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Nationales Vorwort

Dieses Dokument (prENISO 20166-1:2016) wurde vom Technischen Komitee ISO/TC 212 ,Clinical
laboratory testing and in vitro diagnostic test systems” in Zusammenarbeit mit dem Technischen Komitee
CEN/TC 140 ,In-vitro-Diagnostik (Sekretariat: DIN, Deutschland) erstellt.

Fiir diesen Norm-Entwurf ist der Arbeitsausschuss NA 063-03-03 AA ,Qualitditsmanagement in
medizinischen Laboratorien“ im DIN-Normenausschuss Medizin (NAMed), zustandig.

Um Zweifelsfille in der Ubersetzung auszuschlief3en, ist die englische Originalfassung der prEN ISO 20166-1
beigefiigt. Die Nutzungsbedingungen fiir den deutschen Text des Norm-Entwurfes gelten gleichermafien
auch fiir den englischen Text.

Fiir die in diesem Dokument zitierten Internationalen Normen wird im Folgenden auf die entsprechenden
Deutschen Normen hingewiesen:

ISO 9000 sieche  DIN ENISO 9000

ISO 15189 siehe DINENISO 15189

ISO 17020 siehe DIN ENISO/IEC 17020
ISO 17511 siehe DINENISO 17511

ISO 22174 siehe  DINENISO 22174

Nationaler Anhang NA
(informativ)

Literaturhinweise

DIN EN ISO 9000:2005-12, Qualitdtsmanagementsysteme — Grundlagen und Begriffe (1SO 9000:2005);
Dreisprachige Fassung EN ISO 9000:2005

DIN EN ISO 15189:2013-03, Medizinische Laboratorien — Anforderungen an die Qualitdt und Kompetenz
(150 15189:2012); Deutsche Fassung EN 1SO 15189:2012

DIN EN ISO/IEC 17020:2012-07, Konformitdtsbewertung — Anforderungen an den Betrieb verschiedener
Typen von Stellen, die Inspektionen durchfiihren (ISO/IEC 17020:2012); Deutsche und Englische Fassung
ENISO/IEC 17020:2012

DIN EN ISO 17511:2003-11, In-vitro-Diagnostika — Messung von GrdfSen in Proben biologischen Ursprungs —
Metrologische Riickfiihrbarkeit von Werten, die Kalibriermaterialien und Kontrollmaterialien zugeordnet sind
(150 17511:2003); Deutsche Fassung EN 1SO 17511:2003

DIN EN ISO 22174:2005-05, Mikrobiologie von Lebensmitteln und Futtermitteln — Polymerase-Kettenreaktion

(PCR) zum Nachweis von pathogenen Mikroorganismen in Lebensmitteln — Allgemeine Anforderungen und
Begriffe (1S0O 22174:2005); Deutsche Fassung EN ISO 22174:2005
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Europaisches Vorwort

Dieses Dokument (prENISO 20166-1:2016) wurde vom Technischen Komitee ISO/TC 212 ,Clinical
laboratory testing and in vitro diagnostic test systems” in Zusammenarbeit mit dem Technischen Komitee
CEN/TC 140 ,In-vitro-Diagnostik” erarbeitet, dessen Sekretariat vom DIN gehalten wird.

Dieses Dokument ist derzeit zur parallelen Umfrage vorgelegt.

Anerkennungsnotiz

Der Text von ISO/DIS 20166-1:2016 wurde vom CEN als prENISO 20166-1:2016 ohne irgendeine
Abadnderung genehmigt.
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Vorwort

ISO (die Internationale Organisation fiir Normung) ist eine weltweite Vereinigung von Nationalen
Normungsorganisationen (ISO-Mitgliedsorganisationen). Die Erstellung von Internationalen Normen wird
normalerweise von ISO Technischen Komitees durchgefiihrt. Jede Mitgliedsorganisation, die Interesse an
einem Thema hat, fiir welches ein Technisches Komitee gegriindet wurde, hat das Recht, in diesem Komitee
vertreten zu sein. Internationale Organisationen, staatlich und nicht-staatlich, in Liaison mit ISO, nehmen
ebenfalls an der Arbeit teil. ISO arbeitet eng mit der Internationalen Elektrotechnischen Kommission (IEC)
bei allen elektrotechnischen Themen zusammen.

Die Verfahren, die bei der Entwicklung dieses Dokuments angewendet wurden und die fiir die weitere Pflege
vorgesehen sind, werden in den ISO/IEC-Direktiven, Teil 1 beschrieben. Im Besonderen sollten die fiir die
verschiedenen ISO-Dokumentenarten notwendigen Annahmekriterien beachtet werden. Dieses Dokument
wurde in Ubereinstimmung mit den Gestaltungsregeln der ISO/IEC-Direktiven, Teil 2 erarbeitet (siehe
www.iso.org/directives).

