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Handreichung

Validierung Molekularpathologie

Disclaimer

Das vorliegende Dokument wurde im Rahmen der Initiative ,IVDR in der Molekularpathologie” der Arbeitsge-
meinschaft Molekularpathologie der Deutschen Gesellschaft fiir Pathologie e. V. erstellt und soll eine Hilfe-
stellung bei der Umsetzung von Validierungen auf Basis der Anforderungen der Europdischen Verordnung
(EU) 2017/746 Art. 5 (5) sein. Das vorliegende Dokument hat keinen rechtsverbindlichen Charakter. Es dient
ausschlieBlich als unverbindliche Orientierungshilfe zur Umsetzung der Verordnung (EU) 2017/746 (IVDR) in
Gesundheitseinrichtungen, die Produkte selbst herstellen und anwenden. Die Inhalte geben den Kenntnis-
stand zum Zeitpunkt der Erstellung wieder und sind nicht als abschlieBend oder vollstindig zu verstehen.
Eine Haftung der Autor*innen fiir etwaige Fehler, Auslassungen oder Folgeschdden ist ausgeschlossen.
Diese Handreichung wurde im Rahmen einer Arbeitsgruppe unter Mitwirkung verschiedener Beteiligter ent-

wickelt. Sie vereint unterschiedliche Perspektiven und fachliche Expertise. Daraus resultierend kann es zu

sprachlichen Unterschieden in Text kommen, die die Vielfalt der Perspektiven widerspiegeln.

ie hiervorliegende Handreichunggliedert sichin fol-
gende Teile: Zunachst wird eine allgemeine Einlei-

tung gegebenzuden Anforderungen der EU-Verord-
nung (EU) 2017/746 Art. 5(5) im Rahmen einer Validierung.
AnschlieBend wird der Aufbau eines Validierungsplanes
und des Validierungsberichtes dargestellt. Zunachst wird
eine Checkliste aufgeflhrt, die die wesentlichen Punkte
im Rahmen einer Validierung berlicksichtigt. Diese be-
inhaltet allgemeine Angaben und Erlduterungen (z. B.
Projekttitel, Validierungsgrund, Zweckbestimmung etc.),
dann das Material, die Validierungsergebnisse und die
Leistungsbewertung und am Ende die zusammenfassen-
den Dokumente (z. B. mitgeltende Unterlagen, Freigabe
etc.). Im Anschluss an diese Checkliste wird eine Vorlage
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zum Validierungsprotokoll mit detaillierten Erklarungen
aufgefuhrt. Im Anhang dieser Handreichung wird praxis-
orientiert und detailliert auf die beispielhafte Berechnung
der minimalen Probenzahl eingegangen. Hierbei handelt
es sich um Empfehlungen, die nicht verpflichtend sind,
sondern als Konsens dieser Handreichung dargestellt
werden. Zusatzlich wird in verschiedenen Anhangen auf
die Validierung bei der Erregerdiagnostik, der Fluores-
zenz-in-situ-Hybridisierung (FISH), den Klonalitatsana-
lysen, der Analyse von Mikrosatelliteninstabilitat, den
Methylierungsanalysen, der Mutationsanalyse von Einzel-
genen und Multigenen, der Analyse komplexer Biomarker,
der Fusionsanalyse von Einzelgenen und der Fusionsana-
lyse Multigen eingegangen.
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1. Einleitung

In-vitro-Diagnostika (VD) umfassen in der Pathologie u. a.
Nachweismethoden fur Biomarker im Rahmen prognosti-
scher, diagnostischer und pradiktiver Testung. IVD mussen
vor ihrem Einsatz in der Routinediagnostik fir ihren Ein-
satzzweck verifiziert oder validiert sein. Die Verifizierung
prift, ob ein Produkt korrekt gemaB den Spezifikationen
umgesetzt wurde. Bei der Validierung wird gepriift, ob das
Produkt fiir den vorgesehenen Zweck (Zweckbestimmung)
geeignet ist und die tatsachlichen Bedurfnisse des Nutzers
erfullt. Diese Handreichung beschaftigt sich vorrangig mit

Tabelle 1:

der Validierung eines Produktes im Rahmen der IVDR, um-
fasst dabei jedoch auch Aspekte der Verifizierung, soweit
diese im Kontext der Validierung erforderlich sind. Eine
detaillierte Unterscheidung oder separate Betrachtung der
beiden Begriffe erfolgt in diesem Dokument nicht generell.

Um die Verifizierungs- und Validierungsaktivitaten in Ab-
hangigkeit vom zugrunde liegenden ,IVD-Typus” definieren
zu konnen, unterteilen wir in dieser Handreichung die IVD in
drei Kategorien (I bis Ill):

Kategorisierung IVDR-konformer In-vitro-Diagnostika, die in pathologischen Instituten in der
Routinediagnostik zum Einsatz kommen. Die Kategorisierung kann als Grundlage fiir die Planung

des Validierungs- und Verifizierungsumfanges dienen

Verwendung
Entsprechend der Ez:sep;srcahuecnhds-
Kategorie Hersteller Label Zweckbestimmung . Als
anweisung
des Herstellers
des Herstellers
I Wirtschaftsakteur CE v v CE-IVD
lla Wirtschaftsakteur CE v x
Ib Wirtschaftsakteur CE x1) v
IH-IVD
lic Wirtschaftsakteur RUO x1) x oder v/
i Gesundheitseinrichtung Inhouse v v

Gesundheitseinrichtung muss eine neue Zweckbestimmung definieren.

Bei der Verwendung von CE-IVD entsprechend der vom
Hersteller gegebenen Zweckbestimmung und entspre-
chend der Gebrauchsanweisung (Kategorie I; Tabelle 1) ist
eine Verifizierung der vom Hersteller angegebenen Quali-
tatsparameter notwendig (Abbildung 1). Eine Validierung
ist dagegen bei der Verwendung von Inhouse-in-vitro-
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Diagnostika (IHIVD) notwendig, was folgende Assay-Arten
umfasst: CE-IVD-Testsysteme, genutzt mit Abweichun-
gen von der Gebrauchsanweisung/Zweckbestimmung,
Diagnostika flir Forschungsfragestellungen(research use
only: RUO) (Kategorie Il) sowie von der Pathologie selbst
entwickelte IVD (Kategorie lll).
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IVD-Kategorie | lla Ilb llc 1"
Valdierungsaufwand E—
IH-IVD
CE-IVD . .
CE-IVD CE-IVD RUO eigenentwickelt
Ver dung gemiR Zweckbesti v v - - v
Ver dung gemiR Geb g v - v v v
Zweckbestimmung durch Hersteller | durch uns v v () ) v
Gebrauch isung | Arbeitsanweisung v ¥ (v) v v vy v
Validierung Validierung: Validierung: Validierung: Validierung: u.a.: Validierung: u.a.:
- durch Hersteller - durch Hersteller - durch Hersteller - gef. Validierungs- - Sensitivitat
Robustheit: Einfluss der | - Robustheit: Einfluss der  parameter von Hersteller Spezifizitat
Verdnderungen ermitteln  Verdnderungen ermitteln  vorhanden Richtigkeit
und bewerten und bewerten - Sensitivitat - Prazision
- Spezifizitat - Reproduzierbarkeit
--» ppfs. Risikoanalyse --» gpfs. Risikoanalyse - Richtigkeit
Prazision
- Reproduzier barkeit --» gefs. Risikoanalyse
> ggfs. Risikoanalyse
Verifizierung Verfizierung: Verfizierung: Verfizierung: Verfizierung:
Leistungsparameter des | Leistungsparameter des  Leistungsparameter des Leistungsparameter des
Herstellers Herstellers Herstellers Herstellers
- Richtigkeit - Richtigkeit - Richtigkeit - Richtigkeit
- Prazision - Prazision - Prézision - Prazision
inuierli rifizier li rollen:
- Mitfiihren von Kontrollen
- Ringversuche
- interne Audits
- Fehlermanagement
- regelmiRige Aktualisierungen der Risikomanagementakte (IH-IVD)
Abbildung 1:

Verifizierungs- und Validierungsaufwand in Abhdngigkeit von der zugrunde liegenden

IVD-Kategorisierung (Tabelle 1)

Kategorie Il der IH-IVD sind einerseits vom Hersteller vali-
dierte CE-IVD, die nur an ganz klar definierten Stellen eine
Abweichung von der Gebrauchsanweisung oder Zweckbe-
stimmung aufweisen (Kategorie lla: z. B. Abweichungen in
Inkubationszeiten, Verdiinnungen oder Inputmengen; oder
Kategorie llb: z. B. Einsatz des IVD fiir abweichendes Pro-
benmaterial (FFPE) oder Entitaten). Hier stellt es einen un-
verhaltnismaBigen Aufwand an Ressourcen und Arbeits-
stunden dar, den gesamten Ablauf neu zu validieren, da
dies bereits durch den Hersteller geleistet wurde. Es soll-
ten lediglich die vom Hersteller vorgegebenen Qualitats-
parameter verifiziertund der Einfluss der vorgenommenen
Anderungen ermittelt, beschrieben und beurteilt werden.
Andererseits fallen in Kategorie Il auch Testverfahren, die
mit einem vom Hersteller nicht ausreichend validierten
System durchgefiihrt werden (Kategorie llc: z. B. RUO-Kits
ohne CE-IVD-Markierung). Je nach angegebenen Vorinfor-
mationen und Leistungsmerkmalen durch den Hersteller
(z. B. Sensitivitat, Spezifitdt) missen diese in der Einrich-
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tungverifiziert oder validiert werden. Eine vollumfangliche
Validierung wird dabei nur notwendig, wenn vom Hersteller
des RUO keine Angaben (ber die Qualitatsparameter des
Testverfahrens vorgegeben werden.

Kategorie Ill der IH-1VD sind schlussendlich Nachweisver-
fahren, die beispielsweise nach Vorlage einer Veroffent-
lichung im Labor rekonstruiert oder von der Pathologie
selbst entwickelt wurden und die somit in groBem Umfang
und in allen Punkten von Grund auf validiert werden. In al-
len Fallen wird der Umfang der Verifizierung oder Validie-
rung im jeweiligen Validierungsbericht geplant, beschrie-
ben und begrindet.

Genaue Vorgaben zur Validierung werden in der Verord-
nung (EU) 2017/746 aufgrund der hohen Diversitat der ver-
wendeten IVD nicht gemacht; geprift werden sollen ,die
Analyseleistung, wie analytische Sensitivitat, analytische
Spezifitat, Richtigkeit (Verzerrung), Prézision (Wiederhol-
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barkeit und Reproduzierbarkeit), Genauigkeit (als Ergebnis
von Richtigkeit und Pré&zision), Nachweis- und Quantifi-
zierungsgrenzen, Messbereich, Linearitat, Cut-off, ein-

schlieBlich der Bestimmung geeigneter Kriterien fur die
Probennahme und die Behandlung und Kontrolle der be-
kannten relevanten endogenen und exogenen Interferen-
zen und Kreuzreaktionen, sowie[...]die klinische Leistung,
wie diagnostische Sensitivitat, diagnostische Spezifitat,
positiver pradiktiver Wert, negativer pradiktiver Wert,
Likelihood-Verhaltnis und erwartete Werte bei nicht be-
troffenen und betroffenen Bevdlkerungsgruppen”(Verord-
nung(EU)2017/748, Anhang | Kapitel Il).

Hierbei ist zu beachten, dass vonseiten der Pathologie
eine klinische Leistungsbewertung wie positiver (PPV)
und negativer (NPV) pradiktiver Wert kaum maoglich ist, da
die (longitudinale) Betreuung von Patient*innen den be-
handelnden Arzt*innen obliegt. In der Pathologie liegen
in der Regel nur stichprobenartig Befunde und Informa-
tionen Uber ein Ansprechen auf Therapien vor (beispiels-
weise im Rahmen von erneuten Biomarkernachweisen
unter Therapieresistenz). Es kann daher im Rahmen der
Routinediagnostik nur ein Abgleich mit publizierten Daten
zur Haufigkeit von Biomarkern/Erregern in bestimmten
vergleichbaren Populationen erfolgen. Dieser sollte aber
Teil der Validierung sein und bei Biomarkern mit hoher
klinischer Bedeutung als Leistungsmerkmal auch regel-
maBig in geeigneten Abstanden Uberprift werden. Wenn
bestimmte Leistungsanforderungen aus Anhang | nicht
beachtet werden, muss dies begrindet werden. Hier kann
eine entsprechende Argumentation gemeinsam erarbei-
tet und geteilt werden. AuBerdem ist zu beachten, dass
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in Einzelfallen (z. B. Gerateausfall, seltene Erkrankungen/
Varianten mit stark limitierter Verfligbarkeit von Kontroll-
proben) die Freigabe von Produkten ohne eine vollstandig
abgeschlossene Validierung erfolgen kann. Die Validierung
erfolgt dann im Anschluss an die Freigabe. Hierbei sollten
signifikante Abweichungen vom Validierungsplan schrift-
lich dokumentiert werden und im Rahmen des Risikoma-
nagements begutachtet werden.

Die Akzeptanzkriterien flr eine erfolgreiche Validierung
solltenvorab schriftlich im Validierungsplan definiert sein.
Hierbei sind Faktoren wie z. B. die zu erreichende Sensiti-
vitat und Spezifitat, Coverage, Allelfraktion und die Anzahl
der detektierten Subtypen zu berlcksichtigen. Falls vor-
handen, kann hierbei auch auf aktuelle Literatur, Leitlinien
oder Herstellerangaben zurlickgegriffen werden. Zusatz-
lich sollte schriftlich festgelegt sein, was passiert, wenn
diese Akzeptanzkriterien nicht erreicht werden.

