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Schliisselworter

Ringversuche sind ein wichtiges Instrument zur Qualitétssicherung. Dies betrifft in
zunehmendem Mafe auch die molekulare Diagnostik in der Pathologie, von deren
Ergebnissen Therapieentscheidungen in der Prazisionsonkologie direkt abhdngen.
Beim metastasierten kolorektalen Karzinom (mKRK) stand bisher der Nachweis von
KRAS-und NRAS-Mutationen im Vordergrund, deren Abwesenheit eine Therapie mit
EGFR-blockierenden Antikdrpern ermdglicht. Nun ist BRAF als weiterer pradiktiver
Marker hinzugekommen, da mKRK Patienten mit einer BRAF-V600E-Mutation

nach systemischer Vortherapie von einer Behandlung mit Encorafenib (einem
BRAF-Inhibitor) in Kombination mit Cetuximab (Anti-EGFR-Antikorper) profitieren.
Aufgrund der 2020 erfolgten Zulassung fiir diese Behandlung ist es wichtig, dass der
diagnostische Nachweis einer BRAF-V600E-Mutation zuverldssig in den Pathologien
durchgefiihrt werden kann. Daher wurde dieser Ringversuch durchgefiihrt, bei
dem der Nachweis der BRAF-V600E-Mutation entweder mittels Immunhistochemie
oder molekularer Verfahren erfolgen konnte. Die Ergebnisse des Ringversuchs
belegen eindeutig, dass derzeit die molekulare BRAF-V600E-Bestimmung dem
immunhistologischen Nachweis {iberlegen ist.

Kolorektales Karzinom - Molekularpathologie - BRAF Mutation - Ringversuche - Prézisionsonkologie

Das Kolorektalkarzinom ist eine der hau-
figsten bosartigen Tumorerkrankungen.
Seit Juni 2020 steht mit der EMA-Zulas-
sung von Encorafenib (BRAF-Inhibitor) in
Kombination mit dem EGFR-blockieren-
den Antikorper Cetuximab erstmals eine
chemotherapiefreie gezielte Therapie-
option beim BRAF-V600E-mutierten me-
tastasierten kolorektalen Karzinom zur
Verfiigung. Um die Qualitdt und Repro-

duzierbarkeit der BRAF-V600E-Testung
in den pathologischen Einrichtungen zu
tiberpriifen, wurde von der QulP GmbH
ein Ringversuch organisiert.

Das kolorektale Karzinom ist bei Frauen
nach dem Mammakarzinom die zweithau-
figste bodsartige Tumorerkrankung, bei
Mannern die dritthdufigste nach Prostata-
und Lungenkrebs und umfasst insgesamt


https://doi.org/10.1007/s00292-021-01022-8
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1007/s00292-021-01022-8&domain=pdf

Tab.1 Zusammensetzung und Sollwerte des Probenmaterials

Fall-Nr. Mutations- | Alter® des Blocks | Tumorzellgehalt (in %)
MolPath | IHC | status (in Monaten) Erster Schnitt Letzter Schnitt
1 2 V600E 133 80 70
2 5 V600E 133 60 70
3 4 WT 26 70 50
4 7 V600E 31 90 80
5 6 WT 24 70 90
6 1 V600E 26 70 90
7 8 V600E 10 80 80
8 10 | WT 24 80 75
9 3 V600E 20 70 80
10 9 V600E 20 80 70

IHC Immunhistochemie

Beginn des Ringversuchs am 02.06.2020

°Das Alter des Blocks wurde berechnet als die Spanne zwischen der Erstbefundung des Blocks bis zum

Tab.2 Fallbezogene Ergebnisse: molekularer BRAF-V600E-Nachweis

Fall 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Positiv 42 | 42 1 42 |0 42 |42 |0 42 | 42
Negativ 0 0 40 42 |0 0 42