Es wird auf die Moglichkeit hingewiesen, dass einige Elemente dieses Dokuments Patentrechte beriihren
konnen. ISO ist nicht dafiir verantwortlich, einige oder alle diesbeziiglichen Patentrechte zu identifizieren.
Details zu allen wahrend der Entwicklung des Dokuments identifizierten Patentrechten finden sich in der
Einleitung und/oder in der ISO-Liste der empfangenen Patenterklarungen (siehe www.iso.org/patents).

Jeder in diesem Dokument verwendete Handelsname wird als Information zum Nutzen der Anwender
angegeben und stellt keine Anerkennung dar.

Eine Erlduterung der Bedeutung ISO-spezifischer Benennungen und Ausdriicke, die sich auf
Konformitiatsbewertung beziehen, sowie Informationen {iber die Beachtung der Grundsitze der
Welthandelsorganisation (WTO) zu technischen Handelshemmnissen (TBT, en: Technical Barriers to Trade)
durch ISO enthalt der folgende Link: www.iso.org/iso/foreword.html.

Das fiir dieses Dokument verantwortliche Komitee ist ISO/TC 212, Clinical laboratory testing and in vitro
diagnostic test systems.

ISO 20166 besteht aus folgenden Teilen unter dem allgemeinen Titel Molecular in vitro diagnostic
examinations — Specifications for pre-examination processes for formalin-fixed and paraffin-embedded (FFPE)
tissue:

— Part 1: Isolated RNA

— Part 2: Isolated proteins

— Part 3: Isolated DNA
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Einleitung

Die molekulare In-vitro-Diagnostik, darunter auch die molekulare Pathologie, hat bedeutende Fortschritte in
der Medizin ermdoglicht. Weitere Fortschritte werden von neuen Technologien erwartet, mit denen
Nukleinsduren, Proteine und Metaboliten in humanen Geweben und Korperfliissigkeiten analysiert werden.
Die Profile und/oder die Integritit dieser Molekiile konnen bzw. kann sich jedoch im Verlauf der Entnahme
der Primdrprobe, des Transports, der Lagerung und der Verarbeitung drastisch verdndern und dadurch die
Diagnostik bzw. Forschungsergebnisse unzuverldssig oder sogar unmoglich machen, da in der
anschliefSenden Untersuchung nicht die Situation im Patienten, sondern ein kiinstliches Profil bestimmt
wird, das in einem prdanalytischen Verfahren geschaffen wurde. Daher ist eine Normung des gesamten
Prozesses von der Primdrprobenahme bis zur RNS-Untersuchung notwendig. Zur Bestimmung der wichtigen
Einflussfaktoren wurden entsprechende Studien durchgefiihrt. Bei der Festlegung und Normung der
einzuhaltenden Schritte wiahrend der sogenannten praanalytischen Phase fiir mit Formalin fixiertes und in
Paraffin eingebettetes Gewebe (FFPE-Gewebe) im Rahmen der RNS-Untersuchung stiitzt sich diese
Internationale Norm auf diese Arbeiten.
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1 Anwendungsbereich

Diese Internationale Norm empfiehlt die Handhabung, Dokumentation, Lagerung und Verarbeitung von aus
FFPE-Gewebe bestehendem und fiir die RNS-Untersuchung vorgesehenem Untersuchungsmaterial wahrend
der praanalytischen Phase vor Beginn der molekularen Analyse. Diese Internationale Norm gilt fiir
molekulare in-vitro-diagnostische Untersuchungen, wozu auch im Labor entwickelte Priifungen zdhlen, die
von medizinischen Laboratorien und Laboratorien der molekularen Pathologie durchgefiihrt werden. Sie soll
auch von Laborkunden, Entwicklern und Herstellern von In-vitro-Diagnostika sowie Einrichtungen und
kommerziellen Organisationen, die in der biomedizinischen Forschung tatig sind, Biobanken und
Aufsichtsbehorden eingesetzt werden.

Die Fixierung mit Formalin und die Einbettung in Paraffin konnen zu Modifikationen der RNS-Molekiile
fiihren, die sich auf die Giiltigkeit und Zuverldssigkeit der Untersuchungsergebnisse auswirken kénnen.

RNS-Profile in Geweben konnen sich wahrend der Probenahme erheblich verdndern und dies je nach
Gewebespender/Patient in unterschiedlichem Mafd. Daher ist es wichtig, dass besondere Mafinahmen
getroffen werden, um die beschriebenen RNS-Profilveranderungen und -modifikationen im Gewebe im
Hinblick auf die anschlieféende Untersuchung moglichst gering zu halten.

