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FISH-ANWENDUNGSBEISPIEL AUSDER ARBEITSGRUPPE VON THOMAS LIEHR
Mittels Binderungszytogenetik konnte eine unklare Verdnderung im langen Arm eines Chromosoms 8 gesehen
werden. Mit FISH gelang unter Einsatz lokus-spezifischer BAC(Bacterial-Artificial Chromosome)-Sonden
der Nachweis einer kleinen Inversion inv(8)(q22.3923.3).
Die rote und die griine Sonde sind am rechten derivativen Chromosom 8 in ihrer Lage vertauscht.
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Die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) ist eine
molekularzytogenetis€he Untersuchung mit langer Historie.
Uber ihren klinischen Nutzen sowie aktuelle Entwicklungen

in der genetischen Diagnostik - der Humangenetiker
PROF. THOMAS LIEHR im Interview
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Herr Professor Liehr, warum ist die FISH-Diagnostik seinerzeit
entwickelt worden?

Riickblickend sehe ich drei Griinde. Erstens wollte man die
Banderungszytogenetik weiter nutzen, zweitens aber ihre rela-
tiv geringe Aufldsung iberwinden und drittens eine Méglich-
keit schaffen, auch Interphase-Zellen zu analysieren. Ab den
90ern gab es zunehmend Anbieter kommerzieller Sonden, und
die diagnostische Anwendung explodierte. Das erste groBe
Feld war die tumorgenetische Diagnostik an Meta- und Inter-
phase-Chromosomen. Kommerzielle FISH-Sonden fiir die ver-
gleichsweise seltenen angeborenen genetischen Erkrankungen
standen erst um das Jahr 2000 bereit.

Wie kam es, dass Sie sich auf FISH-Diagnostik spezialisiert haben?

Als ich Anfang der 90er ein Diplomthema suchte, landete ich
in der Humangenetik in Erlangen, wo Professor Gebhart gerade
die FISH-Technik etablierte. Er und Professor Pfeiffer setzen mich
an die FISH-Charakterisierung von zwdlf Fillen, vor allem mit
Katzenaugen-Syndrom, mit kleinen {berzihligen Marker-Chro-
mosomen, 1998 wechselte ich zu Professor Claussen nach Jena,
wo seit Beginn der 90er eigene FISH-Sonden hergestellt wurden.
Meine ehemalige Doktorandin Anja Weise hatte die Idee, eine
groBe BAC-Sonden-Sammlung anzulegen. Somit haben wir seit
etwa 2005 mehr als 8.000 FISH-Sonden zur Verfligung.

Was begeistert Sie ander FISH?

Die Méglichkeit, auf mikroskopischer Ebene genetische
Veranderungen nachweisen, erkennen und klassifizieren zu
konnen. Zudem ist die humangenetische Diagnostik extrem
nah am Puls der Forschung. Wir bearbeiten seltene klinische
Félle, iber die es meist nur wenige Publikationen gibt.
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Wie hat sich die Humangenetik im Lauf der Zeit verindert?

Wahrend Licht- und Fluoreszenzmikroskopie das Feld bis
2000 prdgten, zeichnet sich nun eine wahrscheinlich unum-
kehrbare Entwicklung ab. Ging es bisher um Chromosomen,
ihre Struktur und die genetische Beratung von Patienten, will
man jetzt, mittels Hochdurchsatzmethoden und Bioinformatik,
am liebsten ,die eine Technik" finden, mit der man alle geneti-
schen Fragestellungen auf einmal |6sen kann.

Sie klingen nicht begeistert?

Stimmt. Die frihere Blickdiagnostik erfahrener klinischer
Genetiker soll durch Gesichtserkennungsprogramme fiir Krank-
heitsbilder oder durch blindes Screenen auf Verdnderungen
im Patientengenom ersetzt werden. Und das, ohne eine Ver-
dachtsdiagnose zu benttigen. Zytogenetik und FISH werden
als veraltete Methoden belichelt, obwohl Hunderttausende
solcher Analysen jeden Monat allein in Deutschland durchge-
fuhrt werden.

Ohne FISH geht es also nicht?

Nein. Unser Labor in Jena bekommt, neben Einsendungen
aus der eigenen Beratungsabteilung, mehrere Hundert Proben
jahrlich zur Abkldrung von in Array-CGH oder Zytogenetik auf-
filligen Befunden. Die Zahlen steigen in den vergangenen Jah-
ren eheran.

Wie wichtig ist FISH fiir die Leukdmie-Befundung?

