Mog-
lichkeit oder Notwendigkeit einer mole-
kularzytogenetischen Diagnostik hinzu-
weisen. Eine aktive Beratung (Informati-
on der Angehorigen durch den Arzt) darf
nicht erfolgen.

4. Untersuchung von Kindern
und Jugendlichen

(siehe hierzu auch Leitlinie
Genetische Diagnostik bei Kindern
und Jugendlichen)

Die Untersuchung klinisch gesunder
Minderjahriger setzt in der Regel deren
Einwilligungsfihigkeit voraus. Eine Aus-
nahme kann dann gesehen werden, wenn
sich aus dem Befund unmittelbare Kon-
sequenzen hinsichtlich préventiver oder
therapeutischer MafSnahmen fiir die un-
tersuchte Person ergeben.

5. Herkunft und Qualitét von
Untersuchungsproben

Zur Untersuchung sollten nur Proben an-
genommen werden, deren Art und Her-
kunft eindeutig bezeichnet sind. Dies
schliefit eine eindeutige Identifizierung
des Patienten mit ein. Wenn Zweifel an
der Herkunft und Qualitat des zur Unter-
suchung eingeschickten Materials beste-
hen, muss das molekularzytogenetische
Labor den Einsender hierauf sowie auf die
hierdurch eingeschrinkte Sicherheit der
diagnostischen Aussage schon vor Durch-
fihrung der Diagnostik hinweisen.

6. Untersuchungs-
voraussetzungen

Jede ISH-Diagnostik ist nach Moglichkeit
zusammen mit einer Chromosomenana-
lyse durchzufiihren. Jedoch sind Félle aus-
genommen, in denen bereits ein Chromo-
somenbefund vorliegt, welcher den aktu-
ellen Anforderungen fiir Chromosomen-
befunde entspricht.

Fiir die ISH im Rahmen von zytoge-
netisch (sub)mikroskopischen oder mo-
lekularen Fragestellungen (z.B. chromo-
somale Mikrodeletion) sollte der Unter-
suchungsauftrag eindeutig benannt sein.
Fir die ISH bei einer zytogenetisch frag-
lichen oder bereits gesicherten Chro-
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mosomenveranderung sollten folgende
Unterlagen vorliegen: der nach giiltiger
ISCN-Nomenklatur definierte Karyotyp,
Karyogramme bzw. Abbildungen bereits
erfolgter Zusatzuntersuchungen in geeig-
neter Auflosung (nach Méglichkeit zwei);
klare Fragestellung bzw. klares Untersu-
chungsziel.

7. Umfang der Untersuchung

Der Umfang der molekularzytogene-
tischen Laboruntersuchung sollte der je-
weiligen Fragestellung angemessen sein.
Speziell fiir lokusspezifische Untersu-
chungen (z.B. Mikrodeletionen) wird zu-
dem das Mitfithren einer Kontrollson-
de empfohlen, die als methodische- und/
oder auch als Auswertungskontrolle dient
(z.B. Zentromersonde des zu untersu-
chenden Chromosoms).

8. Auswertungen

8.1 Pro DNA-Sonde sollen eine der Fra-
gestellung entsprechende Anzahl von ein-
deutig fiir alle gleichzeitig eingesetzten
Sonden beurteilbaren Metaphasen analy-
siert werden. Dies sind mindestens fiinf,
z.B. bei Abkldrung einer ggf. balancierten
Aberration einer gesunden Person mit
Down-Syndrom (oder unklarer Behinde-
rung) in der Familie. Mindestens 5-10 Me-
taphasen sollten bei Verdacht auf eine de-
finierte Aberration (Mikrodeletion oder
Subtelomerscreening) untersucht werden.

Bei moglicherweise vorliegendem Mo-
saik ist die Zahl der ausgewerteten Zellen
angemessen zu erh6hen (z.B. Eltern von
Kindern mit Mikrodeletion oder Marker-
chromosom). Bei der Mosaikauswertung
kann ein Teil der Metaphasen durch Inter-
phasen ersetzt werden.

