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Von der Chromosomenanalyse zur
Molekularen Karyotypisierung —
Paradigmenwechsel in der
Genetischen Diagnostik

Wie wir alle mit viel Aufmerksamkeit ver-

folgen, ist die Molekulare Karyotypisierung
inzwischen den ,,Forschungsschuhen® ent-
wachsen und hat sich zu einer anerkannten
Diagnostikmethode gemausert. Die kon-
ventionelle Chromosomenanalyse wat, ist
und bleibt jedoch auch nach der Einfiih-
rung der chipbasierten Analysen unver-
zichtbar. Sie wird zur Aufklirung der struk-
turellen Chromosomenverinderungen ne-
ben der Molekularen Karyotypisierung
weiterhin zum Einsatz kommen.

Die Molekulare Karyotypisierung erdff-
net uns einen bisher unzuginglichen Bereich
der Analyse des Genoms. Damit konnen wir
Chromosomenaberrationen mit einer Auf-
losung von unter 200 kb identifizieren statt
wie bisher mit 5-10 Mb. Auch wenn die Mole-
kulare Karyotypisierung kostenintensiver ist
als die konventionelle Chromosomenanaly-
se, liegt ihr mafsgeblicher Vorzug darin, dass
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Indikationskriterien und Bewertung der
Molekularen Karyotypisierung mittels
Mikroarray-Analysen fiir die genetische
Diagnostik konstitutioneller DNA-Veran-
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der Abrechnung der Molekularen
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Eine Stellungnahme der GfH-Kommission

fiir die Erstellung von Indikationskri-

terien zur Einflihrung der Molekularen
Karyotypisierung mittels Mikroarrayanalysen
in die humangenetische Diagnostik

vor allem bei Patienten mit mentaler Retar-
dierung bzw. Entwicklungsverzogerung und
korperlichen Auffilligkeiten héufiger als bis-
her eine pathogenetisch bedeutsame Diagno-
se gestellt werden kann. So wird die schritt-
weise Abklirung von Verdachtsdiagnosen
abgekiirzt, und stationdre Aufenthalte kon-
nen vermieden werden. Dies wiederum wird
zu erheblichen Einsparungen von Kosten fiih-
ren. Die friihzeitige und sichere Diagnosestel-
lung ist fiir die meisten unserer Patienten von
besonderem Wert fiir eine gezielte Friihfor-
derung, fiir eine verbesserte medizinische Be-
treuung und die Privention durch rechtzei-
tige Intervention z.B. bei drohenden Organ-
schiden. Das Wissen um die Diagnose er-
leichtert fiir viele Familien die Akzeptanz der
Erkrankung, bedeutet das Ende einer Periode
der Unsicherheit und Angst und ermaoglicht
Kontakte zu Familien in vergleichbarer Situ-
ation und zu Selbsthilfegruppen.

Um die Einfiihrung der Molekularen Ka-
ryotypisierung in die Gebiihrenordnungen
vorzubereiten, waren GfH- und BVDH-Mit-
glieder in der Kommission fiir die Erstellung
von Indikationskriterien zur Einfiihrung der

Molekularen Karyotypisierung mittels Mi-
kroarrayanalysen in die humangenetische
Diagnostik titig. Ich bedanke mich sehr herz-
lich bei Hartmut Engels, (GfH, Bonn); Ani-
ta Rauch, (GfH, Erlangen); Olaf Riefs, (GfH,
Tiibingen); Hans Hilger Ropers, (GfH, Ber-
lin), Jiirgen Kohlhase (BVDH, Freiburg) und
Holger Tonnies (BVDH, Kiel) fiir ihre aktive
und engagierte Arbeit. Von den Kommissi-
onsmitgliedern wurden Indikationskriterien
fiir die Durchfiihrung der Molekularen Ka-
ryotypisierung und die dazu erforderlichen
Laborstandards erarbeitet und begriindet.
Damit wird in naher Zukunft der Routine-
einsatz dieser erfolgreichen Technologie in
der genetischen Diagnostik maoglich sein. Die
Vorstinde der Deutschen Gesellschaft fiir
Humangenetik (GfH e.V.) und des Berufsver-
bandes Deutscher Humangenetiker (BVDH
e.V.) haben diese diskutiert und verabschie-
det. Damit wurde die Arbeit der Kommissi-
on erfolgreich beendet, und die Kommission
kann nun aufgelost werden.