ANMERKUNG Zu bestimmten Bereichen, die in dieser Internationalen Norm behandelt werden, gelten
moglicherweise lokale, nationale oder regionale Bestimmungen oder Anforderungen.

2 Normative Verweisungen

Die folgenden Dokumente, die in diesem Dokument teilweise oder als Ganzes zitiert werden, sind fiir die
Anwendung dieses Dokuments erforderlich. Bei datierten Verweisungen gilt nur die in Bezug genommene
Ausgabe. Bei undatierten Verweisungen gilt die letzte Ausgabe des in Bezug genommenen Dokuments
(einschlieRlich aller Anderungen).

ISO 15189:2012, Medical laboratories — Requirements for quality and competence
ISO 15190, Medical laboratories — Requirements for safety

IS0 17020:2012, Conformity assessment - Requirements for the operation of various types of bodies
performing inspection

3 Begriffe

Fiir die Anwendung dieses Dokuments gelten die Begriffe nach ISO 15189:2012 und die folgenden Begriffe.

31
Umgebungstemperatur
ungeregelte Temperatur der Umgebungsluft

3.2
Analyt
der im Namen der messbaren Grofie angegebene Bestandteil (ISO 17511)

3.3
Leistung der analytischen Priifung
Genauigkeit, Prazision und Sensibilitdt einer Priifung bei der Messung eines betreffenden Analyts

3.4

kalte Ischiamie
Zustand nach der Gewebeentnahme aus dem Korper bis zur Stabilisierung oder Fixierung
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3.5

Diagnose

Feststellung einer Erkrankung anhand ihrer Anzeichen und Symptome, wobei im diagnostischen Verfahren
Untersuchungen und Priifungen zur Einordnung des Zustands einer Person in getrennte und verschiedene
Kategorien und Unterkategorien enthalten sein kdnnen, auf deren Grundlage medizinische Entscheidung zur
Behandlung und Prognose getroffen werden kénnen

3.6
DNase
Desoxyribonuklease katalysiert den Abbau von DNS in kleinere Komponenten

3.7

Untersuchung

analytische Phase

Folge von Handlungen, deren Ziel die Bestimmung des Wertes oder der Merkmale einer Eigenschaft ist

Anmerkung 1 zum Begriff:  Prozesse, die mit dem isolierten Analyt beginnen und jegliche Art von Parameterpriifung
oder chemischer Bearbeitung fiir die quantitative oder qualitative Untersuchung umfassen.

[QUELLE: ISO 15189:2012, 3.7, modifiziert — Der Begriff und die Definition werden ohne die im Original
vorhandenen Anmerkungen verwendet]

3.8
FFPE-Gewebe
mit Formalin fixiertes und in Paraffin eingebettetes Gewebe

3.9

Formalin

gesdttigte, wasserhaltige Formaldehydl6sung mit einem Massenanteil an Formaldehyd von 37 % (entspricht
einem Volumenanteil von 40 %), bezeichnet als 100 % Formalin

3.10
Formalinfixierung
Behandlung einer Probe mit standardgepufferter Formalinlésung zur Stabilisierung

3.11

Zuschneiden

makroskopische Untersuchung

Untersuchung pathologischer Proben mit dem blofden Auge, um diagnostische Informationen zu erhalten,
und gleichzeitige Weiterverarbeitung zur anschlieffenden mikroskopischen Untersuchung

3.12
homogen
einheitlich in Struktur und Zusammensetzung

3.13

Belastungssubstanzen

eine Komponente der Probe, aufier dem Analyt, die eine Abweichung in der gemessenen Konzentration
verursacht

3.14

Paraffineinbettung

Verfahren, in dem eine Gewebeprobe in Paraffin gelegt wird, um eine harte umgebende Matrix zu erhalten,
damit diinne mikroskopische Schnitte abgeschnitten werden konnen
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3.15

pra-analytische Verfahren

praanalytische Phase

praanalytischer Arbeitsablauf

Verfahrensschritte, in chronologischer Reihenfolge, die mit der Anforderung des Arztes einschliefdlich der
Untersuchungsanforderung beginnen, die Vorbereitung und Identifizierung des Patienten, das chirurgische
Verfahren, die Entnahme der Primarprobe(n), die voriilbergehende Lagerung, den Transport zum und im
Analyselabor, die Aliquotierung, Gewinnung, Isolierung der Analyte einschliefien und mit dem Beginn der
analytischen Untersuchung enden

Anmerkung 1 zum Begriff: Die praanalytische Phase beinhaltet vorbereitende Prozesse, die das Ergebnis der
beabsichtigten Untersuchung beeinflussen.