8.2 Eine alleinige Diagnostik an Inter-
phasekernen sollte nur als ergédnzende
Abklarung von Anomalien erfolgen, die
bereits zytogenetisch oder molekularzy-
togenetisch erkannt wurden (z.B. weiter-
fithrende Untersuchung an unkultivierten
Fruchtwasserzellen nach Erfassung eines
Pseudomosaikes in kultivierten Zellen,
niedriggradige Gonosomenmosaike im
Blut, Uberpriifung eines Gonosomenmo-
saiks in der Mundschleimhaut). Hier soll-
ten mindesten 50 Interphasekerne analy-

siert werden. In der Interphasediagnos-
tik miissen die laborinternen Grenzwerte
(cut off) fiir unauffillige bzw. auffallige
Befunde pro Sonde und Zelltyp ermittelt
und dokumentiert werden; dies gilt so-
wohl fiir kommerzielle als auch selbst her-
gestellte Sonden. Insbesondere bei selbst
hergestellten Sonden miissen deren Spe-
zifitdt und Sensitivitat vor Anwendung auf
Patientenmaterial getestet und dokumen-
tiert werden.

Liegt ein Ergebnis im cut off Bereich
der Sonde, wird empfohlen, die Anzahl
untersuchter Kerne zu verdoppeln und
dies im Befund zu diskutieren. Kénnen
die o.g. Richtwerte nicht erreicht wer-
den, muss im Befundbrief auf die einge-
schrankte Aussagekraft hingewiesen wer-
den. Bei unzureichender Hybridisierungs-
qualitit ist die Untersuchung zu wieder-
holen. Wenn ein Ergebnis nicht eindeutig
zu interpretieren ist, muss es mit einer al-
ternativen Sonde untersucht werden bzw.
im Befund diskutiert werden.

8.3 Zum Nachweis einer Mikroduplikati-
on mittels ISH miissen grundsitzlich In-
terphasekerne mit in die Auswertung ein-
bezogen werden (DNA-Dekondensation
im Interphasekern macht Mikroduplika-
tionen in den meisten Fillen erst sicht-
bar) und/oder alternative molekulargene-
tische Methoden (z.B. qPCR) zur Besti-
tigung durchgefiihrt bzw. im Befundbrief
auf Moglichkeiten der Uberpriifung hin-
gewiesen werden.

9. Wissenschaftlich begriindete
humangenetische Beurteilung

Die Befunderstellung einer molekular-
zytogenetischen Diagnostik bedarf ei-
ner wissenschaftlich begriindeten Beur-
teilung. Sie sollte eine an der diagnosti-
schen Fragestellung des Einzelfalls ori-
entierte Interpretation des Befundes und
eine Stellungnahme zu seiner klinischen
Bedeutung enthalten.

Im Einzelnen sollte die schriftliche hu-
mangenetische Beurteilung eines moleku-
larzytogenetischen Befundes Folgendes
enthalten:
== Seitenzahl und Gesamtseitenzahl;
== Name und Adresse des untersuchen-

den Labors sowie Name des verant-

wortlichen Leiters;



== Name und Adresse des anfordernden
Arztes, der Klinik, des Instituts etc.;

== Befunddatum;

== Name und Geburtsdatum, Labor-
nummer und Aktenzeichen zur ein-
deutigen Identifizierung der unter-
suchten Person bzw. Probe;

== Art des eingesandten Untersuchungs-
materials (z.B. Heparinblut, Frucht-
wasser, Chorion; als Zellsuspension,
aufgetropfter und/oder entfirbter Ob-
jekttrager oder Primédrmaterial);

== Materialeingangsdatum und Entnah-
medatum, wenn bekannt;

== ggf. Aktennummer des anfordernden
Arztes;

== Untersuchungsauftrag bzw. Indikati-
on;

== Kennzeichnung auswirtig erhobener
Vorbefunde mit Angabe des entspre-
chenden Labors;

