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1 Einleitung

1 Einleitung

Zelllinien werden schon seit Jahrzehnten als Tumormodelle in der Krebsforschung eingesetzt,
und sehr wahrscheinlich werden sie auch in Zukunft ein wichtiger Bestandteil der praklinischen
Forschung sein. Diese Arbeit soll mittels STR-basierter Genotypisierung als eine Art
Qualitdtskontrolle dazu beitragen, mogliche Fille von Probenvertauschungen bei den

Rostocker Tumormodellen der HRO-Kollektion (HRO: Hansestadt Rostock) aufzudecken.

So empfiehlt eine Expertenkommission der ATCC (American Type Culture Collection) ein
regelmiBiges Uberpriifen der Identitiit verwendeter Zelllinien, insbesondere im Kontext
individualisierter Therapie und Stammzelltherapie, um mit falschen Ergebnissen verbundene
Therapieirrtiimer zu verhindern (Masters und Mitglieder der Arbeitsgruppe ASN-0002 der
ATCC SDO 2010).

In diesem Sinne wurden 395 Proben der AG Molekulare Onkologie und Immuntherapie (MOI)
der Universitdt Rostock genotypisiert. Das System hierfiir wurde im Rahmen dieser Arbeit
etabliert. Basierend auf den einzelnen Arbeitsschritten entstand ferner eine Labor-SOP zur

Durchfiihrung solcher Fingerprint-Analysen.

Da es sich mehrheitlich um Proben des Kolorektalen Karzinoms handelte, wird diese

Tumorentitdt im Folgenden kurz vorgestellt.

1.1 Das Kolorektale Karzinom (CRC)

Im Jahr 2012 starben in Deutschland 13.772 Minner und 12.200 Frauen an Darmkrebs. Die
Anzahl der Darmkrebs-Neuerkrankungen belief sich im selben Jahr fiir Ménner auf 33.740 und
fiir Frauen auf 28.500. Damit lag Darmkrebs bei den Krebsneuerkrankungen an dritter Stelle
bei den Ménnern (13,4%), hinter dem Prostatakarzinom (25,3%) und Lungenkrebs (13,7%).
Bei den Frauen waren im selben Jahr nur Krebsneuerkrankungen an der Brustdriise hiufiger
(Brustkrebs 30,8%, Darmkrebs 12,6%). Auch weltweit lag die Inzidenz fiir Darmkrebs in 2012
bei Méannern an dritter und bei Frauen an zweiter Stelle, wobei liber die Hélfte der Falle in den
besser entwickelten Regionen dieser Erde auftraten. (Robert Koch-Institut und Gesellschaft der
epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V. 2015; International Agency for Research

on Cancer 2015).
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Laut Robert Koch-Institut ist bei 60% der Darmkrebs-Erkrankungen das Kolon betroffen, bei
30 % das Rektum. Ungefdhr 80% der CRC-Fille sind sporadisch, wihrend bei den {ibrigen 20%
eine genetische Komponente eine Rolle zu spielen scheint (Giardiello et al. 2001). Meist ist
Darmkrebs eine Erkrankung des dlteren Menschen. So lag das mittlere Erkrankungsalter in
Deutschland zuletzt bei 72 Jahren fiir Ménner und 75 Jahren fiir Frauen (Robert Koch-Institut
und Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V. 2015). Als
Erkrankungsursache konnten laut Giardiello et al. fiir 5-6% der CRCs Keimbahnmutationen
gefunden werden. Die betroffenen Patienten sind oft jlinger, haben ein hohes Lebenszeitrisiko
fiir die Erkrankung und in der Regel eine positive Familiengeschichte fiir Darmkrebs. Die
hiufigste Form des hereditdren CRC ist das Lynch-Syndrom (LS). Dieses autosomal dominant
vererbte Tumor-Syndrom macht 2-3 % aller CRC-Fille aus und geht nicht nur mit einer
Pradisposition fiir das CRC, sondern auch fiir Endometrium- und Ovarialkarzinom, sowie
Magen-, Urothel-, Pankreas-Karzinom und weitere Tumorentitéten einher (Steinke et al. 2014).
Beim LS liegt eine inaktivierende monoallelische Keimbahnmutation in einem der vier DNA
Mismatch Repair (MMR) - Gene MLH1, MSH2, MSH6 und PMS2 vor, wobei das zweite Allel
in Tumorzellen durch Punktmutationen oder Verlust der Heterozygotizitit ebenfalls seine
Funktion verliert. Eine weitere mogliche Ursache sind Keimbahnmutationen (Deletionen) im
EPCAM-Gen. Selten kdnnen auch biallelische Keimbahnmutationen in einem der vier MMR-
Gene vorkommen, man spricht dann von ,,Constitutional MMR deficiency*, kurz CMMRD
(Senter et al. 2008; Shia 2015). Ubrigens wird laut Shia der Begriff LS heutzutage im
Zusammenhang mit CRC-Patienten verwendet, die Keimbahnmutationen aufweisen, wihrend
man bei den 2-5% der CRC-Patienten, die die Amsterdam-Kriterien erfiillen, von HNPCC

(Hereditary Non-Polyposis Colorectal Cancer) spricht.

SchlieBlich gibt es noch das seltenere autosomal dominant vererbte Syndrom familidre
adenomatose Polyposis (FAP), das ca. 1% der CRC-Fille ausmacht und meist auf
Keimbahnmutationen des Tumorsuppressor-Gens APC zuriickzufiihren ist. Hier entwickeln
Patienten im gesamten Bereich des Kolons zahlreiche Adenome, wihrend das LS

normalerweise von einer einzigen kolorektalen Lésion ausgeht (Giardiello et al. 2001).
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1.2 Zu DNA-Profiling und Short Tandem Repeats (STRs)

DNA-Typing - oder DNA-Profiling - ist eine Methode, die in der Forensik entstand und in
forensischen Laboren weltweit genutzt wird, um DNA-Spuren von Tatorten zu analysieren und

letztendlich mit Hilfe des erstellten DNA-Profils Téater zu tiberfuhren.

Es war ein langer Weg bis es soweit kam, dass heutzutage nach standardisierten Verfahren aus
einer winzigen DNA-Menge innerhalb weniger Stunden ein DNA-Profil erstellt werden kann.
Diesen Weg beschreibt John M. Butler in seinem Buch ,,Forensic DNA typing* (Butler 2001).
Er schildert dort, dass alles in den 80er Jahren mit dem Genetiker Alec Jeffreys begann, der
entdeckte, dass es auf der DNA Sequenzen gibt, die sich wiederholen, und auch, dass die
Anzahl dieser sich wiederholenden Bereiche bei Individuen eben nicht identisch ist, sondern
sich unterscheidet. Die Sequenzen wurden VNTRs genannt, fiir Variable Number of Tandem
Repeats. Die Methode, die Jeffreys zur Analyse dieser Sequenzen entwickelte, und mit der sich
menschliche Identitdtstest machen lassen, heillt RFLP, fiir Restriktions Fragment Lingen

Polymorphismus.

Inzwischen ist dieses Verfahren aber nicht mehr der Goldstandard zur Erstellung von DNA-
Profilen in forensischen Laboren. Butler schreibt, dass dieses Verfahren zwar den Vorteil hatte,
eine grofle Diskriminationskraft zu besitzen, dass die Erstellung eines Profils aber andererseits
sehr aufwendig war. Ferner konnte das Verfahren nicht leicht automatisiert werden, was ein
entscheidender Nachteil ist, da es weltweit einen groBen Bedarf an DNA-Profiling gibt.
Jedenfalls gibt es ein Verfahren, das sich gut automatisieren lie3, fiir ein Labor einen
vergleichsweise geringen Aufwand bedeutet und vor allem trotzdem eine grof3e

Diskriminationskraft aufweist, und zwar das STR-Profiling.

STR steht fiir Short Tandem Repeat und gemeint sind kurze, repetitive DNA-Sequenzen von 1-
6 Basenpaare (bp) Lénge, die auch als Mikrosatelliten bezeichnet werden. STRs, die nach den
Mendelschen Regeln vererbt werden (Dirks und Drexler 2003) , konnen ebenfalls zur
Identitatspriifung genutzt werden, weil die Anzahl der sich wiederholenden Einheiten von
Individuum zu Individuum unterschiedlich ist. Auch handelt es sich beim STR-Profiling um
ein schnelles Verfahren, eben dadurch dass die Sequenzen kurz sind, und es heutzutage
aullerdem technisch moglich ist, mehrere STR-Loci gleichzeitig in sog. Multiplex-PCRs zu
analysieren (Butler 2001). Zum Vergleich: Es gibt auch Minisatelliten. Die Linge der sich
wiederholenden Einheiten betrdgt hier bis zu 25 bp (Brown 2007, S.75). In seinem Buch hat

Butler zur besseren Visualisierung der bisher erwéhnten DNA-Typisierungstechnologien eine

3
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Graphik entworfen, die in Abbildung 1 zu sehen ist. Auf der x-Achse ist die Schnelligkeit des
jeweiligen Analyseverfahrens dargestellt, die y-Achse zeigt die Diskriminationskraft. Die STR-

Methode mit ihrer Schnelligkeit und hohen Diskriminationskraft findet sich im rechten oberen

Quadranten.
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Abbildung 1: Vergleich von DNA-Typing Technologien (Butler 2001)

Dass DNA-Profiling im Vergleich zu den 80er Jahren inzwischen in wenigen Stunden moglich
ist, liegt laut Butler auch an Fortschritten auf dem Gebiet der Fluoreszenzmarkierung, und vor
allem an besseren Rechnerleistungen. Allein von 1985, als Jeffreys seine RFLP-Methode
entwickelte, bis zum Jahr 2000, in dem die Labore des FBI — sie betreiben in den Vereinigten
Staaten hauptsdchlich forensische Analysen — komplett vom RFLP-System auf Multiplex-
PCRs umstellten, hat sich die Prozessorgeschwindigkeit von Computern vervierzigfacht. Im

Vergleich zu 1985 arbeiten Prozessoren schlieflich im Jahr 2016 fast 200fach so schnell.

Der Vollstindigkeit halber sei erwéhnt, dass es noch weitere Methoden gibt, mit denen z.B.
Félle von Kreuzkontaminationen bei Zelllinien aufgedeckt werden kdnnen. Da wiren z.B. die
Isoenzym-Analyse und die Karyotypisierung. Auch gibt es noch die HLA- und die
Immuntypisierung. All diese Verfahren, auf die hier nicht ndher eingegangen werden soll,
haben aber nicht die gleiche Diskriminationskraft und ihre Untersuchungsergebnisse sind nicht
in dem MafBe reproduzierbar, als dass man sie in einer standardisierten Referenzdatenbank

verwenden konnte (Masters und Mitglieder der Arbeitsgruppe ASN-0002 der ATCC SDO
2010).
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Aber um noch einmal auf den Bedarf an DNA-Profilen zuriickzukommen: dieser ist grof3, weil
auch das FEinsatzgebiet von DNA-Profilen vielfaltig ist. Abgesehen von Analysen in der
Forensik kann die STR-basierte Genotypisierung flir Abstammungsanalysen und
Vaterschaftstests eingesetzt werden, zur Diagnose erblich bedingter Krankheiten und erblicher
Priadispositionen, ferner zur Identifizierung von Mikroorganismen, insbesondere
Krankheitserregern (Wrba et al. 2007, S. 55). In diesem konkreten Fall geht es um den

zelluldren Fingerabdruck.

1.3 Der zellulare Fingerabdruck

Beim sog. zelluldren Fingerabdruck geht es darum, mittels des STR-Profils von Zelllinien deren
Identitit zu liberpriifen. Dass diese Identitétspriifung notwendig ist, fand man bereits vor mehr
als 50 Jahren. Es war der Amerikaner Stanley M. Gartler, der im Jahr 1966 das Konzept des
biochemischen Polymorphismus einfiihrte, das eine Unterscheidung von Zelllinien anhand
ihrer Isoenzym-Expression ermoglichte (Masters und Mitglieder der Arbeitsgruppe ASN-0002
der ATCC SDO 2010). Zuvor konnte eine falsche Identifizierung von Zelllinien innerhalb einer
Spezies gar nicht aufgedeckt werden. Gartler veroffentlichte dann im selben Jahr, dass 18
menschliche Zelllinien vermeintlich unabhédngiger Herkunft alle HeLa-Zellen waren, die erste
menschliche Krebszelllinie, deren Etablierung gegliickt war (Masters und Mitglieder der

Arbeitsgruppe  ASN-0002 der ATCC SDO 2010). Interessant war die Reaktion der

wissenschaftlichen Gemeinschaft auf diese Veroffentlichung. Gartler erhielt Anfeindungen,
genauso wie Walter Nelson-Rees. Er konnte mit einer neuen Karyotypisierungs-Methode, die
er selbst mitentwickelt hatte, nachweisen, dass es sich bei so mancher Zelllinie, die seinem
Institut als vermeintlich einzigartige Probe zugeschickt wurde, in Wahrheit ebenfalls um HeLa-
Zellen handelte (Masters und Mitglieder der Arbeitsgruppe ASN-0002 der ATCC SDO 2010).
Es blieb nicht nur bei verbalen Angriffen der Kollegen nach den Veroffentlichungen von
Nelson-Rees, ihm wurde schlieBlich sogar seine Stelle gekiindigt. Und es sollte noch Jahrzehnte
so weiter gehen, dass Fille von Kreuzkontaminationen zwar in einer gewissen RegelmaBigkeit
an die Offentlichkeit gelangten, dass daraus aber keine Konsequenzen gezogen wurden, weil
unterschiedliche Akteure ihre eigenen Interessen vertraten. Die Wissenschaftler wollten sich
scheinbar in vielen Fillen nicht eingestehen, dass tatsdchlich sie es waren, die mit “falschen*
Zellen gearbeitet und somit auch Ergebnisse produziert hatten, die eigentlich so nicht haltbar

waren. Die Zeitschriften zierten sich zu reagieren und eine Zelllinien-Uberpriifung

5
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standardméBig vor Publikationen einzufordern, da sie fiirchteten, es konnten dann weniger
Manuskripte eingereicht werden. Schlie8lich hief3 es, es miissten erst die Geldgeber reagieren
und entsprechende Gelder bereitstellen. Letztere waren von solchen Forderungen nicht
begeistert. Und so wurde ignoriert und verleugnet und in der Zwischenzeit weiter publiziert.
All das schildern Masters und Kollegen eindriicklich in ihrem Artikel aus 2010, und fiihren
Beispiele wie dieses an: ,, Die vermeintlichen menschlichen Prostatakrebs-Zelllinien TSu-Prl
und JCA-1 kommen auch von T24 Blasenkarzinom-Zellen. Diese Erkenntnisse wurden in
Cancer Research publiziert, aber das verhinderte nicht, dass TSu-Pr1 Zellen in einem spéteren
Paper in Cancer Research als Modell fiir Prostatakrebszellen benutzt wurden.* (Masters und

Mitglieder der Arbeitsgruppe ASN-0002 der ATCC SDO 2010).

In Abbildung 2 geht es erneut um T24 Blasenkarzinom-Zellen. Sie verbargen sich in Wahrheit
auch hinter der Endothelzelllinie ECV 304. Doch obwohl diese Tatsache 1999 bekannt gemacht
wurde, kam es weiterhin zu Verdffentlichungen, die auf T24 Zellen als Modell fiir
Endothelzellen basierten. Roderick MacLeod von der DSMZ (Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen) in Braunschweig hat die Anzahl dieser Zitate ermittelt und
auf der y-Achse der folgenden Graphik dargestellt. Auf der x-Achse sind die Jahre zu sehen, in

denen die Zitate publiziert wurden.
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Abbildung 2: Zitate, in denen von T24 Blasenkarzinom-Zellen als normale Endothelzellen gesprochen wurde (Masters und
Mitglieder der Arbeitsgruppe ASN -0002 der ATCC SDO 2010)
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Somaschini et al. beschreiben, dass 16-35% aller in unterschiedlichen Laboren weltweit
genutzter Zelllinien falsch identifiziert oder durch andere Zelllinien kreuzkontaminiert sind
(Somaschini et al. 2013). Was ist die Konsequenz? Eingangs wurde bereits erwdhnt, dass
Patienten Schaden nehmen konnen. Und wenn basierend auf vertauschten Zelllinien Daten
erhoben werden, die schlichtweg falsch sind, dann ist nicht nur das in diese Forschung
investierte Geld falsch investiertes Geld, es kommt auch mit der Zeit zu ecinem

Vertrauensverlust, unter dem die Wissenschaft insgesamt leidet.

Es ist also wichtig, dass Labore auf sauberes Arbeiten achten, da es ansonsten zu
Vertauschungen und Kreuzkontaminationen kommen kann, wobei Fehler oft im
Ursprungslabor einer Zelllinie passieren (Dirks 2010). Das Zellmaterial kann durch direkten
Kontakt oder als Aerosol {ibertragen werden, aber am Wahrscheinlichsten {iber
Arbeitsmaterialien wie Pipetten oder kontaminiertes Medium. Ferner konnen
Zellkulturflaschen vertauscht oder falsch etikettiert werden (Capes-Davis et al. 2010). Laut
Berglind et al. ist es so, dass in so manchem Material- und Methodenteil wissenschaftlicher
Arbeiten steht, die verwendeten Zelllinien wiirden aus Zellbanken wie ATCC oder der DSMZ
stammen. Tatsdchlich hatten die Forscher die Zelllinien aber nicht selten von anderen
Arbeitsgruppen bekommen (Berglind et al. 2014). Wenn man Zelllinien untereinander
weitergibt, dann sollten Qualitétskontrollen durchgefiihrt werden, wofiir sich das STR-Typing
anbietet. Manche Autoren raten dazu, eine Qualitidtskontrolle nicht nur eingangs durchzufiihren,
sondern — wenn man ldngere Studien mit Zelllinien macht — die Zelllinieniiberpriifung in
Zeitraumen von drei bis sechs Monaten zu wiederholen (Freshney 2010). Was das praktische
Vorgehen betrifft, so raten Capes- Davis et al. dazu, die Literatur nach den jlingsten Féllen von
Kreuzkontaminationen zu durchforsten. Im Jahr 2010 haben Amanda Capes-Davis und Ian
Freshney eine Zusammenstellung von kontaminierten oder falsch identifizierten Zelllinien ins
Leben gerufen. Diese Datensammlung wird heute vom International Cell Line Authentication
Committee ~ (ICLAC)  gepflegt und  aktualisiert und  findet sich  unter:
http://iclac.org/databases/cross-contaminations/. Aulerdem wurde ein grofer Teil der Daten in
die Bio Samples Datenbank des NCBI integriert bzw. ist auch mit dieser verlinkt:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/biosample/. Man kann dort nach der Zelllinie suchen, mit der
man arbeiten mochte. Auch kann man in der Datenbank die STR-Profile einiger Zelllinien

einsehen.


http://iclac.org/databases/cross-contaminations/

2 Material und Methoden

1.4 Ziel dieser Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, im Sinne einer Qualititskontrolle eventuelle Probenvertauschungen
im Labor der AG MOI der Universitit Rostock aufzudecken. Hierfiir wurde der DNA
Fingerprint im Labor etabliert und STR-basiert eine Genotypisierung der HRO-Tumormodelle
durchgefiihrt. Insgesamt wurden 395 Proben genotypisiert, hauptsdchlich CRC-Proben. STRs
werden tiblicherweise in der Forensik eingesetzt. Allerdings unterscheidet sich das Probengut
des MOI-Labors mit seinen Tumorzelllinien und Xenografts deutlich von dem Probengut, das
man Ublicherweise in der Forensik findet. Und so spielten bald Phdnomene wie der Verlust der
Heterozygotizitit beim Tumormaterial oder das Auftauchen neuer Allele eine Rolle. Aufgrund
dieser Phidnomene unterscheiden sich die STR-Profile von Tumor-Proben und ihrem
korrespondierenden Normalgewebe im MOI-Labor nicht selten bei einem oder mehreren
Markern. Diese Phdnomene galt es zu erfassen, weil sie auch der Schliissel zum Verstandnis
der Unterschiede zwischen den STR-Profilen der einzelnen untersuchten “Materialien* eines

Probenblocks (bezeichnet alle biologischen Proben, die von einem Patienten stammen) sind.

2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Die Proben

Die meisten Proben wurden von der AG MOI [Klinik fiir Allgemeinchirurgie] der Universitét
Rostock zur Verfiigung gestellt. Es handelte sich entweder um Zellpellets, die bei ca. -150°C
mit Hilfe von Fliissigstickstoff gelagert wurden, oder um bereits aus frisch gefrorenem Gewebe
oder Paraffin eingebettetem Material isolierte gDNA, die bei -25°C gelagert wurde. Wird in der
Klinik fiir Allgemeinchirurgie ein CRC reseziert, so wird das Resektat im Anschluss zur
weiteren Analyse in das Institut fiir Pathologie der Universitdt Rostock gegeben. Daher stammt
das in dieser Arbeit untersuchte Original-Tumormaterial - meist Adenokarzinome - aus der
Pathologie. Ferner wird immundefizienten Méusen zur Generierung von Xeno-Tumormodellen
Tumormaterial transplantiert. Aus dem Xeno-Tumormaterial werden wiederum Zelllinien

etabliert. So konnten fiir diese Arbeit auch Xeno-Proben bearbeitet werden.
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Hauptsachlich untersucht wurde:

* Patientenmaterial:

- Normalgewebe (N)

- Tumor infiltrierende B-Zellen (TiBc)

- B-Zellen (Lymphozyten) aus dem Patientenblut , z.B. BcHROC24 P25
- Originaltumor (T)

- Primérzelllinie (wenn Etablierung gegliickt), z.B. HROC24 P25

* Xenomaterial (Maus):
- PDX (Patient-Derived Xenograft) , z.B. HROC24 T1 M1
- PDX-abgeleitete Zelllinie, z.B. HROC24 T1 M1 P22

Bei den unter Patientenmaterial aufgefiihrten Zelllinien handelt es sich um adhirente humane
Zellen des CRC in kontinuierlicher Kultur. HROC steht fiir die in der HRO-Kollektion
enthaltenen CRCs; es wurden insgesamt 350 HROC-Proben untersucht.

Mehrheitlich handelt es sich um sporadische Fille des CRC. Folgende Proben sind hingegen
HNPCC-Proben: HROC29 (Einzelprobe), HROC71 (Einzelprobe), HROC113 (Probenblock),
HROC252 (Probenblock) und HROC285(Probenblock).

Hinzu kamen 45 diverse Proben, als da wiren: HROP (Pankreas-Karzinom), HHC
(Hansestadt Hamburg CRC), HROHep (Leberkarzinom), HROBMC (“ Hirnmetastase* des

CRC), HROG (Glioblastom).
Bei den HROG-Proben handelt es sich um finf Glioblastom-Tumorzelllinie/B-Zell-Paare
(WHO Grad 1V; erwachsene Patienten). Die weiteren HROG-Tumorzelllinien-Proben, die

untersucht wurden, waren Einzelproben. In zwei Fillen lagen lediglich die B-Zell-Proben vor.