Was genau zu einem einzelnen Produkt zahlt, ist nicht vor-
gegeben: Theoretisch ist eine Einteilung von einzelnen
Schritten im technischen Ablauf (z. B. Nukleinsdureextrak-
tion - Qualitatskontrolle - Sequenzierung - Bioinformati-
sche Auswertung - Molekularpathologische Begutachtung
und Befunderstellung oder Nukleinsadureextraktion - Quali-
tatskontrolle - Erregernachweis - Molekularpathologische
Begutachtung und Befunderstellung) genauso denkbar wie
eine Bewertung des Gesamtvorganges als IH-1VD (Produkt-
gruppe). Bei einer Unterteilung in einzelne Schritte ist das
Austauschen einzelner Techniken zum Beispiel bei ver-
besserter Qualitatskontrolle oder besser skalierbaren An-
satzen leichter, dafliir missen aber alle einzelnen Bestand-
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teile der Prozesskette zeit- und kostenaufwendig validiert
werden. Die Auswahl des Referenzmaterials wird ebenfalls
durch die Inhalte der Produktgruppe definiert: Wenn z. B.
die Nukleinsaureextraktion Teil der Produktgruppe ist,
sollte als Referenzmaterial auch das Ausgangsmaterial
genutzt werden (z. B. FFPE-Probe), wohingegen bei einer
Produktgruppe mit separater Nukleinsaureextraktion als
Einzelprodukt auch extrahierte Nukleinsaure zur Validie-
rung eingesetzt werden kann. Die Beurteilung, ab welcher
Abweichung (Softwareupdate, neues Gerat mit ahnlichen
Eigenschaften etc.) eine erneute Validierung oder nur eine
Verifizierung bendtigt wird, obliegt dabei der anwenden-
den Pathologie. Die Stichprobenmenge wird durch die Fra-
gestellung bedingt. Bei der Etablierung oder Validierung
einer komplett neuen Methode ist eine groBere Fallzahl
notwendig als z. B. bei der Erweiterung eines bestehenden
Panels. Je nach Biomarkernachweis kdnnen sich ebenfalls
die Fallzahlen unterscheiden (s. Anhange | bis XI). Wenn
eine Untersuchung in der Erregerdiagnostik nur eine Ja/
Nein- (qualitative) Antwort generiert, ist eine geringere
Stichprobenanzahl erforderlich als beispielsweise bei der
Differenzierung verschiedener Subtypen. Die Anzahl posi-
tiver und negativer Falle im Referenzkollektiv ist ebenfalls
von der Fragestellung abhangig. Methodisch bedingt ist
die Anzahl falsch positiver und die Anzahl falsch negati-
ver Proben variabel. Ein Referenzkollektiv fir die Erre-
gerdiagnostik sollte daher, wenn maglich, einen héheren
Anteil negativer Proben enthalten (z. B. pos./neg. 50/50),
ein Referenzkollektiv fir die Mutationsanalyse einen ho-
heren Anteil von Proben mit einer spezifischen Mutation
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(z. B. pos./neg. 80/20). Die Stichprobenmenge muss also

fir jede der oben aufgefiihrten Untersuchungsmethoden
separat festgelegt werden. Gegebenenfalls kann die Stich-
probenmenge und ihre Zusammensetzung durch eine*n
Biostatistiker*in Uberprift werden.

Im Folgenden wird im Rahmen dieser Handreichung der
Aufbau eines Validierungsplanes und des Validierungs-
berichtes dargestellt. Zunachst wird in einer Checkliste
aufgefihrt, welche der wesentlichen Punkte im Rahmen
einer Validierung zu bertcksichtigen sind. Dies beinhaltet
allgemeine Angaben und Erlduterungen (z. B. Projekttitel,
Validierungsgrund, Zweckbestimmung etc.), dann das Ma-
terial, die Validierungsergebnisse und die Leistungsbewer-
tung und am Ende die zusammenfassenden Dokumente
(z. B. mitgeltende Unterlagen, Freigabe etc.). Im Anschluss
andiese Checkliste wird eine Vorlage zum Validierungspro-
tokoll mit detaillierten Erklarungen aufgefihrt. Im Anhang
dieser Handreichung wird praxisorientiert und detailliert
auf die beispielhafte Berechnung der minimalen Proben-
zahl eingegangen. Hierbei handelt es sich um Empfeh-
lungen, die nicht verpflichtend sind, sondern als Konsens
dieser Handreichung dargestellt werden. Zusatzlich wird
in verschiedenen Anhangen auf die Validierung bei der Er-
regerdiagnostik, der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
(FISH), den Klonalitdtsanalysen, der Mikrosatelliteninsta-
bilitat, den Methylierungsanalysen, der Mutationsanalyse
von Einzelgenen und Multigenen, komplexer Biomarker,
der Fusionsanalyse von Einzelgenen und der Fusionsana-
lyse Multigen eingegangen.
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2. Checkliste zum Aufbau der
Validierungsdokumentation

2.1. Aligemeine Angaben und Erléuterungen
Projekttitel

Versionsnummer

Erstellt von

Erstelldatum

Validierungsgrund

Zweckbestimmung

Risikoklassifikation

Leistungsmerkmale

Beschreibung des Nachweisverfahrens
Ausgangsmaterial

Angaben Uber die korrekte Vorbereitung der Proben
Befundinterpretation

Qualitatssicherung

Umwelt- und SicherheitsmaBnahmen

Mégliche Risiken

2.2. Materialien
Metrologische Rickflhrbarkeit
Reagenzien

Gerate

Software
Referenzmaterial/-kollektiv
Kontrollen

2.3. Validierungsergebnisse und Leistungsbewertung
Analytische Sensitivitat

Analytische Spezifitat

Richtigkeit

Prézision

Nachweisgrenze - Limit of Detection (LOD)

Definition der Testgrenzwerte (Cut-off)
Leistungsbewertung

Besonderheiten

2.4. Zusammenfassende Unterlagen
Archivierung

Freigabe (inkl. Zusammenfassung)
Literaturangabe

2.5. Anhang
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3.Vorlage eines Validierungsplanes
mit detaillierten Erkldrungen

Im Allgemeinen sei darauf hingewiesen, dass bei der Er-
stellung des Validierungsprotokolls auch Verweise auf
andere Dokumente maglich sind, sodass keine doppelte
Dokumentation erfolgt. Dies hat zum Vorteil, dass bei An-
derungen, die das Produkt betreffen, nur ein Dokument
bearbeitet werden muss. Im Folgenden sind die einzelnen
Punkte einer Validierung aufgefihrt, Erlauterungen hier-
zu sind jeweils in roter Schrift zusammengefasst.
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3.1. Aligemeine Angaben und Erlduterungen

3.1.1. Projekttitel

Jedem Validierungsprojekt wird ein entsprechender Pro-
jekttitel zugeteilt. Ergéinzungen oder Revalidierungen kén-
nen unter diesem Projekttitel unter Angabe der jeweiligen
Versionsnummer vorgenommen werden.

3.1.2. Versionsnummer

Jedes Validierungsprojekt benétigt eine Versionsnummer.
Erstvalidierungen erhalten die Versionsnummer 1. Es emp-
fiehlt sich fiir alle Validierungsprojekte die Verwendung ei-
nes einheitlichen festgelegten Versionierungsschemas, z. B.
Ergdnzungen zum eigentlichen Validierungsprojekt erhalten
eine Zusatzbezeichnung (Version 1.1.). Revalidierungen wer-
den unter einer neuen Versionsnummer gelistet (Version 2).

3.1.3. Erstellt von

Namen und Funktionen der Mitarbeiter*innen, die ein Validie-
rungsprojekt betreuen und fiir die Planung, Prozessierung,
Auswertung und Dokumentation (Erstellen des Validierungs-
planes und -reportes) zustdndig sind.

3.1.4. Erstelldatum
Genaues Datum der Erstellung der Validierungsdokumente
(Validierungsplan und -report)

3.1.5. validierungsgrund

Beispiele fiir den Validierungsgrund:

« Neueinfiihrung des Nachweisverfahrens/der Methode (IH-1VD)
- Neueinfiihrung CE-IVD mit Abweichungen
- Neueinfiihrung RUO-Assay
- Neueinfiihrung IH-IVD-Assay

« Methodenerweiterung

- Sonstiges
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3.1.6. Zweckbestimmung

Bei jeder Methoden- oder Gerdtevalidierung muss die Zweck-

bestimmung der zu validierenden Methode oder des zu validie-

renden Gerdtes eindeutig definiert sein (Abbildung 2). Bei CE-

IVD-Kits und -Gerdten entspricht die Zweckbestimmung der

des Herstellers. Bei IH-IVD muss die Zweckbestimmung selbst

formuliert werden unter Angabe der folgenden Kriterien:

- Spezifikation des Nachweises (Biomarker, Erreger, somati-
sche Mutationen etc.)

« Enthaltende Produkttypen (Instrument, Kit, Kontrollmaterial,
Software etc.)

« Ausgangsmaterial (FFPE, Blut etc.)

« Methodik (PCR, Real-Time-PCR, Pyrosequenzierung, NGS etc.)

« Indikation (prognostisch, diagnostisch, prddiktiv, Screening etc.)

« Anwender

« Art der Untersuchung (qualitativ/quantitativ/semiquantitativ)

« Art der Methode (automatisiert, semiautomatisiert, manuell)

« Gerdtetyp

- Gegebenenfalls Patientenpopulation (Geschlecht, Alter etc.)

Ein Beispiel ist Abbildung 2 zu entnehmen.

3.1.7. Risikoklassifikation

Mit der Einflihrung der EU-Verordnung lber In-vitro-Diag-
nostika (IVDR) sind die Anforderungen an das Qualitdts-
managementsystem und die technische Dokumentation
gestiegen. Uber die IVDR wird ein neues Klassifizierungs-
system eingefiihrt, das sich in erster Linie an der Zweck-

bestimmung des jeweiligen Produktes orientiert. Die IVDR
definiert hierbei vier Risikoklassen fiir IVD (Klasse A bis D),
wobei Klasse D IVD mit einem hohen Risiko fiir eine lebens-
bedrohliche Erkrankung und einem groBen Personenkreis
inkludiert, wdhrend Klasse A IVD mit dem geringsten Risi-
ko klassifiziert. In der Molekularpathologie werden haupt-
sdchlich Produkte der Risikoklasse C verwendet (Produk-
te zum Nachweis von Infektionserregern und genetischen
Verdnderungen/Stérungen, Produkte, die in der Krebs-
vorsorge, -diagnostik oder Stadieneinteilung eingesetzt
werden, Produkte, die als therapiebegleitende Diagnostika
Verwendung finden, Produkte zur Blutgruppenbestimmung
oder Gewebetypisierung unter Berlicksichtigung der Aus-
nahmen gemdB IVDR).

1. Produktname WH-IVD xyz*

#IH-IVD NGS Targeted Panel NSCLC”

Kategorie |
Kategorie Il (a, b ,c)
Kategorie Il

2. IH-IVD-Kategorie

Kategorie Il b

z. B.: Assay, Panel, Software,

3. Art des IH-IVD Gerat, Daten, ...

Assay, Gerat

4, Input/Untersuchungs-
material

z. B.: FFPE-Material, Vollblut,
Zystenpunktate, ...

Nukleinsdure (RNA und DNA) aus FFPE

NN\

5. Funktion/Zweck

Wirkung einer Behandlung, Nachweis im
Rahmen einer Differenzialdiagnostik, ...

z. B.: Nachweis von Pathogenen, voraussichtliche

Detektion von somatischen Aberrationen (Mutationen, Fusionen)
mit Hybrid-Capture-basiertem NGS (Panelanalyse) zur Diagnose und
als therapiebegleitendes Diagnostikum

N/

z. B.: Alter, Geschlecht,

6. Patientenpopulation Kontraindikationen, ...

Erwachsene mit NSCLC

z. B.: Entitat, pathologischer

7. Indikation Zustand, Krankheit, Verdacht, ...

NSCLC

8. Anwenderkreis geschultes Laborpersonal

geschultes Laborpersonal

qualitativ/quantitativ

9. Art der Untersuchung Automatisiert/manuell ..

N ININVINV NNV NV NV

qualitative Analyse, semiautomatisiert

NIINAININA
AV VAV VAV AV AVaV

Abbildung 2:

Formulierung der Zweckbestimmung fiir Inhouse-in-vitro-Diagnostika (IH-1VD)
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3.1.8. Leistungsmerkmale

Die Angabe der Leistungsmerkmale ist abhdngig von den

Testeigenschaften. Kriterien, die hier genannt werden kén-

nen, sind im Folgenden aufgelistet:

« Angaben Uber die Gene oder Gensequenzen, die analysiert
werden

« Angabe der Erreger, die nachgewiesen werden

» Angabe der verwendeten Referenzsequenz

« Angabe der erwarteten Allelfraktion oder der selbst defi-
nierten Richtwerte

3.1.9. Beschreibung des Nachweisverfahrens

Kurze, aber prdgnante Erlduterung der zu validierenden Me-
thode/des zu validierenden Gerdtes (welche Methode, welches
Testprinzip etc.) z. B. Prinzip Amplikon-basiertes NGS-Panel
oder Hybrid-Capture-Verfahren, Prinzip Sanger-Sequenzie-
rung, DNA-Isolationsmethode, Real-Time-PCR, In-situ-Hybri-
disierung etc.

3.1.10. Ausgangsmaterial

Beispiele fiir Ausgangsmaterialien, die im Rahmen der Va-
lidierung genutzt werden kénnen:

« FFPE

 Plasma

* Blut

« Frischgewebe

« Abstriche

« Liquor

* Punktat

3.1.11. Angaben iiber die korrekte Vorbereitung

der Proben

Angaben zur Prdanalytik (z. B. welches Dissektionsverfahren,
welches Extraktionsverfahren, welche DNA/RNA-Quantifi-
zierungsmethode mit Angabe des Gerdtes, welche Probenla-
gerung, welcher Tumorzellgehalt, welche Konzentration der
Nukleinsdure, welches einsetzbare Volumen der Probe etc.)

3.1.12. Ergebnisinterpretation

Beispiele fiir Parameter, die fiir die Interpretation der Ana-
lyseergebnisse verwendet werden:

« Angaben (iber Schwellenwerte

« Definition positiv vs. negativ

1 von 33 | Handreichung - Validierung Molekularpathologie | Stand: 2026

3.1.13. Qualitétssicherung fiir das validierte Produkt
Teilnahme an Ringversuchen und/oder internen (Qualitdts-)
Zirkeln, Verwendung von Kontrollen etc.