Evelin Schrock
(Dresden)



Hier steht eine Anzeige.
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Einfiihrung zur Molekularen
Karyotypisierung mittels
Mikroarray-Analyse

Zugewinne und Verluste von DNA sind
Mutationen und koénnen genetische Er-
krankungen durch den Funktionsver-
lust bzw. -zugewinn der involvierten Ge-
ne und regulatorischen Elemente verur-
sachen. Chromosomenaberrationen wer-
den seit mehr als 50 Jahren mit zytogene-
tischen Methoden (Chromosomenbénde-
rungsanalyse) und seit etwa 25 Jahren zu-
satzlich mit molekular-zytogenetischen
Methoden (FISH-Techniken) untersucht.
Die Analyse von Chromosomenstérun-
gen ist heute ein unverzichtbarer Be-
standteil der genetischen Diagnostik. Da-
bei werden Verdnderungen immer nur
bei einem Teil der untersuchten Patienten
erkannt, da entweder die Auflésung der
Chromosomenanalyse mit ca. 5-10 Mb
zu gering ist oder bei einer FISH-Analyse
gezielt nur ausgewihlte Regionen im Ge-
nom mit hoher Auflésung getestet werden
konnen. Es fehlte eine Methodik, um ge-
nomweit und hochauflosend nach bisher
nicht bekannten Deletionen und Dupli-
kationen zu suchen, die einen Phinotyp
beim Patienten verursachen kénnen.

In den letzten 10 Jahren wurde die Mo-
lekulare Karyotypisierung mittels Mi-
kroarray-Analysen bis zur diagnostischen
Anwendbarkeit entwickelt. Mit dem Ein-
satz dieser hochauflosenden Technik kén-
nen nun Deletionen und Duplikationen
genomweit mit einer Auflésung von we-
niger als 200 Kilobasenpaaren (kb) festge-
stellt werden. Die Auflosung liegt also um
mebhr als 100fach hoher als bei der Chro-
mosomenanalyse. Entsprechend steigt
auch die Detektionsrate von konstituti-
onellen Aberrationen von etwa 5 % bei
der konventionellen Chromosomenana-
lyse um weitere 15% mittels der Moleku-
laren Karyotypisierung mit Mikroarrays.
Der Anteil von DNA-Kopienzahlverin-
derungen kleiner als 500 kb an den kli-
nisch relevanten Mutationen betréigt bei
Patienten mit mentaler Retardierung bzw.
Entwicklungsverzégerung und korper-
liche Auffilligkeiten etwa 20%!. Die Hiu-
figkeit und damit auch die Bedeutung des

' Friedman et al., Am J Hum Genet, 2006,
79:500-513
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Nachweises dieser sehr kleinen Verdnde-
rungen wird besonders durch mehrere neu
beschriebene rekurrente Mikrodeletions-
und Mikroduplikationssyndrome illus-
triert: beispielhaft sind hier das ,,17q21.31
Deletionssyndrom® mit einer minimalen
deletierten Region von 478kb (Haufigkeit
bei Patienten mit mentaler Retardierung
und kérperlichen Auffilligkeiten: 0,3%),
das ,,2p15-16.1 Deletionssyndrom® mit ei-
ner minimalen deletierten Region von
200kb (Haufigkeit bei Patienten mit men-
taler Retardierung und korperlichen Auf-
filligkeiten: 1,2%)? sowie das ,,Xp11.22 Du-
plikationssyndrom® mit einer minimalen
kritischen Region von 400kb®. Daraus er-
gibt sich die Notwendigkeit, dass das reelle
genomweite Auflsungsvermogen der fiir
die Diagnostik einzusetzenden Mikroar-
rays deshalb unter 200 kb liegen soll.