2.1.2 Chemikalien

Agarose Sigma-Aldrich (Darmstadt, D)

BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing | Applied Biosystems (Darmstadt, D)
Kit
100bp — DNA Ladder Carl Roth (Karlsruhe, D)

Bromophenolblau- Natriumsalz Applichem (Darmstadt, D)
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10x Complete Buffer (fiir S9 PCR)

Bioron (Ludwigshafen, D)

dNTPs

Promega (Madison, USA)

DSF-TAQ DNA Polymerase

Bioron (Ludwigshafen, D)

EDTA

Applichem (Darmstadt, D)

Ethanol (70%, unvergillt), von Ethanol

absolut

Zentralapotheke des Universititsklinikums

Rostock

Ethidium bromide solution

Sigma-Aldrich (Darmstadt, D)

GeneScan™-500 LIZ™ Size Standard

Applied Biosystems (Darmstadt, D)

GeneScan™-500 ROX™ Sjze Standard

Applied Biosystems (Darmstadt, D)

Glycerin (50%)

Merck (Darmstadt, D)

Isopropanol

J.T. Baker (Griesheim, D)

MyTaq™ HS DNA Polymerase

Bioline (Luckenwalde, D)

5x MyTaq Reaction Buffer

Bioline (Luckenwalde, D)

Primer Metabion (Martinsried, D)
Rotiphorese®- 50x TAE Puffer Carl Roth (Karlsruhe, D)
RNAse Roboklon (Berlin, D)

RNAse freies Wasser Sigma-Aldrich (Darmstadt, D)

Wizard® Genomic DNA Purification Kit

Promega (Madison, USA)

Xylencyanol FF

Applichem (Darmstadt, D)

2.1.3 Verbrauchsmaterialien

Klebefolien Sarstedt (Niimbrecht, D)

MicroAmp® Optical 96-Well Thermo Fisher Scientific (Darmstadt, D)
Osprint® plate 96 Bilatec (Mannheim, D)

Pipettenspitzen Sarstedt (Niimbrecht, D)

PCR Tubes Biozym Scientific (Hessisch Oldendorf, D)
Reagiergefille Sarstedt (Niimbrecht, D)

Thermosprint® Aluminium Heat Seal

Bilatec (Mannheim, D)

2.1.4 Gerite

Analytische Waage

Kern & Sohn (Balingen, D)
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Bio-Rad Sub-Cell® GT

Bio-Rad Laboratories (Miinchen, D)

Combi Thermo-sealer

Advanced Biotechnologies (Aichach, D)

Electrophoresis Power Supply Consort EV
231

Sigma-Aldrich (Darmstadt, D)

Eppendorf Centrifuge 5415 D

Eppendorf (Hamburg, D)

Heizblock

Haep Labor Consult (Bovenden, D)

Heraeus® Multifuge 3 S-R

Thermo Fisher Scientific (Darmstadt, D)

Intas Gel Kamera

Science Imaging Instruments (Gottingen,D)

Mikrowelle

Bosch (Stuttgart, D)

MyCycler™ Thermal Cycler

Bio-Rad Laboratories (Miinchen, D)

NanoDrop 1000

Peqlab Biotechnologie (Erlangen, D)

Pipetten

Gilson (Limburg an der Lahn, D)

Vortex-2-Genie

Scientific Industries (Bohemia, USA)

Zentrifuge fiir PCR Tubes

Labnet International (Edison, USA)

2.1.5 Software

Foxit PDF Editor

GeneMapper® Version 4.1

Intas-Capture

Microsoft Office 2013

MyCycler Version 1.065

2.1.6  Primer
Locus Primer Sequenz
VWA Forward FAM | 5’-Fam-GCC CTA GTG GAT GAT AAG AAT AAT
CAG TAT GTG-3’
Reverse 5’-GGA CAG ATG ATA AAT ACA TAG GAT GGA
TGG-3’
THO1 Forward FAM | 5’-Fam-ATT CAA AGG GTA TCT GGG CTC TGG-3’
Reverse 5’-GTG GGC TGA AAA GCT CCC GAT TAT-3
TPOX Forward FAM | 5°-Fam-ACT GGC ACA GAA CAG GCA CTT AGG-3¢

11




2 Material und Methoden

Reverse 5’-GGA GGA ACT GGG AAC CAC ACA GGT TA-3
CSF1PO Forward FAM | 5’-Fam-AAC CTG AGT CTG CCA AGG ACT AGC-3’

Reverse 5’-TTC CAC ACA CCA CTG GCC ATC TTC-3”
AMEL Forward 5’-ACC TCA TCC TGG GCA CCC TGG TT-3’

Reverse FAM | 5°-Fam-AGG CTT GAG GCC AAC CAT CAG-3’

Alle Primer-Sequenzen entsprechen den Angaben unter:

http://www.cstl.nist.gov/div831/strbase/kits/PowerPlex1.1.htm. Stand: Februar 2012.

Fiir Amelogenin: http://www.cstl.nist.gov/strbase/promega_primers.htm

Die entsprechenden Ausziige aus der STR-Datenbank finden sich im Anhang dieser Arbeit. Es
besteht ein Unterschied die Fluoreszenzmarkierung betreffend: Anders als auf den Listen des

NIST wurde — mit der Ausnahme Amelogenin — jeweils der Forward Primer markiert.

Der bei vWA farbig markierte Bereich der Primer-Sequenz findet sich nicht in der Primer-

Sequenz, die von der DSMZ genutzt wird (Siehe Diskussion).

Locus Primer Sequenz
D5S818 Forward HEX | 5°-Hex-GGT GAT TTT CCT CTT TGG TAT CC-3°
Reverse 5’-AGC CAC AGT TTA CAA CAT TTG TAT CT-3’
D7S820 Forward HEX | 5’-Hex-ATG TTG GTC AGG CTG ACT ATG-3’
Reverse 5’-GAT TCC ACA TTT ATC CTC ATT GAC-3’
D13S317 Forward HEX | 5’-Hex-AT ACA GAA GTC TGG GAT GTG GAG GA-
3
Reverse 5’-GGC AGC CCA AAA AGA CAG A-¥
D16S539 Forward HEX | 5°-Hex-GGG GGT CTA AGA GCT TGT AAA AAG-3°
Reverse 5’-GTT TGT GTG TGC ATC TGT AAG CAT GTA TC-
3

Der bei D13S317 farbig markierte Bereich der Primer-Sequenz findet sich ebenfalls nicht in

der Primer-Sequenz, die von der DSMZ in Braunschweig genutzt wird.

Auch hier entsprechen alle Primer-Sequenzen den Angaben unter:

http://www.cstl.nist.gov/div83 1/strbase/kits/PowerPlex1.1.htm. Stand: April 2013 -

12
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und es besteht ein Unterschied bei der Fluoreszenzmarkierung: bei D5S818, D13S317 und

D16S539 wurden anders als auf den Listen des NIST jeweils die Forward Primer markiert.

In den einzelnen STR-Systemen bewegen sich die Produktgroflen in folgendem Bereich:
VWA: 120 — 170 bp; THO1: 180 — 220 bp; TPOX: 220 — 260 bp;

CSF1PO: 270 — 330 bp; AMEL: X ->210,4; Y ->216,7 bp;

D5S818: 100 — 152 bp; D13S317: 153 — 200 bp; D7S820: 201 — 252 bp

D16S539: 253 —302 bp

Fiir weitere Informationen zu den Primern: Siehe Tabelle 27 im Anhang.

2.2  Methoden

Zur besseren Ubersicht wurde der Arbeitsprozess in sechs Schritte unterteilt, die im Folgenden

nacheinander behandelt werden.

2.2.1 Schritt 1: Gewinnung genomischer DNA (gDNA)

Zur gDNA Gewinnung wurde der Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega,
Madison, USA) verwendet. Das Grundprinzip ist, dass Zellen zunichst chemisch durch Lyse
mit Detergenzien aufgebrochen werden, um die gDNA freizusetzen. Diese wird dann durch
Extraktion und Prézipitation gereinigt (Wrba et al. 2007). Bis zur weiteren Verwendung wird
die gDNA im MOI-Labor bei -25 °C gelagert. Nach der Hersteller-Empfehlung und einer
darauf basierenden Labor-SOP wurde bei der Bearbeitung von Zellpellets wie folgt

vorgegangen:

Das Zellpellet wurde bei 90° C 10 min inkubiert. Zur Lyse erfolgte dann zunéchst die Zugabe
von 600ul,, Nuclei Lysis Solution®, schlieSlich von 3ul RNAse. Die Probe wurde im Anschluss
geschwenkt, 30 min bei 37°C inkubiert und dann 5 min bei Raumtemperatur stehen gelassen.
Es folgte die Zugabe von 200ul ,, Protein Precipitation Solution®, und nach 20 s auf dem
Vortex-Gerit eine fliinfminiitige Inkubation auf Eis. Die Probe wurde dann 4 min auf hochster
Stufe zentrifugiert, wonach das Protein als weilles Pellet sichtbar wurde. Der die gDNA
enthaltende Uberstand wurde abgenommen und in ein 1,5ml ReagiergefidB gegeben, in dem

bereits 600ul Isopropanol vorgelegt worden waren. Diese Mischung wurde nach vorsichtigem
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Schwenken 1 min auf hochster Stufe zentrifugiert. Die gDNA zeigte sich schlieBlich als kleines
Pellet, sodass der Uberstand verworfen werden konnte. Um die gDNA zu reinigen wurden
600ul 70%igen unvergéllten Ethanols hinzugegeben und das Reagiergefdl geschwenkt. Es
folgte eine einminiitige Zentrifugation, bevor das Ethanol entfernt werden konnte. Auf einer
absorbierenden Oberfliche wurde das Reagiergefa3 mit dem darin enthaltenen gDNA-Pellet 15
min getrocknet. Dann konnten 50ul ,,DNA Rehydration Solution* hinzugegeben werden. Die
Rehydrierung dauerte 60 min und erfolgte in einem Heizblock bei 65°C.

2.2.2  Schritt 2: Konzentrations- und Reinheitsbestimmung der gDNA

Mit Hilfe des Photometers ,,Nanodrop 1000* wurden sowohl Konzentration als auch Reinheit

der in der Losung enthaltenen gDNA bestimmt.

2.2.3  Schritt 3: RPS9 spezifische PCR und Agarose-Gelelektrophorese

Zur Uberpriifung der Proben wurde eine RPS9 spezifische PCR durchgefiihrt. Durch diese PCR
sollte die Frage beantwortet werden, ob die DNA PCR-tauglich war. Das RPS9-Gen, das fiir
das 40S ribosomale Protein S9 kodiert, wird als Haushaltsgen in allen Zellen exprimiert, und
eignet sich daher gut zur Probeniiberpriifung. Sollten die Proben DNA enthalten, so sollte sich
diese DNA-Sequenz in der PCR amplifizieren lassen. Zur Visualisierung der Ergebnisse wurde

im Anschluss eine Agarose-Gelelektrophorese durchgefiihrt.

Die PCR (Polymerase Chain Reaction) dient der Amplifizierung spezifischer DNA-Sequenzen.
Am Anfang steht die Denaturierung. Damit die DNA sich in Einzelstrange auftrennt, wird
zundchst mit einer hohen Temperatur gearbeitet - 94°C fiir 5 min. Es folgt die Bindung der
PCR-Primer (annealing), wozu der Ansatz auf 60°C gekiihlt wird. Bei den Primern handelt es
sich um zwei einzelstringige Oligonucleotid-Primer (Forward, Reverse), deren Sequenzen
komplementir zu der DNA-Sequenz am 3‘-Ende der DNA-Einzelstringe sind. Die néchste
Phase nennt sich Polymerasereaktion. Fiir diese Phase braucht es die vier
Desoxyribonucleosidtriphosphate dATP, dTTP, dCTP und dGTP, die die DNA-Polymerase —
auch sie wird als Hauptakteur an dieser Stelle dringend bendtigt- als Bausteine fiir die Synthese
eines neuen DNA-Stranges benutzen kann. Diese Synthese findet bei 74°C statt. Fiir die Arbeit
bei solchen Temperaturen braucht es ein thermostabiles Enzym, weshalb die verwendete Taq-

Polymerase aus Bakterien gewonnen wird, die in heilen Quellen leben — Taq steht fiir Thermus
14
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aquaticus. Dieser Reaktionszyklus wird nun mehrmals wiederholt, wodurch es zu einer
exponentiellen Zunahme der DNA-Molekiile kommt (Heinrich et al. 2014). Im MOI-Labor
werden bei der RPS9-PCR insgesamt 35 Zyklen im MyCycler™ Thermal Cycler durchlaufen.
Die Cycling-Bedingungen im Uberblick:

Smin 94°C
30s  94°C
30s  60°C 35x
30s  74°C
Smin 74°C

Bevor die Proben allerdings in den Cycler gegeben werden konnten, mussten sie fiir die PCR
vorbereitet werden. Hierfilir wurde nach einer Labor-SOP ein Mastermix (MM) erstellt. Dieser

wurde fiir 7 Proben angesetzt und nach folgendem Schema pipettiert:

17,5 ul PCR-Buffer (Complete, enthilt MgCl, )
3,5 ul dNTPs (10mM)

3,5 ul Forward Primer

3,5ul Reverse Primer

1,4 ul DSF-Taqg-Polymerase
138,6 ul Aqua dest.

Es wurde auf Eis gearbeitet und jeweils 24ul MM (ohne die Taq) in den Reagiergefdflen
vorgelegt. Dann wurde Ipl Proben-DNA in das jeweilige Reagiergefdl gegeben. Ein
Reagiergefd3 enthielt als Negativkontrolle ausschlielich den MM, in einem anderen
Reagiergefidl3 wurde als Positivkontrolle die DNA einer Probe verwendet, von der bekannt war,
dass diese in der PCR funktionieren wiirde (HROC113cTOM1P6). Zum Schluss erfolgte die
Zugabe der 0,2ul Taq. Jedes Reagiergefdl enthielt also ein finales Volumen von 25pul.
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Agarose-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung und Visualisierung der in der RPS9-PCR amplifizierten DNA-Fragmente
wurde die Agarose-Gelelektrophorese verwendet. Mit diesem Verfahren konnen DNA-
Fragmente einer Lénge von 0,05 — 25kb getrennt werden, auch kann ihre GroBe im Vergleich
zu einem GroBenmarker (DNA ladder) bestimmt werden. Zundchst zum Prinzip: Das Agarose-
Gel hat Poren. Legt man eine Spannung an, so durchlaufen die wegen ihrer Phosphat-Molekiile
negativ geladenen DNA-Molekiile das Gel in Richtung Pluspol. Die Fragmente mit einer
kleineren Molekiilmasse konnen schneller wandern, die Fragmente mit einer gréferen
Molekiilmasse wandern langsamer. Mit einem Farbstoff werden die Banden, die man erhilt,

sichtbar gemacht.

Zur Herstellung des 1%igen Gels: 1,2g Agarose-Pulver wurden in einem Kolben zu 120ml TAE
(Tris Acetat-EDTA)-Puffer gegeben und in der Mikrowelle bei maximaler Stirke so lange
gekocht, bis der Feststoff vollstandig gelost war. Die Fliissigkeit wurde dann 5 min abgekdihlt.
Es folgte zu Farbungszwecken die Zugabe von 6l Ethidiumbromid. Der Kolbeninhalt wurde
dann ohne Luftblasen in einen Gelschlitten gegossen. Nach Einlegen eines 20er Kamms wurde
15 min abgewartet. In der Zwischenzeit konnten die DNA-Proben (je 25ul) anzentrifugiert und
zu jeder Probe 5ul Probenpuffer (Loading dye) hinzugegeben werden. Es wurde auf Eis
gearbeitet. Der im MOI-Labor hergestellte Probenpuffer wurde gebrauchsfertig zur Verfiigung
gestellt. Das Rezept fiir 50ml enthielt 0,25% Bromphenolblau, 0,25% Xylencyanol, 50%
Glycerin und 0,1M EDTA (pHS8.0). Die Zugabe des Probenpuffers zu DNA-Proben erhoht
deren Dichte und hilft, die Proben — sie haben sonst dieselbe Dichte wie der Elektrophorese-
Puffer — leichter in die Geltaschen pipettieren zu konnen. Auferdem ist ein Farbstoff enthalten.
Nach 15min konnte der Kamm aus dem Gel entfernt und der Gelschlitten in eine mit TAE-
Puffer gefiillte Elektrophorese-Kammer gegeben werden. Die Oberflache des Gels sollte mit
Fliissigkeit bedeckt sein. Es folgte das Befiillen der Geltaschen mit jeweils 12ul, wobei in die
erste Tasche einzig 1ul des Groenmarkers (100bp DNA ladder) gegeben wurde, in die zweite
Tasche in der Regel die Positivkontrolle, gefolgt von der Negativkontrolle in der dritten Tasche.
SchlieBlich wurde die Kammer angeschlossen und lief 15 min unter einer Spannung von 80V,
dann 45 min unter 100V. Nach Beendigung des Programms wurde das Gel unter UV-Licht mit
der Intas Gel Kamera fotografiert und am PC mit Hilfe der Intas Capture Software ausgewertet

und gespeichert (Miilhardt 2013; Heinrich et al. 2014).
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2.2.4 Schritt 4: Multiplex - und Monoplex — PCR

Die Multiplex-PCR dient der Amplifizierung mehrerer DNA-Abschnitte in einer PCR-
Reaktion. Hierfiir wurde kein fertiges Kit verwendet. Alternativ wurden fiir die Multiplex-PCR
zunichst vier Primerpaare (VWA, THO1, TPOX, CSF1PO) verwendet, mit FAM-Markierung
am jeweiligen Forward-Primer. Der am Reverse-Primer ebenfalls mit FAM markierte
Geschlechtsmarker AMEL wurde mit einer separaten Monoplex-PCR untersucht, einer
Uberschneidung der PCR-ProduktgroBen wegen. Spiter wurden in Anlehnung an das
PowerPlex 1.1 Kit der Firma Promega weitere vier Primerpaare hinzugenommen und jeweils
am Forward-Primer mit HEX markiert (D5S818, D13S317, D7S820, D16S539). Diese vier

Primer wurden in einer PCR zusammen mit AMEL verwendet.

Die Untersuchung jeder DNA-Probe bedeutete also immer zwei PCRs. Eine Ausnahme stellt
die Anfangsphase dar, in der durch den Nachtrag der Analyse mit den vier HEX-markierten

Primern insgesamt drei PCRs pro Probe durchgefiihrt wurden.

Die FAM-markierten Primer sowie die AMEL-Primer wurden von Dr. Christina Mullins (MOI-
Labor) basierend auf Angaben der NIST STRBase (Stand: 2012) bei der Firma Metabion
bestellt und standen einsatzbereit zur Verfligung. Es war auch Christina Mullins, die das
Grundschema fiir den Mastermix und ein passendes Cycler-Programm erstellt hatte. Die HEX

markierten Primer wurden mit Unterstiitzung durch Saskia Stier (MOI- Labor) von mir bestellt.

Praktisch wurde wie folgt vorgegangen: Die DNA-Proben fiir die Multiplex-PCR sollten eine
Konzentration von 25ng/pul aufweisen. Fiir die Proben, die noch nicht die passende
Konzentration aufwiesen, wurde die Verdiinnung berechnet und anschlieBend mit destilliertem

Wasser durchgefiihrt. In der PCR wurde ein Volumen von 1l eingesetzt.

Erstellung der Primer-Mixe

Was die Primer angeht, so wurden drei Primer-Mixe (PM) erstellt: PM1 mit den Primerpaaren
von vWA, THO1, TPOX und CSFI1PO; PM2 mit dem Primerpaar von AMEL, und PM*“neu*
mit den Primerpaaren von D5S818, D13S317, D7S820 und D16S539. In der Anfangsphase gab
es lediglich PM1 und PM2, spdter wurde dann mit PM1 (in einer PCR-Reaktion) und einer
Kombination aus PM2 und PM neu (in der zweiten PCR-Reaktion) gearbeitet.

Fir die Primer von vWA, THO1, TPOX, CSF1PO und AMEL wurden vom MOI-Labor

Working Stocks (Konz. 10 uM) zur Verfiigung gestellt.
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Nach folgendem Schema wurde fiir die Erstellung von PM1 und PM2 pipettiert:

PM 1 VWA THO1 TPOX CSF1PO
Forward 25 ul 25 ul 25 ul 25 ul
Reverse 25 ul 25 ul 25 ul 25 ul
PM 2 AMEL

Forward 25 ul

Reverse 25 ul

Da die besagten Working Stocks flir die HEX-markierten Primer noch nicht vorlagen, wurden

diese Primer (Konz. 100uM) fiir eine Konzentration von 10uM folgendermallen verdiinnt:

PM neu 5ul Primer 45ul dH,0 Reagiergefald Nr:
D55818 Forward x X 1
Reverse x X 2
D75820 Forward x X 3
Reverse x X 4
D135317 Forward x X 5
Reverse x X 6
D165539 Forward x X 7
Reverse x X 8

Anschliefend wurde der PM neu zusammengestellt, indem aus allen acht Reagiergefdflen

jeweils 25ul gepoolt wurden. Es folgte die Zugabe von PM?2.
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Mastermix (MM)1 und MM2

Im Anschluss wurden zwei Mastermixe erstellt: MM1 fir die PCR mit den vier FAM-
markierten Primern, MM2 fiir die PCR mit den vier HEX-markierten Primern und AMEL. Das

Schema dazu sieht wie folgt aus, wobei die Taq als letzte Komponente beigefiigt wurde:

Komponente ul
RNAse freies Wasser 7,9
10x Complete Puffer 1,25
dNTP-Mix 0.25
Primer Mix 2
DSF-Taq 0,1

Es wurde grundsétzlich mit der DSF-Taq gearbeitet. Bei der initialen Testung der HEX-
markierten Primer, oder als eine Multiplex-PCR einmal nicht zufriedenstellend funktioniert

hatte, fand ausnahmsweise die MyTaq™ und der dazugehdrige 5x Puffer Verwendung.

Das weitere Procedere

Der MM wurde anzentrifugiert und in einer 96er-Platte vorgelegt, jeweils 11,5ul pro Well. Die
DNA-Proben wurden ebenfalls anzentrifugiert und pipettiert: 1ul pro Well. Schlielich wurde
die 96er-Platte in einem Heater mit Aluminiumfolie verschlossen, kurz zentrifugiert, und in den

Cycler gegeben. Das Programm lautete wie folgt:

2min 96°C
0,5min 94°C
2min 59°C 30x
I,5min 72°C
45 min 60°C
0 4°C
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2.2.5 Schritt 5: Kapillarelektrophorese

Im Hinblick auf die Analyse in der Kapillarelektrophorese (3500 Analyzer, Applied
Biosystems) wurde eine Verdiinnung der PCR-Produkte vorgenommen. Es wurde hierfiir mit
einer Osprint® 96er-Platte auf Eis gearbeitet, das Zielvolumen jedes Wells betrug 20ul.
Dementsprechend wurde in jedem Well 18ul destilliertes Wasser vorgelegt, dann 2l des PCR-
Produktes hinzugefiigt. Es folgte die Herstellung eines MM aus BigDye® und dem
GroBenstandard ROX™: pro Probe jeweils 24l BigDye® und 0,311 ROX. Neben ROX wurde
als GroBenstandard alternativ auch LIZ™ eingesetzt. Aus dem MM wurde ein Volumen von
24 3ul pro Well in eine MicroAmp® Optical 96-Well-Platte pipettiert. Zuletzt wurde 1ul des
verdiinnten PCR-Produktes in die Wells pipettiert, nicht vollstindig genutzte Reithen mit
BigDye® aufgefiillt und die Platte mit Klebefolie verschlossen. Die Analyse mittels
Kapillarelektrophorese wurde freundlicherweise von Dr. Bjorn Schneider im Institut fiir

Pathologie der Universitit Rostock durchgefiihrt.

Prinzip der Kapillarelektrophorese

Hochspannungsquelle

Gan]

Scanrls

Kapillare

. ! - Elektrode
-L ‘B
'+ Detektor
+

Puffergefan

Abbildung 3: Prinzip der Kapillarelektrophorese (Wiitzig 2014)

Die Kapillarelektrophorese, die zu den elektrophoretischen Trennverfahren gehort, macht es
moglich, geladene Molekiile in einem elektrischen Feld ihrer Ladungszahl und Mobilitédt nach
zu trennen (Witzig 2014). Wird eine Spannung angelegt, so bewegen sich die negativ
geladenen DNA-Fragmente nacheinander durch eine diinne Glaskapillare (Durchmesser 50-

100um), in der sich eine viskdse Polymerlosung befindet. Abbildung 3 stellt das Prinzip einer
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Kapillarelektrophorese dar, wobei DNA-Fragmente nicht in die mit dem Pfeil angezeigte
Richtung, sondern in Richtung Pluspol (Anode) wandern. An einer Stelle in der Glaskapillare
erfolgt die photometrische Detektion der mit einem Fluoreszenzfarbstoff markierten DNA-
Fragmente, wobei der Fluoreszenzfarbstoff durch einen Laser angeregt wird. Genauer erregt
das von der Laserquelle kommende Photon ein Farbstoff-Elektron, das von seinem
Grundzustand in einen angeregten Zustand - auf einem hoheren energetischen Niveau - versetzt
wird. Letztendlich fillt das Elektron aber wieder in seinen Grundzustand zuriick und emittiert
dabei spontan ein Photon, welches zwar eine niedrigere Energie hat als das Photon, das von der
Laserquelle kam, wohl aber eine hohere Wellenldnge. So kann das System beide Photonen
unterscheiden. Ferner erreicht jeder Fluoreszenzfarbstoff seine maximale Intensitit bei einer
anderen Wellenldnge (5-FAM 522nm, HEX 553nm ).Im Detektor befinden sich Filter, die
jeweils nur Licht einer bestimmten Wellenldnge aufnehmen, also ein Filter fiir jedes Fluorophor
(Butler 2001; Ender 2015). Noch einmal kurz zur GroBenbestimmung der DNA-Fragmente:
Langere Fragmente wandern - wie auch schon bei der Agarose-Gelelektrophorese gesehen -
langsamer, sodass kiirzere Fragmente, die leichter durch die Polymerlosung gelangen, zuerst
am Detektionsfenster ankommen. Das System misst die Zeit, die ein Fragment von der Injektion

bis zur Laserdetektion benétigt.

2.2.6 Schritt 6: Arbeit mit der GeneMapper® — Software

Die Rohdaten eines jeden Laufs in der Kapillarelektrophorese wurden mir auf elektronischem
Wege libermittelt. Es folgte das Einlesen der Dateien in den GeneMapper® (Version 4.1) und
die Datenanalyse durch die Software, wobei das Programm Allele benannte, und zwar nach von

mir eingangs eingepflegten Allelbezeichnungen.