3.1.14. Umwelt- und SicherheitsmaBnahmen

Angabe von SicherheitsmaBnahmen (z. B. Trennung von
Prd- und Post-PCR-Bereich), Auflistung der entsprechen-
den Sicherheitsdatenbldtter, Raumtemperatur, Lagerbe-
dingungen

3.1.15. Mégliche Risiken

Angaben zum Arbeitsschutz mit ggf. Verweis auf entspre-
chende Betriebsanweisungen und auf das Gefahrstoffver-
zeichnis, ggf. Verweis auf Risikomanagement

3.2. Materialien

3.2.1. Metrologische Riickfiihrbarkeit

Definition Riickfiihrbarkeit und Messunsicherheit:
.Eigenschaft eines Messergebnisses, durch die das Er-
gebnis mittels einer dokumentierten ununterbrochenen
Kette von Kalibrationsschritten mit einer BezugsgriBe
(Referenz) in Beziehung gesetzt wird, wobei jeder Schritt
in der Kette zur Messunsicherheit beitrdgt” (ISO/IEC Guide
99:2007 International vocabulary of metrology - Basic and
general concepts and associated terms).

Die metrologische Riickfiihrbarkeit spielt bei der Konfor-
mittGtsbewertung eine zentrale Rolle. Mithilfe der metrolo-
gischen Riickfiihrbarkeit stellen Labore die Richtigkeit der
gemessenen Ergebnisse fest und definieren die Messunsi-
cherheit des verwendeten Produktes.

Beispiele, bei denen die metrologische Riickfiihrbarkeit
eine Rolle spielt, sind

« Kalibrierung von Pipetten,

« Eichung von Waagen.

3.2.2. Reagenzien

Angabe der Reagenzien, die fiir den Validierungsprozess
bendtigt werden - inklusive Hersteller, Chargenzugehérig-
keit (Lotnummer)und Mindesthaltbarkeitsdatum (MHD).
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3.2.3. Gerite
Angabe der Gerdte, die fiir den Validierungsprozess bené-
tigt werden - inklusive Seriennummer, Inventarnummer und

Hersteller

3.2.4. Software

Angabe der verwendeten Software, die fiir den Validie-
rungsprozess eingesetzt wurde (Gerdtesoftware, Software
von Auswertetools etc.) - inklusive Versionsnummer

3.2.5. Referenzmaterial/-kollektiv

Das Referenzkollektiv sollte méglichst divers sein (verschie-
dene fir das Nachweisverfahren relevante Entitdten oder
Erreger, Deletionen, Insertionen, Punktmutationen und CNV/
Amplifikationen bei Mutationsanalysen, Proben mit verschie-
denen Allelfraktionen,
entsprechend Zweckbestimmung (FFPE, gDNA), wenn vor-
handen: kommerzielles Referenzmaterial, eventuell Ringver-
suchsproben bzw. Proben aus Partnerlaboren).

verschiedenes Ausgangsmaterial

Fiir die unterschiedlichen Methoden miissen unterschiedli-
che Referenzkollektive definiert werden, sowohl im Hinblick
auf die Probenanzahl als auch auf die Probenmatrix. Das
Testkollektiv sollte eine angemessene GréBe haben und rich-
tet sich nach dem zu validierenden Verfahren (nicht nach dem
Analyten). CE-IVD-Assays bendétigen fiir die Verifizierung eine
kleinere Anzahl von Testproben, wéhrend IH-IVD eine um-
fangreiche Validierung mit einem gréBeren Probenkollektiv
erfordern. Hier sollte das Testkollektiv entsprechend um-
fangreicher sein. Weitere Erlduterungen zum Referenzmate-
rial/-kollektiv kbnnen dem Anhang | entnommen werden.

3.2.6. Kontrollen

Angabe liber die verwendeten Kontrollen, die aus plattform-
agnostischem Material bestehen sollten (also unabhdngig
von den spezifischen Anforderungen der zu validierenden
Plattform sein), oder, wenn nicht méglich, zumindest zuge-
schnitten auf die am hdufigsten angewendeten Methoden
sein sollten.

Bei kommerziell erhdltlichen Kontrollen muss ein Verweis auf
den Hersteller und die Artikelnummer dokumentiert werden
und ggf. die verfligbaren Produktspezifikationen. Bei selbst
hergestellten Kontrollen muss der Verweis auf die Etablie-
rungs- und Validierungsprotokolle dokumentiert werden 2.
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3.3. validierungsergebnisse und Leistungsbewertung

3.3.1. Sensitivitdt

Die Sensitivitdt ist ein MaB fiir die Rate richtig positiver Er-
gebnisse; sie ist bestimmbar durch bekannt positive Fille.
Die Sensitivitdt muss nur bei IH-IVD und RUO bestimmt wer-
den. Bei CE-IVD-Kits erfolgt die Bewertung der Sensitivitdt
von Herstellerseite. Die Sensitivitdt berechnet sich anhand

folgender Formel:
TP

Sensitivitdt (%) = x 100

(TP +FN)

3.3.2. Spezifitit
Die Spezifitdt ist ein MaB fiir die Rate richtig negativer Er-
gebnisse; sie ist bestimmbar durch bekannt negative Fille.
Die SpezifitGt muss nur bei IH-IVD und RUO bestimmt wer-
den. Bei CE-IVD-Kits erfolgt die Bewertung der Spezifitdt von
Herstellerseite. Die Spezifitat errechnet sich anhand folgen-
der Formel:

TN
x 100

Spezifitit (%) =
(TN +FP)

3.3.3. Richtigkeit

Die Richtigkeit stellt ein MaB fiir die Abweichung des Mess-
wertes bzw. des Mittelwertes mehrerer Messwerte vom rich-
tigen (wahren) Wert aufgrund eines systematischen Fehlers
dar (95%-Konfidenzintervall). Die Richtigkeit eines Verfah-
rens kann durch Vergleich der Ergebnisse mit den Ergeb-
nissen eines validierten Alternativverfahrens oder mit den
Ergebnissen eines mdglichst validierten Referenzkollektivs
ermittelt werden. Die Bestimmung der Richtigkeit muss bei
jeder Validierung - unabhdngig ob es sich um ein CE-IVD-,
ein RUO- oder einen Inhouse-IVD-Test handelt, erfolgen. Die
Richtigkeit errechnet sich nach folgender Formel:

(TP +TN)

Richtigkeit (%) = x 100

(TP+FP+FN+TN)

3.3.4. Prazision

Man unterscheidet Intra- und Inter-Assay-Prdzision. Die Be-
stimmung der Prdzision muss bei jeder Validierung erfolgen
- unabhdngig, ob es sich um ein CE-IVD-, ein RUO- oder einen
IH-IVD-Test handelt. Die Prdzision deckt die Robustheit mit ab.
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Die Intra-Assay-Prdzision ist definiert als die Uberein-
stimmung der Messergebnisse von Parallelbestimmun-
gen der Testprobe(n) innerhalb eines Reaktionsansatzes
(> Wiederholbarkeit der Ergebnisse unter identischen Re-
aktionsbedingungen).

Die Inter-Assay-Prézision ist definiert als die Uberein-
stimmung der Messergebnisse zwischen wiederholten
Bestimmungen der Testprobe(n) in verschiedenen Reakti-
onsansdtzen (>Reproduzierbarkeit der Ergebnisse in ver-
schiedenen Versuchsansdtzen unter gleichen Vergleichs-
bedingungen).

Sowohl fir die Intra- als auch die Inter-Assay-Prdzision
miissen mindestens zwei Kollektivproben (mdglichst eine
positive und eine negative Probe) verwendet werden, die
fliir die Bestimmung der Intra-Assay-Prdzision jeweils in
Dreifachbestimmung prozessiert werden bzw. die fiir die
Bestimmung der Inter-Assay-Prazision an mindestens zwei
weiteren Versuchstagen unter Vergleichsbedingungen pro-
zessiert werden sollten.

3.3.5. Nachweisgrenze - Limit of Detection (LOD)

Das LOD ist der niedrigste Anteil an Zielstrukturen in einer Pro-
be oder z. B. die niedrigste Allelfraktion zur sicheren Detektion.
Verldssliche Detektion (in 95 % der Replikate) eines Varian-
tentyps (SNV oder Indel).

Typisch verwendete Fallzahl: n = 3 mit mindestens vier Ver-
dinnungsstufen.

Das LOD muss bei CE-IVD nicht bestimmt werden. Die Bestim-
mung des LOD hat hier der Hersteller bereits ibernommen.

3.3.6. Erfassungsgrenze - Limit of Blank (LOB)

(optional)

Das LOB ist die optionale Berechnung der Detektionsschwel-
le, also der Spezifitdt, mit der falsch positive Ergebnisse aus-
geschlossen werden kénnen. Beispielsweise kénnen beim
NGS Patienten- oder Normalgewebeproben sequenziert
werden, die frei von genetischen Alterationen sein sollten.
In der Erregerdiagnostik sind das Proben, bei denen der zu
untersuchende Erregertyp nicht nachzuweisen sein sollte.
Typisch verwendete Fallzahl: n = 3-5.

3.3.7. Definition der Testgrenzwerte (Cut-off)

Hier werden ggf. die zusdtzlichen Testgrenzwerte definiert,
wie z. B. die maximale Menge an DNA (ng), die in dem Test-
verfahren eingesetzt werden kann, die innerhalb der Validie-
rung bestimmt werden.
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3.3.8. Leistungsbewertung

Die Leistungsbewertung kann die folgenden Punkte umfas-
sen: wissenschaftliche Validitdt, wissenschaftlich begriin-
dete Erwartungswerte, Stand der Wissenschaft (besonders
wichtig bei kleinen Referenzkollektiven und geringen Héu-
figkeiten), Verweis auf Literatur, ggf. Verweis auf bereits
existierende Dokumente.

3.3.9. Besonderheiten
Besonderheiten im Validierungsprozess, Hinweise, Proble-
me, Troubleshooting

3.4. Zusammenfassende Dokumente

3.4.1. Mitgeltende Unterlagen

Auflistung von Handbliichern, Manuals, Gerdteblichern, Ver-
fahrensanweisungen, Arbeitsanweisungen, Formbldttern,
Informationen, Genlisten etc., jeweils mit aktueller Versions-
nummer

3.4.2. Archivierung

Wo erfolgt die Speicherung der Daten? SharePoint, Projekt-
laufwerke etc. Archivierung entsprechend gemdB aktuell
geltenden Qualitdtsmanagementvorgaben, Verweis ist aus-
reichend.

3.4.3. Freigabe (inkl. Zusammenfassung)

Prifung und Freigabe des Validierungsprojektes durch
verantwortliche Person (z. B. QMB, Institutsleitung/Labor-
leitung) inkl. Datum, Unterschrift. Im Idealfall sollte die Er-
stellung, Priifung und Freigabe durch drei unterschiedliche
Personen erfolgen. Wenn dies nicht méglich ist, sollte zu-
mindest die Freigabe unabhdngig von der Erstellung und
Priifung sein. Die Freigabe sollte durch die Leitung erfolgen.
Erstellung:

Priifung:

Freigabe:

3.4.4. Literaturangabe

3.4.5. Anhang
Bilder, Grafiken, Tabellen, Herstellerangaben etc. (fakultativ)
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6. Abkiirzungen

ABL: Abelson Murine Leukemia Viral Oncogene Homolog 1
AF: Allelfraktion (,allelic fraction”)

ALK: analplastische Lymphomkinase

BCR: Breakpoint Cluster Region

BED: Browser Extensible Data

BRAF: B-Raf proto-oncogene, serine/threonine kinase
CE-IVD: CE-In-vitro-Diagnostikum

CE: Europaische Konformitat (,Conformité Européenne”)
cfDNA: zellfreie Desoxyribonukleinsaure (,cell free DNA”)
Cl: Konfidenzintervall

CISH: chromogene In-situ-Hybridisierung

CMV: Cytomegalievirus

CNV: Genkopienveranderung (,copy number variation®)
Ct: Schwellenwertzyklus (.Cycle Threshold”)

DNA: Desoxyribonukleins&ure (,Deoxyribonucleic Acid”)
Dral: Deinococcus radiophilus Enzym

EBV: Epstein-Barr-Virus

EGFR: Epidermal Growth Factor Receptor

EML4: Echinoderm Microtubule-Associated Protein-like 4
ERBB2: Erb-b2 Receptor tyrosine kinase 2

FFPE: formalinfixiertes, paraffineingebettetes Gewebe
FISH: Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

FN: falsch negativ. Anzahl der negativ getesteten Proben im
Validierungskollektiv, die nicht konkordant mit der Referenz sind

FOXO01: Forkhead-Box-Protein 01

FP: falsch positiv. Anzahl der positiv getesteten Proben im Va-
lidierungskollektiv, die nicht konkordant mit der Referenz sind,
sondern Mutationen oder Erreger aufweisen

gDNA: genomische Desoxyribonukleinséure
HER2: Human Epidermal Growth Factor Receptor 2
HEV: Hepatitis-E-Virus

Hg: Human genome

Hin6l: Haemophilus influenza 6l
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HNPCC: nicht polyposisassoziiertes kolorektales Karzinom
HPV: humanes Papillomavirus
HRD: homologe Rekombinationsdefizienz

IGH: Immunglobulinschwerketten-Locus
(.Immunoglobulin-Heavy-chain-locus”)

IGK: Immunoglobulin Kappa Locus
IVD: In-vitro-Diagnostika

IHC: Immunhistochemie

IH-IVD: Inhouse-in-vitro-Diagnostika

IVDR: Verordnung tiber In-vitro-Diagnostika
(.In-vitro Diagnostic Regulation”)

KRAS: Kirsten Rat Sarcoma viral oncogene homolog
LOB: Limit of Blank

LOD: Limit of Detection

LOH: Loss of Heterozygosity

LST: Large-Scale state Transitions

MDM2: Mouse Double Minute 2 homolog

MET: MET proto-oncogene, receptor tyrosine kinase

MethyQESD: methylation-quantification of

endonuclease-resistant DNA

MHD: Mindesthaltbarkeitsdatum
MLH1: MutL Homolog 1

MMR: Mismatch-Reparatursystem
MMRd: MMR-Defizienz

MSH2: MutS Homolog 2

MSH6: MutS Homolog 6

MSI-H: hohe Mikrosatelliteninstabilitat
MSI-L: geringe Mikrosatelliteninstabilitat
MSI: Mikrosatelliteninstabilitat