Nicht auswertbar 0 0 1 0 0 0 0

Tab.3 Ergebnisbezogene Auswertung und Punkte: molekularer BRAF-V600E-Nachweis

Anzahl Richtig Richtig Falsch Falsch Nichtaus- | Punkte | Erfolg
der Teil- | positiv negativ positiv negativ wertbar

nehmer

40 7 3 0 0 20 Ja

1 7 2 0 1 19 Ja

1 7 2 1 0 0 18 Ja

fast 60.000 Neuerkrankungen pro Jahr
in Deutschland. Etwa 23.000 Darmkrebs-
patienten versterben jdhrlich an ihrer
Erkrankung und das relative 5-Jahres-
Uberleben liegt bei Mannern und Frauen
bei etwa 60% ([9], Tab. 3.6.1) [11]. Die
zielgerichtete biomarkergetriebene The-
rapie hat beim Kolorektalkarzinom schon
vor Uiber 10 Jahren mit dem Nachweis von
KRAS-Mutationen begonnen und nimmt
durch weitere Biomarker immer weiter an
Bedeutung zu. Im Falle der Abwesenheit
von RAS-Mutationen besteht die Mog-
lichkeit mit der Blockade von EGFR, eine
zielgerichtete Therapieoption verwenden
zu konnen. Es ist auch schon langere
Zeit bekannt, dass 8-12% der Kolorek-
talkarzinome mit einer BRAF-Mutation
vergesellschaftet sind [3].

BRAF spielt eine wichtige Rolle im
MAPK-Signalweg und ist damit an der
Kontrolle und Steuerung des Zellwachs-
tums entscheidend beteiligt. Wahrend

dieser Prozess unter physiologischen Be-
dingungen sehr engmaschig kontrolliert
ablauft, fiihren bestimmte BRAF-Verdn-
derungen — wie die V600E-Mutation — zu
einer konstitutiven Aktivierung der Kina-
seaktivitdt, die nicht mehr der physiologi-
schen Kontrolle unterliegt. Damit kann ein
unkontrolliertes Zellwachstum entstehen
und zur Pathogenese des metastasierten
kolorektalen Karzinom (mKRK) beitragen
[8]. Der weitaus grofBte Teil der BRAF-Mu-
tationen finden sich beim mKRK an der
Aminosdureposition 600 und bestehen im
Austausch von Valin (V) durch Glutamin-
saure (E). BRAF-Mutationen an anderen
Positionen oder Ersatz des V600 durch ei-
ne andere Aminosaure finden beim mKRK
nur sehr selten statt und haben in diesem
Kontext nur untergeordnete Bedeutung
[7, 12]. Das BRAF-mutierte mKRK selbst
weist eine molekulare Heterogenitatauf[2,
4]. Diese Heterogenitdt spiegelt sich auch
in den 4 ,consensus molecular subtypes”

(CMS) wider. BRAF-Mutationen finden sich
zwar Uberwiegend in der Gruppe CMS1
(,MSI immune”, 42 %), treten aber auch in
CMS2 (,canonical”, 1%), CMS3 (,metabo-
lic, 16%) und CMS4 (mesenchymal, 7 %)
auf. Es treten nur auBerst selten primére
BRAF-Mutationen zusammen mit KRAS-
Mutationen auf [12].

Bei Vorliegen eines mikrosatellitenin-
stabilen mKRK zusammen mit einer BRAF-
V600E-Mutation kann in der Erstlinie ei-
neimmunonkologische Therapie mit Pem-
brolizumab durchgefiihrt werden, die im
Rezidivfall voneiner Therapie mit Encorafe-
nib und Cetuximab abgeldst werden kann
(Fachinformation Keytruda® 2021, Fachin-
formation Braftovi® 2021). Jedoch existie-
ren zum aktuellen Zeitpunkt noch keiner-
lei klinische Studien zur besten Therapie-
abfolge beziiglich dieser beiden Behand-
lungsprinzipien. Bei Patienten mit mikro-
satellitenstabilem mKRK und einer BRAF-
V600E-Mutation kommen gemal Leitlini-
enempfehlung die kombinierte Behand-
lung aus klassischer Chemotherapie und
zielgerichteter Behandlung in Betracht [1,
12]. Unabhdngig vom Mikrosatellitensta-
tus kann die chemotherapiefreie Kombi-
nation aus Encorafenib und Cetuximab
beim BRAF-V600E-mutierten mKRK gene-
rell nach systemischer Vortherapie (unab-
hangig davon, ob diese in adjuvanter oder
palliativer Intention gegeben wurde) ein-
gesetzt werden [6].