[QUELLE: ISO 15189:2012, 3.15, modifiziert — Ein zusatzlicher Begriff wurde hinzugefiigt und weitere
Einzelheiten wurden aufgenommen]

3.16

Primarprobe

Untersuchungsmaterial

getrennter Teil einer Korperfliissigkeit, Atemluft, Haar oder eines Gewebes, entnommen zur Untersuchung,
Erforschung oder Analyse von einer oder mehrerer Grofien oder Eigenschaften, als Annahme fiir die
Beschaffenheit des Ganzen

[QUELLE: ISO 15189:2012, 3.16, modifiziert — Der Begriff und die Definition werden ohne die im Original
vorhandenen Anmerkungen verwendet]

3.17
Eignungspriifung
bestimmt die Leistungsfiahigkeit einzelner Laboratorien fiir spezifische Priifungen oder Messungen

3.18

quantitatives RNS-Profil

RNS-Profil

Mengen einzelner RNS-Molekiile, die in einer Probe vorliegen und die gemessen werden konnen, wenn keine
Verluste, Hemmungen und Beeinflussungen auftreten

3.19

RNS

Ribonukleinsaure

Polymer von Ribonukleotiden, das in Doppelstrangform oder in Einzelstrangform vorkommt

[QUELLE: ISO 22174:2005, 3.1.3]

3.20
RNase
Ribonuklease katalysiert den Abbau von RNS in kleinere Komponenten

3.21
Raumtemperatur

Temperatur, die fiir die Anwendung dieses Dokuments als 18 °C bis 25 °C definiert ist

Anmerkung 1 zum Begriff:  Lokale oder nationale Bestimmungen kénnen unterschiedliche Definitionen haben.
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3.22
Probe
ein Teil oder mehrere Teile, das (die) einer Primédrprobe entnommen wird (werden)

[QUELLE: ISO 15189:2012, 3.24, modifiziert — Die Beispiele wurden nicht tibernommen.]

3.23

Stabilitit

Fahigkeit eines Probenmaterials, bei der Lagerung unter festgelegten Bedingungen einen bestimmten
Merkmalswert innerhalb festgelegter Grenzwerte fiir eine festgelegte Zeitdauer aufrechtzuerhalten

Anmerkung 1 zum Begriff:  Fiir die Anwendung dieses Dokuments ist der Analyt RNS.
[QUELLE: ISO Guide 30:2015, 2.7]

3.24

standardgepufferte Formalinlésung

neutral gepuffertes Formalin (NBF, en: neutral buffered formalin)

10%ige wassrige Formalinlosung mit einem Massenanteil an Formaldehyd von 3,7 % (entspricht einem
Volumenanteil von 4 %), auf pH 6,8 bis pH 7,2 gepuffert

Anmerkung 1 zum Begriff:  Standardgepufferte Formalinlosungen enthalten hiufig kleine Mengen Methanol zur
Unterbindung der Oxidation und Polymerisation des Formaldehyds.

3.25

Lagerung

andauernde Unterbrechung des praanalytischen Arbeitsablaufes einer Probe bzw. eines Analyts oder eines
ihrer Derivate, z.B. eingefdrbte Schnitte oder Gewebeblocke, unter den zum Erhalt der Eigenschaften
geeigneten Bedingungen

Langfristige Lagerung erfolgt in der Regel in Lagerrdumen von Laboratorien oder in Biobanken.

3.26

Gewebeverarbeiter

automatisiertes Instrument zur Fixierung, Dehydrierung und Clearing von Gewebe und zur
Paraffininfiltration

3.27

Validierung

Bestdtigung durch Bereitstellung eines objektiven Nachweises, dass die Anforderungen fiir einen
spezifischen beabsichtigten Gebrauch oder eine spezifische beabsichtigte Anwendung erfiillt worden sind

Anmerkung 1 zum Begriff:  Der Begriff ,validiert” wird zur Bezeichnung des entsprechenden Status verwendet.
Anmerkung 2 zum Begriff:  Aus ISO 9000:2005, Definition 3.8.5.

[QUELLE: ISO 15189:2012, 3.26]

Documents
Document Sharingj—lub

Full document details: E DIN EN ISO 20166-1:2016-08


http://www.avadocuments.com/doc/e-din-en-iso-20166-1-2016-08
http://www.avadocuments.com/doc/e-din-en-iso-20166-1-2016-08

E DIN EN ISO 20166-1:2016-08 - Entwurf -
prEN ISO 20166-1:2016 (D)

3.28

Verifizierung

Bestdtigung durch Bereitstellung eines objektiven Nachweises, dass festgelegte Anforderungen erfiillt
worden sind

Anmerkung 1 zum Begriff:  Der Begriff ,verifiziert” wird zur Bezeichnung des entsprechenden Status verwendet.
Anmerkung 2 zum Begriff:  Bestdtigung kann aus Tétigkeiten bestehen wie z. B.:

— Durchfiihren alternativer Berechnungen;

— Vergleichen einer neuen Entwicklungsspezifikation mit einer bereits bewéhrten Entwicklungsspezifikation;
— Durchfithrung von Priifungen und Erbringen von Nachweisen und

— Bewertung von Dokumenten bevor sie herausgegeben werden.