Die Molekulare Karyotypisierung mit-
tels Mikroarray- Analyse stellt insbesonde-
re bei der Diagnostik von nicht bekannten
Mikrodeletions- und Mikroduplikations-
syndromen eine wirtschaftlich sinnvolle
Untersuchungsmethode dar. Anstelle der
Durchfithrung mehrerer Analysen von
Kandidatengenen auf Grund von wieder-
holt negativen Testergebnissen erfolgt ei-
ne genomweite Analyse mit der gegen-
wirtig hochsten Aussicht auf ein positives
Testergebnis.

Die Deutsche Gesellschaft fiir Hu-
mangenetik e.V. und der Berufsverband
Deutscher Humangenetiker e.V. beantra-
gen daher, die Molekulare Karyotypisie-
rung mittels Mikroarray- Analyse als neue
Leistung in den EBM und die GOA auf-
zunehmen.

Im Folgenden werden dabei die Vor-
aussetzungen zur Durchfithrung, die Gii-
te der diagnostischen Aussage, der Nutzen
fiir den Patienten, alternative diagnostische
Methoden und die Kosten dargestellt.

Indikationskriterien fiir
die postnatale Molekulare
Karyotypisierung mittels
Mikroarray-Analyse

1. Mentale Retardierung bzw. Entwick-
lungsverzogerung und kérperliche

2 Slavotinek AM Hum Genet 2008, 124:1-17
3 Froyen et al., 2008, Am J Hum Genet, 82: 432
443

Auftfilligkeiten (eine gréfiere Organ-
fehlbildung oder drei kleine Fehlbil-
dungen oder Anomalien) ungeklar-
ter Atiologie (erwartete Detektionsra-
te liegt iiber 15%4, bei der Chromoso-
menanalyse etwa 3-5%)

2. Mentale Retardierung ungeklérter
Atiologie (erwartete Detektionsrate
liegt bei 15%, bei Chromosomenanaly-
se etwa 3-5%)

3. Auffilliger Phinotyp mit scheinbar
balancierten de novo Chromosomen-
aberrationen (erwartete Detektionsra-
te liegt bei 15%) oder unklaren Struk-
turaberrationen (z.B. Markerchromo-
somen) zur Identifizierung der invol-
vierten genomischen Regionen

4. Korperliche Auffilligkeiten, die eine
Chromosomenstérung als Ursache
vermuten lassen.

5. Wird bei einem Patienten ein auffil-
liger Befund erhoben, kann es fiir die
Validierung erforderlich sein, bei den
Eltern eine Molekulare Karyotypi-
sierung mittels Mikroarray-Analyse
durchzufiihren.

Voraussetzungen fiir

die Durchfiihrung einer
Molekularen Karyotypisierung
mittels Mikroarray-Analyse
nach den oben genannten
Indikationskriterien sind

= Die genetische Beratung des Patienten
und seiner Eltern bzw. der ratsuchen-
den Personen durch einen Facharzt
fiir Humangenetik

= Die klinisch-genetische Untersuchung
des Patienten durch einen Facharzt
fiir Humangenetik

= Die Indikationsstellung fiir die Mole-
kulare Karyotypisierung mittels Mi-
kroarray-Analyse sowie die Doku-
mentation zur Nachpriifbarkeit der
Indikationsstellung durch einen Fach-
arzt fiir Humangenetik

= Die Einverstdndniserkldrung der El-
tern zur Analyse ihrer DNA und
Chromosomen, falls moglich und né-
tig nach GenDG

= Die Durchfithrung der Molekularen
Karyotypisierung mittels Mikroarray-

4 Friedman et al. Clinical Genetics 2007,
72:271-287



Analyse sowie die Validierung, Verifi-
zierung und genetische Interpretation
der Ergebnisse durch einen Facharzt
fir Humangenetik / Fachhumangene-
tiker (GfH)