MSS: Mikrosatellitenstabilitat

Neg.: negativ

NGS: Next Generation Sequencing
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NPA: Negative Percentage Agreement
NPV: negativer pradiktiver Wert
NRAS: Neuroblastoma RAS Viral Oncogene Homolog

NSCLC: nicht kleinzelliges Lungenkarzinom
(.Non-Small Cell Lung Cancer”)

NTC: No-Template Control

NTRK1: Neurotrophic Receptor Tyrosine Kinase 1
NTRK2: Neurotrophic Receptor Tyrosine Kinase 2
NTRK3: Neurotrophic Receptor Tyrosine Kinase 3
PCR: Polymerasekettenreaktion (,Polymerase Chain Reaction”)
PMS2: PostMeiotic Segregation Increased 2
Pos.: positiv

PPA: Positive Percentage Agreement

PPV: positiver pradiktiver Wert

OMB: Qualitatsmanagementbeauftragte

gPCR: guantitative PCR

RNA: Ribonukleinsdure (,ribonucleic acid”)

RUO: Research Use Only
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SNV: Single Nucleotide Variation

SOP: Standard Operating Procedure
TAI: Telomeric Allelic Imbalance
TCGA: The Cancer Genome Atlas
TCRB: T-cell receptor beta

TCRG: T-cell receptor gamma
TMB: Tumor Mutational Burden

TN: True Negatives. Anzahl der richtig negativ getesteten
Proben (keine Mutation, kein Erregernachweis), die konkor-
dant mit der Referenz sind

TP: True Positives. Anzahl der richtig positiv detektierten
Mutationen oder Erreger, die konkordant mit der Referenz sind

TZG: Tumorzellgehalt
versch.: verschieden

VH-JH: variable region and joining element of an
immunoglobulin heavy chain

WES: Whole Exome sequencing
WHO: World Health Organization

Xbal: Xanthomonas badrii enzyme
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7. Anhang

Die im Folgenden aufgefiihrten Anhange sind das Ergeb-
nis eines gemeinsamen Arbeitsprozesses verschiedener
Autor*innen. Daher kann es zu Redundanzen und sprachli-
chen Unterschieden kommen. Die Anlagen vereinen unter-
schiedliche Perspektiven und fachliche Expertisen.

I. Anhang: Referenzmaterial fiir die Validierung
verschiedener Untersuchungsmethoden

« Definition Referenzmaterial

Ein Referenzmaterial ist laut Bundesanstalt fir Material-
forschung und -priifung definiert als ein Material oder eine
Substanz von ausreichender Homogenitat, bei dem oder der
ein oder mehrere Merkmalswerte so genau festgelegt sind,
dass das Referenzmaterial zur Kalibrierung von Messgera-
ten, zur Beurteilung von Messverfahren oder zur Zuweisung
von Stoffwerten verwendet werden kann. Referenzmateria-
lien sind unverzichtbar, wenn es darum geht, die Richtigkeit
und Zuverlassigkeit von Messergebnissen zu gewahrleisten.

Fur die Auswahl des Referenzmaterials konnen Faktoren wie
Stichprobenmenge, schwierige Falle oder die Nachweis-
grenze herangezogen werden. Dazu kdnnen Informationen
von den Herstellern, Daten vergleichbarer Assays und Lite-
ratur dienen.

Ein Probenkollektiv fir die Validierung einer Mutationsana-
lytik muss nicht alle mdglichen Varianten abdecken, aber zu-
mindest die klinisch relevanten Aberrationen.

« Kommerzielles/Artifizielles Referenzmaterial
(z. B. SensID, Seracare, Horizon etc.)

Die Verwendung von kommerziellem oder artifiziellem Re-
ferenzmaterial ist moglich und sollte IVDR-konform herge-
stellt werden (z. B. Stabilitadtstestung, Stichprobenanalyse
etc.). Aufgrund der Validierung und Verwendung einer Pro-
duktionscharge durch die molekularpathologischen Labore
eines Netzwerkes ist ein CE-IVD-Label fir das Referenzma-
terial nicht zwingend noétig, da entsprechende Vergleichs-
daten zu anderen Laboren und Methoden verfligbar sind.

Wenn madglich sollte das Referenzmaterial alle fur den Va-
lidierungsprozess notwendigen Erreger/Aberrationen ab-
decken, fur den die Nachweise im Labor validiert werden
sollen. Aufgrund der spezifischen Primer/Sonden, die die
Grundlage fiir den Nachweis sein kdnnen, ist eine Uber-
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tragbarkeit der Validierungsergebnisse auf andere Sub-
typen oder Aberrationen nur bedingt moglich oder muss
entsprechend durch Begriindungen belegt werden (falls
keine andere Mdglichkeit vorhanden ist). Dabei kdnnen aber
unterschiedliche Referenzmaterialien flr jeden Assay ge-
nutzt werden. Falls mit einer Methode mehrere Erreger/
Mutationen/Fusionen zusammengefasst nachgewiesen
werden, z. B. fur nicht tuberkul6se Mykobakterien oder MET
Exon 14 Skipping Mutationen, sind reprasentative Vertreter
ausreichend. So sollten einige wenige Mutationenin MET re-
prasentativ flr die Validierung eines Assays zur Mutations-
bestimmung in MET ausreichend sein. Grundséatzlich sollten
die im Referenzmaterial enthaltenen Alterationen mit dem
Detektionsspektrum des zu validierenden Assays Uberein-
stimmen. Ein Amplikon-basierter Ansatz kann nur die vom
Hersteller vorgegebenen Genfusionen (z. B. EML4::ALK) er-
fassen, wahrend ein Hybrid-Capture- oder Anchored-Multi-
plex-PCR-Ansatz alle von einem Gen ausgehenden Fusionen
erfasst (z. B. alle ALK-Fusionen auch mit bislang nicht be-
schriebenen Fusionspartnern). Wie auch bei den Mutationen
kdnnen hier einige wenige Genfusionen reprasentativ firalle
Genfusionen eines Gens gewertet werden. Gegebenenfalls
kdnnen nicht alle Erreger/Mutationen/Fusionen abgedeckt
werden, und mehrere Proben missen hergestellt werden,
um Kreuzreaktivitaten bei den Erregern zu vermeiden oder
eine differenzierte Analyse bei den Mutationen/Fusionen zu
ermdoglichen.

« Anforderungen an die Referenzmaterialien in
der Etablierung/Validierung

Das Referenzmaterial sollte in der Zusammensetzung dem

Probenmaterial entsprechen, dasin der Analytik zum Einsatz

kommt (FFPE, Liquid Biopsy etc.) und die entsprechenden

Schritte des Produktes bzw. der Produktgruppe abdecken.

Mithilfe des Referenzmaterials kdnnen die Untersuchungs-

parameter Sensitivitdt, Nachweisgrenze, LOD, analytische

Spezifitat (ausreichend ,negative” Proben zur Bestimmung

der Artefakte), Richtigkeit und Genauigkeit (Intra- und Inter-

Assay-Reproduzierbarkeit) bestimmt werden. Dafiir miissen

die Referenzmaterialien entsprechende Spezifikationen

aufweisen:

- Definierte und validierte Probenzusammensetzung: ent-
haltene Mutationen/Fusionen/Erreger mit der zugehori-
gen Allelfraktion bzw. dem Anteil.

- Fir die Auswahl des Referenzmaterials konnen Parameter
wie Stichprobenmenge, schwierige Falle oder Nachweis-
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grenze herangezogen werden. Dazu konnen Herstelleran-
gaben, Daten vergleichbarer Assays und Literatur dienen.

- Das Probenkollektiv muss nicht alle méglichen Varian-
ten abdecken, aber die Qualitatsparameter sollten fir
alle Lokalisationen Uberpriift werden z. B. EGFR Exon 18,
Exon 19, Exon 20, Exon 21, wobei unterschiedliche Muta-
tionstypen berlicksichtigt werden miissen (Insertionen,
Duplikationen, Deletionen, Punktmutationen).

- Winschenswert sind verschiedene Proben mit unter-
schiedlichen Allelfraktionen (geringe und aufsteigende
Allelfraktionen, nachweisbare Fusionskopien oder Gen-
kopienveranderungen fiir Amplifikationsnachweis).

- Die Nutzung von Referenzproben, die nicht die gesamte
Produktgruppe abbilden, kénnten fir seltene Varianten/
Erreger bedingt genutzt werden. Ein Beispiel hierflr
ware, wenn die Produktgruppe die Praanalytik inkludiert,
das Referenzmaterial aber als extrahierte Nukleinsaure
vorliegt und fir die Validierung verwendet wird.

« ,Schwierige” Varianten/Nachweisgrenzen

Die Definition einer schwierigen Probe ist abhangig von der
Fragestellung und muss fiir die oben aufgeflihrten Unter-
suchungsmethoden separat festgelegt werden. Die IVDR
schreibt die Bearbeitung schwieriger Proben nicht konkret
vor, es sollten aber je nach Untersuchungsparameter und
Verflgbarkeit reprasentative Proben im Validierungskol-
lektiv enthalten sein, die realen Diagnostikproben entspre-
chen. Schwierige Proben kdnnen z. B. stark hamolytische
Plasmaproben, stark fragmentierte Nukleinsduren, gering
konzentrierte Nukleinsaureextrakte, Varianten mit geringer
Allelfraktion, seltene Subtypen, Erreger mit hoher Homolo-
gie zu anderen Subtypen, komplexe Insertionen/Deletionen
oder seltenere Fusionen sein. Schwierige Proben im Rah-
men der Validierung sollten so gewé&hlt werden (z. B. Proben
knapp Uber dem LOD), dass diese Vorgaben in der Regel noch
erfillbar sind, da sich MaBnahmen bzw. Konsequenzen dar-
aus ergeben. Reprasentative Proben mit extremeren Eigen-
schaften/Problemen kdnnen auch zusatzlich zum Validie-
rungskollektiv gewahlt werden und sollten entsprechend im
Voraus charakterisiert und die daraus resultierenden Konse-
quenzen in der Dokumentation beriicksichtigt werden.

Die Nachweisgrenze, die das Referenzmaterial erfassen
kann, muss ebenfalls fir jede Untersuchungsmethode sepa-
rat festgelegt werden. Zunachst kann man sich hier an den
Herstellerangaben orientieren (technische Nachweisgren-
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ze). Eine Begriindung kann sich hier auch auf Literaturan-

gaben zum biologischen Vorkommen (z. B. Tumorzellgehalt/
Allelfraktionen) stlitzen. Alternativ kdnnen auch eigene Er-
fahrungswerte herangezogen werden (z. B. technisch be-
dingte Nachweisgrenzen, wie Hintergrundrauschen bis 5 %
AF im NGS). Dieses Vorgehen ist aber zeitlich sehr aufwen-
dig und tragt das Risiko, dass durch einen Bias im Untersu-
chungsgut falsche Kriterien definiert werden.

« Materialien fiir die Validierung von molekular-
pathologischen Verfahren

Grundsatzlich kdnnen zwei verschiedene Arten von Mate-
rialien als Referenzmaterial fir die Validierungsverfahren
genutzt werden: synthetisches Material und Patienten-
proben2. Bei der Beschaffung von artifiziellem Material ist
eine hohe Ahnlichkeit zu dem spéater im IVD verwendeten
Material (z. B. kurze Fragmente bei FFPE oder Liquid Biop-
sy)notwendig, um Rickschlisse auf das Verhalten des IVD
in der Routine ziehen zu konnen. Artifizielle Mutations-und
Fusionsproben von verschiedener Beschaffenheit - vom
FFPE-fixierten Zellblock bis zu bereits extrahierter DNA
und RNA - kénnen dabei mit einer Vielzahl extern validier-
ter genetischer Alterationen kommerziell erworben wer-
den. Auch fir Liquid Biopsy gibt es kommerziell erhaltliche
kiinstliche Plasmaproben zur Validierung kombinierter
Extraktionsmethoden und einen Mutationsnachweis bzw.
eine artifizielle cfDNA mit definierten Alterationen fir re-
gelmaBige Qualitatskontrollen bei der Sequenzierung3. Pa-
tientenmaterial hingegen hat den Vorteil, dass die Qualitat
der Proben unterschiedlich ist und die Realsituation bes-
ser abgebildet werden kann. Allerdings sind extern vali-
dierte Patientenproben Ublicherweise nur in (kommerziel-
len) Ringversuchen erhaltlich und decken meist nur einen
Bruchteil der eigenen Fokusbereiche ab. Die Herstellung
von Kontrollmaterial wurde in der Handreichung fir die
Verwendung von Kontrollmaterial in der Molekularpatho-
logie (Stand Oktober 2023) ausfihrlich beschrieben2. Die
Verwendung von Material einer bestimmten Herkunft ist
nicht notwendig, auBer wenn Vorerfahrungen ein abwei-
chendes Verhalten des Materials vermuten lassen: Zum
Beispiel sind Nukleinsduren aus entkalktem Knochenge-
webe in FFPE-Gewebe oft von minderer Qualitat und Quan-
titat, weswegen bei der Fusionsbestimmung mit RNA-ba-
siertem NGS auch solches Material ausgetestet werden
sollte. Insgesamt sind vorgetestete Patientenproben der
Goldstandard bei der Validierung von IVD.
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Tabelle 2:
Beispielhafte Berechnung der Probenanzahl zur Validierung von NGS-Panels bei der Priifung von Richtigkeit
(Sensitivitdt, Spezifitdt), Inter-Assay-Konkordanz, Prazision und Nachweisgrenze (LOD)

Anzahl Verdiinnung Tage Mitarbeiter*in Genutzt fiir

Synthetischer Standard 3 1:1 A B C A, B, C Richtigkeit,
Reproduzierbarkeit, LOD

Synthetischer Standard 3 1:5 A B C A B, C Reproduzierbarkeit, LOD

Synthetischer Standard 3 1:10 A, B C A, B, C Reproduzierbarkeit, LOD

Synthetischer Standard 3 1:20 A LOD

Patientenproben 20 1:1 A Inter-Assay-Konkordanz,
Sensitivitat, Spezifitat

Gesamtzahl Proben 23

Il. Anhang: Berechnung der Probenanzahl fiir die
Validierung einer neuen Methode

Die wichtigste Frage flr die Etablierung einer neuen Metho-
de ist die Definition der Ground Truth (Sollwerte). Hier gibt es
zwei verschiedene Anséatze:

1. Einsatz eines extern getesteten Kollektivs z. B. kommer-

ziell verfligbares Referenzmaterial
2. Einsatz eines intern getesteten Kollektivs mit zwei unab-
hangigen Methoden

Beide Ansatze sind in Abhangigkeit von der Verfligbarkeit
der Proben und der Methoden mdglich. Die Analysen mis-
sen nicht unabhangig voneinander sein. So konnen die un-
verdiinnten Proben fir die Bestimmung der Sensitivitat
auch fur die Berechnung der Konkordanz mit synthetischen
Referenzmaterialien genutzt werden. Wenn das Referenz-
material an verschiedenen Tagen von verschiedenen Labor-
mitarbeiter*innen bearbeitet wird, kann es zusétzlich fir
die Berechnung der Reproduzierbarkeit genutzt werden.
Je nach Anforderung missen eventuell mehrere Referenz-
materialien verwendet werden#,5. Hierbei sind die Anzahl
bekannter genomischer Positionen im Referenzmaterial, die
GroBe des verwendeten NGS-Panels, Subtypen der Erreger
oder Tumorentitaten zu bericksichtigen.