Damit der GeneMapper® die GroBle der Allele bestimmen konnte, musste fiir jede Probe
eingegeben werden, welcher Grofenstandard in der Elektrophorese mitgelaufen war. Auch
wurde jede Probe im Programm beschriftet. Der GeneMapper® erstellte dann
Elektropherogramme  — im  Idealfall —mit  vollstindiger = Allelbezeichnung.
Normalerweise fand sich anstatt einer Allelbezeichnung aber nicht selten ein ,,?, da das
Programm fiir ProduktgroBen auBlerhalb seiner Vorgaben keine Allelbezeichnung vergab.
Ferner mussten die Elektropherogramme stets manuell so eingestellt werden, dass die
Darstellung bestmdglich war. Stellten sich die Peaks fiir eine Probe z.B. besonders klein dar,
so musste die Skalierung der y-Achse, auf der die relativen Fluoreszenzeinheiten zu finden sind,

entsprechend angepasst werden. Nun ist eine Speicherung der Elektropherogramme in der Form
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im GeneMapper® nicht moglich, weshalb zu Speicherzwecken PDFs erstellt wurden. Zur
besseren Vergleichbarkeit wurden die STR-Profile aller HROC-Proben anschlieBend in zwei
Excel-Tabellen zusammengestellt, anhand derer die Auswertung der Daten erfolgte. Eine
Tabelle enthilt aus Griinden der Ubersichtlichkeit lediglich die Genotypen, eine zweite Tabelle
zusiétzlich die Basenpaar-Angaben zu den jeweiligen Allelen. Fiir alle Nicht-HROC-Proben

wurden separat ebenfalls zwei dieser Listen erstellt.

Als Beispiel findet sich das Elektropherogramm zu HROC126 fiir vier STR-Loci in Abbildung
11 (Anhang).

Welche Arbeitsschritte wurden fiir welche Probe durchgefiihrt?

- Fiir 21+5= 26 Proben: Schritte 1-6

- Fiir 8 Proben: Schritte 2-6

- Fiir 31 Proben: Schritte 3-6

- 72 Proben bekam ich bereits in gDNA-Form, daher Schritte 4-6

- Zu 270 Proben bekam ich die Rohdaten von Anne Lehmann (MOI), wobei hierunter 12

Proben-Wiederholungen sind (Félle, in denen die Elektropherogramme nicht

auswertbar waren). Hier habe ich einzig Schritt 6 durchgefiihrt.

2.2.6.1 DNA-Marker

Es wurde mit insgesamt neun DNA-Markern gearbeitet: vVWA, THO1, TPOX, CSF1PO,
D5S818, D13S317, D7S820, D16S539 (alle acht STR-Marker) und AMEL. AMEL steht fiir

den Geschlechtsmarker Amelogenin, die iibrigen Marker sind autosomal.
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Abbildung 4: Lokalisation der DNA-Marker auf "ihren" Chromosomen (Butler 2001)

Bei den STR-Wiederholungseinheiten handelt es sich um Tetranukleotid-Wiederholungen.
Diese Tetranukleotid-Wiederholungen kommen in bestimmten Bereichen der DNA vor, den
sog. Loci, die im Fall der Kern-Loci, die zur Identitdtspriifung genutzt werden, nicht in einer

kodierenden Region liegen (Butler 2006).

Es gibt insgesamt 13 wichtige STR-Loci, die 13 CODIS Kern-STR-Loci plus Amelogenin, und
die oben genannten Marker entsprechen neun dieser Loci. CODIS steht fiir Combined DNA
Index System, gemeint ist aber weit mehr als nur ein System, in dem einige Marker bestimmt
wurden. Es handelt sich vielmehr um ein Projekt, das 1990 vom amerikanischen FBI begonnen
wurde (Butler 2001). Es gibt eine Software zum Abgleich von STR-Profilen, die CODIS heif3t,
und in den Vereinigten Staaten ein ganzes auf der regionalen bis hin zur staatlichen Ebene
organisiertes System zum Abgleich von DNA-Profilen, in dem mit der CODIS Software
gearbeitet wird. Jedenfalls arbeitet man inzwischen weltweit mit den 13 CODIS Loci und den
dortigen Allelen. Bei der Zusammenstellung der STR-Marker diente das PowerPlex 1.1 Kit der
Firma Promega als Orientierung, d. h. die Marker sind auch in dem besagten Kit enthalten. Es
wurde aber eben kein fertiges STR-Kit verwendet. In diesem Zusammenhang benutzt Margaret
Kline in einem Vortrag den Ausdruck ,, homebrew method *“ (Kline 2009). Und obwohl sie
wahrscheinlich eher eine vollkommen eigene Markerzusammenstellung meint, so trifft dieser

Ausdruck doch auch in gewisser Weise auf das hiesige Vorgehen zu.

23



2 Material und Methoden

Um noch einmal auf die Allele zuriick zu kommen. Sie werden nach der Anzahl der
Wiederholungseinheiten benannt, wobei zwei der hier verwendeten Marker, nimlich THO1 und
D7S820, inkomplette Wiederholungssequenzen enthalten, die Punktallele genannt werden. Ein
solches typisches Punktallel im STR-System THO1 ist das Allel 9.3, das aus neun vollstindigen
Tetranukleotidwiederholungen besteht, und einer inkompletten Wiederholung von nur drei
anstatt vier Nukleotiden. Man sieht, dass der inkomplette Teil der Wiederholungssequenz hinter

dem Punkt angegeben wird.

Ich habe nach den Vorgaben einer STR ,,Standard Reference Database® auf den Internetseiten
des amerikanischen National Institute of Standards and Technology, kurz NIST, basierend auf
PCR-Produktlingen in Basenpaaren Allelbezeichnungen in mein Projekt im GeneMapper®
eingepflegt (Ruitberg et al. 2001). Eine Kopie dieser Listen, wie sie zum Zeitpunkt der Arbeit
mit dem GeneMapper® aktuell waren, findet sich im Anhang dieser Arbeit, eine aktuelle
Version unter: http://www.cstl.nist.gov/div831/strbase/kits/PowerPlex1.1.htm. Es ist in der
Zwischenzeit allerdings nicht zu umfangreichen Aktualisierungen gekommen, ein Aspekt, der
im Diskussionsteil dieser Arbeit noch einmal aufgegriffen wird. Ferner wird in der Diskussion
das Thema Punktallele noch einmal aufgegriffen, und die Tatsache, dass ich dem
GeneMapper® diese Punktallele fast ebenso zahlreich “beigebracht* habe wie die Konsensus-

Allele (Siehe Kritik Teil 1).

Beziiglich der Fille, in denen der GeneMapper® keine Allelbezeichnung vornehmen konnte:
hier wurden entweder die ,,?* in die Excel-Liste iibernommen - die zweite Liste enthélt ja die
Basenpaare, anhand derer auch eine Analyse durchgefiihrt werden kann, oder es wurden die
Basenpaare anstatt der Allelbezeichnungen festgehalten. Zu einem spéteren Zeitpunkt wurde
die Allelbenennung dann fiir die groBeren Probenblocke manuell vorgenommen, wobei wie
folgt vorgegangen wurde: Nach Crouse et al. wurden Allele zwischen Konsensusallelen nach
dem néchstkleineren Konsensusallel benannt und dann mit einem ,,.x * gekennzeichnet, z.B.

Allel 10.x. (Crouse et al. 1999).

Der Geschlechtsmarker Amelogenin

Es ist zunédchst wichtig zu erwdhnen, dass AMEL kein STR ist (Dirks et al. 2005). Es ist ein
Geschlechtsmarker. Das AMEL genannte Amelogenin-Gen — es kodiert fiir Zahnschmelz-

Proteine — kommt sowohl auf dem X-Chromosom (AMELX) als auch homolog auf dem Y-

24


http://www.cstl.nist.gov/div831/strbase/kits/PowerPlex1.1.htm

3 Ergebnisse

Chromosom (AMELY) vor. Man kann mit ein und demselben Primerpaar die besagten Allele
in einer PCR-Reaktion amplifizieren, da die Primer so entwickelt wurden, dass sie an sich auf
dem X- und Y-Chromosom entsprechenden flankierenden Regionen binden (Mitchell et al.
2006). Sullivan et al. hatten das erstmalig in 1993 beschrieben, und auch die Tatsache, dass
man trotzdem unterschiedlich grole Amplikons erhélt, was an einer 6bp grolen Deletion im
Intron 1 auf dem Amelogenin-Gen des X-Chromosoms liegt (Butler 2001). Wenn man mit dem
PowerPlex 1.1. Kit der Firma Promega arbeitet, an dem ich mich orientiert habe, dann erhélt
man der Literatur nach fiir Y ein 218bp groBBes Amplikon, fiir X wie beschrieben das 6bp
kleinere 212bp-Amplikon. Die Grofle meines PCR-Produktes betragt fiir Y 216,7bp und fiir X
210,4bp. Auf den Elektropherogrammen siecht man einen Peak, wenn die Probe von einem
weiblichen Individuum stammt, zwei Peaks wenn sie von einem ménnlichen Individuum
stammt. Nun gibt es seltene Fille von ménnlichen Individuen, die sog. AMELY nulls, bei denen
die Geschlechtsbestimmung nur ein X-Amplikon liefert. Im mittleren Bereich des nun
folgenden Kapitels ,,Ergebnisse* werden AMELY nulls und mogliche Ursachen noch einmal

aufgegriffen, da dieses Thema auch fiir die HRO-Tumormodelle relevant ist.

3 Ergebnisse

Die Daten, auf denen dieses Kapitel basiert, stammen hauptsédchlich aus der Excel-Tabelle mit
den Ergebnissen fiir 350 bearbeitete HROC-Proben. Sie stellen den Schwerpunkt der Analyse
dar. Gegen Ende des Kapitels wird das Ergebnis der Untersuchung weiterer diverser
Probenbldcke vorgestellt. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurde auf die Angabe der Linge
der PCR-Produkte in bp verzichtet. Die Tabellen, die im Folgenden gezeigt werden, sind
exemplarische Ausziige und wurden mehrmals {iberarbeitet. In den entsprechenden
Elektropherogrammen sind Peaks nicht immer mit einer Allelbezeichnung versehen. Das
Vorgehen im Fall eines ,,?“- Allels wurde bereits im Kapitel ,,Material und Methoden*
beschrieben. Auch fallt beim Betrachten der Tabellen auf, dass sich dort viele Punktallele
finden. Im Kapitel ,,Diskussion* wird diese Tatsache niher besprochen werden. Die Tabellen
sind so aufgebaut, dass sich die FAM-gelabelten Marker, deren Peaks in den
Elektropherogrammen blau aussehen, in den Spalten im oberen Bereich befinden. Die Spalten
des unteren Bereichs zeigen die HEX-gelabelten Marker, die in den Elektropherogrammen griin
dargestellt sind. In den Zeilen stehen die untersuchten Proben. Sie wurden in folgender

Reihenfolge angeordnet: Normalgewebe (N), B-Zellen aus dem Patientenblut (Bc), Tumor
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infiltrierende B-Zellen (TiBc,), Originaltumor (T), Tumorzelllinie, PDX, PDX-abgeleitete
Zelllinie. ,,Met™ steht fiir Metastase. Ist ein Locus homozygot, so wurde — &hnlich der
Darstellung im Elektropherogramm, in dem dann nur ein Peak zu sehen ist - das entsprechende
Allel tatsdchlich nur “einmalig* aufgefiihrt. Wenn in der Tabelle z.B. fiir den Marker vWA
Allel 15 steht, so ist der Genotyp 15,15 gemeint. In Anlehnung an das engl. ,,off-ladder* wurde

die Abkiirzung ,,0-1“ fiir ein Allel gebraucht, das im Bereich zwischen zwei Markern liegt.

3.1 Non-MSI

Als Einstieg wurde fiir Tabelle 1 der Datenblock HROC18 ausgewihlt. Einmal, weil hier die
DNA-Profile aller untersuchten Proben iibereinstimmen, was bei den HROCs insgesamt selten
der Fall ist. Mit den Griinden hierfiir wird sich das Kapitel ,,Diskussion‘ beschéftigen. HROC18
wurde ferner ausgewéhlt, weil die Tumorzelllinie als eine von insgesamt vier der in dieser
Arbeit untersuchten Tumorzelllinien zur externen Kontrolle an die DSMZ geschickt wurde.

Auch dazu mehr im Diskussionsteil.

Jedenfalls sieht man bei HROC18 keinen Unterschied zwischen Normalgewebe und B-Zellen,
und auch das STR-Profil des Tumors entspricht dem des Normalgewebes. Die Tumorzelllinien
zeigen ebenfalls keine Abweichungen, unabhingig von der Passage. Was den
Geschlechtsmarker Amelogenin angeht, so bedeutet ,,f*, ,,female®, dass sich fiir jede Probe der

Genotyp X,X fand. In dem untersuchten Probengut gab es kein PDX-Material zu HROCI18.

Tabelle 1: HROC18

Sample Name VWA THO1 TPOX CSF1PO AMEL
HROC18(N) 17 7.1 8 7.3 12 f
BcHROC18 17 7.1 8 7.3 12 f
HROC18(T) 17 7.1 8 7.3 12 f
HROC18 P13 17 7.1 8 7.3 12 f
HROC18 P37 17 7.1 8 7.3 12 f
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Sample Name D5S818 D13S317 D7S820 D16S539

HROC18(N) 8 |10.1 14 8 11 11 12.1
BcHROC18 8 |10.1 14 8 11 11 12.1
HROC18(T) 8 |10.1 14 8 11 11 12.1
HROC18 P13 8 |10.1 14 8 11 11 12.1
HROC18 P37 8 |10.1 14 8 11 11 12.1

Der néchste Datenblock HROC40 (Tabelle 2) enthilt auch die Daten des PDX (HROC40 T1
Ml).

Tabelle 2: HROC40

Sample Name |VWA THO1 TPOX CSF1PO AMEL
HROC40(N) 15 17 8 9.1 7.3 10 m
BcHROC40 15 17 8 9.1 7.3 10 m
HROC40(T) 15 17 8 9.1 7.3 11 10 f
HROC40 P27 15 17 8 7.3 10 f
HROC40T1 M1 |15 17 8 9.1 7.3 10 f
Sample Name |D55S818 D13S317 D7S820 D16S539
HROC40(N) 10.1 12.3 14 15 10.3 10

BcHROC40 10.1 12.3 14 15 10.3 10

HROC40(T) 10.1 12.3 14 11 10

HROC40 P27 10.1 12.3 14 15 10.3 10

HROC40T1 M1 |10.1 12.3 15 10.3 10

Auch hier findet sich kein Unterschied in den STR-Profilen von Normalgewebe und B-Zellen.
Das Tumorgewebe weicht bei den Markern TPOX und D13S317 ab. Wahrend N und Bc bei
TPOX homozygot sind, zeigt das Tumorgewebe einen heterozygoten Genotyp. Bei D13S317
ist es umgekehrt. Im STR-System THO1 ist die Tumorzelllinie im Unterschied zum
Originaltumor homozygot. PDX ist fiir D13S317 wieder homozygot. Das Phinomen des
Wegfallens eines Allels nennt sich Verlust der Heterozygotizitit (LOH, fiir ,loss of
heterozygosity*). Was man der Tabelle so nicht entnehmen kann, wohl aber dem hier nicht
aufgefiihrten Elektropherogramm, ist dass der Tumor bei D13S317 eine sog. Peak-Hohen
Imbalance aufweist, die Peaks also einen verhdltnismiBig groBen Hohenunterschied haben.

HROC40 P27 zeigt beim Marker THO1 ebenfalls ein solches Bild. Was Amelogenin angeht, so
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weisen die HROC40 Proben interessanterweise anders als HROC18 keinen einheitlichen

Genotyp auf. Die Untersuchung des Normalgewebes und der B-Zellen ergab X,Y, also ,,m",

,male®, wiahrend das Tumorgewebe, die Tumorzelllinie und PDX einen X,X-Genotyp ergaben.

Tabelle 3: HROC43

Sample Name |VWA THO1 TPOX CSF1PO AMEL
HROC43(N) 15 17 |10 10.3 9 11 m
BcHROC43 P18 |15 17 |10 10.3 9 11 m
HROCA43(T) 15 17 |10 10.3 9 11 m
HROC43 P30 14 15 17 |10 10.3 11 f
Sample Name |D5S818 D13S317 D7S820 D16S539
HROC43(N) 11.1 |12.3 11 15 9 13 8 12.1
BcHROC43 P18 (11.1 |[12.3 11 15 9 13 8 12.1
HROC43(T) 11.1 |12.3 11 15 9 13 8 12.1
HROC43 P30 11.1 11 13 8 12.1

Bei HROC43 (Tabelle 3) findet sich fiir N, Bc und T kein Unterschied in den STR-Profilen.
Das Profil von HROC43 P30 weicht schlie8lich an mehreren Stellen ab. So zeigt sich beim

Marker vWA der Zugewinn eines Allels, ndmlich des Allels 14, sodass an diesem Locus

insgesamt drei Allele vorliegen. Wo alle iibrigen HROC43 Proben fiir CSF1PO einen

heterozygoten Genotyp aufweisen, ist der Genotyp der Tumorzelllinie mit 11,11 homozygot.

Abb. 13 im Anhang zeigt die zugehdrigen Elektropherogramme als Beispiel fiir das Auftauchen

neuer Allele und das Phanomen LOH. CSF1PO ist aber nicht der einzige Marker, bei dem es
im Bereich der Tumorzelllinie zu LOH kommt. D5S818, D13S317 und D7S820 weisen auch

diese Verdnderung auf. Und schlieBlich “tanzt* die Tumorzelllinie auch als einzige beim

Geschlechtsmarker “aus der Reihe®, da hier das Y-Chromosom verloren geht.

Tabelle 4: HROC60

Sample Name VWA THO1 TPOX CSF1PO AMEL
BcHROC60 15 17 6.1 8 10.3 10 11 m
TiBcHROC60 15 17 6.1 8 10.3 10 11 m
HROC60(T) 15 17 6.1 8 10.3 10 11 m
HROC60 P7 17 6.1 8 10.3 11 m
HROC60 P32 17 6.1 8 10.3 11 m
HROC60f T1 M2 17 6.1 8 10.3 11 m
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Sample Name D5S818 D13S317 D7S820 D16S539

BcHROC60 11.1 12.3 11 14 10 12 8 10
TiBcHROC60 11.1 12.3 11 14 10 12 8 10
HROC60(T) 11.1 12.3 11 14 10 12 8 10
HROC60 P7 11.1 11 14 10 12 8 10
HROC60 P32 11.1 11 14 10 12 8 10
HROC60f T1 M2 |11.1 11 14 10 12 8 10

Zu HROCG60 (Tabelle 4) kann leider kein DNA-Profil des Normalgewebes gezeigt werden,
wohl aber das Profil Tumor infiltrierender B-Zellen, deren Betrachtung sich stattdessen
anbietet, gelten diese Zellen doch auch als “normal®“. Man sieht, dass wie schon bei dem
vorherigen Probenblock kein Unterschied zwischen den Ergebnissen fiir TiBc, Bc und T
besteht. Das Profil der Tumorzelllinie zeigt Abweichungen und stimmt mit dem Profil des PDX
iberein. Ferner zeigt sich kein Unterschied in den Passagen der Tumorzelllinie. Beim Profil der
Letzteren zeigt sich neu LOH bei den Markern vWA, CSF1PO und D5S818. Am Rande sei
noch erwihnt, dass man im Elektropherogramm von P7 und P32 im Bereich des Markers THO1
neu eine ausgepriagte Peak-Hohen Imbalance sieht. Berechnet man eine Ratio (Berechnung
Siehe Diskussion), um den Locus auf LOH zu priifen, dann ergibt sich LOH beim Vergleich
der Tumorzelllinie mit Bc, allerdings kein LOH beim Vergleich der Tumorzelllinie mit T. Die
Peakgroflen liegen genau an der Grenze, was die Bewertung des Falls erschwert. Im
Zweifelsfall wurde der Locus hier heterozygot aufgefiihrt. Der Genotyp fiir Amelogenin lautet
iiberall einheitlich X,Y.

Tabelle 5: HROC57

Sample Name |[VWA THO1 TPOX CSF1PO AMEL
BcHROC57 14 17 6.1 9.1 7.3 10.3 10 14 m
TiBcHROC57 14 17 6.1 9.1 7.3 10.3 |10 14 m
HROC57 P25 14 17 6.1 7.3 9.3 f
Sample Name |D55818 D13S317 D7S820 D16S539

BcHROCS57 10.1 11.1 15 10 11 8 11

TiBcHROC57 10.1 11.1 15 10 11 8 11

HROC57 P25 11.x 15 11 8 11
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Zu HROCS57 (Tabelle 5) gibt es erneut kein N, aber wieder TiBc. Wie bei den bisherigen
Probenbldcken entspricht das DNA-Profil der Letztgenannten dem Profil der B-Zellen aus dem
Patientenblut. LOH lésst sich bei der Tumorzelllinie gleich im Bereich von fiinf Markern
finden, ndmlich bei THO1, TPOX, CSF10, D5S818 und D7S820. Die Tumorzelllinie hat beim
Marker Amelogenin den Genotyp X, X, Bc und TiBc hingegen den Genotyp X,Y.

Tabelle 6: HROC103

Sample Name VWA THO1 TPOX CSF1PO AMEL
HROC103N 14 15 6.1 9.1 7.3 12 m
BcHROC103 P9 14 15 6.1 9.1 7.3 12 m
TiBc103 P4 14 15 6.1 9.1 7.3 12 m
HROC103Tu 14 15 6.1 9.1 7.3 12 m
"Xeno103"= HROC103 TOM1 |14 15 6.1 9.1 7.3 12 f
HROC103 TO M1 P36 14 15 6.1 9.1 7.3 12 f
Sample Name D5S818 D13S317 D7S820 D16S539
HROC103N 11.x 12.3 14 16 8 10 11 12.1
BcHROC103 P9 11.1 12.3 14 16 8 10 11 12.1
TiBc103 P4 11.1 12.3 14 16 8 10 11 12.1
HROC103Tu 12.3 14 16 9 10 11 12.1
"Xeno103"= HROC103 TO M1 12.3 14 16 9 10 11 12.1
HROC103 TO M1 P36 12.3 16 9 10 11 12.1

Auch bet HROC103 (Tabelle 6) sind die STR-Profile von N, TiBc und B¢ identisch. Das Profil
von T weicht im Bereich des Markers D5S818 und D7S820 ab, wo sich anstatt D5-11.x und
D5-12.3 schlieBlich einzig D5-12.3, und anstatt D7-8 und D7-10 die Allele 9 und 10 zeigen.
Auch weist T bei vVWA und THO1 neu eine Peak-H6hen Imbalance auf, die bei der PDX-
abgeleiteten Zelllinie noch deutlicher ausgeprigt ist. Das PDX-Material zeigt im Vergleich zum
Normalgewebe Verdnderungen im Bereich von zwei Markern: anstatt der Allele 8 und 10
kommen bei D7S820 wie beim Original-Tumormaterial die Allele 9 und 10 vor, bei D5S818
findet sich LOH, Allel 11.x féllt weg. Das Profil der PDX-abgeleiteten Zelllinie entspricht bis
auf DI13S317 dem PDX-Profil. SchlieBlich hat das Nicht-PDX-Material beim
Geschlechtsmarker Amelogenin den Genotyp X,Y, wihrend das PDX-Material einen X,X-

Genotyp aufweist.
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Tabelle 7: HROC80

Sample Name VWA THO1 TPOX CSF1PO AMEL
HROC80N 17 16 6.1 8 7.3 10.3 |12 m
HROC80Tu 17 16 6.1 8 7.3 10.3 |12 m
HROC80 T1 M1 17 6.1 7.3 10.3 |12 m
HROC80T1 M1 P28 |17 6.1 7.3 10.3 |12 f
Sample Name D5S818 D13S317 D75820 D16S539
HROC80N 11.x 12.3 |11 13 9 11 9 10
HROC80Tu 11.x 12.3 |11 13 9 11 9 10
HROC80 T1 M1 11.x 12.3 |11 9 11 9

HROC80T1 M1 P28 (11.1 12.3 |11 9 11 9

Tabelle 7 zeigt HROCS80 betreffend identische STR-Profile fiir Normal- und Tumorgewebe.
Unterschiede zwischen dem Originaltumor und PDX finden sich bei den Markern vWA, THO1,
D13S317 und D16S539, wo sich das Phianomen LOH zeigt. Das PDX-Material ist in diesen

STR-Systemen also homozygot. Das DNA-Profil der PDX-abgeleiteten Zelllinie entspricht mit

Ausnahme des gonosomalen Markers dem Profil des PDX.