Seit Juni 2020 steht mit der EMA-Zulas-
sung von Encorafenib in Kombination mit
dem EGFR-blockierenden Antikorper Ce-
tuximab auf der Basis der Studie BEACON
CRC [5] erstmals eine chemotherapiefreie
gezielte Therapieoption zur Verfiigung.
Durch die Zulassung der BRAF-V600E-Mu-
tation als therapeutischen Marker beim
mKRK findet diese Konstellation Eingang
in das (molekular-)diagnostische Portfolio
vieler Institute fiir Pathologie. Erfreu-
licherweise kann fiir den molekularen
bzw. immunhistochemischen Nachweis
der BRAF-V600E-Mutation auf zumeist
umfangreiche Vorerfahrung bei malignen
Melanomen zuriickgegriffen werden [10].
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Molekulare Mutationsanalyse - Methode (n=42)

Anzahl der Teilnehmer
A >

N

Idylla

Pyro-Sequenzierung

B I I I I
0 I .

Sanger-Sequenzierung Andere

Abb. 1 A Molekulare Methoden zur BRAF-V600E-Mutationsanalyse. NGS Next Generation Sequencing, gPCR quantitative

Polymerase-Kettenreaktion

Methodik

Ringversuchsaufbau

Um die Qualitdt und Reproduzierbarkeit
in den pathologischen Einrichtungen zu
Uberpriifen, wurde von der QulP GmbH
ein Ringversuch organisiert, der den Nach-
weis der BRAF-V600E-Mutation auf Prote-
inebene mittels Immunhistochemie (IHC)
mit einem Antikorper gegen V600E-mu-
tiertes BRAF und zum Nachweis auf DNA-
Ebene verschiedene molekulare Verfahren
vorgesehen umfasste. Der hier beschrie-
bene Ringversuch hat sich aufgrund der
Ergebnisse klinischer Studien sowie der
Vorgaben aus der Zulassung der EMA auf
den Nachweis der BRAF-V600E-Mutation
begrenzt.

Interner Ringversuch

Das Lead-Institut (Charité Berlin) suchte
aus ihrem Archiv insgesamt 15 Félle von
Kolorektalkarzinomen mitund ohne BRAF-
V600E-Mutation heraus. Um die Eignung
dieser Falle flir einen Ringversuch zu tiber-
prifen, wurde ein interner Ringversuch,
also eine dem offenen Ringversuch vor-
geschaltete Testung des Probenmaterials
durchgefiihrt. Die Organisation des inter-
nen Ringversuchs tbernahm das Institut
fiir Pathologie der Charité Berlin. Die ers-
te Uberpriifung der 15 ausgewdhlten Fille
Ubernahmen die Charité Berlin mittels mo-
lekularer Untersuchungen (Next Generati-
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on Sequencing, NGS) und das kooperie-
rende Lead-Institut (Universitatsklinikum
Dresden) mittels IHC. Die Gegentestung
mit molekularen Methoden wurde vom
Klinikum Bremen-Mitte, dem Universitats-
klinikum Schleswig-Holstein, Campus Li-
beck, dem Universitatsklinikum Freiburg
und dem Universitatsklinikum Tiibingen
Ubernommen. Hierfiir wurden den 4 Pa-
nelinstituten je Fall 3 Leerschnitte & 4pum
zur Verfiigung gestellt. Die Ergebnisse aus
den molekularen Methoden waren aus al-
len 5 Instituten (Lead- und Panelinstitute)
bei 14 Féllen konkordant, lediglich ein Fall
konnte von einem Institut nicht ausge-
wertet werden. Die Gegentestung fiir den
IHC-Teil ibernahmen das Universitatsklini-
kum Freiburg und das Universitatsklinikum
Leipzig. Den beiden Panelinstituten wur-
den je Fall 2 Leerschnitte & 4 um zur Verfu-
gung gestellt. Bei der Auswertung der im-
munhistochemischen Farbungen wurden
11 Félle gleich bewertet und 4 Félle als
Grenzfélle identifiziert. Als mogliche Ursa-
che werden die unterschiedlichen Farbe-
protokolle vermutet. Da die gleichen Fille
in der molekularen Untersuchung keine
diskrepanten Ergebnisse zeigten und diese
Félle aus dem diagnostischen Alltag stam-
men, wurde ein heterogen bewerteter Fall
in den offenen Ringversuch eingeschlos-
sen.Die 10 fiir der Ringversuch ausgewéhl-
ten Félle wiesen einen Tumorzellgehaltvon
50-90% auf und waren 10-133 Monate
alt (@ Tab. 1).