Der Aufwand fir die Validierung und die Anforderungen an

das Kontroll-/Referenzmaterial ist dabei stark vom Analyten

und der Fragestellung sowie dem zu validierenden Assay ab-

hangig. Typische Fragestellungen sind hierbei folgende:

a. Missen mehrere/alle Exone/Subtypen untersucht werden,
oder reicht/reichen ein Exon/-Subtyp/einzelne Exone/
einzelne Subtypen?
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b. Gibt es literaturbekannte, klar definierte Mutations-Hotspots
in einzelnen Kodons, oder muss das gesamte Exon (evtl.
inklusive exonnaher Intronbereiche) abgedeckt werden?

c. Wie niedrig ist die anvisierte Detektionsschwelle?

d. Wie hoch ist die Pravalenz der untersuchten Mutationen/
Erreger?

e. Soll die Analyse qualitativ oder quantitativ sein?

Die Punkte a bis e beeinflussen dabei vor allem die Analyse-
komplexitat innerhalb der einzelnen Proben, da oftmals fir
jedes Exon/jeden Erreger eine separate Analysereaktion
durchgefihrt werden muss. Bei einem niedrig angestreb-
ten Detektionslimit missen dementsprechend auch stéar-
kere Verdinnungen untersucht werden.

Der Punkt d hat dagegen einen groBen Einfluss auf die An-
zahl der Proben, die zur Validierung untersucht werden
mussen/kdnnen, da Patientenmaterial mit duBerst seltenen
Alterationen/Erregern(z. B. NTRK-Fusionen, Brucella abor-
tus) dementsprechend rar ist. Falls verfligbar, sollte bei Al-
terationen oder Erregern mit niedriger Pravalenz zusatzlich
auf synthetisches Probenmaterial oder auf Proben aus ex-
ternen Ringversuchen zuriickgegriffen werden. Man muss
dann hier begriinden, warum nur ein kleines Probenkollektiv
zur Anwendung kam.

Die im Folgenden aufgefiihrten Probenanzahlen fir eine
Validierung sind also ideale Kollektive. In der Realitat wer-
den diese Zahlen durch die Verfligbarkeit von z. B. Refe-
renzmaterial oder durch die Relevanz des Erregers beein-
flusst, sodass die Zahlen nicht fir alle Entitaten/Erreger
und Methoden umgesetzt werden kénnen.
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lll. Anhang: Validierung der Erregerdiagnostik

Die Analyse von Erregernin der Molekularpathologie ist ein
fester Bestandteil der Routinediagnostik.

Der Aufwand fir die Validierung ist dabei stark von dem

analysierten Erreger, dem angewandten Testsystem und

der Fragestellung abhangig:

1. Welche Methode soll angewandt werden (PCR, PCR plus
Hybridisierung, Real-Time-PCR)?

2. Wie niedrig ist die anvisierte Detektionsschwelle?

(S]]

. Wie hochist die Pravalenz der untersuchten Erreger?
4. Missen mehrere/alle Subtypen detektiert und differen-

ziert werden, oder reicht ein Subtyp (HPV 16 und HPV 18

vs. alle Subtypen oder High-Risk- vs. Low-Risk-HPV)?
5. Gibt es literaturbekannte, klar definierte Erregertypen,
die analysiert werden missen, da sie klinisch, diagnos-
tisch oder prognostisch relevant sind (z. B. S3-Leitlinie
Pravention des Zervixkarzinoms; Leitlinienprogramm
Onkologie | S3-Leitlinie Zervixkarzinom | Version 2.2 |
Mé&rz 2022)?

Bei der Erregerdiagnostik ist zu beachten, dass die Pra-
analytik essenziell ist. Das Ausgangsmaterial (FFPE vs.
Ausstrich- vs. Abstrichmaterial), die Reinheit des Arbeits-
platzes, der Grad der Fragmentierung der Nukleinsaure
und die Konzentration der Probe haben einen entscheiden-
den Einfluss auf die Detektion des nachzuweisenden Erre-
gers und sollten bei der Validierung berlcksichtigt werden
und bei Bedarf im Befund kommentiert werden (z. B. bei
technisch eingeschrankt verwendbarer Nukleinsaure®).

Tabelle 3:

Die Definition des Produktes und der enthaltenen Work-
flowprozesse sind daher besonders wichtig zu bedenken,
da die Variabilitat des Ausgangsmaterials entsprechend
mitberlicksichtigt werden muss, falls die Nukleinsaureex-
traktion nicht als separates Produkt definiert ist.

Die gangigste Methode beim Nachweis von Erregern an
FFPE-Material ist die Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
und ggf. deren Sonderformen(Multiplex, Nested plus elek-
trophoretische Detektion, PCR plus Sanger-Sequenzie-
rung, Real-Time-PCR, digitale PCR, PCR plus Hybridisie-
rung, aber auch das NGS (Shotgun-NGS)). Im Folgenden
wird jedoch nicht auf NGS eingegangen. Fur die Wahl der
Nachweismethode sollten die Verfligbarkeit, die Nach-
weisgrenze, die Turnaround-Zeit, das Nachweisspektrum,
die Kosten und die Méglichkeit zur Differenzierung der ein-
zelnen Erreger bericksichtigt werden.

Fir die korrekte Interpretation eines negativen PCR-Er-
gebnisses empfiehlt sich die vorherige Quantifizierung
und Interpretation der ,Reinheit” der eingesetzten Proben-
Nukleinsaure. Weiterhin ist im Fall der Real-Time-PCR,
parallel zum spezifischen Erregernachweis, fir jede Pro-
be des Testkollektivs eine PCR eines Housekeeping-Gens
(z. B. B-Aktin, B-Globin etc.) als Amplifikationskontrolle
durchzuflhren; falls RNA-Viren bestimmt werden sollen
(z. B. HEV), muss folglich RNA aus menschlichem Gewebe
extrahiert werden. Zum Nachweis der Integritat der extra-
hierten menschlichen DNA reicht eine PCR eines humanen
Gens aus, um den Grad der Fragmentierung festzustellen
oder um zu Uberprifen, ob Gberhaupt DNA isoliert wurde

Beispielhafte Berechnung einer Stichprobenmenge fiir den Nachweis von humanen Papillomaviren

ohne Differenzierung

Proben CE-IVD IH-IVD
Sensitivitat Positiv = 10
Spezifitat Negativ - 10
Positiv 1(3x) 1(3x)
Richtigkeit Negativ 1(3x) 1(3x)
Reproduzierbarkeit Positiv 1(2x an versch. Tagen) 1(2x an versch. Tagen)
(Inter-Assay-Prézision) Negativ 1(2x an versch. Tagen) 1(2x an versch. Tagen)
Gesamtzahl Proben 10 20
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(ausgenommen synthetisch hergestellte kommerziell er-

worbene DNA). Dies sollte im Validierungsprozess unbe-
dingt berlcksichtigt werden. Eine entsprechende Doku-
mentation im Validierungsreport sollte erfolgen.

Bei der Wahl der entsprechenden Nachweismethode und
ihrer Validierung sollte vorher klar definiert werden, wel-
che Erregersubtypen fiirdie Validierung von Relevanz sind,
das heiBt, validiert man ausschlieBlich klinisch relevante
Subtypen oder validiert man alle detektierbaren Typen.
Dies ist u. a. entscheidend fir die Zusammenstellung des
Testkollektivs.

Das Testkollektiv sollte daher moglichst divers sein und
Proben verschiedener Herkunft beinhalten (kommerziell
erworbenes Referenzmaterial, Inhouse-Kontrollproben,
Ringversuchsproben, Proben aus Partnerlaboren). Die
GroBe des Testkollektivs richtet sich nach verschiedenen
Aspekten:
1. Haufigkeit des zu validierenden Erregers:
haufige Erreger (Mykobakterien, HPV):
hohere Probenanzahl
Seltene Erreger (EBV, CMV, Bartonellen, Listerien etc.):
geringere Probenanzahl
2. Art des Nachweismethode:
qualitativ: geringere Probenanzahl
3. Differenzierung:
Differenzierung notwendig: hohere Probenanzahl
Differenzierung nicht notwendig: geringere Probenanzahl

IV. Anhang: Validierung von Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung (FISH) und chromogener
In-situ-Hybridisierung (CISH)

Die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) basiert auf
der Bindung von fluoreszenzmarkierten Sonden an aus-
gewahlte genomische Bereiche und der anschlieBenden
mikroskopischen Auswertung. Bei der chromogenen In-si-
tu-Hybridisierung (CISH) sind die Sonden mit Farbstoffen
markiert, die lichtmikroskopisch ausgewertet werden kon-
nen. Die Sonden sind dabei je nach Fragestellung unter-
schiedlich konzipiert, die klassischen Sondensysteme sind
hier zusammengefasst:
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« Amplifikations-/Deletionssonden
Untersuchung der Amplifikation/Deletion genomischer
Bereiche: Eine Sonde bindet den Genbereich von Inter-
esse (z. B. ERBB2 (HER2)), eine zweite Sonde mit unter-
schiedlichem Fluorophor bindet eine Kontrollregion,
meistens das entsprechende Centromer. Bei der Analyse
wird die Anzahl beider Signale je Zellkern ausgewertet.

« Translokations-/Fusionssonden

Untersuchung auf chromosomale Briiche (break apart)/
Translokationen: Bei Translokationssonden (z. B. ALK
oder FOXOT) binden die mit unterschiedlichen Fluoro-
phoren markierten Sonden genomische Bereiche 5" und
3' potenzieller Bruchpunkte. Bei der Auswertung zeigen
sich in wildtypischen Zellen Mischsignale beider Son-
den (i. d. R. gelb); liegt eine Translokation vor, zeigen
sich einzelne Signale der jeweiligen Sonden (i. d. R. rot/
orange und griin). Bei Fusionssonden binden die mit un-
terschiedlichen Fluorophoren markierten Sonden geno-
mische Bereiche zweier bekannter Fusionspartner, und
die Mischsignale sind nur im Fall einer Translokation zu
erkennen (z. B. BCR::ABL).

Sonden kdnnen in Eigenherstellung produziert werden, die
meisten klinisch/diagnostisch relevanten Sondensysteme
sind allerdings kommerziell erhéltlich und zu einem groBen
Teil CE-markiert. Bei CE-markierten Sonden, die gemaR
der Zweckbestimmung und analog der Herstelleranwei-
sungen verwendet werden, reicht eine Verifizierung der
Signalstarke und der korrekten Bindung mit ggf. wenigen
Kontrollproben. Wenn der CISH/FISH-Assay nur als RUO
erhaltlich ist, muss die Sensitivitat und Spezifitat genau
wie bei anderen IH-IVD auf klinische Tauglichkeit geprift
werden. Bei kompletten Eigenproduktionen missen zu-
satzliche Tests erfolgen, um z. B. die Sondenspezifitat und
Sichtbarkeit des Farbstoffes auf dem Gewebe zu prifen
(Sondensequenz, welcher Farbstoff, Kopplungssystem und
Herstellungs-SOP). Getestet werden sollten grundsatzlich
Gewebe, die auch spater untersucht werden sollen.

Zur Interpretation der Daten sollte vorab die Definition posi-
tiv vs. negativ benannt sein (z. B. Verhaltnis Zielsonden- zu
Zentromersondensignalen). Dazu kann z. B. bei der Validie-
rung durch die Untersuchung bekannt negativer Prapara-
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Tabelle 4:

Beispielhafte Berechnung einer Stichprobenmenge fiir die Validierung einer MDM2-FISH

Proben CE-IVD IH-IVD
Sensitivitat Positiv (Liposarkom) - 10
Spezifitat Negativ (Fettgewebe) - 10
Positiv 1(3x) 1(3x)
Richtigkeit Negativ 1(3x) 1(3x)
Reproduzierbarkeit Positiv 1(2x an versch. Tagen) 1(2x an versch. Tagen)
(Inter-Assay-Prézision) Negativ 1(2x an versch. Tagen) 1(2x an versch. Tagen)
Gesamtzahl Proben 10 20

te ein Schwellenwert definiert werden (z.B. Auswertung
von 100 Zellen in zehn bis 20 Praparaten; Bestimmung des
Schwellenwertes mithilfe des Mittelwertes plus dreifache
Standardabweichung). Fir einige Sondensysteme liegen
Publikationen mit Auswertekriterien vor (z. B. flir ERBB2
(HER2)7,8; MET® oder fiir MDM2™), an denen sich orientiert
werden kann. Generell werden bei den meisten Auswertun-
gen 30 bis 100 Zellkerne je Praparat ausgewertet.