== fiir die verwendeten DNA-Sonden
den exakten Namen (z.B. Produktna-
me des Herstellers), Hersteller bzw.
Referenz, detektierte molekulare Ziel-
sequenzen (Loci, Gene, Marker),
chromosomale Lokalisation und An-
zahl der untersuchten Metaphasen
und/oder Interphasekerne. Bei Pra-
natalfillen Anzahl der Kulturen bzw.
bei in situ Kultur Anzahl der Klone.
Im Fall der Verwendung von selbst
hergestellten Sonden sollten die de-
tektierten Zielsequenzen so benannt
sein, dass sie mit einem tiblichen Hu-
man Genome Browser (Ensembl,
NCBI, UCSC) darstellbar sind. Im
Fall der Verwendung von hauseigenen
Methoden sollen die methodischen
Einschrankungen (z.B. Genauigkeit
der Ergebnisse) so benannt werden,
dass sie ohne Literaturstudien ver-
standen werden;

== Karyotyp nach ISH in der giiltigen
ISCN-Fassung - in der Regel ohne
Beriicksichtigung von Polymorphis-
men (wenn diese nicht Gegenstand
der ISH-Untersuchung sind), und
sofern dies nicht praktikabel oder
uniibersichtlich ist, kann ergénzend
oder ersatzweise eine andere Darstel-
lungsform (z.B. Tabelle) in Anleh-
nung an die ISCN gewéhlt werden;

== moglichst pro Sonde, sofern unprak-
tikabel aber fiir jedes relevante Teil-
ergebnis, soll der Untersuchungsakte,

nach Ermessen ggf. auch dem Befund
eine représentative und beschriftete
Aufnahme nach ISH beiliegen;

== kurze verbale Beschreibung des Er-
gebnisses wie im Mikroskop gesehen;

== Interpretation des Ergebnisses mit
Stellungnahme zum klinischen Be-
zug, einschlieflich Hinweisen auf die
methodischen Grenzen der Untersu-
chung und mégliche weiterfithrende
Diagnostik sowie ggf. der Hinweis auf
die weiterfithrende Studien an wei-
teren Angehorigen (z.B. Elternunter-
suchung);

== insbesondere bei auffilligen Befunden
muss eine Empfehlung zur Mitteilung
der Ergebnisse im Rahmen einer hu-
mangenetischen Beratung erfolgen;

== im Befund sollte ein Hinweis auf eine
eventuell erfolgte vorlaufige Befund-
mitteilung (z.B. telefonisch oder per
Fax) enthalten sein;

== Unterschrift aller mafigeblich an der
Befunderstellung beteiligten Arzte/
Naturwissenschaftler.

10. Archivierung

Objekttriger sollten mindestens ein Jahr
gelagert werden, bzw. bis zur Geburt des
Kindes im Falle einer Pranataldiagnostik.

Mindestens zwei représentative Meta-
bzw. Interphaseaufnahmen miissen lan-
gerfristig archiviert werden. Im Falle digi-
taler Aufnahmen sollen neben den Bild-
ausdrucken die unverdnderten elektro-
nischen Rohdaten einschliefillich einer Si-
cherheitskopie (,,Backup®) auf einem zu-
sitzlichen Datentréiger gespeichert wer-
den. Die fiir die Befunderhebung rele-
vanten Dokumente sind so zu archivieren,
dass eine spitere Uberpriifung des Be-
fundes erfolgen kann. Die Dauer der Auf-
bewahrung aller Unterlagen und Doku-
mentationen unterliegt den gesetzlichen
Bestimmungen zur Aufbewahrung medi-
zinischer Unterlagen.

11. Personelle Voraussetzungen

Um eine ausreichende Qualitdt der Be-
funderhebung zu garantieren, sollte ei-
ne hinreichende quantitative und qualita-
tive personelle Ausstattung des Labors ge-
wihrleistet sein.

1.1 Fiir die technische Durchfithrung
und die Erstellung des Befundes sollte ein
entsprechend qualifizierter Naturwissen-
schaftler (Fachhumangenetiker/in GfH/
GAH**) oder ein entsprechend qualifi-
zierter Arzt (Facharzt fiir Humangenetik,
Zusatzbezeichnung Medizinische Gene-
tik) verantwortlich sein. Die Indikations-
stellung obliegt dem anfordernden Arzt.
Fiir die medizinische Beurteilung des Be-
fundes ist ein qualifizierter Arzt verant-
wortlich.

11.2 Die technischen Mitarbeiter soll-
ten eine fiir ihre Tatigkeit hinreichende
Qualifikation und Berufserfahrung ha-
ben. Es sollten schriftliche Arbeitsplatz-
beschreibungen und Einarbeitungspline
vorliegen.