Offener Ringversuch

Die Teilnehmer erhielten 10 Falle mit je-
weils 2 Schnitte & 4 pm fiir den immunbhis-
tochemischen Ringversuch und 3 Schnitte
& 4pm flir den molekularen Ringversuch.
Die Teilnehmer hatten 28 Werktage Zeit,
um die Analysen durchzufiihren und die Er-
gebnisse online an die QuIP zuriickzumel-
den. Fiir jeden richtig bewerteten Fall wur-
den 2 Punkte vergeben, sodass eine ma-
ximale Punktzahl von 20 erreicht werden
konnte. Sofern die Ergebnisermittlung auf-
grund technischer Probleme nicht méglich
war, wurde ein Punkt fiir diesen Fall ver-
geben (diese Option war nur fiir einen Fall
maglich). Fiir eine erfolgreiche Teilnahme
mussten mindestens 18 Punkte (90 %) er-
reicht werden. Von einer Teilnahme kann
nurausgegangenwerden, wenn die patho-
logischen Einrichtungen lhre Ergebnisse
fristgerecht eingereicht haben. Insgesamt
haben 51 Institute an diesem Ringversuch
teilgenommen, wovon 42 Teilnehmer die
BRAF-V600E-Mutationsuntersuchung mit-
tels molekularer Verfahren und 9 Teilneh-
mer die IHC durchfiihrten.

Ergebnisse

BRAF-V600E-Mutationsnachweis
mittels molekularer Verfahren

Von insgesamt 42 Teilnehmern, die ein
Ergebnis eingereicht haben, konnte allen
42 Teilnehmern (100%) eine erfolgreiche