Die Schwellenwerte flr einen positiven Test unterscheiden
sich je nach Assay: Fur das hier verwendete Beispiel der
MDM2-Amplifikationssonde sind jeweils zwei MDM2 und zwei
Zentromer 12-Signale der Wildtyp. Bei schwachen Amplifi-
kationen liegen funf bis neun Genkopien von MDM2 pro Zen-
tromer 12-Signale vor, ab einem Verhaltnis von 10 : 1 spricht
man von High-Level-Amplifikation. Wenn die MDM2-Son-
densignale aufgrund ihrer Menge mikroskopisch nicht mehr
auftrennbar sind, ist ebenfalls von einer MOM2-High-Level-
Amplifikation auszugehen. Hier spricht man von einer Clus-
teramplifikation. Getestet werden sollten in diesem Beispiel
Liposarkome (positiv) und Fettgewebe (negativ), da beide
Gewebe ahnliche Eigenschaften aufweisen.

Die Testung auf Reproduzierbarkeit ist abhangig davon,
ob FISH-Untersuchungen bereits validiert sind und nur um
ein neues Sondensystem erweitert werden. Wenn im Labor
noch keine FISH-Analysen durchgefiihrt werden, empfiehlt
sich eine Erweiterung der Reproduzierbarkeits-Assays. Bei
Veranderungen, die nur selten auftreten, kann ggf. die An-
zahl von positiven Proben reduziert werden. Fir die Etablie-
rung kénnen validierte Proben von anderen Instituten eben-
so genutzt werden wie (kommerzielle) Referenzmaterialien.

V. Anhang: Validierung von Klonalitatsanalysen
mittels Fragmentldangenanalyse

Im AnhangV geht esumdie Validierung des Nachweises von
klonalen und nicht klonalen T- bzw. B-Zellpopulationen mit-
hilfe einer Fragmentlangenanalyse. Bei jeder Methoden-
oder Geratevalidierung muss die Zweckbestimmung der zu
validierenden Methode oder des zu validierenden Geréates
eindeutig definiert sein. Ein Beispiel fur die Klonalitatsana-
lyse durch Fragmentlangenanalyse ist folgende:

,Halbautomatische,
mittels Kapillarelektrophorese (Genetic-Analyzer) zum
Nachweis(oder Ausschluss)klonaler Gen-Rearrangements

qualitative Fragmentlangenanalyse

(der FR3-bzw. FR2-Region) des Immunglobulinschwerket-
ten-Locus/der leichten Kette des Kappa-Locus/der T-Zell-
Rezeptor Beta-Kette/der T-Zell-Rezeptor Gamma-Kette
an aus formalinfixierten, in Paraffin eingebetteten (FFPE)
Gewebeproben oder aus Blut oder Knochenmarkausstri-
chenisolierter humaner DNA durch unterwiesenes Labor-
personal fir alle Patientengruppen zur Unterstlitzung der
onkologischen Diagnosestellung und Therapiepradiktion
in der Pathologie.”

Inder Praanalytikist zu beachten, dass die DNA-Extraktion
und Quantifizierung gemas den validierten Verfahrensan-
weisungen erfolgen sollten, es eine Trennung von Pr&a- und
Post-PCR-Bereich fir die Durchfiihrung und Lagerung von
Reagenzien (<-18 °C) gibt und die PCR auf Eis vorbereitet
werden sollte. Die Leistungsmerkmale sind bei den B-Zell-
lymphomen Rearrangements von IGH (VH-JH) und IGK,
bei den T-Zelllymphomen Rearrangements von TCRG und

A
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Tabelle 5:

Beispielhafte Berechnung der Stichprobenmenge fiir eine Klonalitdtsanalyse

Proben CE-IVD IH-IVD

Sensitivitat Klonal — 8-10
Spezifitat Nicht Klonal - 8-10

Klonal 1(3x) 1(3x)
Richtigkeit

Nicht Klonal 1(3x) 1(3x)
Reproduzierbarkeit Klonal 1(2x an versch. Tagen) 1(2x an versch. Tagen)
(Inter-Assay-Prézision) Nicht Klonal 1(2x an versch. Tagen) 1(2x an versch. Tagen)
Gesamtzahl Proben 10 20

TCRB. Bei jeder PCR sollte eine polyklonale Kontrolle mit-
gefuhrt werden. Die Befundinterpretation erfolgt anhand
der Interpretation/Unterteilung des Musters der nachge-
wiesenen Fragmente:

- Nicht Klonal: polyklonal, oligoklonal, pseudoklonal

- Klonal: monoallelisch, biallelisch(mit oder ohne polyklo-
nalem Hintergrund)

- Fir die Validierung der Klonalitéatsanalyse anhand von
Fragmentlangenanalysen sollten mindestens acht klo-
nale und acht nicht klonale Referenzproben bzw. Proben
aus Partnerlaboren analysiert werden.

VI. Anhang: Validierung der
Mikrosatelliteninstabilitat (MSI)

Mikrosatelliteninstabilitat (MSI) ist eine Form der genomi-
schen Instabilitat, die durch die Insertion oder Deletion
sich wiederholender Basen innerhalb von Mikrosatelliten-
Loci wahrend der DNA-Replikation verursacht wird und
nicht durch das Mismatch-Reparatursystem (MMR) korri-
giert werden kann. Hier liegt eine MMR-Defizienz (MMRd)
zugrunde, dieimmunhistochemisch durch die Uberpriifung
der folgenden MMR-Proteine MSH2, MSHB, PMS2 und MLH1
detektiert werden kann. Beurteilt wird hier der Verlust der
MMR-Proteinexpression. Molekulare Methoden kénnen er-
ganzend eingesetzt werden, um den MMR/MSI-Status zu
beurteilen z. B. die PCR-basierte Fragmentlangenanalyse,
auf die sich der folgende Text bezieht.

Das Ziel einer Validierungsstudie ist es, die qualitative
Leistung der PCR-basierten Fragmentlangenanalyse an
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FFPE-Material oder DNA aus Frischgewebe an bereits cha-
rakterisierten Proben zu testen. Hierbei sollten sowohl die
verwendeten Instrumente, die Kits und die Software in den
Validierungsdokumenten aufgefiihrt werden. Bei den Leis-
tungsmerkmalenist zu unterscheiden, ob der Nachweis Gber
Mono- oder Dinukleotid-Repeat-Marker durchgefiihrt wird
und wie viele Marker untersucht werden. Die Mikrosatelli-
teninstabilitat wird durch Auftrennung der PCR-Fragmente
durch Kapillarelektrophorese nach der PCR-Amplifikation
von DNA aus Tumorgewebsproben und je nach Nachweis
auch aus Normalgewebsproben desselben Patienten/der-
selben Patientin bestimmt. Falls der Nachweis in der Rou-
tinediagnostik an Tumor- und Normalgewebe durchgefihrt
wird, sollten auch in der Etablierungs- und Validierungsko-
horte Tumor- und Normalgewebe ausreichend vorhanden
sein. Wenn der Nachweis spater nur an Tumorgewebe er-
folgt, ist in der Etablierungs- und Validierungskohorte Nor-
malgewebe nicht zwingend erforderlich. Instabile Loci im
Tumorgewebe sind durch zusatzliche Peaks und/oder eine
Verschiebung in der Verteilung der Peaks im Vergleich zum
normalen Gewebe gekennzeichnet. Auf dieser Grundlage
wird jeder einzelne Marker dann als ,stabil” oder ,instabil”
eingestuft. Bei der PCR-basierten Fragmentlangenanalyse
wird die Tumorgewebsprobe bei kolorektalen Karzinomen
im Allgemeinen als mikrosatellitenstabil bewertet, wenn
mindestens zwei Marker instabil sind. Alternative Methoden
kdnnen andere Schwellenwerte aufweisen.

Als Referenzmaterial konnen CE-IVD-kommerzielle Stan-
dards oder auch IH-IVD-Kontrollen herangezogen werden.
Das Referenzkollektiv sollte aus DNA-Proben bestehen,
die bereits mit der IHC-Methode oder einem anderen PCR-
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Tabelle 6:

Beispielhafte Berechnung der Stichprobenmenge fiir die Validierung eines Mikrosatelliteninstabilitéts-

nachweises

Proben CE-IVD IH-IVD
Sensitivitat MSI-H = 8-10
Spezifitat MSS - 8-10

MSI-H 1(3x) 1(3x)

Richtighelt MSS 1(3x) 1(3x)
Reproduzierbarkeit MSI-H 1(2x an versch. Tagen) 1(2x an versch. Tagen)
(Inter-Assay-Prazision) MSS 1(2x an versch. Tagen) 1(2x an versch. Tagen)
Gesamtzahl Proben 10 20

basierten Nachweis analysiert wurden. Die verwendete
Fallzahl sollte bei n = 20 Tumorproben pro Entitat liegen,
da es entitatsspezifische Unterschiede in der Auswertung
gibt. Die Mindestmenge der einzusetzenden DNA ist ab-
hangig von ihrer Konzentration und den herstellerseitigen
Angaben. Zu bericksichtigen ist ebenfalls der Tumorzell-
gehalt der Probe, da die Anforderungen bei unterschiedli-
chen Entitaten verschieden sein konnen. Der Tumorgehalt
bei kolorektalen Karzinomen sollte 220 % sein, bei ande-
ren Entitaten ist ein hherer Tumorzellgehalt erforderlich,
hierbei kann man sich nach Literaturangaben richten. Fir
alle Tumorentitaten gilt, dass die Anzahl der Kernzellen
ausreichend sein sollte, basierend auf der standardmaBi-
gen pathologischen Charakterisierung.

Eine PCR-Reaktionen unter Verwendung von Kontroll-DNA
(MSS und MSI)und negativen Kontrollen (keine DNA, Reinst-
wasser oder Elutionspuffer, NTC (no template control)) soll-
ten gleichzeitig mit den Patientenproben analysiert wer-
den, um die Leistungsfahigkeit des Assays zu Uberprifen.
Eine NTC sollte mitgefiuhrt werden, um sicherzustellen,
dass keine unspezifischen PCR-Amplifikate im Sinne einer
Kontamination gebildet wurden. NTC sollten keine ampli-
fizierten Peaks oberhalb der analytischen Schwelle auf-
weisen. Die positive Kontrollreaktion wird analysiert, um
nachzuweisen, dass die Amplifikationschemie wie erwar-
tet funktioniert hat.

VIl. Anhang: Validierung der quantitativen
MLH1-Promotor-Methylierungsanalyse
durch Real-Time-qPCR

Das hereditare nicht polyposisassoziierte kolorektale Kar-
zinom (HNPCC), auch als Lynch-Syndrom bezeichnet, stellt
die haufigste erbliche Form des kolorektalen Karzinoms
dar. Seine Pravalenz liegt bei etwa 1: 500. Insgesamt gel-
ten rund 3 bis 5 % aller Kolonkarzinome als erblich bedingt,
weshalb die Abgrenzung zu sporadischen Fallen von gro-
Ber Bedeutung ist. Das Lynch-Syndrom wird durch Muta-
tionen in den MMR-Genen (MLHT, MSH2, MSH6 oder PMS2)
verursacht, die letztendlich zu einer Mikrosatelliteninsta-
bilitat (MSI-H) fihren. Eine MSI-H liegt bei etwa 90 % der
HNPCC-assoziierten Tumoren vor, wahrend sie bei spora-
dischen Karzinomen nur in etwa 10 % der Falle nachweis-
bar ist. In einem GroBteil der sporadischen Falle beruht der
Verlust der MLH1-Expression auf einer Hypermethylierung
des MLHI1-Promotors, haufig kombiniert mit einer BRAF-
p.Val600Glu-Mutation, wenn auch nicht ausnahmslos.
Daher werden MLHT-Promotor-Methylierungs- und BRAF-
p.Val600Glu-Mutationsanalysen in MSI-H kolorektalen Tu-
moren mit fehlender MLH1-Expression empfohlen™.

Eine Mdglichkeit, den MLHT-Promotor-Methylierungstatus in
FFPE-DNA nachzuweisen, ist der Einsatz von methylierungs-
sensitiven Endonukleasen(z. B. Hin6l) mit der MethyQESD-
(methylation-quantification of endonuclease-resistant DNA)
Methode. Bei vorliegender Promoter-Methylierung kann
kein Verdau stattfinden, und eine Amplifikation ist nach-
weisbar. Bei unmethylierter DNA erfolgt der Abbau, und
es ist kein PCR-Produkt des zu untersuchenden Bereiches
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Tabelle 7:

Beispielhafte Berechnung der Stichprobenmenge zur Validierung von MLH1-Promotermethylierungsanalysen

Proben CE-IVD IH-IVD
Sensitivitat Positiv (methyliert) - 8-10
Spezifitat Negativ (nicht methyliert) - 8-10

Positiv 1(3x) 1(3x)
Richtigkeit

Negativ 1(3x) 1(3x)
Reproduzierbarkeit Positiv 1(2x an versch. Tagen) 1(2x an versch. Tagen)
(Inter-Assay-Prazision) Negativ 1(2x an versch. Tagen) 1(2x an versch. Tagen)

Gesamtzahl Proben

10

20

detektierbar. Die Detektion erfolgt Uber eine spezifische
quantitative Real-Time-PCR-Amplifikation auf Real-Time-
PCR-Geréaten, z. B. LightCycler (Roche) oder QuantStudio
(Thermo Fisher Scientific), die entsprechend validiert wer-
den mussen.

Es wird eine Makrodissektion aus dem zu untersuchenden
Gewebe vor DNA-Extraktion empfohlen, um den Anteil der
DNA aus Tumorzellen zu erhéhen. Die Auswertung kann
durch Normal- und Stromagewebe erschwert werden.
Zum Ausschluss einer Keimbahnmethylierung kann par-
allel zu jeder Tumor-DNA eine entsprechende Nichttumor-
DNA des Patienten getestet werden. Falls der Nachweis
in der Routinediagnostik an Tumor- und Normalgewebe
durchgefihrt wird, sollten auch in der Etablierungs- und
Validierungskohorte Tumor- und Normalgewebe ausrei-
chend vorhanden sein. Wenn der Nachweis spater nur an
Tumorgewebe erfolgt, ist in der Etablierungs- und Validie-
rungskohorte Normalgewebe nicht zwingend erforderlich.
Bei Einsatz in der Routinediagnostik sollten bei jeder Un-
tersuchung folgende Laufkontrollen mitgefiihrt werden:

« Eine DNA, die eine MLHI-Promotor-Methylierung auf-

weist (Positivkontrolle, z. B. Zelllinie SW48),
« ggf. eine unmethylierte DNA(z. B. Blut-DNA)und
- eine Negativkontrolle (keine DNA, Reinstwasser oder
Elutionspuffer, NTC).