= Die medizinische Interpretation der
Analyseergebnisse in Bezug auf den
Phinotyp durch einen Facharzt fiir
Humangenetik

Indikationskriterien fiir
die pranatale Molekulare
Karyotypisierung mittels
Mikroarray-Analyse

Eine Indikation fiir die pranatale Mole-
kulare Karyotypisierung mittels Mikroar-
ray-Analyse besteht nach dem derzeitigen
Kenntnisstand nicht.

Auch bei einem auffilligen Ultraschall-
befund mit dem Verdacht auf eine Chro-
mosomenimbalance ist eine sichere Aus-
sage bisher nur fiir schon gut bekannte
Mikrodeletions- und Mikroduplikations-
syndrome moglich, nicht jedoch fiir ge-
nomweit erhobene Befunde ohne patho-

genetischen Nachweis zwischen Kopien-
zahlveranderung und Phénotyp. Es ist zu
erwarten, dass sich der Kenntnisstand da-
zu sehr schnell verbessern wird. Deshalb
ist davon auszugehen, dass die Moleku-
lare Karyotypisierung mittels Mikroar-
ray-Analyse zukiinftig auch pranatal ein-
gesetzt werden wird. Ein erster Schritt da-
zu ist die Verwendung eines Arrays, mit
dem die klinisch verifizierten Mikrodele-
tionen und -duplikationen erkannt wer-
den konnen (Targeted Array). Vorteil-
haft hierfiir ist, dass fiir die Molekulare
Karyotypisierung eine Kultur der kind-
lichen Zellen nicht unbedingt erforder-
lich ist und damit Zeit gewonnen werden
kann. Weiterhin kann die Auflosung im
Vergleich zur konventionellen Chromo-
somendiagnostik um das bis zu 100fache
erhoht werden.
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Abrechenbarkeit von
zusatzlichen Untersuchungen

1. Parallel zur Molekularen Karyotypi-
sierung mittels Mikroarray-Analyse
ist die Abrechnung der Leistungszif-
fern zum Screening auf DNA-Imba-
lancen mittels Subtelomeranalyse aus-
geschlossen.

2. Die Chromosomenanalyse desselben
Patienten zur Feststellung von struk-
turellen Aberrationen ist in der Leis-
tung der Molekularen Karyotypi-
sierung mittels Mikroarray-Analyse
nicht eingeschlossen.

3. Die molekulare und molekular-zyto-
genetische Verifizierung der Ergeb-
nisse der Molekularen Karyotypisie-
rung mittels Mikroarray-Analyse des
Patienten ist in der Leistung nicht ein-
geschlossen.

4. Die Analysen zur Bewertung der Er-
gebnisse der Molekularen Karyotypi-
sierung mittels Mikroarray-Analyse
oder anderer Verfahren bei den Eltern
des Indexpatienten sind in der Leis-
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tung nicht eingeschlossen, konnen
aber durchaus erforderlich sein.

Anforderungen an das

Labor zur Durchfiihrung der
Molekularen Karyotypisierung
mittels Mikroarray-Analyse und
Interpretation der Ergebnisse

1. Teilnahme an qualitétssichernden
Mafinahmen

2. Einsatz eines hochauflésenden ge-
samtgenomischen Arrays fiir die
postnatale Analyse, dessen effektive
Auflésung genomweit die Detekti-
on von Imbalancen kleiner 200 kb er-
laubt

3. Durchfithrung von mindestens 50 di-
agnostischen Molekularen Karyotypi-
sierungen mittels Mikroarray-Analyse
pro Jahr

4. Bewertung von Deletionen und Du-
plikationen als bekannte DNA-Kopi-
enzahl-Varianten oder als bisher un-
bekannte DNA-Kopienzahl-Veran-
derung z.B. durch Nutzung der aktu-
ellen Datenbanken und Literatur