Tab.4 Verwendete DNA-Extraktionskits

Kategorie Hersteller Verwendetes DNA-Extraktionskit Teilnehmer | Mit Erfolg (%)
Vollautomatisiert | Biocartis, Mecheln, Belgien Idylla™ BRAF Mutation Assay 1 11(100)
Labortechnische | Analytik Jena GmbH, Jena, Deutschland innuPREP FFPE DNA Kit-IPC16 1 1(100)
Einzelprozessie- Promega GmbH, Waldorf, Deutschland Maxwell 16 FFPE (Plus) LEV DNA Purification | 5 5(100)
rung Kit
Promega Maxwell 16 LEV Blood DNA Kit 1 1(100)
Promega Maxwell 16 LEV RNA FFPE Purification Kit 2 2(100)
Promega Maxwell RSC DNA FFPE Kit 4 4(100)
Promega GmbH ReliaPrep™ FFPE gDNA Miniprep System 1 1(100)
Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland QIlAamp DNA FFPE Tissue Kit 4 4(100)
Qiagen QlAamp DNA Micro Kit 3 3(100)
Qiagen QIAsymphony DSP DNA Mini Kit 1 1(100)
Qiagen RNeasy FFPE Kit 2 2(100)
STRATIFYER Molecular Pathology GmbH, Kéln, | XTRAKT FFPE Kit 1 1(100)
Deutschland
Zymo Research, Irvine, USA Quick-DNA™ FFPE Kit 1 1(100)
- Andere 5 5(100)
Tab.5 Eingesetzte Plattformen fiir den molekularen BRAF-V600E-Mutationsnachweis
Kategorie Methode Hersteller Plattform Teilnehmer | Mit Erfolg
(%)
Voll- - Biocartis, Mecheln, Belgien Idylla 1 11 (100)
automatisiert
Labortechnische| NGS Illumina, Berlin, Deutschland Miniseq 1 1(100)
Einzelprozessie- llumina MiSeq 2 2(100)
rung llumina NextSeq 1 1(100)
Thermo Fisher Scientific, Dreiach, lon GeneStudio S5 3 3(100)
Deutschland
Thermo Fisher lon Personal Genome Ma- 1 1(100)
chine™ (PGM™)
Pyrosequenzierung Qiagen, Venlo, Niederlande PyroMark 8 8(100)
gPCR Agilent Technologies, Santa Clara, Stratagene Mx3005P 1 1(100)
USA
Roche Diagnostics GmbH, Grenzach, | LightCycler® 480 1 1(100)
Deutschland
Thermo Fisher Scientfic, Dreiach, 7500 Real-Time PCR System 1 1(100)
Deutschland
Thermo Fisher Arktik Thermal Cycler 1 1(100)
Thermo Fisher Quant Studio 2 2(100)
Zytomed Systems GmbH, Berlin, SLAN-96S 1 1(100)
Deutschland
- Andere 1 1(100)
Sanger-Sequenzierung | Thermo Fisher Quant Studio 1 1(100)
Applied Biosystems, Waltham, USA | Genetic Analyzer 3500 1 1(100)
- Andere 3 3(100)
HRMA, Sanger-Seq. & Roche LightCycler® 480 1 1(100)
allelspez. PCR
Hybridisierung - Thermocycler und Wasserbad 1 1(100)
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Tab.6 Eingesetzte Kits bzw. Panels fiir den molekularen BRAF-V600E-Mutationsnachweis

Kategorie Methode Hersteller Plattform Teilnehmer
Vollautomatisiert | — Biocartis, Mecheln, Belgien Idylla™ BRAF Mutation Assay 1
Labortechnische NGS Agilent Technologies, Santa Clara, USA | Tumor Hotspot Panel 1
Einzelprozessie- Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland QIAseq Human Actionable Solid Tumor | 1
rung Panel
Qiagen QlAseq Targeted DNA Custom Panel 1
Thermo Fisher Scientific, Dreiach, lon AmpliSeq™ Cancer Hotspot Panel 1
Deutschland v2
Thermo Fisher lon AmpliSeq™ Colon and Lung Cancer | 1
v2
Thermo Fisher Oncomine Focus Assay 2
- Amplikon BRAF Exon 15 1
Pyrosequenzierung Qiagen Therascreen BRAF Pyro Kit 4
- Laboratory Developed Tests (LDT) 4
gPCR Amoy Diagnostics, Xiamen, China BRAF V600 Mutations Detection Kit 1
EntroGen, Woodland Hills, USA BRAF Mutation Analysis Kit Il for Real- 1
Time PCR
Roche Diagnostics GmbH, Grenzach, BRAF/NRAS Mutation Test (LSR) 1
Deutschland
Thermo Fisher BRAF TagMan® Mutation Detection 1
Assays
\_/_iennaLab Diagnostics GmbH, Wien, BRAF 600/601 StripAssay® 1
Osterreich
- Laboratory Developed Tests (LDT) 2
- Andere 1
Sanger-Sequenzierung SCIEX, Framingham, USA DTCS QUICK START KIT 1
- Laboratory Developed Tests (LDT) 2
_ Andere 2
HRMA, Sanger-Seq. & - Laboratory Developed Tests (LDT) 1
allelspez. PCR
Hybridisierung Medipro (ViennaLab Diagnostics BRAF KIT 1
GmbH)
Tab.7 Fallbezogene Ergebniseinreichung der Teilnehmer
Fall 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Positiv 5 9 9 2 3 0 7 9 9 0
Negativ 4 0 0 7 6 9 1 0 0
Nicht auswertbar 0 0 0 0 0 0 1 0 0

Teilnahme bescheinigt werden. Es gab kei-
ne Haufungen von ,falschen” Bewertun-
gen der 10 Ringversuchsfélle (@ Tab. 2).