Tabelle 8: HROC39

Sample Name VWA THO1 TPOX CSF1PO AMEL
HROC39(N) 16 18 |71 |10 |73 103 |12 m
BcHROC39 16 18 |71 |10 |7.3 103 |12 m
HROC39(T) 16 18 |71 |10 |73 103 |12 m
HROC39 P23 16 18 |71 |10 |73 103 |12 |13 |f
XenoHROC39 T2 M1 |16 18 |71 |10 |73 103 |12 |13 |f
HROC39 TO M2 P26 | 16 18 |71 |10 |73 103 |12 |13 |f
Sample Name D55818 D135317 | D75820 D165539
HROC39(N) 101 [12.3 |15 |16 |12 8x |11
BCcHROC39 101 [12.3 |15 |16 |12 8x |11
HROC39(T) 123 |15 |16 |12 11
HROC39 P23 123 |15 |16 |12 11
XenoHROC39 T2 M1 123 |15 |16 |12 11
HROC39 TO M2 P26 12.3 16 |12 11
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Die STR-Profile von N und Bc entsprechen sich auch bei HROC39 (Tabelle 8). Mit diesen
Profilen stimmt das STR-Profil des Tumormaterials bis auf D5S818 und D16S539 (in beiden
Féllen LOH) tiberein, wenngleich T neu bei vWA eine Peak-Hohen Imbalance aufweist. Zu
Verdanderungen kommt es bei der Tumorzelllinie, bei der sich im Bereich von CSF1PO neu
Allel 13 findet, sodass der Genotyp an diesem Locus nun heterozygot ist. Dieses Allel kommt
bei den PDX-Proben fiir CSF1PO ebenfalls vor. N, Bc und T haben beim Geschlechtsmarker
Amelogenin den Genotyp X,Y, Tumorzelllinie und PDX-Proben hingegen X,X.

Tabelle 9: HROC107

Sample Name VWA THO1 TPOX CSF1PO AMEL
HROC107(N) 16 17 8 9.1 10 10.3 |10 12 m
TiBcHROC107# 5 P33 16 17 8 9.1 10 10.3 |10 12 m
HROC107(T) 16 17 8 9.1 10 10.3 |10 12 m
HROC107 fTO M1 16 17 8 9.1 10 10.3 |10 12 m
HROC107 TO M2 P38 16 9.1 10 10.3 |10 m
Sample Name D55818 D13S317 D7S820 D16S539
HROC107(N) 10.1 |12.3 11 15 10 11 9 11
TiBcHROC107# 5 P33 10.1 |13 14 |11 15 10 11 9 11
HROC107(T) 10.1 |12.3 11 15 10 11 9 11
HROC107 fTO M1 10.1 |12.3 11 16 10 11 9 11
HROC107 TO M2 P38 12.3 11 16 10 11 9 11

Bei HROC107 (Tabelle 9) stellt sich die Frage, wie es sein kann, dass das STR-Profil der TiBc
nicht mit dem STR-Profil des Normalgewebes iibereinstimmt, und woher das zusétzliche dritte
Allel im STR-System D5S818 kommt. Ferner zeigt sich be1 D13S317 ein Unterschied zwischen
Tumor und PDX. Es kommt zum Shift von Allel 15 beim Tumor zu Allel 16 beim PDX. Die
PDX-abgeleitete Zelllinie unterscheidet sich gleich in vier STR-Systemen vom PDX, da Allele

wegfallen.

Tabelle 10: HROC147

Sample Name VWA THO1 TPOX CSF1PO AMEL
HROC147(N) 17 19 |o-l |8 10 (7.3 103 |11 12 m
HROC147(T) 19 8 10 (7.3 103 |11 12 |13 (14 |m
HROC147 T1 M1 19 8 10 (7.3 10.3 13 |14 'm
HROC147 TO M1 P10 19 8 10 (7.3 10.3 13 |14 'm
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Sample Name D55818 D13S317 |D7S820 D16S539
HROC147(N) 10.1 |12.3 12 |14 |9 9 10
HROC147(T) 10.1 12 9 9 10
HROC147 T1 M1 10.1 12 9 9 10
HROC147 TO M1 P10 |10.1 12 9 9 10

Im Vergleich zu N findet sich beim HROC147 Tumormaterial (Tabelle 10) in den STR-
Systemen VWA, D5S818 und D13S317 das Phdnomen LOH. Im STR-System CSF1PO weist

das Tumormaterial gleich vier Allele auf, hier findet sich ein offensichtliches Beispiel fiir die

Kontamination eines Tumors durch Normalgewebe, sicht man die beiden Allele CSF1PO-11
und CSF1PO-12 doch auch bei N. Unterschiede zwischen Tumor und PDX finden sich au3er
bei CSF1PO auch bei D5S818 und D13S317, diese Unterschiede sind allerdings nur in den

Elektropherogrammen zu erkennen. Fiir beide Loci wurde iiber LOH beim Tumor im Vergleich

zu N anhand von Ratios entschieden, im Elektropherogramm von T aber zeigen sich noch zwei

Peaks. Die STR-Profile von PDX und PDX-abgeleiteter Zelllinie stimmen iiberein.

Tabelle 11: HROC173

Sample Name VWA THO1 TPOX CSF1PO AMEL
HROC173(N) 17 19 |71 73 |10 11 12 |m
TiBcHROC173 #3P7 |17 19 [7.1 73 |10 11 12 |m
TiBcHROC173 #4P5 |17 19 [7.1 73 |10 11 12 |m
TiBcHROC173 #8 P4 |17 19 |71 73 |10 11 12 |m
HROC173(T) 19 |71 73 |10 11 12 |m
HROC173 P12 19 [7.1 73 |10 11 12 |f
HROC173 T2 M1 19 |71 73 |10 11 12 |f
Sample Name D55818 D13S317 D75820 D16S539
HROC173(N) 11.x 14 15 |10 11

TiBcHROC173 #3 P7 | 11.x 14 15 |10 11

TiBcHROC173 #4P5 | 11.x 14 15 |10 11

TiBcHROC173 #8 P4 | 11.x 14 15 |10 11

HROC173(T) 11.x 14 10 11

HROC173 P12 11.1 14 10 11

HROC173 T2 M1 11.x 14 10 11

Bei HROC173 (Tabelle 11) gibt es drei unterschiedliche TiBc-Klone, deren STR-Profile mit

dem des Normalgewebes libereinstimmen. Was die FAM-gelabelten Marker angeht, so zeigt T
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bei VWA neu LOH, Allel 17 ist im Elektropherogramm deutlich kleiner als bei N. Zu den HEX-
gelabelten Markern: Im STR-System D13S317 zeigt das Tumormaterial LOH, im
Elektropherogramm sieht man eine deutliche Peak-Hohen Imbalance (Allel 15 ist kleiner als
Allel 14). Diese ausgepragte Imbalance zeigt sich dann auch bei Tumorzelllinie und PDX,
wobei der Peak zu Allel 15 im Elektropherogramm nicht vollstindig verschwindet. Die Profile
von Tumorzelllinie und PDX stimmen iiberein. Den Geschlechtsmarker Amelogenin betreffend

fallt ein sich auf dem Niveau der Tumorzelllinie &ndernder Genotyp auf.

Probenblocke, die Proben von Metastasen enthalten

Tabelle 12: HROC112

Sample Name |VWA THO1 TPOX CSF1PO AMEL
HROC112(N) 14 18 |o-l |7.1 7.3 9.3 |12 f
HROC112(T) 14 18 |o-l |7.1 7.3 10 12 f
HROC112Met |14 18 7.1 7.3 93 |12 f
Sample Name |D55818 D13S317 D7S820 D16S539
HROC112(N) 10.1 14 15 |8 12 |8 9
HROC112(T) 10.1 14 8 12 |8 9
HROC112Met |10.1 14 8 12 |8

Das STR-Profil des Tumormaterials unterscheidet sich bet HROC112 (Tabelle 12) vom STR-
Profil des Normalgewebes, und zwar bei CSF1PO - wobei dieser Unterschied minimal ist —und
bei D13S317, wo T den Genotyp 14,14 zeigt anstatt wie N 14,15 (LOH). Das STR-Profil der
Metastase unterscheidet sich von dem des Tumors: Es gibt einen minimalen Unterschied bei
CSFI1PO, aber vor allem findet sich ein Unterschied bei D16S539. Hier ist T heterozygot,

wohingegen die Metastase einen homozygoten Genotyp aufweist (LOH).

Tabelle 13: HROC130

Sample Name VWA THO1 TPOX CSF1PO AMEL
HROC130(N) 16 19 8 10 7.3 8.3 14 m
HROC130(T) 16 19 |o-l |8 10 7.3 8.3 14 m
HROC130Met 16 19 8 10 7.3 8.3 14 m
HROC130 T2 M2 16 19 8 10 7.3 8.3 14 m
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Sample Name D55818 D135317 D75820 D16S539
HROC130(N) 12.3 14 |15 9 10
HROC130(T) 12.3 14 |15 9 10
HROC130Met 12.3 14 |15 9 10
HROC130T2 M2 |12.3 15 9 10

Mit Ausnahme eines Off-Ladder Allels- im Elektropherogramm zwischen vWA und THO1-
und LOH beim PDX im STR-System D13S317 finden sich bei HROC130 (Tabelle 13) keine
Unterschiede in den STR-Profilen: N = T = Met. In den Elektropherogrammen sieht man, dass
D13S317-14 bei der Metastase bereits deutlich kleiner ist als bei N oder T, im Profil des PDX

ist dieses Allel dann so klein, dass es nicht mehr als relevant angesehen werden kann.

Tabelle 14: HROC72

Sample Name |VWA THO1 TPOX CSF1PO AMEL
HROC72(T) 14 18 3.1 6.1 10 10.3 |11 12 m
HROC72Met 14 18 3.1 6.1 10 10.3 |11 12 m
Sample Name |D55818 D13S317 D7S5820 D16S539

HROC72(T) 10.1 123 |14 15 10 12 11

HROC72Met 10.1 123 |14 15 10 12 11

Auch bei HROC72 (Tabelle 14) findet sich kein Unterschied zwischen den STR-Profilen von
Tumor und Metastase. Es gibt noch einen weiteren Probenblock, der das STR-Profil einer
Metastase enthilt, und zwar HROC224 (Tabelle 24, Anhang). Das STR-Profil der Metastase
unterscheidet sich von dem des Tumorgewebes bei D7S820, wo die Metastase anders als der
Tumor einen homozygoten Genotyp aufweist. Bei CSFIPO =zeigt die Metastase den

heterozygoten Genotyp des Normalgewebes, wahrend der Tumor homozygot ist.

Zusammenfassend lésst sich sagen, dass bei den vier Probenbldocken, die sowohl Informationen
zum Tumorgewebe als auch zu den jeweiligen Metastasen enthalten, die STR-Profile von
Tumor und Metastase nicht immer identisch sind. Wenn man einmal von den Off-Ladder
Allelen absieht, dann entspricht das STR-Profil der Metastase bei HROC130 und HROC72 dem
des jeweiligen Tumorgewebes. Beit HROC112 und HROC224 hingegen finden sich Fille von
LOH bei der Metastase. Bei HROC224 weist die Metastase an einem Locus den Genotyp des
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Normalgewebes auf, von dem sich der Genotyp des Tumors unterscheidet. Man muss allerdings
dazu sagen, dass die Intensitét der Peaks im HROC224 Tumor-Elektropherogramm geringer ist
als bei Normalgewebe und Metastase. Es ist nicht unwahrscheinlich, dass CSF1PO-10 bei einer
Reanalyse groBer ausfallen wiirde, womit sich die Unterschiede zwischen Tumor und Metastase
auf Fille von LOH beschranken wiirden. Fiir die von mir untersuchten Fille gilt: Die STR-

Profile von Tumor und Metastase konnen iibereinstimmen, sie miissen es aber offensichtlich

nicht.
3.2 MSI
Tabelle 15: HROC24 MSI
Sample Name VWA THO1 TPOX CSF1PO AMEL
HROC24(N) 16 18 6.1 9.1 10.3 10 11 m
BcHROC24 P25 16 18 6.1 9.1 10.3 10 11 m
HROC24(T) m
HROC24 P25 16 21 6.1 9.1 10.3 10 11 m
HROC24 fT2 M4 16 21 6.1 9.1 10.3 10.3 |12 m
HROC24 T1 M1 P22 16 20 6.1 9.1 10.3 11 12 m
Sample Name D5S818 D13S317 D7S820 D16S539
HROC24(N) 12 11 16 |10 14 8x |10
BcHROC24 12 11 16 |10 14 8 10
HROC24(T) 9.x 11.x 10 |10 11 16 13 8 10
HROC24 P25 10 12 10 16 |11 13 8 10
HROC24 fT2 M4 9 10.1 10 17 11 13 9 10
HROC24 T1 M1 P22 9 10.1 10 11 16 |11 13 8 10

In Tabelle 15 finden sich — wie auch in den folgenden Tabellen - STR-Profile von
Mikrosatelliten instabilen Proben (MSI). Wie auch schon bei den vorherigen Probenblocken
stimmen die Profile von N und Bc {iberein. Ein Teil der Zeile bei HROC24(T) ist nicht
ausgefiillt, da kein verwertbares Elektropherogramm existiert. So ldsst sich leider nur teilweise
eine Aussage zum Originaltumor machen. Dieser weist z.B. im STR-System D5S818 drei
Allele auf, ndmlich Allel 9.x, 11.x und 10. Das letztgenannte Allel findet sich auch bei der
Tumorzelllinie. Deren Profil stimmt in weiten Teilen mit dem der B-Zellen iiberein,

unterscheidet sich aber vom Profil des Tumormaterials in drei von vier untersuchten HEX-
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markierten STR-Systemen (D5S818, D13S317, D7S820). In den STR-Systemen THO1 und
TPOX stimmen alle HROC24-Proben {iberein, in vVWA und D16S539 zu groflen Teilen. Die
Abweichungen bei den beiden letztgenannten Markern betreffen lediglich eines der beiden
Allele, wéahrend das zweite Allel sich unverdndert in jeder Probe findet. Es gibt bei HROC24

keine Veridnderungen beim Geschlechtsmarker Amelogenin.

Tabelle 16: HROC87 MmslI

Sample Name VWA THO1 TPOX CSF1PO AMEL
HROC87(N) 16 18 0-18 10.x 12 f
BcHROC87 P11 16 18 8 10.3 12 f
HROC87(T) 16 18 20 0-1|8 10 13 |12 13 |f
HROC87 fTO M2 16 |19 20 8 10 13 |12 13 |f
HROC87 TO M2 P25 |16 20 8 10.3 |13 |12 f
Sample Name D5S818 D13S317 D75820 |D16S539
HROC87(N) 11.x [12.3 14 (17 |9 11
BcHROC87 P11 11.x [12.3 14 (17 |9 11
HROC87(T) 8 10 11.x |12.3 13 14 |17 |9 10 11 |12.1
HROC87 fT0 M2 8 10.1 13 17 |9 10 12.1
HROC87 TO M2 P25 |8 10.1 13 17 |9 10 12.1

Auch bei HROCR87 (Tabelle 16) findet sich ein Off-Ladder Allel zwischen den Markern vWA
und THO1. Bis auf dieses Off-Ladder Allel stimmen die STR-Profile von N und Bc iiberein.
Das Tumorgewebe zeigt Verdnderungen, es weist z.B. im STR-System vWA drei Allele auf.
Zwei dieser drei Allele, ndmlich Allel 16 und Allel 18, sind auch im STR-Profil des
Normalgewebes zu sehen, wobei vVWA-18 im Elektropherogramm von T so viel kleiner als bei
N ist, dass formal LOH vorliegt (0,39, also < 0,5. Siehe Diskussion fiir eine Erklarung der
Ratio). Das Allel wurde hier allerdings mit aufgefiihrt, da es nicht nur noch deutlich sichtbar,
sondern auch das Hauptallel ist, aus dem ein kleines neues Allel 20 hervorgeht (MSI). Allel 18
erfahrt dabei eine Hohenminderung. Der Locus ist insgesamt schwer zu beurteilen, und es stellt
sich die Frage, ob hier tatsdachlich LOH vorliegt, oder nur MSI. Ich habe mich nach den Regeln
des NCI-Workshops von 1997 (Siehe Diskussion) fiir MSI entschieden. Beim PDX zeigt sich
schlielich an diesem Locus ein im Vergleich zu zwei sehr kleinen Allelen (VWA-19 und vWA-
20) sehr groBes vVWA-16. In Anlehnung an Parson et al. werden aber in dieser Arbeit neue

Allele mit einer Ratio <0,25 (Allel geteilt durch Hauptallel) nicht gezéhlt, und vWA-19 und
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vWA-20 weisen beim PDX eine deutlich kleinere Ratio auf. Somit ist der Locus an dieser Stelle

doch als homozygot zu werten.

Wihrend N und Bc bei TPOX, CSF1PO und D16S539 homozygot sind, zeigen T und PDX-
Material bei diesen Markern ein heterozygotes Bild. Es wurde bereits erwéhnt, dass das
Tumorgewebe bei vVWA drei Allele aufweist, bei D5S818 sind es sogar vier, und zwar auch
wieder die zwei Allele, die sich im Profil des Normalgewebes finden, und neu Allel 8 und Allel
10. Letztere sind dann auch beim PDX-Material zu sehen - Allel 10 und das Punktallel 10.1
unterscheidet nur 1bp. Ebenso kommt D16S539-11, das sich im STR-Profil von N findet, als
eines von drei Allelen im Profil des Tumorgewebes vor. Bei den Markern THO1 und D7S820
gibt es keine Verdnderungen. Alle Proben haben beim Geschlechtsmarker Amelogenin den

Genotyp X, X.

Tabelle 17: HROC113 MSlI

Sample Name VWA THO1 TPOX CSF1PO AMEL
HROC113(N) 15 17 |61 7.1 7.3 12 12 f
HROC113 P14 17 |61 7.1 7.3 12 11 13 f
HROC113 TO M1 P44 17 |6.1 7.1 7.3 12 11 13 f
Sample Name D5S818 D13S317 D7S820 D16S539
HROC113(N) 11.1 14 15 10 11 10 12.1
HROC113 P14 11.1 14 |14 15 12 10 11
HROC113TOM1 P44 |11.x 14 |14 15 12 10 11

Leider fehlt beit HROC113 (Tabelle 17) Tumormaterial, die Tabelle wird aber dennoch gezeigt,
da HROC113 MSI aufweist, und es insgesamt im untersuchten MOI-Probengut nicht sehr viele
Beispiele fiir MSI gibt. Es finden sich hier, wenn man die Tumorzelllinie mit dem
Normalgewebe vergleicht, bei Ersterer gleich in drei STR-Systemen neue Allele, und zwar bei
CSF1PO, D5S818 und D7S820. CSF1PO-12 des Normalgewebes geht verloren und bei der
Tumorzelllinie zeigt sich mit 11,13 ein vollkommen neuer Genotyp (Shift um eine Repeat Unit
beim ersten Allel des Locus). Die Tumorzelllinie weist im STR-System D5S818 neu Allel 14
auf, und hat somit anders als N einen heterozygoten Genotyp. Bei D7S820 unterscheiden sich

die Genotypen von N und Tumorzelllinie ebenfalls. LOH findet sich bei vWA.
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Tabelle 18: HROC123 MSI

Sample Name VWA THO1 TPOX CSF1PO AMEL
HROC123(N) 18 8 10 |73 12 8.3 12 |m
HROC123(T) 18 ol |8 10 |7.3 12 8.3 12 |m
HROC123 fTOM1 |18 ol |8 10 |7.3 12 8.3 12 |m
Sample Name D5S818 D13S317 |D7S820 D16S539
HROC123(N) 10.1 15 11 |12 10 11
HROC123(T) 10.1 |11.x 15 (16 |10 11 {12 |13 |10 11
HROC123 fTOM1 |[10.x |11.1 16 |17 |10 13 |10 11

Im STR-System vWA zeigt sich beim Tumormaterial von HROC123 (Tabelle 18) ein im
Vergleich zu N neues Off-Ladder Allel. Ebenfalls bei T ist bei D5S818 Allel 11.x neu. Dieses

Allel wurde in der Tabelle ausnahmsweise mit aufgefiihrt, obwohl es so viel kleiner als das

Hauptallel ist, dass es an dieser Stelle (noch) nicht relevant ist. Es zeigt aber gut die

Entwicklung von D5S818-11.1 beim PDX. Hier ist Allel 11.1 ndmlich so groB3, dass es eines

der beiden Hauptallele darstellt. Bei T taucht im STR-System D13S317 neu Allel 16 auf,

wihrend das urspriingliche Allel 15 kleiner wird (Shift um eine Repeat-Unit). Auch bei D7S820

finden sich neben den beiden schon vom Normalgewebe bekannten Allelen 11 und 12 neu Allel

10 (Minus eine Repeat-Unit von Allel 11) und Allel 13 (Allel 12 plus eine Repeat-Unit).

Tabelle 19: HROC131 MSI

Sample Name VWA THO1 TPOX CSFIPO  |AMEL
BcHROC131 P9 17 |18 |10 7.3 11 f
HROC131(T) 17 9.3 7.3 11 f
HROC131 fTO M4 16.1|17 10 7.3 11 |12 |f
HROC131fTOM3 P4 |16.1|17 10 7.3 11 f
Sample Name D55818 D13S317 D75820 D16S539
BcHROC131 P9 10.1]11.1 14 10 13 7 |11
HROC131(T) 10.1|11x [16 |14 |15 |16 10 13 5x |8 |11
HROC131 fTO M4 11 |12.3 |15 15 |16 |17 1113 |14 |5x |8 |11
HROC131 fTO M3 P4 12.3 15 |16 11 (13 |14 8 |11
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Bei HROC131 (Tabelle 19) gibt es keine Information zum Normalgewebe, aber zu B-Zellen.
Es bestehen Unterschiede zwischen dem STR-Profil von Bc und T, und zwar bei den Markern
vWA, D5S818, D13S317 und D16S539. Bei vWA kommt es zu LOH, bei den iibrigen Markern
weist T neue Allele auf, wodurch sich an den jeweiligen Loci drei Allele zeigen. Auch zeigen
sich Unterschiede bei den STR-Profilen von T und PDX: Bei vWA weist Letzterer neu vVWA-
16.1 auf, bei CSF1PO neu CSF1PO-12, womit das PDX hier anders als T einen heterozygoten
Genotyp hat. Auch sieht man im Bereich des STR-Systems D5S818 beim PDX einen Shift beim
zweiten und dritten Allel. Bei D13S317 féllt Allel 14 weg, Allel 17 kommt neu hinzu. Bei
D7S820 fallt Allel 10 weg, Allel 14 kommt neu hinzu. In den STR-Systemen CSF1PO,
D5S818, D13S317 und D16S539 kommt es zu Verdnderungen, wenn man PDX und PDX-

abgeleitete Zelllinie miteinander vergleicht.

Tabelle 20: HROC159 MSI

Sample Name VWA THO1 TPOX CSF1PO AMEL
HROC159(N) 14 8 10 10.3 12 14 |f
HROC159(T) 14 8 10 |9.x 10.3 11 12 14 |f
HROC159T1 M1 |14 |15 8 9.3 10.3 11 13 14 |f
Sample Name D5S818 D13S317 |D7S820 D16S539

HROC159(N) 8x |11.x 14 |10 12 10 11
HROC159(T) 8x |11.x [12.x|13.x 14 |10 12 9 10 11.x
HROC159T1 M1 |8 12.x113.x |13 14 |10 12 13 |9 10

HROC159 (Tabelle 20) weist Unterschiede im STR-Profil von N und T auf. In den STR-
Systemen CSF1PO und D5S818 weist das Tumormaterial zusitzliche Allele auf. Und auch bei
TPOX hat sich der Genotyp des Tumorgewebes im Vergleich zum Normalgewebe gedndert
und ist nun heterozygot aufgrund eines neuen Punktallels. D16S539 ist bei T schwer zu
beurteilen. Formal liegt an dieser Stelle im Vergleich zu N LOH vor, gleichzeitig kommt (im
Vergleich zu N) mit Allel 9 ein neues Allel hinzu, wihrend Allel 11.x kleiner wurde. Es stellt
sich die Frage, ob es sich nun um LOH und MSI, oder lediglich im Rahmen von MSI um einen
Shift von Allel 11.x zu Allel 9 handelt. Nach den Regeln des NCI-Workshops liegt MSI vor —
Allel 9 ist auBBerdem so groB, dass der Locus nicht als homozygot angesehen werden kann. Beim
PDX schlieBlich finden sich im Vergleich zu T neue Allele, so bei vWA mit Allel 15, bei
D13S317 mit Allel 13 und bei D7S820 mit Allel 13.
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Tabelle 21: HROC175 msi

Sample Name VWA THO1 TPOX CSF1PO AMEL
HROC175(T) 18 19 7.1 8 7.3 12 f
HROC175fT1 M1 |18 19x (20 |o-l |71 8 7.3 11 13 f
Sample Name D55818 D13S317 D75820 D16S539
HROC175(T) 10.1 11 14 11 8 10
HROC175fT1 M1 |10.1 [12.3 11 13 |14 9 10.3 |8 11
HROC175 (Tabelle 21) zeigt Unterschiede zwischen Tumor und PDX. Letzterer weist im STR-
System vWA, CSF1PO, D5S818, D13S317 und D7S820 — also bei fiinf von neun Markern-
neue Allele auf.