[QUELLE: ISO 9000:2005, 3.8.4]

3.29

warme Ischimie

Zustand, bei dem das Gewebe von seiner normalen sauerstoff- und nahrstoffhaltigen Blutzufuhr getrennt ist,
wiahrend es am Korper ist, bis es vom Korper entfernt wird

3.30
Arbeitsablauf
Reihe von Aktivitaten, die zur Ausfiihrung einer Aufgabe erforderlich sind

4 Allgemeine Betrachtungen

Zu allgemeinen Aussagen hinsichtlich von Qualitdtsmanagementsystemen medizinischer Laboratorien und
insbesondere hinsichtlich der Entnahme und Handhabung von Priméarproben (einschliefRlich der
Vermeidung von Kreuzkontaminationen) siehe ISO 15189:2012, 4.2, 5.4.4. Die Anforderungen zu
Laboratoriumsmaterial, Reagenzien und Verbrauchsgiiter miissen in Ubereinstimmung mit ISO 15189:2012,
5.3 befolgt werden; ISO 15189:2012, 5.5.1.2 und 5.5.1.3 kdnnen ebenfalls anwendbar sein.

Alle Schritte eines diagnostischen Arbeitsablaufes konnen die endgiiltige Leistung der analytischen Priifung
beeinflussen. Daher muss der gesamte Arbeitsablauf, einschliefdlich biomolekulare Stabilitit und
Lagerbedingungen der Proben, verifiziert und validiert werden. Schritte des Arbeitsablaufes, die nicht
immer kontrolliert werden konnen (z. B. warme Ischdmie), sind zu dokumentieren, ihre Auswirkungen auf
die Leistung der analytischen Priifung ist zu untersuchen und Mafdnahmen zur Risikoverringerung sind zu
ergreifen, um die notwendige Leistung der analytischen Priifung zu erhalten. In diesen Fallen wird eine
Risikobeurteilung empfohlen.

Die Stabilitat des/der betreffenden spezifischen quantitativen RNS-Profils/e sollte vor der Entwicklung und
Umsetzung einer analytischen Untersuchung wahrend des gesamten praanalytischen Verfahrens untersucht
werden.

Bevor Gewebe in standardgepufferter Formalinlésung fixiert werden, konnen sich die RNS-Profile signifikant
verandern, und zwar abhéngig von der Dauer der warmen und kalten Ischdmie und der Temperatur vor der
Formalinfixierung (z. B. durch Geninduktion, Herabregulation von Genen, RNS-Degradation). Dariiber hinaus
konnen diese Veranderungen je nach Gewebe des Spenders/Patienten unterschiedlich ausfallen.

Allgemein ist das Risiko von Verdnderungen des RNS-Profils umso hoéher, je langer die warme und kalte
Ischdmie dauert und je hoher die Umgebungstemperatur vor dem Fixieren der Gewebeprobe ist.
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ANMERKUNG  Eine intraoperative warme Ischdamie kann zu ausgepragteren Veranderungen der RNS-Profile fiihren,
als dies bei einer postoperativen kalten Ischdmie der Fall ist. Die RNS-Profile konnen auch je nach Herkunft und Art des
Gewebes, je nach Grunderkrankung, chirurgischem Verfahren und der zur Anisthesie oder Behandlung von
Begleiterkrankungen verabreichten Medikamente sowie abhdngig von unterschiedlichen Umgebungsbedingungen nach
der Gewebeentnahme aus dem Korper variieren.

Da die warme Ischdmie schwer zu normen ist, sollte ihre Dauer dokumentiert werden. Ist eine kalte
Ischdmie nicht zu vermeiden (z.B. Transport ins Labor vor der Formalinfixierung), muss die Dauer
dokumentiert werden; die Umgebungstemperaturen der Transportbehdlter des Untersuchungsmaterials
sollten dokumentiert werden. Wird das Untersuchungsmaterial zur Formalinfixierung in eine andere
Einrichtung transportiert, muss die Transportdauer dokumentiert werden und aufierdem sollten die
Umgebungsbedingungen dokumentiert werden.