Das Verfahren umfasst eine Kalibratorreaktion, den Verdau
mit Methylierungs-unabhangigen Endonukleasen z. B. Xbal/
Dralfir jede Kontrolle und Probe. Dies dient als Kontrolle von
DNA-Verdau und Amplifikation und wird zur Quantifizierung
der relativen Methylierung verwendet. Fir eine erfolgreiche

Amplifikation sollte der Ct-Wert <32 sein. Jede DNA-Probe
sollte in Duplikaten getestet werden.

Die hier beschriebene MethyQESD-Methode mit Validie-
rungsleistungskenndaten wurde von Bettstetter et al.
vorgestellt™. Bei einer Validierung ist insbesondere eine
Uberpriifung der optimalen DNA-Inputmenge (z. B. Verdiin-
nungsreihen zwischen 25 und 500 ng) und -qualitat, der Spe-
zifitat und Sensitivitat der Methode und des Grenzwertes fur
eine positive Methylierung erforderlich, dafir sollten MLHT-
Promotor-methylierte und -unmethylierte DNA-Proben ver-
wendet werden. Die verwendete Stichprobenmenge sollte
bei n = 20 Tumorproben pro Entitat liegen, da es entitats-
spezifische Unterschiede in der Auswertung gibt.

Der Sollwert dieser Proben kann mithilfe von alternativen
Verfahren zur Bestimmung der Promotormethylierung (z. B.
ausgehend von einer Bisulfitkonvertierung) und basierend
auf der Expressionsanalyse (IHC) von MLH1sowie dem Nach-
weis von MSI-H bestimmt werden. Auch hier kdnnen kom-
merziell erhaltliche Referenzmaterialien verwendet werden.

VIIl. Anhang: Validierung der Einzelgen-
mutationsanalyse

Die Analyse von einzelnen Genen in der Molekularpathologie
hat nach wie vor ihre Berechtigung zur schnellen und kos-
tenginstigen Bestimmung einzelner/weniger Parameter
in bestimmten Indikationen, wie z. B. BRAF-Val600-Muta-
tionen bei Schilddrisenkarzinomen und Melanomen oder
KRAS/NRAS-Mutationen bei kolorektalen Karzinomen.
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Tabelle 8:
Beispielhafte Berechnung der Testzahl zur Validierung von PCR-basierten Assays in der
Einzelgenmutationsanalyse

Proben CE-IVD IH-IVD
Sensitivitat Positiv = 10
Spezifitat Negativ - 10
Richtigkeit Positiv 1(3x) 1(3x)

Negativ 1(3x) 1(3x)
Reproduzierbarkeit Positiv 1(2x an versch. Tagen) 1(2x an versch. Tagen)
(Inter-Assay-Prézision) Negativ 1(2x an versch. Tagen) 1(2x an versch. Tagen)
Gesamtzahl Proben 10 20

Der Aufwand fur die Validierung und die Anforderungen an
das Kontroll-/Referenzmaterial ist dabei stark vom analy-
sierten Gen und der Fragestellung sowie dem zu validieren-
den Assay abhangig (s. Il. Anhang: Berechnung der Proben-
anzahl fir die Validierung einer neuen Methode).

Generell sollte sich die Stichprobenmenge im Bereich von
mindestens zehn Proben bewegen. Diese Zahl muss aber in
jedem Fall je nach Analyse unter Beriicksichtigung der oben
genannten Punkte oder weiterer fir die jeweilige Analyse
oder Fragestellung spezifischer Besonderheiten kritisch
hinterfragt werden(z. B.: Habe ich unverhaltnismaBig haufig
mit qualitativ schlechtem Probenmaterial zu tun? Beispiel:
schlecht fixierte Uteri bei Endometriumkarzinomen) und
ggf. nach oben korrigiert werden.

Fur einige PCR-basierte Nachweisverfahren gibt es CE-IVD-
Assays, die aufgrund der Vorgaben der IVDR nicht validiert,
aber verifiziert werden missen. Hierbei kdnnen umfangrei-
che Tests auf Sensitivitat und Spezifitat entfallen, da Kenn-
werte vom Hersteller geliefert werden und nur mit wenigen
Proben auf Konkordanz gepriift werden missen. In Tabelle 8
findet sich eine beispielhafte Rechnung fir die Anzahl an
Proben, die man im Rahmen einer Validierung fiir die von der
IVDR gewtinschten Parameter analysieren sollte. Ein Refe-
renzkollektiv fir die Mutationsanalyse sollte mehr positive
Proben(z. B. pos./neg. 80/20 %) enthalten und die Diversitat
bei der Untersuchung der Sensitivitat bericksichtigt wer-
den. Die Validierung sollte den gesamten Bereich abdecken,
in dem Alterationen auftreten kdnnen. Hierbei sollten unter-
schiedliche Formen von Alterationen berlcksichtigt wer-
den: Punktmutationen und Insertionen/Deletionen.

IX. Anhang: Validierung von Multigenmutations-
analysen

Weitverbreitet ist in der molekularen Pathologie die Ver-
wendung von Multigenanalysen, bei denen die Mutations-
informationen mehrerer Gene in einer Sequenzierung er-
fasst werden. Es handelt sich also um eine gemeinsame
Testung vieler Einzelmarker. Da hier die einzelnen unter-
suchten Gene oder Genbereiche analytisch kaum getrennt
werden kdnnen, sollte eine gemeinsame Validierungdurch-
gefihrt werden. Insbesondere die fir die jeweilige Entitat
geforderten Konsensusgene, Genbereiche und Sensitivi-
téten spielen bei der Validierung eine wichtige Rolle (vgl.
z. B. AWMF Leitlinienregister2). Beispielsweise sollten bei
der Analytik von NSCLC-Mutationen in EGFR(Exone 18-21),
BRAF (Exon 15), KRAS und ERBB2 (Exon 20) mit einer Sen-
sitivitat von 5 % Allelfraktion mit einem Konfidenzintervall
von 95 % erfasst werden.

Wie unten beispielhaft berechnet, sollten ca. 15 bis 25 Pro-
ben fur die Validierung eines Multigenpanels verwendet
werden. Die GroBe des Validierungskollektivs ist hierbei
aber stark abhangig von der PanelgréBe, dem Umfang der
synthetischen Referenz oder auch von den verwendeten
Patientenproben. Dabei muss nicht fir jedes neue Panel
eine vollstandige Validierung durchgefiihrt werden, da die
zugrunde liegende Technik (Hybrid-Capture oder Ampli-
kon-basiertes NGS etc.) und nicht die Auswahl der Gene
und Genbereiche maBgeblich fur die Analyseleistung ist.
Es sollte daher eine Verifizierung mit synthetischem Refe-
renzmaterial erfolgen. Falls hier vergleichbare Ergebnisse
mit der vorangegangenen Validierung erreicht werden,
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Tabelle 9:
Beispielhafte Berechnung der Probenanzahl zur Validierung von NGS-Panels bei der Priifung
von Richtigkeit, Sensitivitat, Spezifitdt, Prdzision und Nachweisgrenze (LOD)

Anzahl Verdiinnung Tage Mitarbeiter*in | Genutzt fiir
Synthetische 3 1:1 AB.C AB.C R'|cr3t|gke|t, Re?rodu2|erbarke|t,
Referenz Limit of Detection
Synthetische 3 1:5 AB,C AB,C R!chtlgkelt, Re?rodu2|erbarke|t,
Referenz Limit of Detection
Synthetische 3 1:10 AB.C AB.C R!crftlgkelt, Re?rodu2|erbarke|t,
Referenz Limit of Detection
Synthetische 3 1:20 A Limit of Detection
Referenz
Inter-Assay-Préazision -
Patientenproben 20* 1:1 A Vergleich mit anderen Panels/
Methoden
Gesamtzahl Proben | 23

*Anzahl der Patientenproben stark abhangig von PanelgréBe, synthetischer Referenz oder Patientenproben

muss nur die Abdeckung der zusatzlichen Zielgene und
Genbereiche geprift werden.

Bei der Erweiterung des bisherigen Panels um neue Kon-
sensusgene kann eine retrospektive Erfassung der bislang
sequenzierten Falle erfolgen, falls das Gen schon im Panel
enthalten war, aber bioinformatisch nicht ausgewertet
wurde. Wenn die gefundene Mutationshaufigkeit derin der
Literatur publizierten entspricht, ist eine erneute Validie-
rung nicht notwendig. Wenn das Panel neu designt wird
und neue Gene zusatzlich umfasst werden, sollten erneut
kiinstliche Referenzmaterialien und Vergleichsproben aus
der Routine fir eine Untersuchung der Konkordanz ge-
nutzt werden. Nur bei starken Methodendnderungen (z. B.
Extraktionsmethode, Herstellerwechsel, Sequenzierme-
thode)ist eine komplette Neuvalidierung notwendig.

Die wichtigste Frage fiir die Etablierung einer neuen NGS-
Methode ist die Definition des ,Ground Truth”, der Sollwer-
te. Hier gibt es zwei verschiedene Anséatze:

1. Einsatz eines extern getesteten Kollektivs z. B. kom-
merziell verfliigbares Referenzmaterial

2. Einsatz eines intern getesteten Kollektivs mit zwei un-
abhangigen Methoden
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Beide Ansatze sind moglich, aber abhangig von der Ver-
fligbarkeit von Proben und Methoden. Bei dem zweiten An-
satzzahlt der Vergleich von Patientenproben, die mit einer
bereits validierten IVD am Standort untersucht wurden. In
dieser Analyse werden die genomischen Positionen, die
in der Schnittmenge des zu validierenden Panels und des
Referenzpanels liegen (Schnittmenge der BED-Files) und
von beiden Panels mit einer Coverage von z. B. mindestens
200-fach abgedeckt werden, zur Berechnung genutzt.
Hieraus kann das Positive Percentage Agreement (PPA,
Sensitivitdt) und das Negative Percentage Agreement
(NPA, Spezifitat) mit 95%-Konfidenzintervall auf Basis der
Erfahrungswerte berechnet werden:

PPA = TP/(TP + FN), Patientenprobe analysiert mit ortho-
gonalem Assay ist Referenz

NPA =TN/(TN + FP), Patientenprobe analysiert mit ortho-
gonalem Assay ist Referenz

Typisch verwendete Fallzahl: n =10-20

Die notwendigen Analysen muissen nicht unabhangig von-
einander sein; die unverdldnnten Proben fir die analytische
Sensitivitat konnen fir die Berechnung der Prazision mit
synthetischem Referenzmaterial genutzt werden(Tabelle 9).
Wenn die Proben an verschiedenen Tagen von verschiede-
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Abbildung 3:

Darstellung der Konfidenzintervalle (lower limit Cl) bei einer gegebenen Anzahl Mutationen (n)

berechnet durch den Clopper-Pearson-Algorithmus

nen Labormitarbeiter*innen bearbeitet werden, kénnen sie
zusatzlich fur die Berechnung der Reproduzierbarkeit he-
rangezogen werden. Unter Umsténden (Anzahl bekannter
genomischer Positionen im Referenzmaterial, GroBe des
verwendeten NGS-Panels) miissen dafiir mehr als drei Pro-
ben verwendet werden. Falls eine Erfassungsgrenze (LOB)
ebenfalls ermittelt werden soll, sind hier noch drei bis finf
zusatzliche mutationsfreie Proben notwendig.

Bei der Parallelsequenzierung kann bei der Ermittlung der
Richtigkeit die Anzahl der mutierten Positionen zur Berech-
nung genutzt werden, nicht die Anzahl der sequenzierten
Proben.

Um die Richtigkeit zu bestimmen, kann u. a. der Clopper-
Pearson-Algorithmus verwendet werden. In der Abbildung 3
sind die Berechnungen der Konfidenzintervalle bei zweisei-
tiger Signifikanzund 100 % Konkordanz abgebildet. Anhand
der Abbildung kann man ablesen, dass man bei 95 % min-
destens n = 72 Mutationen bendtigt, deren erwarteter und
realer Wert Gibereinstimmen. Dies gilt ebenfalls fir den An-
hang X: Validierung von Multigenfunktionsanalysen.
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X. Anhang: Validierung von Multigenfusionsanalysen

Die Multigenfusionsanalyse mittels RNA-basiertem NGS
nimmt in der Pathologie einen immer hoheren Stellenwert
ein. In diesem Untersuchungsverfahren konnen Tumor-
probenineinem Ansatz auf mehrere chromosomale Trans-
lokationen analysiert (z. B. NTRK1, NTRK2 und NTRK3) und
ggf. Aufschluss tber den Translokationspartner gegeben
werden. Hierbei ist es wichtig, vorab die Leistungsmerk-
male zu definieren:

« Angaben Uber die Gene, die gezielt auf Fusionen analy-
siert werden (z. B. in Form von Genliste inklusive Refe-
renzsequenzim Appendix).

« Angabe, ob nur bekannte oder auch unbekannte Fusio-
nen und Fusionspartner detektiert werden kénnen(z. B.
Uber einen Imbalance-Score).

- Welches Referenzgenom genutzt wird(z. B. hg19, hg38).