5. Verifizierung der als klinisch relevant
eingeschitzten Testergebnisse beim
Indexpatienten mit unabhédngigen
Methoden muss sichergestellt sein

6. Abkldrung auffilliger Ergebnisse beim
Indexpatienten durch Untersuchung
von Material der Eltern zur Uberprii-
fung der Kausalitat

7. Bei kausalen Kopienzahlverdnde-
rungen: Untersuchungen der Eltern
zur Abklarung eines hohen Wieder-
holungsrisikos durch zugrunde lie-
gende strukturelle Aberrationen wie
z.B. Insertionstranslokationen

8. Erstellung einer humangenetischen
Beurteilung

Bewertung des klinischen Nutzens

= Kann eine Diagnosesicherung anders
als durch genetische Untersuchungen
erfolgen?
Nein

= Wie ist die Belastung alternativer Di-
agnosemethoden fiir den Patienten zu
bewerten?
Alternative Diagnosemethoden ste-

Wie ist die Wirtschaftlichkeit alternati-
ver Diagnosemethoden fiir den Kosten-
triger zu bewerten?

Entfallt

Wird die Art der Behandlung des
Krankheitsfalls durch die genetische
Diagnostik beeinflusst?

Therapie:

Ja, aus dem zu erwartenden kli-
nischen Wissenszuwachs beziiglich z.
B. rekurrenter Mikrodeletions- und
Duplikationssyndrome werden sich
langfristig individuelle, diagnosebezo-
gene Betreuungs- und Behandlungs-
konzepte ergeben, weiter s.u.
Prognose: Ja, s.u.

Management: Ja, s.u.

Die Kenntnis des Genotyps erlaubt
auf Grund von Genotyp-Phanotyp-
Analysen eine Prognose iiber die
mogliche Ausprégung von Symp-
tomen in Bezug auf bestimmte Or-
gane, Organsysteme und die geistige
und korperliche Entwicklung. Darauf
aufbauend sind frithzeitige diagnosti-
sche Mafinahmen und therapeutische
Interventionen moglich, um das Aus-
maf3 der Auspragung zu begrenz-

en und die Entwicklung zu férdern.
Gleichzeitig wird erreicht, dass zahl-
reiche unnétige und aufwindige Di-
agnostikmafinahmen einschlief3lich
stationdrer Aufenthalte vermieden
werden.

Ggf. weitere Konsequenzen aus der
genetischen Diagnostik.

Fiir die Eltern und die Arzte er-

gibt sich Klarheit tiber die eventuelle
Krankheitsursache.

Es kommt zur Entlastung der Eltern
von eigenen Schuldgefiihlen.

Ein informativer Test ist hdufig eine
notwendige Entscheidungsgrundlage
fir die Familienplanung und fiir eine
gezielte pranatale Diagnostik bei wei-
teren Schwangerschaften.

Bewertung der Wirtschaftlichkeit

= 3 % aller Menschen haben eine geisti-

ge Behinderung’

= Die bisher haufigste Diagnose bei

Menschen mit geistiger Behinderung

sind numerische und grobstrukturelle
Chromosomenstérungen, die mit
konventioneller Karyotypisierung er-
kennbar sind®.

= Fir zwei Drittel der Menschen mit
geistiger Behinderung kann die Ursa-
che ohne Einsatz der Molekularen Ka-
ryotypisierung jedoch nicht aufgeklért
werden. Diese Familien suchen zahl-
reiche Spezialisten auf, um die Ursa-
che der Entwicklungsstérung heraus
zu finden. Es werden Serien von dia-
gnostischen Tests ohne Erfolg einge-
setzt. Mit der Molekularen Karyoty-
pisierung werden somit diagnostische
Mehrfachuntersuchungen bei feh-
lender Diagnose vermieden.