Von 420 ausgefiihrten Einzelanalysen
waren 418 (99,5%) korrekt, ein Ergebnis
(0,2%) war falsch positiv und eine Pro-
be (0,2 %) war technisch nicht auswertbar
(@ Tab. 3). Die aus dem Ringversuch ab-
geleitete Sensitivitdt fiir die molekulare
Analyse liegt damit bei 100,0 % (294/294),
die Spezifitdt bei 99,2 % (124/125).

Die fiir den molekularen Ringversuch
genutzten Methoden waren in 2 Hauptka-
tegorien unterteilt (@ Tab. 4): 1) kommerzi-
elles All-In-One-Testverfahren (11/42 Teil-
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nehmern, 26,2 %), welches vollautomati-
siert Gewebeschnitte bis hin zum Ergebnis
analysiert (Idylla System), und 2) labor-
technische Einzelprozessierung der DNA-
Extraktion gefolgt von weiteren moleku-
laren Verfahren.

Die nach DNA-Extraktion verwendeten
Methoden zum Nachweis einer BRAF-
V600E-Mutation (8 Abb. 1) schlossen Par-
allelsequenzierung (NGS), Pyrosequen-
zierung, gPCR(quantitative Polymerase-
Kettenreaktion)-Verfahren und Sangerse-
quenzierung mit ein (B8 Tab. 5).

Die Teilnehmer nutzen unterschiedli-
che Kits bzw. Panels sowie ,laboratory de-

veloped tests” (LDT) fiir den Nachweis der
BRAF-V600E-Mutation (B Tab. 6).

BRAF-V600E-Mutationsnachweis
mittels IHC

Von insgesamt 9 Teilnehmern, die ein Er-
gebnis eingereichthaben, konnte fiir 6 Teil-
nehmer (67 %) eine erfolgreiche Teilnahme
bescheinigt werden. Insbesondere bei den
Féllen 1 und 5 (B Tab.7) gab es von den
Referenzwerten abweichende Beurteilun-
gen. Zur weiteren Klarung der diskrepan-
ten Ergebnisse (technische Ebene/Farbung
oder Interpretation) wurden alle Testsets



Tab.8 Teilnehmerbezogene Vergabe der Punkte fiir den immunhistochemischen Nachweis der BRAF-V600E-Mutation

Anzahl der Teilnehmer | Richtig positiv Richtig negativ Falsch positiv Falsch negativ. | Nicht auswertbar | Punkte | Erfolg
4 6 3 0 0 1 20 Ja

1 5 3 0 1 1 18 Ja

1 6 2 1 0 1 18 Ja

1 5 2 1 1 1 16 Nein

1 4 3 0 2 1 16 Nein

1 4 3 0 1 2 18 Nein

Tab.9 Inkubationszeiten und Verdiinnungen der BRAF-V600E-spezifischen Antikdrper fiir die immunhistologischen Farbungen

Teilnehmer Erfolg Antikorper Inkubationszeit in min Verdiinnung

1 Ohne Erfolg VE1 (Abcam, Cambridge, UK) 92 1:100 (10 pg/ml)

2 Ohne Erfolg VE1 (Abcam) 60 1:100 (10 pg/ml)

3 Ohne Erfolg VE1 (Abcam) 8 1:100 (10 pg/ml)

4 Mit Erfolg VE1 (Abcam) 15 1:50 (20 pg/ml)

5 Mit Erfolg VE1 (Abcam) 20 1:50 (20 pg/ml)

6 Mit Erfolg VE1 (Roche Diagnostics GmbH, Gren- 32 Ready-to-use (12 ug/ml)

zach, Deutschland)