Dariiber hinaus bewirkt die Formalinfixierung Modifikationen bei Biomolekiilen und fiihrt zu einer
suboptimalen Leistung in den analytischen Untersuchungen der aus FFPE-Geweben extrahierten RNS, was
bei der Qualitidtskontrolle und der Anwendung von molekularen Tests bertiicksichtigt werden sollte, vor
allem im Rahmen von Genexpressionsstudien [[511,[[6]][[7]] [[8]], Eine Testoptimierung fiir FFPE-Gewebe oder

die Anwendung nicht vernetzender Alternativen zu standardgepufferter Formalinlosung sind Moglichkeiten,
diese Probleme fiir molekulare Untersuchungen zu minimieren![?11{[10]],

Sicherheitsbestimmungen zu Transport und Handhabung miissen beriicksichtigt werden
(siehe ISO 15189:2012, 5.2.3 und 5.4.5 und ISO 15190).

Waéhrend des gesamten praanalytischen Verfahrens miissen Vorsichtsmafdnahmen ergriffen werden, um
Kreuzkontaminationen unter den Proben zu vermeiden, z.B. durch Verwendung von Material fiir den
einmaligen Gebrauch, wo méglich, oder angemessene Reinigungsverfahren zwischen der Aufbereitung der

einzelnen Proben.

Wird ein handelsiibliches Produkt nicht nach den Herstellerangaben angewendet, liegt die Verantwortung
fiir dessen Verwendung und Leistung beim Anwender.

5 Auflerhalb des Labors
5.1 Entnahme der Primirprobe
5.1.1 Angaben zum Spender der Primarprobe/Patienten

Die Dokumentation hat die Identifikationsnummer des Primarprobenspenders/des Patienten zu enthalten,
die in Form eines Codes vorliegen kann.

Die Dokumentation sollte unter anderem Folgendes umfassen:

a) den entsprechenden Gesundheitszustand des Primérprobenspenders/Patienten (z.B. gesund,
Erkrankungsart, Begleiterkrankung, demografische Angaben (wie Alter und Geschlecht));

b) die Informationen zu routinemafdigen medizinischen Behandlungen und Sonderbehandlungen vor
der Gewebeentnahme (z. B. Anasthetika, Medikationen, chirurgische oder diagnostische Verfahren);

c) die erforderliche Zustimmung des Spenders der Primarprobe/Patienten.
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5.1.2 Angaben zur Primdrprobe
Die Dokumentation muss unter anderem Folgendes umfassen:

a) den Beginn der Ischamie im Korper (warme Ischdmie) durch Dokumentation des Zeitpunkts der
Ligatur/des Abklemmens von fiir die Ischdmie relevanten Gefaf3en ({iblicherweise der Zeitpunkt des
Abklemmens von Arterien);

b) die Uhrzeit und das Datum der Gewebeentnahme vom Koérper und das Entnahmeverfahren (z. B.
Feinnadelaspirationsbiopsie (FNAB), Resektion, fiir die Entnahme verwendetes Biopsiegerat);

c) die Beschreibung der Gewebeart, des Gewebezustands (z. B. erkrankt, von der Erkrankung nicht
betroffen) und des Herkunftsorgangewebes, einschliefllich Verweisungen auf jede im
Operationssaal vom Chirurgen, Radiologen oder Pathologen vorgenommene Markierung;

d) die Dokumentationsschritte nach 6.2, wenn die Formalinfixierung aufderhalb des Labors beginnt.

In der Dokumentation sollte zudem die Identifikationsnummer der fiir die Probeentnahme zustindigen
Person angegeben sein.

5.1.3 Aufbereitung der Primarprobe

Die Dokumentation aller Zusatze zu oder Modifikationen der Primarprobe nach der Entnahme aus dem
Korper (z. B. Kennzeichnung der Lage des Untersuchungsmaterials (z. B. Markierung mit Tinte, Nahtstiche),
Schnitt(e)) ist durchzufiihren.

5.2 Transportbezogene Anforderungen

Das mit der klinischen oder chirurgischen Abteilung zusammenarbeitende Labor muss mit dieser ein
Protokoll fiir den Transportvorgang des Untersuchungsmaterials erstellen.

Flir den Transport von frischem Gewebe miissen folgende Schritte durchgefiihrt werden:

1. die Auswahl und Verwendung entsprechend der geltenden Transportbestimmungen von
Entnahme-Transportbehéltern und -verpackungen (z. B. Kiihlbox, Kiste zum Lagern und Transportieren,
Vakuumverpackung), die fiir den Transport von formalinfixierten Gewebeprimérproben oder -proben
geeignet sind, sofern zutreffend;

2. die Auswahl und Anwendung von Stabilisierungsverfahren (z. B. Kiihlverfahren) fiir den Transport;

ANMERKUNG 1 Ein versehentliches Gefrieren und Tauen des Gewebes (z.B. durch falsche Anwendung von
Kiihlpackungen) kann zu einem RNS-Abbau fithren, wenn das Gewebe anschliefdend taut. Aufierdem kann dadurch die
morphologische Charakterisierung beeintrachtigt werden.