Tabelle 22: HROC257 MSI

Sample Name VWA THO1 TPOX CSF1PO AMEL
HROC257(N) 17 18 7.1 |10 73 |9 9.3 |12 |f
HROC257(T) 17 |18 7.1 |10 73 |9 83|11 (9.3 |12 |f
HROC257 P16 17 18 7.1 |10 73 |9 83|11 f
HROC257 T1 M2 17 18 7.1 |93 7.3 |8x 83|11 f
HROC257 TOM1P6 |17 |18 7.1 |10 7.3 |8x 8311 f
Sample Name D5S5818 D13S317 D75820 D16S539

HROC257(N) 10.1 123 |11 14 11 12 11 12.1
HROC257(T) 10.x |11.x |12.3 |11 13 14 10 11 12 13 10 |11 12.1
HROC257 P16 11.x |12.3 13 10 13 11

HROC257 T1 M2 11.1 123 |11 13 10 13 11

HROC257 TO M1 P6 11.x |12.3 |11 13 10 13 11

HROC257 (Tabelle 22) zeigt gleich mehrere Fille von offensichtlicher Kontamination des
Tumorgewebes durch Normalgewebe, z.B. im STR-System CSF1PO, oder bei D7S820. Fille
von LOH finden sich bei T nicht. Wéhrend sich die STR-Profile im Bereich der FAM-

gelabelten Marker eher wenig unterscheiden, gibt es im Bereich aller HEX-gelabelten Marker

Unterschiede zwischen Normal- und Tumorgewebe - Letzteres weist mehrere neue Allele auf -

und zwischen Tumorgewebe und Tumorzelllinie. PDX und PDX-abgeleitete Zelllinie

unterscheiden sich nur sehr wenig voneinander.
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3.3 LOH

LOH beim Original-Tumormaterial (sporadische CRC-Fille)

Untersucht wurden 87 Tumorproben und das entsprechende Normalgewebe, darunter 83 Non-
MSI und vier MSI-Proben. Es lagen zwei weitere Tumorproben vor, fiir die allerdings das
entsprechende Normalgewebe fehlte. So wurden die besagten zwei Tumorproben mit B-Zell-
Proben verglichen — das STR-Profil der B-Zellen stimmt ja mit dem Profil des Normalgewebes
iiberein. Dadurch ergibt sich eine Gesamtprobenzahl von 89, davon 84 Non-MSI und fiinf MSI-
Proben (Stand Mai 2013). In der Zwischenzeit wurde vom MOI-Labor bestitigt, dass es sich
bei vier Proben, deren MSI-Status zu Beginn dieser Arbeit noch nicht bestimmt war, um MSI-
H Proben handelt. Bei zwei weiteren Proben besteht ein starker Verdacht auf MSI-H, weshalb
diese zu den MSI positiven Proben gezédhlt wurden. So ergibt sich eine Gesamtprobenzahl von
89, davon 78 Non-MSI und 11 MSI-Proben. Von der Betrachtung ausgenommen wurde der
Marker AMEL.

Als eindeutige Fille galten Loci, die sich im Elektropherogramm der Normalgewebsprobe
heterozygot darstellen, beim Tumorgewebe hingegen bedingt durch das vollstindige Wegfallen
eines der beiden Peaks homozygot sind. Diese eindeutigen Félle wurden nach dem optischen
Eindruck als LOH gewertet. In optisch weniger eindeutigen Fillen, in denen sich beide Peaks
eines heterozygoten Locus mit unterschiedlicher Peak-Hohe darstellen, wurde nach Cawkwell
et al. ein Quotient berechnet, wobei ein Wert < 0,5 als LOH gewertet wurde. Félle in denen das
Normalgewebe einen homozygoten Locus zeigt wurden als nicht informativ angesehen. Zeigen
sich an einem Locus LOH und MSI, so wurde dieser bestmdglich beurteilt. Im Zweifelsfall

wurde der Locus ebenfalls als nicht informativ gewertet.

Es fanden sich insgesamt 38 Proben mit LOH- Ereignissen. Von diesen 38 Proben mit LOH
sind 60,5 % MSS (23 von 38), 28,9 % MSI-L (11 von 38) und 10,5 % MSI-H (4 von 38). Die

Non-MSI-Proben kommen also auf 34 Ereignisse, die MSI-Proben auf vier.
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In Abb. 14 siecht man: Wenn sich das Phanomen LOH bei den HROC-Tumorproben zeigt, dann
meist ein Ereignis pro STR-Profil, sprich ein gednderter Genotyp. Die drei Proben, bei denen
sich drei LOH-Ereignisse finden, sind HROC99, HROC147 und HROC245. Bei HROC239
sind es gleich vier. Abb. 15 zeigt die Verteilung der LOH-Ereignisse auf die jeweiligen Marker.
Die LOH Ereignisse bei den Non-MSI und MSI-Proben wurden bedacht, sowie die Ereignisse

bei den zwei Tumormaterial/B-Zell-Parchen.
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Beginnend mit dem Marker mit der hochsten Ereigniszahl und in absteigender Reihenfolge

sortiert ergibt sich folgendes Bild:

D5S818 > CSF1PO > D13S317 > VWA > D16S539 > TPOX = D7S820 > THO1.
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LOH bei den Tumorzelllinien

Es wurden 10 Tumorzelllinien und das entsprechende Normalgewebe analysiert, davon 6 Non-
MSI und 4 MSI-Proben. Unter den MSI-Proben ist ein HNPCC-Fall (HROC113). Bei vier
weiteren Proben lag zwar kein Normalgewebe vor, wohl aber B-Zellen, sodass deren STR-
Profile verwendet wurden. Es ergibt sich eine Gesamtprobenzahl von 14, davon 10 Non-MSI
und 4 MSI-Proben (Stand 2013 um HROC212 als MSI-H aktualisiert). Die Verteilung der
LOH-Ereignisse auf die jeweilige Anzahl der Tumorzelllinien-Proben ist in Abb. 16 dargestellt.
Die Non-MSI-Proben kommen auf 23 Ereignisse, die MSI-Proben auf vier.
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Abb. 16

Vier LOH-Ereignisse finden sich bei den Tumorzelllinien von HROC43, 32 und 60. HROCS57
kommt auf fiinf LOH-Fille. Abb.17 zeigt die Verteilung der LOH-Ereignisse auf die jeweiligen
Marker. Wieder wurden LOH Ereignisse bei Non-MSI und MSI-Proben bedacht, sowie

Ereignisse bei den vier Tumorzelllinie/B-Zell-Paaren.
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Beginnend mit dem Marker mit der hochsten Ereigniszahl und in absteigender Reihenfolge

geordnet ergibt sich:

D5S818 = CSF1PO >D13S317 > THO1 > VWA >D7S820 >TPOX=D16S539.

Tumorzelllinien im Vergleich zum Originaltumor

Bei acht Originaltumor/Tumorzelllinie-Paaren - davon sieben Non-MSI Paare und ein MSI-
Paar - wurde geschaut, inwieweit sich bei den Tumorzelllinien LOH-Ereignisse zeigen. Von

den insgesamt 11 LOH-Féllen gehen alle an Non-MSI-Tumorzelllinien.
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In Abb. 18 ist zu sehen, dass sich bei den meisten Tumorzelllinien, bei denen es zu LOH kommt,
drei Ereignisse finden. Die zwei Proben mit drei Ereignissen sind HROC40 und 60. HROC43

weist vier LOH-Fille auf.
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Abb. 19

Zahlt man die LOH-Ereignisse bei Non-MSI und MSI-Proben pro Marker (Siehe Abb. 19), so
ergibt sich: CSF1PO =D5S818 > D13S317 = D7S820 =VWA = THO1 = TPOX > D16S539.

PDX- im Vergleich zu Original-Tumoren

34 PDX/Originaltumor-Paare — davon 25 Non-MSI und 9 MSI-Paare — wurden auf LOH-
Ereignisse untersucht (Stand 2013, um HROC170, 171 und 186 als MSI-H aktualisiert). Unter
den MSI-H-Proben war urspriinglich mit HROC252 ein HNPCC-Fall. Dieser Fall wurde
herausgerechnet, um ausschlieBlich Ergebnisse fiir sporadische Tumoren zu erhalten. Von den
insgesamt 26 LOH-Ereignissen fallen 20 auf Non-MSI-PDX-Proben und sechs an MSI-PDX.
Abb. 20 stellt die Verteilung der LOH-Félle auf die jeweiligen HROC-PDX dar. Bei den

meisten Probenpaaren, bei denen sich der LOH-Phénotyp findet, handelt es sich um ein

Ereignis.
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Die drei Proben mit jeweils drei Ereignissen sind HROC60, 186 und 260. Vier LOH-Ereignisse
gehen an HROCS0.

Z3hlt man die LOH-Ereignisse bei Non-MSI und MSI-Proben pro Marker, so ergibt sich — wie
auch in Abb. 21 ersichtlich — die folgende Reihenfolge:

D5S818 > D13S317 > VWA = CSF1PO > D16S539 > D7S820 > THO1 = TPOX.
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PDX-abgeleitete Zelllinien im Vergleich zu PDX

Auch 15 PDX-abgeleitete Zelllinien/PDX-Paare, 10 Non-MSI und fiinf MSI-Proben, wurden

auf LOH-Ereignisse untersucht. Darunter ist mit HROC285 ein HNPCC-Fall. Von den
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insgesamt 14 LOH-Ereignissen fallen 12 an Non-MSI-PDX-abgeleitete Zelllinien und zwei an
MSI-PDX-abgeleitete Zelllinien. Abb. 22 kann man Folgendes entnehmen: Bei den meisten
Probenpaaren, die LOH zeigen, sto3t man auf nur ein Ereignis. Die eine Probe mit vier LOH-

Féllen ist HROC107.
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Abb. 22

Zahlt man die LOH-Ereignisse bei Non-MSI und MSI-Proben pro Marker, so ergibt sich
diesmal (Abb. 23) folgende Reihenfolge: D13S317 > CSFI1PO = D5S818 = THO1 = VWA.
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3.4 Neue Allele

Neue Allele beim Original-Tumormaterial

Die HROC-Tumorproben wurden auch auf das Auftauchen neuer Allele gepriift. Urspriinglich
wurden 87 Tumor/Normalgewebe-Paare untersucht, davon 83 vermeintliche Non-MSI und 4
MSI-Proben (Stand Mai 2013). Es wurden auflerdem 2 Proben hinzugenommen, bei denen die
STR-Profile des Tumormaterials in Abwesenheit von Normalgewebe mit den STR-Profilen von
B-Zellen abgeglichen wurden, darunter eine MSI-Probe. Insgesamt handelt es sich also um 89

Probenpaare (sporadische CRC-Fille).

Proben, die bei > drei STR-Markern neue Allele aufweisen, wurden als MSI-H angesehen.
Verianderungen in weniger Markern wurden als MSI-L gezdhlt. Kein verdnderter Marker

bedeutete MSS.

Der MSI-Status mehrerer Proben war zu Beginn dieser Arbeit bereits bekannt. Er wurde von
Mitarbeitern des MOI-Labors im Rahmen anderer Arbeiten mittels eines Panels aus sechs
Markern (BAT25, CAT25, BAT26, D5S346, D17S250 und D2S123) bestimmt, wobei alle
Proben, die sich als nicht MSI-H herausstellten, als MSS eingestuft wurden. Bei der Analyse
der HROC-Proben im Rahmen dieser Arbeit zeigte sich aber, dass sechs Proben, deren MSI-
Status zu Beginn dieser Arbeit noch nicht ermittelt war, und die hier daher zunichst unter Non-
MSI eingeordnet wurden, ebenfalls bei > drei Markern neue Allele aufweisen und demnach
MSI-H sein miissten. Fiir vier dieser Proben wurde der MSI-H Status inzwischen vom Labor

bestitigt. Wie auch schon im vorherigen Unterkapitel wurde diese Aktualisierung bedacht.

In Anlehnung an Parson et al. 2005 wurde so vorgegangen, dass ein neuer Peak erst ab einem
Quotienten von > 0,25 als relevant angesehen wurde. Dies war erforderlich, da in einigen Féllen
neue Peaks, die von ihrer Position und vom Gesamtzusammenhang her eindeutig Stotter-
Produkte waren, bei sehr groBen Hauptallelen eine Peak-Hohe aufwiesen, die grofBer war als
15% der Hauptallel-Peakhohe. Formal wiéren diese Allele daher relevant gewesen, aber eben

falschlicherweise, wenn nicht wie oben beschrieben verfahren worden wiére.

Bei der Analyse der Elektropherogramme kann man nun Folgendes beobachten: Was das
Auftauchen neuer Allele angeht, so kommt es bis auf einige sehr wahrscheinlich technisch
bedingte Ausnahmen zum Zugewinn oder Verlust ganzer Repeats, also immer 4bp.
Hauptsachlich geht eine Repeat-Einheit verloren oder kommt hinzu (83%), ein Verlust oder

Zugewinn von zwei Repeat-Einheiten oder mehr ist seltener (jeweils 8,5%). Bei der
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Bestimmung der Veridnderung in Basenpaaren wurde wie bei Hoff-Olsen et al. 1998 geschaut,
ob sich im Elektropherogramm ein Hohenverlust bei einem Hauptallel-Peak zeigt. Dieses Allel
wurde als das mutierende Allel angesehen, ansonsten das dem neuen Allel am néchsten liegende

Hauptallel.

In Abb. 24 ist die Anzahl neuer Allele beim Tumormaterial fiir die acht STR-Marker dargestellt.
Ordnet man die Marker nach der Haufigkeit neuer Allele und fiihrt sie in absteigender

Reihenfolge auf, so ergibt sich folgendes Bild:

VWA= CSF1PO>D13S317 >D7S820 > D16S539 >D5S818> TPOX > THO1
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Abb. 24 P P

Vergleicht man die STR-Profile des Tumorgewebes mit den Profilen des Normalgewebes, so
zeigen sich insgesamt 94 neue Allele, davon mehrheitlich ein Zugewinn an Repeat-Einheiten
(59 Zugewinn-, 35 Verlust-Ereignisse). Man sieht in Abb. 24 auch, dass es beim Marker
D16S539 hauptsidchlich zum Verlust von Repeats kommt. Bei THOI kommen — wenn sich
iiberhaupt neue Allele zeigen — Allele hinzu, die mehr Basenpaare aufweisen als die

Ursprungsallele.

In Bezug auf die einzelnen Proben ldsst sich sagen, dass alle MSI-Proben, bei denen
Normalgewebs- bzw. B-Zell/Tumorgewebs-Elektropherogramme vorliegen, neue Allele in >
drei Markern aufweisen. Dabei handelt es sich um neun Proben. HROC123 zeigt lediglich eine

Verianderung bei zwei Markern, worauf im Kapitel ,, Diskussion “ néher eingegangen wird.

Zusammenfassend: Es wurden 89 Probenpaare untersucht, darunter neun MSI-H-Proben
(9,9%), plus zwei Proben mit starkem Verdacht auf MSI-H. Z&hlt man auch Letztere zu MSI-

H, so kommt man auf 12,4%. Da es sich bei vier von 84 eingangs als Non-MSI eingestuften
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Proben um MSI-H Proben handelt, und bei weiteren zwei Proben der starke Verdacht auf MSI-
H besteht, bleiben noch 78 Non-MSI-Proben. Von diesen 78 Proben weisen 56 keine
Veranderungen bei den STR-Markern auf, und gelten somit als MSS. Die weiteren Proben, 22
an der Zahl, weisen einen oder zwei verdnderte Marker auf und gelten somit als MSI-L. Ein

Uberblick:

Anzahl %
MSI- H 11 12,4
MSI-L 22 24,7
MSS 56 62,9

LOH-H 4 4,5
LOH-L 34 38,2
LOH Total 38 42,7
MSS u. MSI-L (= Non-MSI) mit LOH 34 38,2
MSS u. MSI-L (= Non-MSl) ohne LOH 44 49,4
MSI-H mit LOH 4 45

MSI-H ohne LOH 7 7,9

n=89

Abbildung 25: Zu den Phdnomenen MSI und LOH bei 89 analysierten HROC-Tumorproben.

Neue Allele bei den Tumorzelllinien

Insgesamt 14 Probenpaare wurden auf das Auftauchen von neuen Allelen gepriift, darunter 10
Tumorzelllinie/Normalgewebe-Paare, genauer sechs Non-MSI und vier MSI-Paare. Unter den
MSI-Proben ist mit HROC113 ein HNPCC-Fall. Bei den restlichen vier Probenpaaren handelt
es sich aufgrund der Abwesenheit von Normalgewebsproben um Tumorzelllinie/B-Zell-Paare
(Non-MSI). Die Ergebnisse sind in Abb. 26 dargestellt. Fiir die Marker-Reihenfolge ergibt sich

hier:

CSF1PO=D5S818 > VWA=D7S820 > D16S539 >D13S317 = TPOX > THO1.
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Von den insgesamt 27 neuen Allelen weisen 14 weniger Basenpaare auf als das Ursprungsallel.
Ein Zugewinn an Repeat-Einheiten konnte bei 13 neuen Allelen beobachtet werden. Bei TPOX
und D13S317 kommt es ausschlieBlich zum Repeat-Verlust. Von den drei hier untersuchten
MSI-Proben zeigen alle neue Allele in > drei Markern. HROC212, deren MSI-Status zu Beginn
dieser Arbeit ebenfalls nicht vorlag, und die daher unter Non-MSI gefiihrt wurde, zeigt
allerdings auch neue Allele bei vier Markern, was die Vermutung nahelegt, dass diese Probe

MSI-H ist. Dieser Verdacht wurde inzwischen vom Labor bestitigt.

Fir HROC18, HROC32 und HROC60 liegen jeweils zwei Tumorzelllinien unterschiedlicher
Passagen vor. Wihrend sich die STR-Profile von HROC18 bei P13 und P37 entsprechen, und
sich auch bet HROC60 keine Unterschiede im STR-Profil von P7 und P32 zeigen, unterscheidet
sich das STR-Profil von HROC32 P11 und HROC32 P42 bei zwei Markern, wo sich bei der
hoheren Passage neue Allele finden (CSF1PO, D5S818). Bei THO1 ist Allel 9.1 bei der hoheren

Passage so klein, dass es nicht mehr als relevant angesehen werden kann.

Tumorzelllinie im Vergleich zum Originaltumor

Angeschaut wurden sieben Non-MSI-Paare und ein MSI Tumorzelllinie/Tumormaterial-Paar.
Es kommt lediglich zu drei neuen Allelen, davon jeweils ein Ereignis bei vWA, CSF1PO und
D5S818 (alle bei Non-MSI-Proben, zwei Verluste von jeweils einem Repeat, ein Zugewinn von

einem Repeat).
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PDX im Vergleich zu Original-Tumoren

34 PDX/Originaltumor-Paare wurden untersucht, darunter 25 Non-MSI und 9 MSI-Paare.
Unter den Proben war urspriinglich mit HROC252 ein HNPCC-Fall, der herausgerechnet
wurde, um Ergebnisse beziiglich sporadischer CRC-Fille zu erhalten. Insgesamt tauchen 34
neue Allele auf, wobei es mehrheitlich zu einem Zugewinn an Repeat-Einheiten kommt: 23
Repeat-Zugewinne, 11 Repeat-Verluste. Marker TPOX =zeigt wie bei der Priifung der
Tumorzelllinien auch bei den PDXs lediglich neue Allele, die weniger Basenpaare haben als
das Hauptallel (Siehe Abb. 27). D16S539 zeigt lediglich Repeat-Zugewinne. Ordnet man die

Marker nach der Anzahl der bei ihnen neu vorkommenden Allele, so ergibt sich:

D5S818 =D13S317 > VWA > CSF1PO = D7S820 > TPOX = D16S539 > THO1.

Wie auch schon bei den letzten STR-Profilvergleichen ist THO1 Schlusslicht, was neue Allele
angeht.

Anzahl neuer Allele
O L N W b U1 OO N ©©

VWA THO1 TPOX CSF1PO D5S818 D13S317 D7S820 D16S539
STR-Marker

Abb. 27 M Repeat-Verlust M Repeat-Gewinn

PDX-abgeleitete Zelllinien im Vergleich zu PDX

15 PDX-abgeleitete Zelllinien/PDX-Paare wurden auf der Suche nach neuen Allelen bei der
PDX-abgeleiteten Zelllinie unter die Lupe genommen, darunter 10 Non-MSI und fiinf MSI-
Proben. Unter den Proben ist mit HROC285 ein HNPCC-Fall. Bei den Non-MSI Proben
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tauchen gar keine neuen Allele auf, bei den MSI-Proben insgesamt drei, und zwar alle bei

HROC24 (Marker vWA, D13S317, D16S539).

3.5 Genotypisierung weiterer (nicht HROC-) Proben

Drei Normal-/Tumorgewebe-Paare des Pankreas-Karzinoms (HROP17, HROP27 und
HROP41) sowie ein B-Zell/Tumorgewebe Paar (HROP04) wurden untersucht. Phdinomene wie
LOH oder neue Allele wurden hier nicht beobachtet. Das gleiche gilt fiir dreit HROHep-
Probenblocke (Leberkarzinom). Auch hier wurden die STR-Profile von Normal-
/Tumorgewebe-Paaren erstellt (HROHepO1, HROHep03, HROHep06). Zu HROHep03 gab es
auch eine Tumorzelllinien-Probe. Erneut wurde weder LOH noch das Auftauchen neuer Allele
beobachtet. Ferner wurden fiinf Glioblastom B-Zell/Tumorgewebe-Paare untersucht
(HROGO02, HROG07, HROG17, HROG24 und HROG33). Auch hier entsprechen sich die
STR-Profile der B-Zellen und des Tumorgewebes in allen STR-Systemen und beim

Geschlechtsmarker Amelogenin.

Bei der Auswertung der STR-Profile sowohl der HROCs als auch der weiteren analysierten
Proben fand sich kein Hinweis auf eine Probenvertauschung vonseiten des MOI-Labors. In
Einzelfillen, die spéter in der Fehleranalyse besprochen werden, wurden wahrscheinlich einige

wenige Proben beim Pipettieren fiir die PCR vertauscht.

3.6 Amelogenin

Nachdem bei der Vorstellung der einzelnen HROC-Probenblocke mitunter auch auf
Anderungen des Genotyps beim Geschlechtsmarker AMEL hingewiesen wurde, ist es
interessant sich anzuschauen, bei wie vielen HROC-Probenblocken insgesamt eine solche
Anderung verzeichnet werden konnte. Fiir einen besseren Uberblick wurden die Probenblécke
in zwei Kategorien eingeteilt, ndmlich in kleine Probenblocke a zwei bis drei Proben, und in
groBe Probenbldcke mit jeweils mehr als drei Proben. Das untersuchte HROC-Probengut
enthilt 93 kleine und 24 grofle Probenbldcke. Sehr wenige Proben kommen dariiber hinaus
einzeln vor. Die Ergebnisse beim Geschlechtsmarker Amelogenin wurden mit den Angaben
zum Patientengeschlecht in der Norddeutschen Tumorbank abgeglichen. Abweichungen finden

sich lediglich bei HROC135, einer einzeln vorliegenden PDX-Probe (Originaltumor-Genotyp
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X,Y; PDX-Genotyp X,X). Bei vier der kleinen Probenbldcke konnte eine Anderung, den
AMEL-Genotyp betreffend, beobachtet werden. Da zwei Verdnderungen allerdings Fehler sein
miissen, deren Ursache in der Fehleranalyse nédher beleuchtet wird, reduziert sich die Anzahl
der Verdnderungen auf zwei (2,2 % der kleinen Probenblocke). Auch finden sich
Verdnderungen in sieben groBen Probenbldcken (29,2% der groBBen Probenbldcke). Betrachtet
man alle Probenbldcke gemeinsam, so findet sich in 7,7% der Probenbldcke eine Anderung
beim Geschlechtsmarker Amelogenin, d.h. das Normalgewebe oder alternativ B-Zellen haben
den Genotyp X,Y, wihrend z.B. die dazu passende Tumorzelllinie einen X,X-Genotyp
aufweist. Zur Beantwortung der Frage, auf welcher Ebene die Verdnderung hauptsédchlich
auftritt: In den betroffenen kleinen Probenbldcken ist leider kein Tumorzelllinien-Material
enthalten. N und T haben den gleichen Genotyp, die Anderung zeigt sich beim PDX. Bei vier
der sieben groBen Probenblocke zeigt sich die Anderung auf Hohe der Tumorzelllinie, bei den
ibrigen drei jeweils auf unterschiedlichen Ebenen (1x auf Ebene von T, 1x auf Ebene des PDX
und 1x bei der PDX-abgeleiteten Zelllinie), wobei in zwei Probenblocken kein
Tumorzelllinien-Material vorhanden ist. Bei den Probenblécken, die aber Tumorzelllinien-
Material enthalten, findet sich die Anderung im AMEL-Genotyp hauptsichlich bei der
Tumorzelllinie. Wenn man sich anschaut, wie viele der 350 HROC-Proben bei Amelogenin
nicht den Genotyp aufweisen, der laut Auszug aus der Norddeutschen Tumorbank dem

Patientengeschlecht entspricht, so handelt es sich um 18 Proben (5,1%).