7 Mit Erfolg VE1 (Roche) 32 Ready-to-use (12 ug/ml)

8 Mit Erfolg VE1 (Roche) 16 Ready-to-use (12 ug/ml)
Mit Erfolg Andere 15 1:100 (10 pg/ml)

mit den durch die Teilnehmer durchge-
fihrten immunhistochemischen Farbun-
gen zur Nachbegutachtung an das koope-
rierende Lead-Institut UK Dresden gesen-
det. Bei dem Fall 5 handelte es sich um den
schwierigen Fall, der bereits im internen
Ringversuch heterogen bewertet wurde.
Aufgrund der interpretatorischen Schwie-
rigkeiten wurde dieser Fall aus der Wertung
ausgeschlossen, d. h. alle Teilnehmer beka-
men hierfiir die volle Punktzahl. Der Fall 1
blieb in der Wertung und war auch im Re-
view eindeutig positiv. Zumeist war eine
schwache Férbeintensitdt die Ursache fiir
die Fehlbewertung durch die Teilnehmer.

Von 90 ausgefiihrten Einzelanalysen
waren 73 (81,1 %) korrekt, 7 Einzelanalysen
(7,8 %) waren falsch und 10 (11,1 %) waren
technisch nicht auswertbar (8 Tab. 8). Die
Angaben zu Fall 5 zahlen hierbei nicht als
falsche Einzelanalysen, sondern wurden
als nicht auswertbar gezédhlt. Die sich
daraus ergebene Sensitivitat fiir die IHC
liegt bei 90,6 % (48/53), die Spezifitdt bei
92,6 % (25/27).

Fiir die Detektion der Proteinexpression
des V600E-mutierten BRAFs verwendeten
die Mehrzahl der Teilnehmer den Klon VE1
von Abcam (Cambridge, UK; 56 %) oder Ro-
che Roche Diagnostics GmbH (Grenzach,
Deutschland; 33 %). Die Inkubationszeiten
variierten stark und lagen zwischen 9 und

92min (B Tab.9). Auffallend ist, dass der
Einsatz eines LTDs mit dem Klon VE1 von
Abcam mit einer Verdlinnung von 1:100
zu keiner erfolgreichen Teilnahme fiihrte
(@ Tab.9, B Abb. 2).

Die Teilnehmer verwendeten fiir die De-
tektion der V60OE-mutierten BRAF-Protei-
nexpression das OptiView DAB IHC Detec-
tion Kit von Roche (56 %) oder das Bond
Polymer Refine Detection Kit von Leica
(Wetzlar, Deutschland; 44 %; @ Abb. 3). Die
teilnehmenden Institute farbten die Test-
schnitte am haufigsten mit dem VENTANA
BenchMark ULTRA (5 Teilnehmer, 56 %),
gefolgt von dem Bond-Ill von Leica (4 Teil-
nehmer, 44%; @ Abb. 4).

Diskussion

Zusammenfassend kann festgestellt wer-
den, dass die (iberwiegende Teilnehmer-
zahl (42/51) sich fiir den molekularen
Nachweis entschied und lediglich 9 Insti-
tute die Immunhistochemie durchgefiihrt
haben. Die Teilnehmer des molekularen
Ringversuchsteils fiir den BRAF-V600E-
Mutationsnachweis haben trotz der gro-
Ben Heterogenitat der eingesetzten Ver-
fahren (von vollautomatisierter Analyse
[DNA+ gPCR, ,All-in-One”], DNA-Extrakti-
on mit gPCR bis hin zu DNA-Extraktion mit
PCRs und anschlieBender Sequenzierme-