ANMERKUNG 2 Dieser Schritt kann entfallen, wenn das Untersuchungsmaterial direkt in standardgepufferte
Formalinlosung tiberfiihrt wird (siehe 6.2).

3. die Beschriftung des Transportentnahmebehélters [z.B. Registrierungsnummer, Strichcode (1D
oder 2D), Art und Menge der Primarprobe und Ursprungsorgan des Gewebes] sowie zusatzliche
Dokumentation (Angaben entsprechend 5.1.1, 5.1.2 und 5.1.3, 1. bis 3.). Wenn ein einzelner Behalter
mehrere Aliquote desselben Untersuchungsmaterials enthdlt und die Aliquote unterschiedliche
Merkmale reprasentieren (z. B. Gewebeart, Erkrankungszustand, Lage), muss dies dokumentiert werden.

Das Untersuchungsmaterial sollte unverziiglich nach der Entnahme aus dem Korper in den

Transportbehalter iiberfithrt werden. Anschliefdend sollte der Behalter auf Eis oder bei 2 °C bis 8 °C gelagert
werden, um Verdnderungen des RNS-Profils auf ein Mindestmaf3 zu beschranken.
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Die Umgebungstemperaturen des Transportbehélters wahrend der kalten Ischamiezeit (z. B. Temperaturen
in unterschiedlichen Riaumen, Transport) sollten dokumentiert werden. Wenn die Temperatur nicht
gemessen werden kann, sollte der Temperaturbereich durch Einteilung als Umgebungstemperatur,
Raumtemperatur oder bei 2 °C bis 8 °C geschatzt werden.

Die Uberwachung der Temperatur sollte in angemessener Weise erfolgen.
Sofern sich die Primarprobe nicht bereits in der standardgepufferten Formalinlosung befindet, sollte sie
unverziglich auf Eis oder bei 2 °C bis 8 °C transportiert werden, um Verdnderungen des RNS-Profils auf ein

Mindestmaf zu beschranken.

ANMERKUNG  Es ist nachgewiesen, dass die Stabilisierung von RNS-Profilen in Gewebe durch Verwendung von
Kunststoffbeuteln unter Vakuum weiter verbessert werden kann[[111],

Wird die Primérprobe bereits auf3erhalb des Labors in standardgepufferte Formalinlésung iiberfiihrt, sollte
die Temperatur wahrend des Transports die Raumtemperatur nicht iiberschreiten.

Die Einhaltung des Transportprotokolls muss dokumentiert werden. Alle Abweichungen von diesem
Protokoll miissen beschrieben und dokumentiert werden.

6 ImLabor

6.1 Angaben zum Erhalt der Primarprobe

Die Identifikationsnummer oder der Name der Person, die die Primérprobe entgegennimmt, muss
dokumentiert werden. Der Zeitpunkt des Probeneingangs und der Zustand (z.B. Beschriftung,
Transportbedingungen  einschliefdlich ~ Temperatur, Art und Menge der  Primarprobe,
Undichtigkeit/Beschdadigung des Behélters) des entgegengenommenen Untersuchungsmaterials miissen
dokumentiert werden. Alle Abweichungen vom erstellten Protokoll fiir den Transportvorgang (siehe 5.2)

miussen dokumentiert werden.

ANMERKUNG  Die Temperaturbedingungen wahrend des Transports konnen das quantitative RNS-Profil und die
RNS-Qualitat beeinflussen.

6.2 Formalinfixierung der Primdrprobe oder Probe

Dieses Verfahren gilt fiir die Primarprobe und fiir die entstandene(n) Probe(n), falls ein oder mehrere Teile
aus einer Primarprobe entnommen wurden.

Als Fixiermittel muss standardgepufferte Formalinlosung verwendet werden.

ANMERKUNG  In einigen Landern wird die standardgepufferte Formalinlosung als neutral gepuffertes Formalin
(NBF) bezeichnet.