4 Diskussion

Im Zuge dieser Arbeit wurde eine Genotypisierung der HRO-Tumormodelle vorgenommen,
wobei der Schwerpunkt, da die Proben nahezu ausschlieBlich HROC-Proben waren, auf dem

Kolonkarzinom liegt.

So wie man in der Forensik unterschiedliche Korperfliissigkeiten eines Individuums
untersuchen kann, also z.B. Blut, Speichel und/oder Samen, und daraus STR-Profile erstellen
kann, so kann man auch unterschiedliche “ Materialien* zu einem Kolonkarzinom untersuchen,
das mit einer Nummer versehen wurde und daher beispielsweise HROC18 heifit. Wurde von
dem Patienten mit dem Kolonkarzinom HROCI1S8 intraoperativ (oder z.B. in einer Koloskopie)
eine Normalgewebsprobe entnommen, so kann man daraus ebenso ein STR-Profil erstellen wie
aus B-Zellen aus dem Patientenblut oder aus Tumormaterial, das als PDX in immundefizienten

Maiusen propagiert wurde. Der Weg von der gDNA bis hin zum fertigen Elektropherogramm

55



4 Diskussion

wurde im Kapitel ,,Material und Methoden* beschrieben. Die interessantesten Probenblocke
wurden im Ergebnisteil gezeigt, und es wurden anhand der Phinomene LOH und MSI
Unterschiede in den STR-Profilen der jeweiligen Materialien aufgezeigt. Grundsétzlich ist das
Vorgehen - das Erstellen von DNA-Fingerprints und das Vergleichen derselben - nicht neu. So
wurde in Bezug auf das CRC bereits in den 90er Jahren und frither vorgegangen, wenn auch

damals mit noch anderen (PCR)-Methoden (Peinado et al. 1992).

4.1 Tumormodelle und die Frage: Wie entsteht Krebs?

Anfang der 70er Jahre analysierte Alfred Knudson die Daten von 48 Patienten des MD
Anderson Hospitals in Houston. Es waren Daten von kleinen Patienten, die eines gemeinsam
hatten: Sie waren am Retinoblastom erkrankt, einem angeborenen malignen Tumor der
embryonalen neuronalen Retina. Dieser Tumor, der nur bei Séuglingen und Kleinkindern
diagnostiziert wird, kann entweder hereditdr auftreten und folgt dann einem autosomal
dominanten Erbgang, oder er tritt sporadisch auf. Im letzteren Fall ist der Tumor unifokal und
nur in einem Augen zu finden, im ersteren Fall ist der Tumor multifokal und kann beide Augen
betreffen (Niemeyer und Rossler 2013). Knudson berechnete unter anderem die
Wahrscheinlichkeit, dass sich eine Zelle mit geerbter Mutation im Retinoblastom-Gen RB1 zur
Tumorzelle entwickelt. Und er stellte die Hypothese auf, dass es — zumindest beim
Retinoblastom- zwei Mutationsereignisse gibt, auf die die Krebsentstehung zuriickzufiihren ist.
Bei der hereditiren Form stellt eine Keimbahnmutation im RBI1-Gen das erste
Mutationsereignis dar, dann bedarf es einer zweiten, somatischen Mutation. Fiir das sporadisch
auftretende Retinoblastom wiren zwei somatische Mutationsereignisse ursidchlich (Knudson
1971). Mehrere Jahre spéter beleuchtete er sein ,, two hit model* vor dem Hintergrund neuerer
wissenschaftlicher Erkenntnisse. In Bezug auf die Tumorgenese des CRC ist zu diesem
Zeitpunkt das Modell von Fearon und Vogelstein, von dem gleich noch die Rede sein wird,
langst bekannt. Sie passt in ihrer Gesamtheit nicht zu Knudsons Hypothese von nur zwei
Ereignissen. Was Knudsons zweites Ereignis angeht, so kam man an dieser Stelle weiter und
fand in der Zwischenzeit mit Hilfe von RFLPs, dass es sich um ein lokales Ereignis handeln
konnte, um eine Deletion, eine somatische genetische Rekombination oder um den Verlust
eines Chromosoms 13. Jedenfalls findet sich beim Retinoblastom, sowohl bei der hereditiren
als auch bei der sporadischen Form, keine normale Kopie des Tumorsuppressor- Gens RB-1

(Knudson 1996). Beim Wilms-Tumor, auf den Knudson seine Hypothese unter anderem auch
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ausgedehnt hatte, ist das so nicht ganz der Fall. Was den Ursprung einiger Tumoren angeht, so
hitte aber die Zwei-Mutationen-Theorie bei der Unterscheidung von hereditdren und
sporadischen Formen einen guten Rahmen geliefert, und sei daher niitzlich gewesen. Ferner
hitte das Retinoblastom beim Nachdenken tliber Karzinogenese als niitzliches Modell gedient,

so Knudson.

Anfang der 90er Jahre wird in einem Review ein weiteres genetisches Modell fiir die
Tumorgenese, diesmal des CRC, veroffentlicht. Hier wird nicht nur geschildert, dass die
Entwicklung des CRC schrittweise ablduft, von normalem iiber hyperproliferatives
Kolonepithel hin zum frithen Adenom, und weiter {iber einen Zwischenschritt und die Phase
des spdten Adenoms zum Karzinom, sondern auch, welche genetischen Verdnderungen bei den
einzelnen Entwicklungsschritten eine Rolle spielen (Fearon und Vogelstein 1990). Das Modell
besagt, dass fiir den Schritt vom normalen zum hyperproliferativen Epithel mitunter eine
Mutation oder der Verlust des “FAP-Gens“ auf Chromosom 5q (FAP fiir Familidre
adenomatdse Polyposis), heute APC genannt, ursichlich ist. Mutationen im KRAS-Onkogen
im frithen Adenom fithren zum Voranschreiten der Tumorgenese, auf deren Weg es noch zu
einem moglichen Wegfallen des DCC-Gens auf Chromosom 18q kommen kann, und zum
Verlust des p53 Tumorsuppressors auf Chromosom 17p. Die im Modell geschilderten
Verianderungen stellen die groben Eckpfeiler dar, wobei es laut den Autoren weniger auf die
Reihenfolge als auf die Anhdufung der genetischen Verdnderungen ankommt, und die genaue

Anzahl dieser Verdnderungen nicht bekannt war.

Diese Tumorgenese-Modelle werden hier aus zwei Griinden geschildert. Einmal weil die
Beobachtung, dass beim CRC Tumorsuppressorgene auf den Chromosomen 5q, 18q und 17p
durch den Verlust von Allelen ausgeschaltet werden, dazu fiihrte, dass Forscher in Tumoren
verstiarkt nach LOH suchten, in der Hoffnung, so moglichst viele Tumorsuppressor-Gene zu
entdecken (Tomlinson et al. 2002; Koreth et al. 1996). Diese Diskussion wird sich mit dem
Phianomen LOH spéter ndher beschéftigen, auch da es sich um ein Phdnomen handelt, das bei
der Auswertung nahezu jeden Probenblocks eine Rolle spielte. Tomlinson et al. schreiben
ferner, dass LOH-Studien insgesamt betrachtet nicht in dem MaBe entscheidende Erkenntnisse
lieferten, wie man es sich erhofft hatte. Und dass sich die Forschung eventuell zu sehr versteift
hat auf Modelle wie die Theorie von den zwei Mutationen. Zum Ersteren: Trotz alledem spielt
LOH —und das stellen Tomlinson et al. ja auch nicht in Frage- eine entscheidende Rolle bei der
Tumorgenese und es besteht grundséatzlich ein Zusammenhang zwischen dem Grad an LOH

und der Tumorprogression (Boland und Goel 2010). Zum Letzteren: Tumorgenesemodelle —
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und das ist auch der zweite Grund dafiir, dass ich die beiden Modelle geschildert habe -
entwickeln sich weiter oder sind nicht auf jeden Tumor anwendbar. Heutzutage gilt, dass nur
wenige CRSs dem Weg folgen, der im Modell von Fearon und Vogelstein beschrieben wurde

(Boland und Goel 2010).

Zur Entwicklung neuer Tumorgenesemodelle braucht man unter anderem zum Beispiel in vitro
Tumormodelle wie Tumor- und PDX-abgeleitete Zelllinien, und/oder in vivo Modelle wie
PDX, kurz Modelle, die auch in dieser Arbeit untersucht wurden. Schon seit Jahrzehnten
werden Tumorzelllinien in der Krebsforschung als in vitro Modelle eingesetzt, da sie genetische
Verdnderungen aufweisen, die sich auch beim Priméirtumor finden. Man spricht in diesem
Zusammenhang vom genomischen Profil der Tumorzelllinie. Und es gibt Hinweise, dass PDX
als Modelle der Tumorbiologie noch ndher kommen (Goodspeed et al. 2016; Mouradov et al.
2014). Sie werden genutzt um das Verhalten von Metastasen zu untersuchen, Zellklone mit
unterschiedlichen Eigenschaften zu selektieren, die Reaktion auf Therapeutika zu beobachten
oder die Interaktionen zwischen Tumor- und Stromazellen zu beleuchten (Pathak et al. 1998).
Tumorzelllinien haben laut Goodspeed et al. neben der Niitzlichkeit in experimentellen Studien
den Vorteil der leichten Handhabbarkeit. Auch verursachen sie geringe Kosten. All das tragt
mit dazu bei, dass Tumorzelllinien in der Krebsforschung die am haufigsten genutzten Modelle
sind, und das schon seit Jahrzehnten (Domcke et al. 2013). Ein weiterer Aspekt spielt bei der
Nutzung von Zelllinien eine Rolle: Durch in vitro Versuche, sei es nun in der Medizin, im
Rahmen pharmazeutischer Studien oder in der Kosmetikindustrie, ldsst sich die Anzahl von
Tierversuchen deutlich reduzieren, wenngleich auf Letztere nicht vollkommen verzichtet
werden kann (Dirks et al. 2005). Aus dem Paper von Dirks und Kollegen stammt auch das
folgende, an dieser Stelle gut passende Zitat: ,, Der Wert eines in vitro Tests hingt davon ab,
wie gut er das in vivo System reprasentiert und auch von der strikten Qualitdtskontrolle der

verwendeten Zelllinien.*

Letztendlich ist es so, wie es bereits in der Einleitung dieser Arbeit angeschnitten wurde: Aus
der wissenschaftlichen Arbeit mit Modellen, seien es nun in vitro oder in vivo Modelle,
entstehen Publikationen, welche wiederum Auswirkungen auf die Klinik und somit auf
Patientenschicksale haben. Es ist also von entscheidender Bedeutung, dass es in Laboren nicht
zur Vertauschung von beispielsweise Tumorzelllinien kommt. Auch um dazu beizutragen,
mogliche Fille von Probenvertauschungen im MOI-Labor zu verhindern bzw. rechtzeitig
aufzudecken, wurden STR-Profile erstellt. Und dabei Phinomene wie LOH oder das

Auftauchen neuer Allele beobachtet.
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4.2 STR-Profile bei Tumorzellen: Was ist besonders?

Wie bereits in der Einleitung erwéhnt, ist das STR-Profiling eine Methode, die weltweit vor
allem in forensischen Laboren genutzt wird. Man kann aber nicht alle Prinzipien, die fiir die
Forensik gelten, eins zu eins auf andere STR Einsatzgebiete iibertragen. So ist es in der Forensik
nicht selten, dass DNA in einer Probe aus mehr als einer Quelle stammt. Es konnte sich z.B.
um die DNA von Téter und Opfer handeln, um eine gemischte Probe also (engl. mixed sample,

mixture).

Multiple Allele an einem Locus

Ein Forensiker kann beim Blick auf ein Elektropherogramm recht schnell erkennen, ob der
Verdacht auf eine gemischte Probe besteht. Sieht er an einem Locus mehr als zwei Allele, so
ist das sehr verddchtig, da humane DNA aus einer Quelle (gesunde Individuen) passend zu
einem diploiden Genom normalerweise nur zwei Allele pro Locus aufweist (Dirks et al. 2005).
Zeigen sich nun aber auBergewoOhnlich viele Allele in einem Profil, so macht es einen
Unterschied, ob sich diese mehr als zwei Allele an den meisten Loci des Profils zeigen, oder
eben nur an einem Locus. Ist Ersteres der Fall, so ist das tatséchlich ein Indiz fiir eine gemischte
Probe oder ein Hybrid. Ist Letzteres der Fall, dann ist die Ursache wahrscheinlich eine Trisomie
oder — und das ist beim MOI-Probengut wichtig — ein Genduplikationsereignis (Masters et al.
2001; Masters und Mitglieder der Arbeitsgruppe ASN-0002 der ATCC SDO 2010). Im hier
untersuchten Probengut wurden multiple Allele an einem Locus beispielsweise bei der
HROC43 Tumorzelllinie im Locus vWA gefunden, im HROC24 Tumor im Locus D5S818,
und im HROC87 Tumor in vWA und D5S818.

Ist das zusétzliche Allel, also im Elektropherogramm der zusétzliche Peak, grof3er als 15% des
groBten Peaks an einem Locus, dann ist der Peak relevant, da sog. “Stotter*- Produkte (engl.
stutter products) normalerweise sehr klein sind, kleiner als 15% des groBiten Peaks (Gill et al.
1997) . Manche Autoren ziehen die Grenze auch bei 10% oder 11% , und eine Arbeitsgruppe
hat Allele in Stotter-Position ab einer Peak-Hohen-Ratio (dazu gleich mehr) von > 0,25 als
“Nicht-Stotter* gezdhlt (Hoff-Olsen et al. 1998 ; Parson et al. 2005). Zur Erkldrung des Begriffs
Stotter-Position: Stotter-Allele sind immer 4bp — also eine Repeat Unit — kleiner als das

Hauptallel, vor dem sie folglich im Elektropherogramm liegen (Lygo et al. 1994). Dies

59



4 Diskussion

lasst sich mit dem sog. ,, Slipped strand displacement model* erkldren. Demnach fillt die DNA-
Polymerase vom Komplementirstrang, den sie synthetisiert, worauthin DNA-Einzelstrang und
Komplementdrstrang auseinander gleiten. Sie verbinden sich spéter wieder. Dabei macht der
DNA-Einzelstrang aber eine Schleifen-dhnliche Struktur, wodurch Einzel- und
Komplementdrstrang schlieBlich um eine Repeat-Einheit verrutschen (Walsh et al. 1996 ;

Hauge und Litt 1993).

Niitzlich ist das Wissen um die 15% -Regel z.B. beim Betrachten der Elektropherogramme zu
HROCS87. Die dazugehorigen DNA-Profile finden sich in Tabelle 16, die Elektropherogramme
wurden dieser Arbeit aus Umfangsgriinden nicht beigefiigt. Was man dort aber das
Tumorgewebe betreffend sieht, ist im Bereich des Markers vVWA ein im Vergleich zu den zwei
weiteren Allelen dieses Locus deutlich kleineres Allel 20. Hier stellt sich die Frage, ob dieses
Allel nun relevant ist oder nicht — der Locus hat schon zwei Allele. Fiir Allel 20 kommt man
auf 19,7% der Hohe des groBten Peaks, womit Allel 20 — wenn auch etwas knapp — formal kein
Stotter-Produkt ist und relevant. Bei Allel 19 und Allel 20 des HROC87 PDX ist es dhnlich,
beide Peaks scheinen im Vergleich zu zwei weiteren Allelen im STR-System vWA sehr klein,

sind aber relevant.

Unausgewogene Peak-Hohen bzw. Peak-Hohen Imbalancen

Um aber noch einmal auf den Forensiker zuriick zu kommen: Eine weitere Frage, die sich ihm
dann stellt, betrifft ebenfalls die Peak Hohen. Es gibt einen sog. Peak-Hohen-Quotienten (PHR
fir Peak Height Ratio). Dieser wird in Leitlinien beschrieben, die eine anerkannte
Expertengruppe, die SWGDAM (Scientific Working Group on DNA Analysis Methods) erstellt
hat. Man soll so vorgehen, dass man die Peak-Hohe eines Allels mit einem kleineren RFU-Wert
(RFU= relative fluorescence units) durch die Peak- Hohe mit einem héheren RFU-Wert teilt,
und dann diesen Wert mit 100 multipliziert, um die PHR als Prozentzahl auszudriicken
(SWGDAM 2010). Etwas einfacher ausgedriickt teilt man die Hohe des kleineren Peaks durch
die Hohe des groBeren Peaks — dieser stellt 100 % dar — und multipliziert alles mit 100. Und es
stimmt schon: Um wie oben beschrieben zu entscheiden, ob ein Peak relevant ist oder nicht,
geht man rechnerisch im Grunde gleich vor. John Butler schreibt dazu in Bezug auf
heterozygote Allele, dass bei zwei Peaks der kleinere von beiden mindestens 70% des groferen
Peaks betragen sollte (Butler 2001, S. 105). Man spricht dann von sog. ausgewogenen oder

ausbalancierten Allelen (engl. balanced alleles). Diese erhdlt man bei der STR-Analyse der
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DNA eines gesunden Individuums. Die DNA stammt in diesem Fall also aus einer Quelle. Der
andere Fall, eine sog. Peak-Hohen Imbalance (peak height imbalance), ist bei DNA aus einer
Quelle uniiblich, wenn diese Quelle gesund ist, sprich kein Tumorgewebe. Es besteht dann in

der Forensik vor allem der Verdacht auf eine gemischte Probe.

Auf dem Gebiet der Zelllinien-Uberpriifung mittels STR hitte es bei unsauberem Arbeiten im
Labor natiirlich auch zur Proben-Kontamination mit der DNA des Untersuchers kommen
konnen. Und wiirden sich bei einer Probe von Normalgewebe an einem Locus drei Peaks
zeigen, so wire es denkbar, dass - ebenfalls aufgrund von unsauberem Arbeiten - DNA, die
eigentlich in eine andere Probe gehort hitte, mit in die besagte Probe gelangt wére. Auch dann
konnte sich eine gemischte Probe ergeben. Ganz so einfach ist es allerdings auch wieder nicht,
da Normalgewebe nicht selten auch ohne Kontamination bei der Probenanalyse an einem Locus
drei Allele aufweist. Mit diesem Punkt wird sich der iiberndchste Absatz befassen, das Thema
Proben-Kontamination wird uns bei der Fehleranalyse wieder begegnen. Gibt es weitere
Griinde fiir unausgewogene Peak-Hohen? Ja, etwa die Anwesenheit von zusétzlichen Kopien
von Allelen und eine unterschiedliche Effizienz bei der Amplifikation an heterozygoten Loci,
z.B. wegen einer Mutation an der Primer-Bindungsstelle (Masters et al. 2001; Masters und

Mitglieder der Arbeitsgruppe ASN-0002 der ATCC SDO 2010). Diese Griinde sind in Bezug

auf das MOI-Probengut wichtig, da hier anders als in der Forensik hauptsdchlich mit
Tumorzellen gearbeitet wurde, welche beim DNA-Fingerprint Besonderheiten aufweisen. Und
eine dieser Besonderheiten ist, dass unausgewogene Peak-Hohen an heterozygoten Loci bei
Tumorzellen nicht selten, sondern sogar typisch fiir Tumorzellen sind, und im Vergleich zu
normalen Zellen die relativ hohe genomische Instabilitit der Tumorzellen widerspiegeln
(Masters et al. 2001). Ein Beispiel fiir unausgewogene Peak-HOhen findet sich im
Elektropherogramm der HROC57 Tumorzelllinie beim Marker vWA (Siehe Abb. 12, Anhang).

43 LOH

Was ist bei Tumorzellen im Vergleich zu normalen Zellen noch besonders? ,, Tumorzellen
zeigen oft LOH (das heif3t den Verlust eines Allels, welcher nicht leicht von Homozygotizitdt
unterschieden werden kann) und kénnen aufgrund von DNA Duplikation mehrere Kopien von
Allelen aufweisen. Gleichzeitig konnen Tumorzelllinien wihrend der Kultivierung eine Allel-

Kopie verlieren oder seltener hinzugewinnen. ““ (Masters und Mitglieder der Arbeitsgruppe
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ASN-0002 der ATCC SDO 2010). In diesem Zitat stecken gleich mehrere Aspekte, wobei auf
multiple Allele an einem Locus bereits eingegangen wurde. Wenn LOH eine Besonderheit von
Tumorzellen ist, dann diirfte es dieses Phanomen bei Normalgewebe nicht geben, und es gibt
mehrere Arbeiten, die diese Ansicht unterstiitzen (Rubocki et al. 2000). Demnach wére es
verdichtig gewesen, wenn sich LOH beim Vergleich des STR-Profils von N und Bc bzw. TiBc
gezeigt hitte.

Dies war auch nicht der Fall, dass aber auch Normalgewebe fiir Tumorzellen typische
Verdnderungen aufweisen kann, fanden Lindforss et al. bei der Untersuchung von 36 CRCs:
36% der Biopsien von normaler Darmmukosa zeigten LOH und k-ras-Mutationen, in einem der
36 Fille wurde MSI im Normalgewebe gefunden (Lindforss et al. 2003). Vauhkonen et al.
haben 41 Tumore des Gastrointestinaltraktes untersucht und im Zuge dessen jeweils auch
Normalgewebsproben. Bei Letzteren sind auch sie auf eine Probe gestof3en, die an einem Locus
drei Allele aufwies, ebenso wie das dazu passende Tumorgewebe. Die Autoren fiihren dies auf
eine sporadische Mutation im normalen Kolonepithel zuriick. Alternativ konnte es sich — wie
weiter oben bereits erwdhnt - um eine Kontamination handeln, oder um eine Invasion des

Tumorgewebes (Vauhkonen et al. 2004).

Clayton et al. haben nicht in der Krebsforschung, sondern in der Forensik Loci mit drei Allelen
untersucht. Sie analysierten 342 Proben, drei Allele kamen pro Probe jeweils nur an einem
Locus vor. Die Wissenschaftler sahen zwei unterschiedliche Situationen: ein grof3es Allel neben
zwel unterschiedlich groflen kleineren -der hiufigste Fall, andererseits und weniger haufig drei
gleich groBe Allele. Sie erkldren sich den ersten Fall mit einer somatischen Mutation an einem
heterozygoten Locus (Siehe Abb. 5). Die Erklarung fiir den zweiten Fall kdnnte ein ortliches
Duplikationsereignis in dem Bereich des Chromosoms sein, in dem der entsprechende Marker
liegt. Die Duplikation eines ganzen Chromosoms halten die Autoren fiir unwahrscheinlich, da
autosomale Trisomien oft nicht mit dem Uberleben der Zygote vereinbar sind (Clayton et al.

2004).
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Abbildung 5: Eine mégliche Erkldrung fiir drei Allele mit unterschiedlichen Peak-HG6hen an einem heterozygoten Locus. Zwei
Zellen vollziehen eine Teilung im Rahmen der Mitose. Bei einer der beiden Zellen kommt es zu einer Mutation (Stern). Das
urspriingliche Allel 14 verliert dabei eine Wiederholungseinheit (4bp), wodurch Allel 13 entsteht (Clayton et al. 2004).

Aber nun zuriick in die Krebsforschung. Was LOH angeht, so findet sich dieser insbesondere
im fortgeschrittenen Tumorstadium, und fast alle Tumorzelllinien stammen von Tumorzellen
in einem solchen Stadium ab (Masters et al. 2001). Dementsprechend ist es auch bei den 14 auf
LOH und MSI untersuchten HROC-Tumorzelllinien so, dass sie mehrheitlich von Tumoren
stammen, die in der TNM-Klassifikation ein Stadium > T3 aufweisen (sechs Tumoren im
Stadium T4 (42,9%), fiinf T3-Tumoren (35,7%), drei T2-Tumoren (21,4%)). Ein Beispiel fiir
den Verlust der Heterozygotizitit findet sich u.a. im Elektropherogramm der HROCS7
Tumorzelllinie beim Marker THO1, TPOX und CSFI1PO (Siehe Abb. 12, Anhang). Wahrend
sich bei den HROCS57 B-Zellen an diesen Loci noch zwei Allele finden, weist die
Tumorzelllinie dort jeweils nur noch ein Allel auf. Das zweite Allel an diesen Loci ist
vollstindig weggefallen. Wodurch entsteht LOH? Durch Deletionen, Genkonversionen, Non-
Disjunktion bei der Mitose und die Rekombination zwischen zwei homologen oder nicht

homologen Chromosomen (Tariq und Ghias 2016).