11.3 Der Laborleiter ist fiir die kontinu-
ierliche Fortbildung des Personals verant-
wortlich.

12. Raumliche und apparative
Voraussetzungen, Probenzahl

12.1 Die Arbeitsraume sollten fiir Labor-
arbeiten geeignet sein. Es ist Sorge da-
fiir zu tragen, dass nicht autorisierte Per-
sonen keinen Zugang hierzu haben. Zur
Verhinderung von Unfillen und arbeits-
platzbedingten Erkrankungen miissen die
Arbeitsplatze entsprechend den arbeits-
schutzrechtlichen Bestimmungen ausge-
stattet sein.

12.2 Alle wichtigen Laborgerite sollten
in doppelter Ausfithrung vorhanden sein.
Soweit dies nicht méglich ist, sollte ein
schriftlicher Plan vorliegen, wie im Falle
eines Gerdteausfalls zu verfahren ist, um
eine Weiterverarbeitung der Proben im
vorgesehenen Zeitraum zu gewéhrleisten.
Fiir wesentliche diagnostisch verwende-
te Gerite sollten Bedienungsanleitungen
vorliegen.

12.3 Fir die Prénataldiagnostik sollten
zur getrennten Kultivierung der beiden
Zellkulturansitze wenigstens zwei Inku-
batoren zur Verfiigung stehen.

** Gesellschaft fiir Humangenetik/Gesellschaft
fiir Anthropologie und Humangenetik
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12.4 Die optische Analyse und elektro-
nische Bildverarbeitung sollte mit einer
ausreichenden Auflésung und mit ausrei-
chender Wiedergabemdglichkeit erfolgen.
Alternativ zur elektronischen Bildverar-
beitung kann eine photomikroskopische
Dokumentation erfolgen. Dabei sollte si-
chergestellt sein, dass eine Karyotypbe-
wertung auch nach mehrjahriger Aufbe-
wahrung moglich ist.

12.5 Um nach Etablierung einer Unter-
suchungstechnik in einem Labor die not-
wendige Expertise zur Aufrechterhaltung
der Untersuchungsqualitat zu sichern, ist
eine Mindestzahl von Untersuchungen
pro Jahr erforderlich. Diese sollte entspre-
chend den Empfehlungen der E.C.A. ei-
ne Probenzahl von durchschnittlich 100/
Jahr Untersuchungsbereich (z. B. préanatal,
postnatal) nicht unterschreiten.

13. Qualitatssicherung

13.1 Interne Qualitdtssicherung. Das La-
bor sollte fiir alle Untersuchungsverfahren
tiber schriftliche Arbeitsanweisungen ver-
fiigen, die dem internationalen Stand von
Wissenschaft und Technik entsprechen.
Die Abldufe im Labor sind so zu orga-
nisieren, dass die Moglichkeit einer Pro-
benvertauschung minimiert wird. In allen
Untersuchungsgingen sind - je nach Not-
wendigkeit — geeignete positive bzw. nega-
tive Kontrollmaterialien mitzufiihren, die
die Spezifitit der Untersuchung sicher-
stellen kénnen.

13.2 Externe Qualitétssicherung. Das La-
bor sollte an allen fiir sein diagnostisches
Spektrum relevanten externen qualitétssi-
chernden Mafinahmen (Ringversuchen)
regelmiflig teilnehmen.

14. Qualifikationen

Zu den Voraussetzungen fiir die selbstén-
dige und verantwortliche Erstellung mo-
lekularzytogenetischer Befunde und Gut-
achten zihlen die entsprechende Qualifi-
kation (Facharzt fiir Humangenetik, Zu-
satzbezeichnung Medizinische Genetik,
Fachhumangenetiker GfH/GAH) und der
Nachweis einer mindestens zweijihrigen
Tatigkeit auf diesem Gebiet.
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15. Sonstiges

Das Labor muss einschligige Regelungen
und Auflagen des Gewerbeaufsichtsam-
tes und der Berufsgenossenschaft fiir Ge-
sundheitsdienst und Wohlfahrtspflege ein-
halten.
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