Der pH-Wert und die Konzentration der standardgepufferten Formalinldsung sollten mindestens einmal am
Tag vor der Verwendung oder bei jeder neuen Charge tiberpriift werden, denn Formalin ist nicht stabil (z. B.
Formaldehyd neigt zur Oxidation zu Ameisensaure)[[12]],

Folgende Schritte miissen durchgefiihrt werden:

1. die Konsultation des Datenblatts des Herstellers zur Materialsicherheit (MSDS) vor der Handhabung
der standardgepufferten Formalinlosung;

ANMERKUNG  Formaldehyd ist ein Gefahrstoff, der das Gewebe durchdringt und chemische Veranderungen von
Biomolekiilen bewirkt.
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2. die Dokumentation des Zeitpunkts, zu dem die Primdrprobe oder Probe des Gewebes in
standardgepufferte Formalinlésung eingebracht wird;

ANMERKUNG  Die Gesamtdauer der Formalinfixierung kann anschliefiende Untersuchungen beeinflussen, z.B.
immunhistologische Techniken oder auf Nukleinsiure basierende molekulare Untersuchungen([8ll; siehe auch A.2.1 und
A.2.2. Die optimale Dauer der Formalinfixierung kann je nach Gewebeart und -grof3e unterschiedlich sein. Bei grofieren
Operationspraparaten, z. B. eines ektomierten Magens, kann aufgrund des langsamen Eindringens von Formaldehyd
vom Auferen ins Innere des Gewebes vor dem Zuschneiden eine inhomogene Fixierung stattfinden.

BEISPIEL Bei Gewebestlicken mit einer Dicke von 5 mm ist eine Fixierdauer zwischen 12h und 24 h in den
meisten Féllen fiir eine optimale Durchdringung und Fixierung angemessen. Siehe auch 6.7.2.

3. die Auswahl des Entnahmebehalters bzw. der Entnahmebehalter:

a) das Fassungsvermogen der Entnahmebehalter sollte ein vollstandiges Eintauchen der Primarprobe
in die standardgepufferte Formalinlosung ermoglichen. Das Mindestverhdltnis der
standardgepufferten Formalinlésung zum Gewebe hingt vom betroffenen Gewebe ab, sollte aber
15-20:1 (Volumen zu Volumen) betragen. Um eine vollstindige Formalinfixierung grofierer Proben
sicherzustellen, sollte eine besondere Handhabung des Gewebes, zum Beispiel Einschnitt(e) in
solide Organe oder Erdffnen von Hohlorganen, erfolgen;

Grofdere Primédrproben miissen moglicherweise halbiert und davon ein Anteil ausgewahlt werden,
damit eine fixierende Durchdringung gewahrleistet ist. In diesem Fall ist die standardgepufferten
Formalinloésung regelméfiig zu wechseln;

b) bei Verwendung von Behaltern, die bereits mit standardgepufferter Formalinldsung gefiillt sind,
miissen die Anleitungen des Produktanbieters eingehalten werden;

c) der Behalter muss sicher verschlief3bar sein;

4. die Beschriftung des Behalters (z.B. durch selbstklebende Etiketten, Beschriftung von Hand,
Hochfrequenz-Identifizierungs-Gerdate (RFID), vorbeschriftete Behélter, Strichcodes) muss die
Riickverfolgbarkeit der Primarproben oder Proben sicherstellen. Aus diesem Grund hat die Beschriftung
des Entnahmebehaélters mindestens folgende Angaben zu enthalten:

a) die Identifikationsnummer des Patienten/Spenders, die einmalige Identifikationsnummer der
Primarprobe/Probe und das Datum, an dem die Probe entnommen wurde, die alle in Form eines
Codes vorliegen konnen;

b) die grundlegenden Informationen z.B. zur Gewebeart, dem Gewebezustand und damit
zusammenhdngende zusatzliche Informationen, wie betroffen (z. B. Tumor) oder nicht betroffen, es
sei denn, ein Probennachverfolgungssystem kann diese Informationen in Verbindung mit der
Kennzeichnung der Primarprobe oder Probe unter 6.2, 4. a) liefern;

c) die eindeutige Nummerierung jedes Behélters, die in 6.2, 4. a) enthalten sein kann;
5. die Dokumentation der Arten, der Menge sowie der Beschreibung der Primarproben oder Proben.

Es sollte beriicksichtigt werden, dass bei einigen Erkrankungen, zum Beispiel bei Tumoren, molekulare
Merkmale moglicherweise nicht homogen in der Gewebeprimarprobe oder -probe vorliegen. Daher ist es
wichtig, dass der Teil der eigentlichen, fiir die molekulare Untersuchung verwendeten, Gewebeprimarprobe
oder -probe von einem medizinisch qualifizierten (z. B. zertifizierten) Pathologen ausgewertet wird. Dabei
sollte dokumentiert werden, welche Eigenschaften einer Erkrankung sich tatsdchlich in der fiir die
molekulare Untersuchung verwendeten Primarprobe oder Probe des Gewebes widerspiegeln (z. B. konnen
im Zentrum und in der Invasionsfront des Tumors unterschiedliche molekulare Mechanismen aktiviert sein;
auflerdem konnen Tumore aus Bereichen zusammengesetzt sein, die unterschiedliche
Differenzierungsgrade aufweisen).
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