Nun konnte man denken, dass man beim Vergleich von Normalgewebe mit Tumorgewebe im
Fall von LOH im Elektropherogramm an einem Locus beim Normalgewebe zwei Peaks sieht,
und an demselben Locus beim Tumorgewebe schlieBlich das vollstindige Fehlen des zweiten
Peaks, also des zweiten Allels, beobachtet. Dem ist aber nicht so, und an dieser Stelle kommen
wieder die unausgewogenen Peak-Hohen ins Spiel: Die Reduktion eines von zwei Allelen um
mindestens 50% gilt beim Vergleich von Normalgewebe mit Tumorgewebe als LOH
(Tomlinson et al. 2002), d.h. es muss beim Tumorgewebe an einem Locus schlieBlich nicht nur

ein einziger Peak zu sehen sein, auch eine bis zu einem gewissen Grad ausgepriagte Peak-Hohen
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Imbalance gilt als LOH. Man rechnet iiblicherweise einen Quotienten aus und teilt dafiir die
PHR des Tumorgewebes (T1:T2) durch die PHR des Normalgewebes (N1:N2), wobei T1 und
N1 jeweils die kleinere Peak-Hohe des Tumor- bzw. Normalgewebes an einem Locus meint.
Ein Wert < 0,5 gilt als LOH. Sollte das Ergebnis in einigen Féllen > 1 sein, dann rechnet man
1/ [(T1:T2)/(N1:N2)]. Loci, die bereits beim Normalgewebe homozygot sind, gelten als nicht
informativ (Vauhkonen et al. 2004; Cawkwell et al. 1993). Frither hat man mitunter auch die
Area-Angaben anstatt der Peak-Hohen verwendet, was heute aber uniiblich ist. Es hat sich
namlich bei der Verwendung von Software, die Allele benennen kann, herausgestellt, dass
Peak-Hohen reproduzierbarer sind als Area-Angaben. Auch Applied Biosystems als Hersteller
von Kapillarelektrophoresen hat die Verwendung der Peak-Hohen zur Quantifizierung von

PCR-Produkten empfohlen (Skotheim et al. 2001).

Man konnte sich nun fragen, warum von dem weggefallenen Allel dann aber eigentlich noch
eine Spur zu sehen ist. Weil in frischen Tumorproben immer auch normale Zellen enthalten
sind, die die Tumorprobe kontaminieren und im Elektropherogramm des Tumorgewebes fiir
einen kleinen zweiten Peak sorgen konnen, an einem Locus, an dem es — ginge es allein nach
den Tumorzellen- gar keinen zweiten Peak mehr gidbe (Tomlinson et al. 2002). Das Stichwort
Kontamination des Tumors durch Normalgewebe kommt einem Betrachter beim Anblick der
Elektropherogramme einiger HROCs in den Sinn, und zwar bet HROCS87 (D5S818), HROC123
(D7S820) und HROC257 (D7S820). An den jeweiligen Loci finden sich neben zwei neuen
“Tumor-Peaks* auch die urspriinglichen Peaks des Normalgewebes. Es wire denkbar, dass sich
in diesen Fillen ein besonders hoher Anteil von Normalgewebe in der Probe befunden hat. Es
wire aber auch denkbar, dass ein Subklon des Tumorgewebes unabhingig vom Normalgewebe
genau diesen Genotyp aufweist, mit vier Allelen an den oben genannten Loci. Dazu passt, dass
Tomlinson und Kollegen als Antwort auf die Frage, warum von einem wegfallenden Allel in
so manchem Fall noch eine Spur zu sehen ist, auch die Heterogenitit von Tumorgewebe
anflihren. Dazu schreibt Rajagopalan: ,,Die meisten Tumoren enthalten Zellen, die nicht nur
eine abnormale Anzahl von Chromosomen enthalten (oft zwischen 60 und 90), sondern die sich
auch untereinander unterscheiden, was die Anzahl von Chromosomen, die sie enthalten, angeht.
Ferner weisen diese Chromosomen tiblicherweise Verdnderungen auf, die in normalen Zellen
verschwindend gering sind: Inversionen, Deletionen, Duplikationen und Translokationen.*
(Rajagopalan und Lengauer 2004). Baisse et al. haben in einer Arbeit die genetische
Heterogenitét innerhalb von Tumoren aufgezeigt. Sie haben 15 sporadische, fortgeschrittene
CRCs untersucht, und dabei von jedem Tumor mehrere Proben genommen. In fiinf Tumoren

wurde in allen Proben nur ein Genotyp gefunden. Andere Tumoren aber zeigten mindestens
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fiinf unterschiedliche Genotypen. In einer dreidimensionalen Rekonstruktion des
Tumormaterials zeigte sich dann, dass es sich um topographisch unterschiedliche
Zellpopulationen handelte. Die Autoren hielten fest, dass dies darauf hindeutet, dass im
fortgeschrittenen CRC Subklone mit unterschiedlichen Genotypen nebeneinander existieren

(Baisse et al. 2001).

Wenn Peak-Hohen Imbalance und LOH so zusammenhingen wie beschrieben, dann gilt eine
Punktmutation an einer der Primer-Bindungsstellen an einem heterozygoten Locus und die
damit einhergehende unterschiedlich effiziente Amplifikation in der PCR nicht nur als Ursache
fiir eine ausgepragte Peak-Hohen Imbalance, sondern auch fiir LOH (Vauhkonen et al. 2004).
Beziehungsweise die Mutation an der Primer-Bindungsstelle zeigt sich im Elektropherogramm
als LOH, sowie das auch fiir chromosomale Instabilitdt der Fall ist, fiir Aneuploidie oder fiir
die bereits weiter oben aufgefiihrten chromosomalen Rearrangements, die die Ursache fiir LOH

darstellen (Vauhkonen et al. 2004).

Zu den LOH-Fillen bei den HROC-Proben: Die Kriterien, nach denen beim Auszdhlen der
LOH-Ereignisse vorgegangen wurde, wurden bereits im Kapitel Material und Methoden
geschildert. Anders als bei Poetsch et al. 2004 wurde kein Unterschied zwischen partieller LOH
— wenn einer der beiden Peaks nicht vollstdndig wegfillt, sondern sich noch teilweise darstellt
— und LOH gemacht. Beide Félle wurden unter LOH zusammengefasst. Bereits beim
Normalgewebe homozygote Loci wurden als nicht informativ gewertet (Vauhkonen et al.
2004). Nach den Empfehlungen des NCI-Workshops heilt es, dass ein Locus entweder LOH
oder MSI aufweisen sollte, nicht beides. Es wurden Empfehlungen fiir Loci gegeben, die LOH
und MST aufweisen, gleichzeitig wurde aber auch eingestanden, dass diese Empfehlungen noch
weiterer Untersuchungen bediirfen (Boland et al. 1998). Nach den Empfehlungen des
Workshops wurden Marker bei MSI-H Proben, die sowohl LOH als auch MSI aufwiesen, als
nicht informativ fiir LOH gewertet. In Anlehnung an Vauhkonen et al. 2004 wurde wie bei den
Beurteilungskriterien fiir MSI auch fiir LOH eine 30%-Regel angewandt: Zeigte eine Probe >
3 veridnderte Marker, so wurde sie als LOH-H angesehen. Eine geringere Anzahl verdnderter

Marker galt als LOH-L. Kein verdnderter Marker bedeutete MSS.

Zunichst wurden 89 HROC Tumorproben auf LOH-Ereignisse untersucht (sporadische CRC-
Félle). Der LOH-Phanotyp findet sich bei 38 Tumorproben (42,7%), 38,2 % aller Tumorproben
sind LOH-L (34 von 89) und 4,5 % der Tumorproben sind LOH-H (4 von 89 Proben).

Vauhkonen et al. kommen bei 41 untersuchten gastrointestinalen Tumoren, darunter 23 CRCs

und 18 Magenkarzinomen, zwar auch in etwa auf die gleiche Probenanzahl mit LOH-Phénotyp

65



4 Diskussion

(48,8%), der Anteil der LOH-H Proben ist bei ihnen aber mit 22% aller Tumorproben deutlich
hoher, wihrend sie 26,8 % aller Tumorproben als LOH-L einordnen. Ev. liegt die Ursache
hierfiir teils im unterschiedlichen Probengut, teils in der unterschiedlichen Probenanzahl
begriindet. An den LOH-Beurteilungskriterien diirfte es nicht liegen, da hier wie oben erwihnt
Vauhkonen et al. als Orientierung dienten. Unterschiedliche Marker diirften hier auch keinen
Unterschied machen, sofern die Anzahl der Tetranukleotid-Repeats dhnlich groB ist. Angaben
zu LOH schwanken in der Literatur aber auch sehr. Das sieht man beispielsweise im Fall von
LOH auf den Chromosomen 5q, 18q und 17p beim sporadischen CRC, wo sich die Angaben
zwischen 17 und 75% bewegen (Lindforss et al. 2003).

Aber nun zuriick zu den HROC-Proben. Bei 38,2 % aller Tumorproben handelt es sich um Non-
MSI-Félle mit LOH (34 Proben von 89), bei 49,4% um Non-MSI-Proben ohne LOH (44 von
89). Letztere sind sozusagen MSS-Proben nach LOH-Kriterien, die etwas weiter oben
beschrieben wurden. Goel und Kollegen, die insgesamt 209 sporadische CRC-Félle mit 11
Mikrosatelliten-Markern untersucht hatten (8 Dinukleotid-, 2 Mononukleotid und 1
Tetranukleotid-Marker), kommen hingegen auf 47,8% Non-MSI mit LOH und 37,8% Non-
MSI ohne LOH (Goel et al. 2003). Die HROC-Daten irritieren an dieser Stelle etwas, ist es
doch LOH, das Non-MSI Tumoren ausmacht. Bei der LOH-Analyse wurden nicht nur
offensichtliche, sondern auch partielle LOH-Félle bedacht, dieser Punkt diirfte also nicht
urséchlich sein. Eventuell sind unter den HROC-Tumoren mehr Proben mit homozygoten Loci
beim Normalgewebe, die ja als nicht informativ gelten. Dann kommen bei den entsprechenden
Probenpaaren gleich weniger Loci fir LOH in Frage. Eventuell weisen einige der HROC-
Proben auch eine zu hohe Kontamination mit Normalgewebe auf. Aufgrund fehlender Angaben
zum prozentualen Anteil normaler DNA in den HROC-Tumorproben wurde als Cut-Off bei
den berechneten Allel-Ratios 0,5 gewihlt. Bei diesem Wert, der meistens verwendet wird, geht
man davon aus, dass max. 50% der DNA in einer Tumorprobe normale DNA ist (Tomlinson et
al. 2002). Tomlinson et al. erwdhnen auch, dass man, wenn man 10% Spielraum fiir Fehler
einrdumt, hochstens die Reduktion eines der beiden Tumor- Peaks um 40% - im Vergleich mit
dem Normalgewebe - erlauben konnte. Wiare so vorgegangen worden, dann hétten sich mehr

LOH-Fille ergeben.

Wie bei Goel et al. 2003 wurde auch hier nach einem Uberlappen der LOH- und MSI-Fille
geschaut. Die Wissenschafter um Goel kommen auf insgesamt 107 Proben, die LOH-Ereignisse
zeigen. 65,4% dieser Proben sind MSS, 28% MSI-L und 6,6 % MSI-H. Von den 38 HROC-
Proben, die in dieser Arbeit LOH-Ereignisse aufweisen, sind 60,5% MSS (23 von 38), 28,9 %
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MSI-L (11 von 38) und 10,5 % MSI-H (4 von 38). Man sieht, dass sich die Ergebnisse nicht
stark unterscheiden. Auch zeigt sich bei den HROCs wie auch in der Arbeit von Goel et al.,

dass LOH haufiger bei MSI-L Tumoren vorkommt als bei MSI-H-Tumoren.

Wenn man die oben beschriebenen Zahlenwerte etwas zusammenfasst, dann sind von den 38
HROC-Proben, die LOH-Ereignisse aufweisen, 89,4% Non-MSI Proben und 10,5 % MSI-H
Proben. Bei Poetsch et al. sind von 13 primiren CRC-Proben mit LOH-Ereignissen 77% Non-
MSI-Proben (10 von 13) und 23% MSI-H (3 von 13) (Poetsch et al. 2004). Allerdings ist die
untersuchte Probenanzahl mit 22 CRC-Proben dort deutlich kleiner. Die Arbeitsgruppe
verwendete flir die Analyse von insgesamt 180 unterschiedlichen soliden Tumoren neun STR-
Marker, darunter auch vWA, D5S818, D13S317 und D7S820. Von diesen vier Markern zeigen
sich bei D5S818 und D13S317 die meisten LOH-Ereignisse, gefolgt von vWA und schlie8lich
D7S820. Bei Vauhkonen et al. liegt, was die Anzahl der durch LOH verdnderten Loci angeht,
CSF1PO (9 von 77) vor D13S317 und vWA (beide 6 von 77), wiahrend D5S818 das Schlusslicht
bildet (4 von 77). Die Autoren haben dariiber hinaus noch zahlreiche weitere STR-Marker

verwendet, die aber nicht im Rahmen dieser Arbeit eingesetzt wurden.

Beziiglich der 14 untersuchten HROC- Tumorzelllinien: Wenn sich ein LOH-Fall zeigt, dann
wie auch bei den Tumorproben meist bei einem einzigen Marker. Die Marker mit den meisten
LOH-Ereignissen lauten wie bei den Tumorproben D5S818, CSF1PO und D13S317. Bei den
anderen Markern gibt es Unterschiede bei der Haufigkeit der LOH-Fille, allerdings wurden bei
den Tumorzelllinien auch deutlich weniger Proben untersucht. Sucht man nach LOH-
Ereignissen bei Tumorzelllinien im Vergleich zum Tumormaterial, so wird man meist bei
D5S818 und bei CSF1PO fiindig. Diese Untersuchung bestdtigt auch, dass sich das STR-Profil
von Tumorzelllinien von dem des Originaltumors unterscheiden kann (Nims et al. 2010). Dass
sich auch die STR-Profile von Tumor und PDX unterscheiden, zeigt sich anhand der LOH-
Ereignisse bei den PDX-Proben. Untersucht wurden 34 Probenpaare (sporadische CRC-Fille),
und wie bei den anderen Probenpaaren auch findet sich LOH meist bei einem einzigen Marker,
wenn sich denn LOH-Fille finden. Die meisten Proben weisen ndmlich kein LOH-Ereignis auf.
SchlieBlich wurden noch 15 Probenpaare auf LOH bei den PDX-abgeleiteten Zelllinien im
Vergleich zum PDX-Material gepriift. Hier zeigen sich die meisten Ereignisse bei D13S317,

allerdings ist die untersuchte Probenzahl nicht groB.

Zu den STR-Profilen von HROC-Tumoren und ihren Metastasen: Auch hier zeigt sich an vier
untersuchten Féllen, dass STR-Profile von Tumor und Metastase sich entsprechen kénnen, es

aber nicht miissen. So finden sich bei zwei der untersuchten Probenpaare Félle von LOH bei
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der Metastase. Die Beobachtung, dass Metastasen einen anderen Genotyp aufweisen konnen
als der Primartumor, haben auch Baisse et al. gemacht. Sie haben Lymphknotenmetastasen zu
14 sporadischen CRCs untersucht, und bei neun Metastasen einen dem Hauptklon des Tumors
dhnlichen Genotyp gefunden. Bei fiinf Metastasen unterschieden sich die Genotypen von
Tumor und Metastase hingegen. Das ging in zwei Féllen so weit, dass die Genotypen iiberhaupt

nicht tibereinstimmten (Baisse et al. 2001).

Es wurden bisher nacheinander mehrere wichtige Punkte besprochen, zum Beispiel die
Situation, dass sich in einem Elektropherogramm drei oder mehr Allele an einem Locus zeigen,
oder unausgewogene Peak-Hohen. Als Erklarung wurde in einem Zitat die Trisomie angefiihrt,
also Aneuploidie. Dazu passt auch das Stichwort chromosomale Instabilitit. Diese Begriffe
sollen nun zunichst in ihren Gesamtzusammenhang eingeordnet werden, bevor dann

ausfuhrlicher von MSI die Rede sein wird.

Eine Metaanalyse aus dem Jahr 2015 stellt den besagten Gesamtzusammenhang dar. Hier wird
erklirt, dass der Prozess der Tumorgenese beim CRC durch zwei Faktoren vorangetrieben wird:
durch genomische Instabilitit oder durch epigenetische Verdnderungen. Unter Erstere fallen
zwei Phinomene: MSI und die chromosomale Instabilitdt (CIN = chromosomal instability)
(Laubert et al. 2015; Goel et al. 2003). Beim Stichwort epigenetische Verdnderungen geht es
um den CpG Island Methylator Phenotype (CIMP), auf den hier nicht ndher eingegangen
werden soll. Es ist nun so, dass CRCs durch einen dieser Faktoren entstehen, oder durch eine
Kombination aus MSI, CIN und CIMP (Tariq und Ghias 2016). Diese
Kombinationsmoglichkeiten leisten somit einen Beitrag zur inter-Tumor Heterogenitét
(Blanco-Calvo et al. 2015). Der CIMP Pathway geht oft mit MSI einher. Beide haben mit
epigenetischen Verdnderungen zu tun, weshalb Blanco-Calvo et al. auch nicht zwischen
genomischer Instabilitdt auf der einen, und epigenetischen Verdnderungen auf der anderen Seite
unterscheiden. Aus ihrer Sicht gibt es die genomische Instabilitét, die sich auf den drei Wegen

CIN, MSI und CIMP abspielen kann.

Zusitzlich zu den genomischen und epigenetischen Eigenschaften wurden in den letzten Jahren
anhand von Genexpressionsprofilen molekulare Subtypen des CRCs identifiziert. Dabei
tauchen immer wieder drei unterschiedliche Subtypen auf: Erstens MSI immun-aktiviert,
hypermutiert (viele BRAF-Mutationen) und CIMP-H; zweitens CIN mit Epithelial-
proliferativen Eigenschaften, Hochregulierung des Wnt Pathway und CIMP negativ oder
niedrig; drittens CIN mit Mesenchymal-invasivem, stromalen Phénotyp, angereichert mit

Stammzellen (Dienstmann et al. 2014; Shen et al. 2007).
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Was ist nun CIN? CIN ist kein Zustand, CIN ist eine Rate. Diese Rate ist bei Tumorzelllinien
des CRC erhoht, sodass man CIN als erhohte Rate von chromosomalen Verlusten oder
Gewinnen bezeichnen kann, die schlieSlich zu Aneuploidie fiihrt (Rajagopalan und Lengauer
2004). An dieser Stelle gehort tibrigens auch LOH in den Gesamtzusammenhang eingeordnet.
Was Rajagopalan aber auch betont ist, dass CIN eine mogliche Ursache der Aneuploidie ist,
und dass es sich hier um eine Hypothese handelt. Aneuploidie jedenfalls ist hdufig beim CRC
und bei anderen Krebsarten (Lengauer et al. 1997), wie haufig ist nicht leicht zu sagen, in der
Metaanalyse aus 2015 wird davon gesprochen, dass sich die Frequenz der Aneuploidie beim
CRC zwischen 30 und 81% bewegt (Laubert et al. 2015). Soviel also zur Aneuploidie. Nun
spielt bei ca. 15 % der CRCs aber eine andere Kategorie der genomischen Instabilitdt eine Rolle.
Diese Tumoren sind nicht aneuploid, sondern oft diploid und zeigen MSI (Lengauer et al.
1997). MSI-Tumoren finden sich oft im proximalen Kolon, haben ein medulldres
Wachstumsmuster und — wenn sie nicht wenig differenziert sind — eine muzindse und/oder
Siegelring-Differenzierung. Sie weisen seltener Fern- oder Lymphknotenmetastasen auf,
typisch sind auch Tumor-infiltrierende Lymphozyten. Die Patienten sind meist weiblich und
bei der Diagnose sporadischer Fille im hoheren Lebensalter. Auch sind MSI-Tumoren im
frithen Stadium mit einer besseren Prognose verbunden als MSS-Tumoren, wobei dieser Aspekt
fiir histologisch als high grade eingestufte Typen derzeit in Frage gestellt wird. Des Weiteren
profitieren CRC-Patienten mit MSI-Tumoren im klinischen Stadium II eher nicht von einer
Therapie mit 5-Fluorouracil (Kim et al. 2003; Dienstmann et al. 2014; Thibodeau et al. 1993;
Shia 2015). Bet MSI-Tumoren finden sich ferner weniger LOH-Ereignisse und eine niedrigere
Frequenz, was p53 Mutationen angeht (Halford et al. 2002). Und schlielich weisen
sporadische MSI-Tumoren oft eine BRAF V600OE Mutation auf, wobei sich noch nicht erkliaren
lasst, warum dies so ist. Es gilt, dass sich in diesen Tumoren dann keine KRAS-Mutationen
finden. Ungewohnliche Fille wurden beschrieben, wobei es sich um sporadische MSI-Tumoren

mit KRAS, aber ohne BRAF-Mutation handelte (Zauber et al. 2015b).

Im hier untersuchten HROC-Probengut finden sich insgesamt dreizehn durch das MOI-Labor
bestétigte MSI-Probenblocke, und tatsdchlich waren zehn der dreizehn MSI-Tumoren im
Caecum oder Colon ascendens lokalisiert (77%). Der HROCI123-Tumor hatte seine
Lokalisation im Colon descendens, genauso wie der HROC171-Tumor, wihrend der Tumor zu

HROC186 im Rektum lokalisiert war.
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4.4 MSI

Bei MSI kommt es aufgrund der Deletion oder Insertion von Nukleotiden zu einer
Langenverdnderung an Mikrosatelliten-Allelen, meist in nicht kodierenden, aber auch in
kodierenden DNA-Regionen. Diese Verdnderungen gehen auf einen Defekt im DNA MMR-
System zuriick, der durch Mutationen entsteht, die MMR-Gene inaktivieren. Beim vererbten
Krankheitsbild LS handelt es sich um Keimbahnmutationen, wobei eins der humanen MMR-
Gene — MLH1, MSH2, MSH6 und PMS2 — inaktiviert wird. Es gibt auch den Fall, dass sich
keine Keimbahnmutation im MSH2-Gen findet, wohl aber eine Keimbahndeletion im EPCAM-
Gen. Diese flihrt dann dazu, dass MSH2 Allel-spezifisch inaktiviert wird. Die LS-Falle machen
ca. 3% der insgesamt 15% MSI-Félle beim CRC aus. Die restlichen 12% sind sporadische CRC-
Fille. Bei Letzteren sind wohl auch MSI-Fille mit biallelischen somatischen Mutationen in den
MMR-Genen einzuordnen, die erstmals in 2013 beschrieben wurden, die allermeisten
sporadischen CRCs kommen aber durch eine an beiden Allelen stattfindende Methylierung der
Promotorsequenz des MLH1-Gens zustande. MLH1 ist also inaktiv bzw. wird ruhig gestellt —
man spricht daher auch vom Epigenetic Silencing von MLH1. Die Folge ist das Ausbleiben
einer ordnungsgemédfBen Expression der MMR-Proteine, weshalb bei der DNA-Replikation
entstechende Mismatches nicht mehr korrigiert werden koénnen. Mutationen, sei es nun im
Bereich von wichtigen Genen oder Mikrosatelliten auflerhalb kodierender DNA-Regionen,
konnen sich so in CRC-Zellen anhdufen (La Chapelle 2003; Tariq und Ghias 2016; Shia 2015).
Und Mikrosatelliten sind aufgrund ihrer repetitiven Struktur pradestiniert fiir die sog. strand
slippage, das Verrutschen der DNA-Polymerase wihrend der DNA-Replikation (Hoang et al.
1997). Mit einer Frequenz zwischen 0,01 und 0,13 selten und meist sporadisch sind
konstitutionelle MLH1-Epimutationen Ursache des LS. In diesen Féllen lésst sich kein MLH]1-
Protein im Tumor nachweisen, aber auch keine pathogene MLH1-Variante (Crucianelli et al.
2014). Es gibt laut Shia iibrigens auch Patienten, deren Tumor zwar einen Defekt im MMR-
System aufweist, bei denen sich aber weder eine MMR-Keimbahnmutation noch eine MLH1-

Methylierung findet. Bei diesen Patienten spricht man vom Lynch-Like-Syndrom.