«  Welche Haufigkeit der Fusionen man erwartet(vgl. mit der
aktuellen Literatur) oder als Richtwert selbst definiert.
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Zur Interpretation der Daten sollten vorab Schwellenwerte
und Definition positiv vs. negativ benannt sein. Zum Bei-
spiel: Welche Qualitatsmerkmale missen zur Negativbe-
fundung eines Gens erreicht werden (z. B. minimale An-
zahl Reads)? Welche Qualitdtsmerkmale missen vor allem
bei Analysen zur Positivbefundung einer Fusion erreicht
werden (z. B. mindestens % fusionsbestatigende Reads/
Mindestanzahl fusionsbestatigende Reads)? Welche kom-
plementaren Methoden konnen zur Befundvalidierung
verwendet werden (z. B. FISH)? Welche Details werden
dokumentiert (z. B. Dokumentation nach netzwerkspezifi-
schen Vorgaben)? Fir die Multigenfusionsanalyse mittels
RNA-basiertem Next-Generation-Sequencing kann nach
erfolgter Validierung die Sensitivitat bzw. Spezifitat an-
hand Tabelle 10 berechnet werden. Wie in Tabelle 11darge-
stellt, muss dann die erreichte Sensitivitat und Spezifitat
bewertet werden.

Bei der Parallelsequenzierung kann bei der Ermittiung der
Richtigkeit die Anzahl der mutierten Positionen zur Be-
rechnung genutzt werden, nicht die Anzahl der sequen-
zierten Proben.

Tabelle 10:

Sensitivitdt/Spezifitit berechnet mit Matrix

Um die Richtigkeit zu bestimmen, kann u. a. der Clopper-
Pearson-Algorithmus verwendet werden. In der Abbildung 3,
AnhangIX, sind die Berechnungen der Konfidenzintervalle
bei zweiseitiger Signifikanz und 100 % Konkordanz abge-
bildet. Anhand der Abbildung kann man ablesen, dass man
bei 95 % mindestens n = 72 Aberrationen bendétigt, deren
erwarteter und realer Wert Gibereinstimmen.

Die Genauigkeit kann man tber den Vergleich mit anderen
Panels bestimmen. In dieser Analyse werden die genomi-
schen Positionen, die in der Schnittmenge des zu validie-
renden Panels und des Referenzpanels liegen(Schnittmen-
ge der BED-Files)und von beiden Panels mit einer Coverage
von z. B. mindestens 200-fach abgedeckt werden, zur Be-
rechnung genutzt. Hieraus kann das Positive Percentage
Agreement (PPA, Sensitivitat) und das Negative Percenta-
ge Agreement (NPA, Spezifitdt) mit 95%-Konfidenzintervall
auf Basis der Erfahrungswerte berechnet werden:

PPA = TP/(TP + FN), Patientenprobe analysiert mit ortho-
gonalem Assay ist Referenz.

NPA = TN/(TN + FP), Patientenprobe analysiertmit ortho-
gonalem Assay ist Referenz.

Typisch verwendete Fallzahl: n=20

SOLL (entsprechend Erwartungswert)

Positiv (z. B. Anzahl
bekannter Fusionen)
(total positiv = x)

Negativ (z. B. Anzahl Gene
bekannt negativ fiir Fusionen)
(total negativ=y)

Positiv

Anzahl richtig positiv Anzahl falsch positiv

IST

Negativ

Anzahl falsch negativ Anzahl richtig negativ

Tabelle 11:

Dokumentation der Bewertung von Sensitivitdt und Spezifitdt

Neues Verfahren (%) Zielsetzung (%) Bewertung
Sensitivitat Berechnete Sensitivitat >98* Erwartungswert
erfillt/nicht erfiillt
Spezifitat Berechnete Spezifitat >98* Erwartungswert
erfillt/nicht erfiillt

*vgl. u. a. Desmeules et al., 20221
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Bei der Prazision unterscheidet man Intra- und Inter-As-
say-Prazision. Die Bestimmung der Prazision muss bei je-
der Validierung - unabhangig ob es sich um ein CE-IVD-, ein
RUO- oder einen IH-IVD-Test handelt - erfolgen. Sowohl
flr die Intra- als auch die Inter-Assay-Prazision missen
mindestens zwei Kollektivproben (mdglichst eine posi-

tive und eine negative Probe) verwendet werden, die flr
die Bestimmung der Intra-Assay-Prazision jeweils in Drei-
fachbestimmung prozessiert werden bzw. welche fir die
Bestimmung der Inter-Assay-Prazision an mindestens zwei

Tabelle 12:

Prézisionsbestimmung bei der Fusionsanalyse

weiteren Versuchstagen unter Vergleichsbedingungen
prozessiert werden. Die Ergebnisse und die Ubereinstim-
mung mit dem Erwartungswert missen protokolliert wer-
den(Tabelle 12, 14).

Das Limit of Detection (LOD) st die niedrigste Allelfraktion
oder der niedrigste Anteil an Zielstrukturen in einer Probe
zur sicheren Detektion: verldssliche Detektion (in 95 % der
Replikate) einer Fusion. Typisch verwendete Fallzahl: n=3
mit mindestens vier Verdiinnungsstufen (Tabelle 13).

Anzahl detektierter Fusionen

Proben-Nr. Erwartet

Lauf 1(Triplikat) Lauf 2 Lauf 3

Positivkontrolle 1 1

Anzahl Fusionen in Positivkontrolle

Probe mit bekannter Fusion | 1

Negativkontrolle 0
Tabelle 13:
Bestimmung des Limit of Detection (LOD)
Anzahl detektierter Fusionen
Proben-Nr. | Erwartet Verdiinnung |Verdiinnung  Verdiinnung | Verdiinnung | Sensitivitdt | Erwartungs- Bewertung
1 2 3 4 wert
1 1Fusion Erwartungs-
2 1Fusion >95 % wert erfillt/
3 il =t nicht erfiillt
Tabelle 14:
Beispielhafte Berechnung der Testzahl zur Validierung von Multigenfusionsanalysen
Proben CE-IVD IH-IVD
Sensitivitat Positiv - 10
Spezifitat Negativ - 10
Positiv 1(3x) 2-3(3x)
Richtigkeit
Negativ 1(3x) 2-3(3x)
Reproduzierbarkeit Positiv 1(2x an versch. Tagen) 1(3x an versch. Tagen)
(Inter-Assay-Préazision) Negativ 1(2x an versch. Tagen) 1(3x an versch. Tagen)
Gesamtzahl Proben 10 26
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Der Limit of Blank (LOB) ist die optionale Berechnung der
Detektionsschwelle, also der Spezifitat, mit der falsch
positive Ergebnisse ausgeschlossen werden kénnen. Beim
NGS werden hierfir Patienten- oder Normalgewebepro-
ben sequenziert, die frei von onkogenen genetischen Alte-

rationen sein sollten. Typisch verwendete Fallzahl: n = 3-5.

Darliber hinaus kann die vollstandige Validierung einzel-
ner haufigerer Genfusionen gemaB Vorgabenin,New York
State Department of Health Guidelines - NGS guidelines
for somatic genetic variant detection, revised 2021" durch
Nachweis von mindestens drei positiven Fallen pro Fusion
erganzt werden.

Die Leistungsbewertung kann erfolgen tUber eine Auswer-
tung wissenschaftlicher Validitat (z. B. Auflistung von un-
tersuchten Fusioneninkl. entsprechend typischer Entitat,
Préavalenz der Fusion in Entitat, Relevanz(z. B. Therapeu-
tik/Differenzialdiagnostik) und entsprechender Literatur-
referenz), wissenschaftlich begriindete Erwartungswer-
te, Stand der Wissenschaft (z. B. Relevanz der Methode in
Tumordiagnostik unter Verweis auf relevante Leitlinien/
WHO-Empfehlungen). Sie ist besonders wichtig bei klei-
nen Referenzkollektiven und geringen Haufigkeiten.

Xl. Anhang: Validierung von genomweiten
Biomarkern mit quantitativer Komponente

Genomweite Biomarker beinhalten die Analyse mehrerer

Gene bis hin zu Gesamtexonen oder -genomen. Bei der Im-

plementierung der Produkte orientiert sich die Pathologie

an den zugelassenen Testverfahren und den Entitaten, bei

denen der Biomarker nachgewiesen werden soll:

a. Bei MSl ist dies die Erfassung von veranderten Mikrosa-
tellitenregionen und die Untersuchung der auslosenden
deletaren Mutationen in PMS2, MLHT, MSHZ und MSHE%.
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b. Der TMB kann aufgrund unterschiedlicher Mutationsar-
ten berechnet werden. Ublicherweise erfolgt hier eine
Bestimmung aller nicht synonymen Mutationen in Regio-
nen von mehrals 1Mbp.

c. Zur Berechnung des homologen Rekombinationsdefi-
zienz-(HRD-) Scores werden exomweit chromosomale
Zugewinne und Verluste bestimmt, die dannin Abhangig-
keit vom verwendeten Algorithmus z. B. als LOH (Verlust
jeweils einer Genkopie >15 Mbp), TAl (Telomerlédngenver-
luste bei einer der Schwesterallele) und LST (groBe Um-
lagerungen >10 Mbp innerhalb der Chromosomen) ge-
zahlt und zum HRD-Score aufsummiert werden .

Die in den Pathologien angewendeten Analyseverfahren
zur Bestimmung der genomweiten Biomarker missen sich
in der Sensitivitat und Spezifitat, Prazision und Richtig-
keit mit den publizierten Verfahren, die fir die Zulassung
der jeweiligen Biomarker herangezogen wurden, messen®.
Es ist also eine Validierung der verwendeten Sequenzier-
technik notwendig und gegebenenfalls eine Verifizierung
des fir den genomweiten Biomarker verwendeten Panels
(Tabelle 15). Zusétzlich sollten mindestens n > 20 Proben,
die mit einem zugelassenen Verfahren auf den jeweiligen
Biomarker vorgetestet wurden, als Goldstandard genutzt
werden (Goldstandard-TMB: WES und Panel >1 Mb, MSI:
Bethesda-PCR bzw. MMR-IHC, HRD: Myriad-Assay oder
vergleichbarer Assay aus der Harmonisierungsstudie). Die
GroBe des Validierungskollektivs ist hierbei ganz stark ab-
hangigvonderPanelgréBe, dem Umfangder synthetischen
Referenz oder auch von den verwendeten Patientenpro-
ben, und es sollten verschiedene Qualitats- und Tumor-
zellgehaltsparameter berlcksichtigt werden. Zusatzlich
konnte eine Teilnahme an einem Ringversuch erfolgen.

Der Schwellenwert der bendtigten Methode (TMB: zehn
Mutationen pro Megabase, HRD: methodenabhangig, MSI:
methoden- und entitdtsabhangig) kann dabei fir den
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IH-IVD unter Umstanden statt mit einem genauen Schwel-
lenwert mit einem Grenzbereich (z. B. TMB: TMB low <8,
TMB medium 8-12, TMB high >12 Mutationen pro Megaba-
se) definiert werden. Es ist zu beachten, dass publizierte
Schwellenwerte flr die genomweiten Biomarker oft nur
fur bestimmte Entitaten validiert sind, daher kann je nach

Entitat nur ein Score bestimmt werden, aber keine Kate-
gorie (z. B. MSI-H) angegeben werden. Insgesamt ist die
Anzahl von untersuchten Proben mit =20 fir die Validie-
rung einer NGS-basierten Paneldiagnostik fir jeden ge-
nomweiten Biomarker das Minimum (Tabelle 15).

Bei den genomweiten Biomarkern haben Tumorzellgehalt
(TZG) und Nukleinsdurequalitat einen starken Einfluss auf
die Validitat der Ergebnisse; Messbereich und Cut-off soll-
ten daher besonders mit qualitativ schlechter DNA und
grenzwertigem TZG bestimmt werden. Es gibt kommer-
ziell erhaltliche Referenzmaterialien unterschiedlicher
DNA-Qualitat, falls man hierflr nicht auf interne Proben
zurlickgreifen mochte.

Tabelle 15:

Bei genomweiten Biomarkern ist aufgrund der groBen
Anzahl der Faktoren, die potenziell das Ergebnis beein-
flussen, eine Uberwachung der erwarteten Frequenzen
anhand publizierter Daten notwendig. Da wegen der feh-
lenden Ubermittlung von Ansprechraten kein PPV oder
NPV in der Pathologie bestimmt werden kann, ist ein wie-
derholter Abgleich mit Daten des The Cancer Genome
Atlas (TCGA) oder mit weiteren Quellen und eine erneute
Verifizierung mit den urspringlich ermittelten Qualitats-
parametern bei einer Abweichung sicherzustellen. AuBer-
dem ist die regelmaBige Teilnahme an Ringversuchen zu
empfehlen.

Ein weiterer Fokus sollte auf der bioinformatischen Aus-
wertungliegen, da hier schon geringe Veranderungen aus-
reichen, um falsche Ergebnisse zu liefern. Die Software
muss im Rahmen der IVDR validiert sein, eine Versionie-
rung der Software bei Anderungen und ein standiger Ab-
gleich der Haufigkeiten der positiven Werte mit Literatur-
daten nach der Validierung sollte erfolgen?.

Beispielhafte Berechnung der Probenanzahl zur Validierung von NGS-Panels mit genomweiten Biomarkern
(hier beispielhaft TMB, mit Proben von TMB 4-15 Mutationen pro Megabase und Tumorzellgehalt 20-60 %)

bei der Priifung von Richtigkeit, Sensitivitdt, Spezifitdt, Prézision und Nachweisgrenze (LOD). Analog sollte man
bei MSI(pro Entitét) und HRD vorgehen (Varianz Tumorzellgehalt, Probenqualitdt, gewiinschter Biomarker)
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Anzahl Verdiinnung Tage Mitarbeiter *in | Genutzt fir
Synthetische 3 1:1 AB.C AB.C R!chtlgkelt, Re?rodu2|erbarkelt,
Referenz Limit of Detection
Synthetische 3 1:5 AB.C A B,C Rfct?tlgkelt, Re?rodu2|erbarke|t,
Referenz Limit of Detection
Synthetische 3 1:10 AB.C A B, C Rfcr]tlgkelt, Re;?rodu2|erbarke|t,
Referenz Limit of Detection
Synthetische 3 1:20 A Limit of Detection
Referenz
Inter-Assay-Konkordanz -
Patientenproben 20 1:1 A Vergleich mit anderen Panels/
Methoden
Patientenproben mit
unabhéngigem Bio- 210 1:1 A Genauigkeit
markernachweis TMB
Gesamtzahl Proben 232
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