Nach wie vor sind Chromosomenanalysen und FISH ver-
ldssliche Routineverfahren fiir die Diagnose, Prognose und
Verlaufskontrolle von Leukdmien. Auch die WHO schreibt
FISH-Diagnostik in ihren Guidelines vor. FISH beantwortet fir
Kliniker Fragen wie: Handelt es sich um Krebs oder eine andere
hamatologische Systemerkrankung? Ist die akute Leukdmie
myeloid oder lymphoid? Zeigt der gefundenen zytogenetische
Marker nach WHO-Kriterien eine gilnstige oder unglinstige
Prognose an? War die Behandlung erfolgreich und wurden die
Tumorzellen zuriickgedréngt? Liegt ein Rezidiv mit denselben
zytogenetischen Markern vor oder ist es eine sekundire Leu-
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Prof. Dr. Thomas Liehr ist Arbeitsgruppenleiter am
Institut fiir Humangenetik der Universititsklinik jena,
Der Forscher hat mehrere Biicher publiziert und ist
unter anderem Mitglied des Berufsverbands Deutscher
Humangenetiker sowie des European Board of

Medical Genetics. im Forschungsbereich der klinischen
Genetikist Liehr international bekannt,
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Einblicke in den Bauplan des Lebens

Flemming begriindet die Zytogenetik

— Waldeyer-Hartzetabliert den Begriff
wChromosom* fiir farbbare Strukturen
im Zellkern, die Mendel als

uppe’

— Sutton und Boveri begriinden
die Chromosomen-Theorie der Vererbung

Es folgen diverse Entwicklungsschritte
zum Machweis von Chromosomenanomalien
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= Erkenntnis, dass Menschen 46 Chromosomen

besitzen, und Entdeckung
numerischer Aberrationen wie Trisomie 21

— Nowell und Hungerford entdecken
ersteerworbene chromosomale Verdnderung
(Philadelphia-Chromosomen bei CML)

— ersteprinatale
Chromosomenanalyse

— Einfilhrung der Binderungs-
zytogenetik durch Lore Zech

Es folgen C-Banding und Silber-
farbung. Die derzeit etablierte
GTG-Banderung (Firbung

der G-Banden durch Trypsin mit
Glemsa) Ist bis heute Goldstandard

— Entwicklung der ersten nicht-radioaktiven
Sondenmarkierung mit Biotin als Hapten (nach-
weisbar durch Fluorchrom-gekoppeltes Avidin)

— ersteFluoreszenz-ISH (FISH)
an menschlichen Chromosomen

erste Vielfarben-FISH

= Meilenstein: gleichzeitige Verwendung aller
24 menschlichen Ganzchromosomenfarben in
einem Experiment

~ Esfolgen weitere Vielfarben-FISH-Sondensitze

— FISH wird in der medizinischen Diagnostik
und Forschung vielfaltig eingesetzt
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kamie mit komplett anderen chromosomalen Verinderungen?
War die Knochenmarktransplantation erfolgreich? Weiterhin
Idsst sich bei akuten Leukdmien mittels Zytogenetik und FISH
der Ploidiegrad bestimmen.

Wann eignet sich FISH und wann Next Generation Sequencing,
kurz NGS, besser?

Das héngt von der jeweiligen Fragestellung ab. FISH und
Chromosomenanalysen erlauben Aussagen zu kleinen Zellmo-
saiken, die man mit NGS eher tibersehen kann. AuBerdem sind
wir bei der FISH noch naher am In-vivo-Zustand. Im Vergleich
zu NGS ist FISH schneller. In der hamatologischen Diagnostik
kann NGS nur in Laboratorien mit sehr hohem Durchsatz wirt-
schaftlich eingesetzt werden. FISH kéinnen auch Einrichtungen
mit kleineren Fallzahlen halbwegs kostendeckend anbieten.
NGS erfasst gleichzeitig Dutzende bis Hunderte Mutationen
in einer Probe, was die Interpretation erschwert. Beim Einsatz
von FISH kann man nur eine Fragestellung bearbeiten und bei
gleichzeitiger Durchfilhrung der zytogenetischen Diagnos-
tik auch ungerichtet nach grobstrukturellen Veranderungen
suchen. Insofern kdnnen sich NGS und FISH auch gut ergdnzen.
Etwa um in Verlaufskontrollen einen mittels NGS gefundenen
Tumormarker mit FISH weiter zu verfolgen.

Wird es eine Zukunft ohne FISH geben?

Es sollte nicht darum gehen, bewdhrte Techniken durch
neue zu ersetzen, sondern darum, genau die Methode auszu-
wihlen, die eine klinische Fragestellung bestmoglich klart.
FISH wird immer eine Rolle spielen.

Was sagen Sie zu der neuen IVDR-Zertifizierung, die bald ver-
pflichtend seinsoll?

Wenn ich die IVDR korrekt verstehe, darf man nur dann eine
FISH-Sondenkombination in der Diagnostik einsetzen, wenn
man genau diese zuvor an 100 Kontrollen und 100 auffilligen
Patientenproben getestet hat. Das ist nicht mal fir Labore oder
Anbieter von Sonden, die eine Trisomie 21 nachweisen, még-
lich. Somit hieBe das, weder in der Molekulargenetik noch
in der FISH diirfte man die Diagnostik seltener Erkrankun-
gen durchfilhren. Selbst hergestellte Sondensets wéren nicht
mehr legal. Da kein Labor den geforderten Aufwand erbringen
kann, wire man technisch wieder im Jahr 1981. Eine Untersu-
chung, wie auf Seite 56 zu sehen, wire dann nicht mehr mog-
lich. Wenn es keine gesetzlichen Last-minute-Anderungen gibt,
dann kommt es dadurch zu einer deutlichen Verschlechterung
der Patientenversorgung in ganz Europa.

INTERVIEW DR. JENDRIK MARBACH
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