thoden) alle den Ringversuch erfolgreich
durchlaufen. Im Gegensatz hierzu haben
nur zwei Drittel der Teilnehmer, die Im-
munhistochemie zum Nachweis der BRAF-
V600E-Mutation gewahlt haben, den Ring-
versuch erfolgreich durchlaufen, obwohl
ein Fall mit anspruchsvoller Interpretation
nicht in die Bewertung eingeflossen ist.
Ursache fiir die nicht erfolgreiche Teil-
nahme erscheint mehrheitlich eine Be-
wertung von geringen Farbeintensitdten
zu sein. Da das Gewebeeingangsgut die
Etablierung der immunhistochemischen
Farbeprotokolle an einzelnen Standorten
beeinflusst (z.B. Schnellprozessierung in
der Fixierung, Nutzung von hauptséchlich
kleinen Biopsaten) und fiir Ringversu-
che éltere, groBe Resektate verwendet
werden, ist die schwdcher ausgepragte
Farbeintensitdt der Ringversuchsteilneh-
mer ggf. hierauf zurlickzufiihren. Eine stets
parallele Analyse eigener Gewebeproben
(insbesondere die Gewebeproben der ei-
genen Etablierung/Validierung) mit den
externen Ringversuchsproben im gleichen
Farbelauf kann dies absichern.

Fazit

Die molekularen Nachweise der BRAF-
V600E-Mutation sind in den pathologi-
schen Instituten sehr gut etabliert und

Der Pathologe 2-2022 131



Ubersichten

Antikorper (n=9)

mmit Erfolg
= ohne Erfolg
5
4
5]
E
£=
g s
e
[
=2 2
£
©
N
[
<
| l .
0 Abb. 2 <« Immunhistoche-
VET (Abcam) VE1 (Roche) Andere mische Firbeverfahrenund
verwendete Antikorper
Detektionssystem (n=9) u mit Erfolg
= ohne Erfolg
5
4
@
£
=
L
i
g
=2
©
N
=
<
| . -
0
OptiView DAB IHC Detection Kit (Roche) Bond Polymer Refine Detection (Leica) Abb. 3 < Immunhistoche-
mische Detektionssysteme
Plattform (n=9) R
u ohne Erfolg
5
5 4
E
&3
B
@
=2
L
8
<
| -
0
VENTANA BenchMark ULTRA (Roche) Bond-lIl (Leica) Abb. 4 <« Eingesetzte Im-

munfarbeautomaten

132  DerPathologe 2 - 2022



Abstract

stellen eine duBerst zuverldssige Grund-
lage fiir Therapieempfehlungen mittels
gezielter Behandlungsoptionen dar. Der
Nachweis der BRAF-V600E-Mutation mit-
tels Immunhistochemie neigt hingegen
zu einer falsch negativen Bewertung von
Ringversuchsgeweben und kann ggf. zum
Ausschluss von Patienten fiihren, die auf-
grund der immunhistochemisch nicht
nachgewiesenen BRAF-V600E-Mutation
einer entsprechenden Therapie nicht zu-
gefiilhrt werden wiirden. Daher stellen
nach den Ergebnissen des hier beschrie-
benen BRAF-V600E-Ringversuchs die mo-
lekularen Methoden die Verfahren der
Wahl fiir den Nachweis von BRAF-V600E-
Mutationen in pathologischen Instituten
als Grundlage fiir die Therapieentschei-
dungen dar. Die Immunhistochemie allein
kann fiir die Therapieentscheidung nicht
empfohlen werden.
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influence therapy decisions in precision oncology. In metastatic colorectal carcinoma
(mCRQ), the focus has been on detecting KRAS and NRAS mutations, whose absence
allows therapy with EGFR blocking antibodies. Recently, BRAF has been added as
another predictive marker, since mCRC patients with BRAF V600E mutation benefit
significantly from treatment with encorafenib (a BRAF inhibitor) in combination

with cetuximab (anti-EGFR antibody) after systemic therapy. Due to the approval of
this treatment in 2020, it is a pre-requisite that BRAF V600E mutation detection in
diagnostic pathologies is reliably performed. Therefore, this round robin test with BRAF
V600E testing either by immunohistochemistry or molecular methods was performed.
The round robin test results demonstrate that molecular BRAF V600E detection is
currently clearly superior to immunohistochemical detection.
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