= Die Methodik der Molekularen Kary-
otypisierung mittels Mikroarray-Ana-
lyse erlaubt nach unauffilliger Chro-
mosomenanalyse bei weiteren ca. 15%
der Menschen mit Entwicklungsver-
zogerung die Aufklarung der Ursa-
che. Dies entspricht einer Verdopp-
lung der Detektionsrate gegeniiber
der konventionellen Chromosomen-
analyse und einer Steigerung der éti-
ologischen Aufklarungsrate bei Men-
schen mit Entwicklungsstérungen um
ca. 50%.

= Die Methodik der Molekularen Kary-
otypisierung mittels Mikroarray-Ana-
lyse ersetzt vollstandig die Screening-
Analyse zur Detektion von DNA-Im-
balancen der Subtelomere, jedoch
nicht zur Feststellung von Strukturab-
errationen.

Ethische, rechtliche und
soziale Implikationen

Die Diagnostik mittels Molekularer Karyo-
typisierung kann Zufallsbefunde (Pater-
nitdt, Konsanguinitat, Pradisposition fiir
Tumor- und andere Erkrankungen, hete-
rozygoter Ubertrigerstatus fiir rezessive
Erkrankungen) ergeben, die im Regelfall
nicht mitgeteilt werden, wenn sich dar-
aus keine therapeutischen Konsequenzen
fiir den Patienten ergeben. Dariiber wer-
den die Ratsuchenden vor der Durchfiih-
rung der Molekularen Karyotypisierung
mittels Mikroarray-Analyse im Gesprach

hen nicht zur Verfiigung 5 Roeleveld et al., Dev Med Child Neurol, 1997,

39:125-32

24 | Medizinische Genetik 1-2010

6 Rauch, A et al., Am J Med Genet 2006,
140A:2063-74



vom Facharzt fiir Humangenetik aufge-
klart und konnen sich fiir oder gegen die
Mitteilung von Zufallsbefunden entschei-
den. Die Inhalte der genetischen Bera-
tung werden dokumentiert. Die Einver-
standniserkldrung der Ratsuchenden und
der Personen, fiir die die Analyse durch-
gefiihrt werden soll, wird eingeholt.

Grenzen der Technologie

Die Auflésung der Molekularen Karyo-
typisierung mittels Mikroarray-Analyse
ist auf Grund technischer Gegebenheiten
nicht tiber das ganze Genom homogen.
Es ist moglich, dass in bestimmten Ge-
nomabschnitten der angegebene mittlere
Wert der Auflosung nicht erreicht wird.
Dadurch bedingt konnen Deletionen und
Duplikationen in diesen Abschnitten nur
festgestellt werden, wenn sie grofler sind
als der Abstand zwischen mehreren be-
nachbarten Messpunkten.

Strukturelle balancierte Chromoso-
menaberrationen und Polyploidien kon-
nen mit der Molekularen Karyotypisie-
rung mittels Mikroarray-Analyse bisher
nicht erkannt werden. Zur Abklirung
solcher Veranderungen sind die konven-
tionelle Chromosomenanalyse und zum
Teil weiterfithrende Untersuchungen er-
forderlich.

Analytische Verifizierungs-
verfahren (Ermittlung
der Testrichtigkeit)

= qPCR-Analyse, Quantitative Genoty-
pisierung, MLPA oder FISH-Analy-
se auf Deletionen und Duplikationen
beim Indexpatienten

= qPCR-Analyse, Quantitative Genoty-
pisierung, MLPA oder FISH-Analyse
auf Deletionen und Duplikationen bei
den Eltern des Indexpatienten

= Molekulare Karyotypisierung mittels
Mikroarray-Analyse der Eltern

Qualitatssicherung

Die Qualitdtssicherung erfolgt durch
Ringversuche, die von einem unabhén-
gigen Gremium durchgefiihrt werden.

Mitglieder der GfH-Kommission fiir die
Erstellung von Indikationskriterien zur
Einfithrung der Molekularen Karyotypi-
sierung mittels Mikroarrayanalysen in die
humangenetische Diagnostik
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