Abhiéngig von der Anzahl der von Instabilitét betroffenen Loci macht man einen Unterschied
zwischen MSI-high (MSI-H) und MSI-low (MSI-L). MSI-negative Zellen fallen unter
Mikrosatellitenstabilitdt (MSS), wobei fiinf STR-Marker ausreichen, um Proben entsprechend
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zu klassifizieren: Findet sich bei mindestens zwei der fiinf STR-Marker MSI, so gilt das als
MSI-positives Ergebnis (Vauhkonen et al. 2004; La Chapelle 2003). In ihrer Arbeit aus 2004
ziehen Vauhkonen und Kollegen die Grenze zwischen MSI-H und MSI-L bei fiinf STR-Loci:
Finden sich neue Allele in > fiinf von insgesamt 15 untersuchten STR-Loci, so gilt eine Probe
als MSI-H, zeigen sich hingegen nur in ein bis vier STR-Loci neue Allele (also bei weniger als
30%), so gilt eine Probe als MSI-L. Hier stellt sich die Frage, woher die Idee kommt, als Grenze
30% der STR-Loci zu wéhlen. Ende 1997 fand in den USA ein vom National Cancer Institute
(NCI) unterstiitzter Workshop statt, bei dem die MSI im Mittelpunkt stand. Es ging u.a. darum,
die damals aktuelle Literatur zu MSI zu tiberblicken, sich auf eine gemeinsame Nomenklatur
zu einigen und auf ein einheitliches Set von Markern, um eine bessere Vergleichbarkeit der
Arbeiten, die sich mit MSI beschéftigen, zu erreichen. Die fiinf Marker, die schlieBlich zur
Untersuchung von MSI beim CRC ausgewihlt wurden, waren BAT25 und BAT26 (mit
Mononukleotiden als sich wiederholende Einheiten), D5S346, D2S123 und D17S250. Die
letztgenannten drei Marker haben Dinukleotide als sich wiederholende Einheiten. Eine
Instabilitét in > zwei Markern gilt als MSI-H. Es wurde aber auch betont, dass es sich bei den
fiinf Markern sozusagen um eine gutgemeinte Empfehlung handelt, und die Auswahl von
anderen Markern - wenn es dafiir einen guten Grund gibt - nicht grundsétzlich als falsch
angesehen wird. Sollte man eine groBere Anzahl von Markern verwenden, dann sollte man die
Prozentzahl an die jeweilige Markeranzahl anpassen, wobei die Grenze fiir MSI-H Tumoren
bei MSI in > 30-40% der getesteten Marker liegen sollte. Verdnderungen in weniger Markern
bedeutet MSI-L (Boland et al. 1998). Verdnderungen in keinem Marker bedeuten wie bereits
weiter oben beschrieben MSS, wobei sich MSI-L. Tumoren von MSS-Tumoren sowohl unter
klinischen, also auch unter pathologischen Gesichtspunkten kaum zu unterscheiden scheinen,
und die Bedeutung der MSI-L Untergruppe noch zu kléren ist (Umar et al. 2004; Halford et al.
2002).

Im Fall der im MOI-Labor verwendeten acht STR-Marker sollten MSI-H Tumore folglich in >
drei Markern Verdnderungen zeigen. Zu Beginn der Arbeit mit den HROC-Proben stand der
MSI-Status der fiir das Labor wichtigsten Proben bereits fest, es ging also darum
herauszufinden, ob die Elektropherogramm-gestiitzte Auswertung auf das gleiche Ergebnis
kommen wiirde. Dies war der Fall. Alle vom Labor zuvor als MSI-H eingestuften
Tumorproben, bei denen Normalgewebs- bzw. B-Zell/Tumorgewebs-Elektropherogramme
vorliegen, zeigen Verdanderungen in > drei STR-Markern. Auch die MSI Normalgewebs- bzw.
B-Zell/Tumorzelllinien-Proben verhalten sich so. HROC123 schien anfangs ein Ausreifler zu

sein, da sich hier nur offensichtliche Verédnderungen bei zwei Markern zeigen, was daran liegt,
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dass ein neues Allel bei D5S818 nicht die gewihlte Vorgabe einer Peak-Hohen Ratio > 0,25
erfiillt. Diese Vorgabe wurde in Anlehnung an Parson et al. 2005 gewihlt, um sicher nur
relevante Allele zu zéhlen, und nicht hoch geratene Stotter-Produkte oder sonstige Extrapeaks.
Streng genommen haben Parson et al. diese Bedingung aber nur an Allele in Stotter-Position
gestellt. Da sich der neue Peak bei HROC123 allerdings nicht in Stotter-Position befindet, ist
der besagte Peak in diesem Fall relevant, womit die Probe letztendlich als MSI-positiv zu
werten ist. Es stellt sich an dieser Stelle die Frage, ob es sinnvoll war, die Bedingung einer
Peak-Hohen-Ratio von > 0,25 an alle neuen Allele zu stellen. Ob es nicht auch gereicht hitte,
fiir alle Allele jenseits der Stotter-Position die 15%-Stotter-Regel zu verwenden, so wie es
Parson et al. letztendlich ja auch getan haben. Die Elektropherogramme von Tumorproben sind
nicht selten konfus und weisen mehrere neue Allele pro Locus auf. Die Kriterien waren der
Versuch, Irrelevantes sicher herauszufiltern. Auf Stotter-Produkte an sich wurde bereits weiter
oben in der Diskussion eingegangen. Dass diese Stotter-Peaks auch hoher sein konnen als
tiblicherweise, ist bekannt (Lygo et al. 1994). Lygo et al. schreiben auch, dass
Hintergrundrauschen (engl. background noise) bei sehr hohen Peaks der Hauptallele hoher
ausfallen kann, und dass die Erfahrung der Person, die die Elektropherogramme auswertet,
entscheidend ist. Es schien mir vor dem Hintergrund anfangs mangelnder Erfahrung im
Umgang mit den Peaks verniinftig, stringente Kriterien fiir neue Allele zu wihlen. Wir werden
gleich sehen, dass die Ergebnisse fiir neue Allele bei den HROCs nur wenig von den
Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen abweichen. Das bestétigt mich darin, dass das gewihlte
Vorgehen vertretbar ist. Eine Rolle spielt sicher auch, dass viele neue Allele nun mal in Stotter-
Position liegen, und auch, dass es fiir MSI-L keinen Unterschied macht, ob nun neue Allele in

ein oder zwei Markern vorliegen.

Nun gibt es wie im Ergebnisteil erwdhnt Proben, deren MSI-Status zu Beginn dieser Arbeit
noch unbekannt war. Diese Proben wurden daher bei der Auszdhlung neuer Allele unter Non-
MSI gefiihrt. Bald stand aufgrund der Analyse aber fest, dass folgende Proben aufgrund der
Anzahl der verdnderten Loci MSI-H sein miissten: HROC146, 170, 171, 186, 251, 269 und
212. Dieser MSI-positive Status konnte durch das MOI-Labor inzwischen fiir HROC146, 170,
171, 186 und HROC212 bestitigt werden.

Von 89 HROC Tumorproben sind 12,4 % MSI-H (11 von 89). Dieser Wert stimmt mit Angaben
in der Literatur iiberein, wonach beim sporadischen CRC 15% der Fille MSI-H sind (Giardiello
et al. 2001). Kim et al. kommen bei der Untersuchung von 137 sporadischen CRC Fillen auf
13% (18 von 137), wobei sie die Proben mit fiinf Mikrosatelliten-Markern untersucht hatten
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(Kim et al. 1994). Man sollte bedenken, dass die Studie wie viele Studien zu dem Thema vor

1997 entstanden ist, dem Jahr also, in dem man sich um einheitliche MSI-Kriterien bemiihte.

Des Weiteren sind bei den HROCs 24,7 % MSI-L (22 von 89) und 62,9% MSS (56 von 89).
4,5% aller Tumorproben sind MSI-H mit LOH (vier Proben), 7,9% sind MSI-H und weisen
kein LOH-Ereignis auf (7 Proben). Bei Goel et al. sind 14% der Proben MSI-H, 21% der Proben
MSI-L und 65% gelten als MSS. Diese Zahlen entsprechen in etwa den HROC-Werten.
Kambara et al. kommen bei der Analyse von 116 sporadischen fortgeschrittenen CRC-Fillen
fir MSI-H auf 6,9%, wihrend 25,9% der Proben sich als MSI-L herausstellten und 67,2% als
MSS (Kambara et al. 2001). Sie hatten mehrere Mikrosatellitenmarker verwendet, darunter das
vom NCI empfohlene Marker-Set. Auch ihre Zahlen entsprechen den HROC-Ergebnissen.
Vauhkonen et al kommen bei ihrer Analyse von 41 gastrointestinalen Tumoren, darunter 23
CRC und 18 Magenkarzinome, auf 12% MSI-H (5 von 41) und 29,3% MSI-L (Vauhkonen et
al. 2004). Diese Ergebnisse passen — wenn auch das Probengut von Vauhkonen et al. nicht
ausschlieBlich aus CRC-Proben besteht — zu den HROC-Ergebnissen. Die Autoren definieren
MSS nicht nur als MSI-negativ, sondern auch als LOH-negativ und kommen hierfiir auf 32%
(13 von 41). Bet den HROCs ergeben sich fiir Non-MSI ohne LOH hingegen 49% (44 von §9).

Hier weichen die Ergebnisse ab.

Noch ein Aspekt zu dem Set von fiinf MSI-Markern: Wenn man sich fragt, worin die Bedeutung
von STRs fiir das CRC liegt, dann geht es nicht nur darum, dass wie in dieser Arbeit mittels
STR basierter Genotypisierung die Vertauschung von Proben verhindert bzw. aufgedeckt
werden soll, damit Forschung an verldsslichen Tumormodellen mdglich ist. STRs — wenn auch
keine Tetrarepeats — finden dariiber hinaus Verwendung bei der Testung auf MSI im Rahmen
des LS-Screenings. Hierbei gibt es zwei von vielen Richtlinien empfohlene Vorgehensweisen:
Beim universellen Ansatz wird jeder CRC-Patient einem LS-Screening unterzogen. Der Vorteil
besteht darin, dass alle LS-Patienten erfasst werden, nachteilig sind hohe Kosten. Die
Alternative stellt ein selektives Vorgehen dar, das mit niedrigeren Kosten verbunden ist, bei
dem aber mehr als 25% der LS-Patienten nicht erfasst werden (Gelsomino et al. 2016). Die
selektive Vorgehensweise ldauft zusammengefasst wie folgt ab: Mittels MMR-
Immunhistochemie — als am effektivsten wird derzeit ein Panel aus zwei Antikdrpern fiir
MSH6- und PMS2-Proteine angesehen — oder eines MSI-Tests soll die Frage geklart werden,
ob bei einem Patienten mit Verdacht auf LS die Indikation fiir einen Test auf
Keimbahnmutationen gestellt werden sollte. Kommt es bei der Untersuchung des

Tumorgewebes zu einem unauffilligen Ergebnis, sprich gibt es laut dem MSI-Test oder der
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Immunhistochemie keinen Hinweis auf einen MMR-Defekt, so sollte einem Algorithmus nach
nicht weiter nach pathogenen Keimbahnmutationen in den MMR-Genen gesucht werden. Bei
einem auffilligen Ergebnis hingegen schon, wobei das genaue weitere Vorgehen davon
abhéngt, welches MMR-Gen betroffen ist (Shia 2015; Yuan et al. 2015; Steinke et al. 2014).
Es stellt sich nun noch die Frage, bei welchen Patienten der Verdacht auf LS besteht. Aktuellen
Empfehlungen des NCCN (National Comprehensive Cancer Network) zufolge sollte nicht nur
bei Patienten, die die modifizierten Bethesda-Kriterien erfiillen nach LS gesucht werden,
sondern auch bei CRC-Patienten, die 70 Jahre oder jiinger sind, und bei Patienten mit CRC im

Stadium II (Lin et al. 2015).

Im Rahmen der modifizierten Bethesda-Kriterien wurden auch zusétzliche Empfehlungen fiir
die Arbeit mit dem flinf-Marker Panel herausgegeben. Man hatte in der Zwischenzeit gefunden,
dass aufgrund der drei Dinukleotid-Repeats — sie sind weniger sensitiv als Mononukleotide —
die Anzahl der MSI-H Tumore unterschitzt, und aufgrund der zwei Mononukleotid-Repeats
die Anzahl der MSI-L-Tumore iiberschétzt werden konnte (Umar et al. 2004). Nun wurde im
Rahmen einer Arbeit der MSI-Status von 134 CRCs und 26 Kolonkarzinom-Zelllinien erhoben.
Es wurden 32 Mikrosatelliten-Loci (mit CA-Wiederholungen) mittels PCR untersucht, um
dadurch tiberpriifen zu konnen, ob allein mit dem Marker BAT26 — einer Wiederholung von 26
Desoxyadenosinen in einem Intron des humanen MMR-Gens MSH2 — das gleiche Ergebnis
gefunden werden konnte. Und tatsdchlich kam man bei 159 der insgesamt 160 Félle den MSI-
Status betreffend auf ein identisches Ergebnis. Die Effizienz dieser Untersuchung lag also bei
99,4% (Hoang et al. 1997). Den MSI-Status allerdings nur mit BAT26 zu bestimmen gilt nicht
als State of the Art. Standard ist der MSI-Test mit den fiinf Markern. Es gab iibrigens
Wissenschaftler, die BAT26 sogar im Patientenstuhl bestimmt haben, um das proximale CRC
nichtinvasiv nachzuweisen. Die Spezifitdt dieses Tests war mit 100% sehr gut, leider lag die

Sensitivitit bei CRC-Patienten mit proximalen Lésionen bei nur 37% (Traverso et al. 2002).

Im NCI-Workshop wurde empfohlen, bei der Bestimmung des MSI-Status immer
Normalgewebe/Tumor-Paare zu untersuchen (Boland et al. 1998). Dass dieses Vorgehen
sinnvoll ist, zeigt sich in einer Arbeit von Pyatt et al., die bei der MSI-Testung von
Endometrium-Karzinomen mit BAT26 auf eine Probe stielen, die sowohl beim Normalgewebe
als auch beim Tumormaterial Verdnderungen aufwies. Nachdem sich herausgestellt hatte, dass
die Probe von einem Afroamerikanischen Individuum stammte, untersuchten die
Wissenschatftler u.a. normale DNA von 103 gesunden Afroamerikanern und fanden bei 12,6%

einen Polymorphismus bei BAT26. Wiirde man bei diesen Individuen Proben auf MSI
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untersuchen, ohne das Normalgewebe ebenfalls zu analysieren, so wiirde man félschlicherweise

MSI finden (Pyatt et al. 1999).

Nun aber zuriick zu MSI-Fillen bei den HROC-Proben: Zieht man, wie es auch Parson et al.
2005 gemacht haben, die Mutationsraten der STR-Marker hinzu, die im Zuge von
Vaterschaftstests ermittelt wurden (http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/mutation.htm), so

ergibt sich folgendes Bild (* = Mutationsrate in %):

STR-Marker VWA CSFI1PO | D13S317 | D5S818 | D16S539 | D7S820 | THOI TPOX

* 0,17 0,16 0,14 0,11 0,11 0,1 0,01 0,01

Zur Erinnerung die Marker-Reihenfolge, die sich bei der Untersuchung der 89 HROC
Normalgewebs- bzw. B-Zell/Originaltumor-Paare auf zusétzliche Allele beim Tumormaterial

ergibt: VWA= CSF1PO> D13S317 >D7S820 > D16S539 >D5S818> TPOX > THOI.

Man sieht, dass die Marker, die am hiufigsten Keimbahnmutationen zeigen, auch vorne liegen,
was die Héufigkeit neuer Allele beim Tumorgewebe angeht. Man sieht auch, dass TPOX und
THO1 “stabile” Marker sind, bei denen Mutationen vergleichsweise selten sind. Diese
Beobachtung wird nicht nur von Parson et al. in ithrer Arbeit aus 2005, sondern auch bei

Vauhkonen et al. 2004 beschrieben.

Wenn sich neue Allele zeigen, dann handelt es sich um einen Zugewinn oder Verlust von einer
oder mehreren Repeat-Units, ein Phdnomen, das Clayton et al. ebenfalls beobachtet haben, als
sie 342 Tri-allelic-Patterns untersuchten (Clayton et al. 2004). Bei den HROC-Tumorproben
kommen mehrheitlich Basenpaare hinzu, meist eine Repeat Unit (83%, es wurden auch Fille
von mehreren neuen Allelen an einem Locus gezdhlt). Dies wurde so auch von Clayton und
Kollegen, aber auch von Hoff-Olsen et al. gefunden (Hoff-Olsen et al. 1998). Letztere sahen
bei 73% der Mutationsereignisse, bei denen nur ein neues Allel entstand, einen Zugewinn von
einer Repeat-Unit, wihrend zwei und drei Repeat-Units in jeweils 14% der Félle hinzukamen.
Auch bei den weiteren untersuchten HROC-Materialien handelt es sich, wenn sich
Veridnderungen zeigen, mehrheitlich um eine Verdnderung um eine Repeat-Unit: 81,5% bei den
Tumorzelllinien (14 untersuchte Normalgewebs- bzw. B-Zell/Tumorzelllinien-Paare), 85,3 %
beim Vergleich von 34 PDX-/ Originaltumor-Paaren. Beim Vergleich von acht HROC-
Tumorzelllinie/Originaltumor-Paaren finden sich nur drei Verdnderungen bei den
Tumorzelllinien, alle jeweils um eine Repeat-Unit. Genauso verhélt es sich bei 15 untersuchten

PDX-abgeleitete Zelllinie-/PDX-Paaren. Dazu passt, was Hoff-Olsen et al. ferner beschreiben,
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niamlich dass die neuen Allele nahezu alle auf der Allel-Leiter zu finden sind. So verhilt es sich

auch bei den neuen HROC-Allelen.

Anders als bei Poetsch et al. 2004 wurde bei der Beurteilung des Repeat-Zugewinns bzw.
Verlustes bei neuen Allelen kein Unterschied gemacht zwischen dem Auftauchen eines neuen,
zusétzlichen Allels und der Verschiebung (Shift) eines mutierenden Allels. Im Vordergrund
stand das Ziel, die Anzahl der mutierten Loci zu bestimmen. An zweiter Stelle ging es darum,
wie bei Hoff-Olsen et al. 1998 Tendenzen auszumachen. Hoff-Olsen und Kollegen haben bei
ihrer Untersuchung von 217 CRCs mit vier STR-Markern ndmlich auch gesehen, dass einige
Marker bei neuen Allelen eine Préferenz fiir einen Zugewinn oder Verlust an Repeats zeigen.
vWA neigt laut den Autoren zur Expansion bei neuen Allelen, was zu den Ergebnissen dieser
Arbeit passt. VWA zeigt sowohl bei neuen HROC Tumor-Allelen, als auch bei neuen Allelen
bei der HROC-Tumorzelllinie eine Praferenz fiir einen Repeat-Zugewinn. Das gleiche gilt fiir
neue Allele beim PDX im Vergleich zum Tumormaterial. TPOX hingegen zeigt bei neuen
Allelen bei der HROC-Tumorzelllinie und beim PDX (im Vergleich zum Tumor) eine

Préferenz fiir einen Repeat-Verlust.

Zu den STR-Profilen von HROC-Tumorzelllinien unterschiedlicher Passagen: HROC-
Tumorzelllinien unterschiedlicher Passagen konnen, miissen aber nicht gleiche STR-Profile
aufweisen. Bei eciner von drei HROCs, fiir die DNA von zwei unterschiedlichen
Tumorzelllinien-Passagen vorlag, zeigen sich bei der hoheren Passage (HROC32 P42 im
Vergleich zu HROC32 P11) neue Allele in zwei Markern. Diese Beobachtung passt zu einem
bereits weiter oben in dieser Diskussion erwidhnten Zitat, demnach Tumorzelllinien wiahrend
der Kultivierung eine Allel-Kopie verlieren oder seltener hinzugewinnen kénnen (Masters und
Mitglieder der Arbeitsgruppe ASN-0002 der ATCC SDO 2010). Auch Parson et al. fanden
beim STR-Profiling von vier Leukdmie-Zelllinien nach einiger Zeit bei zwei Tumorzelllinien
einen verdnderten Fingerprint. Sie hatten die Zelllinien ein Jahr lang kultiviert und in
monatlichen Abstédnden eine Genotypisierung vorgenommen (Parson et al. 2005). Die Autoren
begriinden das Verschwinden von Allelen, aber auch das Auftauchen neuer Allele bei
Tumorzelllinien mit Verdnderungen bei den Klonotypen, wobei sich die Zellen mit den neuen
Allelen letztendlich gegen den Klon, aus dem sie urspriinglich hervorgegangen sind,

durchsetzen.
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MSI bei weiteren Tumorentititen

MSI kommt nicht nur beim CRC vor. Auch fiir Tumorentititen, die sich neben dem CRC bei
LS-Patienten finden, also Ovarial-Karzinom, Endometrium- und Magenkarzinom, sind nicht
wenige MSI-Fille beschrieben worden (Peltomidki et al. 1993). Welche Tumorentititen
grundsitzlich als LS-assoziiert gelten, hdngt von den Kriterien ab, die man anlegt. Nach den
Amsterdam II Kriterien sind es lediglich Endometrium-Karzinom (EC), Diinndarmkarzinom
und Ureter- oder Nierenbeckenkarzinom. In den eher fiir die Klinik gedachten modifizierten
Bethesda-Leitlinien von 2004 werden zusidtzlich u.a. Magenkarzinom, Ovarialkarzinom,
Pankreaskarzinom und Hirntumoren - iiblicherweise Glioblastome im Rahmen des Turcot

Syndroms - genannt (Vasen et al. 1999; Umar et al. 2004).

In einer Arbeit aus 1993 wurde auch ein LS Ovarial-Karzinom auf MSI untersucht. Das besagte
Karzinom zeigte Verdnderungen in sechs von sieben STR-Markern, sprich in mindestens zwei
der sieben Marker, und konnte somit als MSI positiv angesehen werden (Aaltonen et al. 1993).
In der Literatur bewegen sich die Angaben fiir MSI beim sporadischen Ovarialkarzinom
zwischen 10 und 17%, bzw. zwischen 30 und 50%, wenn man nur die endometrioiden
Ovarialkarzinome betrachtet, die ca. 15 bis 25% der Ovarialkarzinome ausmachen (Shannon et
al. 2003). In einer weiteren Arbeit aus den 90er Jahren wurden 36 ECs untersucht, sporadische
Fille und Fille in unabhéngigen LS-Familien. MSI zeigte sich bei 75% der LS assoziierten
Karzinome, aber auch bei 17% der sporadischen ECs (Risinger et al. 1993). Es kam in allen
Féllen zu Verdanderungen in mehreren Markern. Die Arbeitsgruppe um Peltoméki fand MSI bei
vier von 18 untersuchten ECs (22%, > 2 verdnderte Marker von insgesamt sieben). Eine
Untersuchung jiingeren Datums von 197 ECs mit dem 5-Marker Panel des NCI-Workshops
ergab mit 22,8 % MSI-Féllen (45 von 197) ein sehr dhnliches Ergebnis; die restlichen 152 Fille
waren MSS (77,2%), wobei keine Informationen zu moglichen Tumorféllen in der Familie der
Patienten vorlagen (Zauber et al. 2015a). Die geschilderten Ergebnisse fiir MSI passen zu
Angaben in der Literatur, wonach MSI in 15-20% sporadischer ECs vorkommt (Steinke et al.
2014). Beziiglich MSI bei Karzinomen des oberen Gastrointestinal-Traktes wurden von
Peltoméki und Kollegen in sechs von 33 untersuchten Magenkarzinomen, also in 18% der Fille,
MSI gefunden. Dazu passend kam eine andere Arbeitsgruppe auf MSI in 11 von 46
untersuchten Magen-Karzinomen (24%) (Keller et al. 1995). Zu den 11 Magenkarzinomen: 9
Tumoren zeigten Verdnderungen in nur einem, zwei in mehr als der Hélfte der Marker. Man

wiirde die neun Tumoren nach den Beschliissen des oben
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erwdhnten NCI-Workshops nicht als MSI-H einordnen, allerdings handelt es sich hier nicht um
CRC-Fille — streng genommen gelten die Beschliisse des Workshops nur fiir Letztere. Das NCI
5-Marker Panel gilt iibrigens aber nicht nur als sensitiv und spezifisch fiir die Suche nach MSI-
H beim CRC, sondern auch beim EC und beim Magenkarzinom (Williams und Huang 2013).
Zu den Ergebnissen der Arbeitsgruppen um Peltomédki und Keller 14sst sich sagen, dass diese
sich mit Angaben in der Literatur decken, wonach MSI bei 8-39% aller Magenkarzinome
vorkommt und mit Eigenschaften verbunden ist wie einem hohen Patientenalter, Lokalisation
im Antrum, einem intestinalen Typ nach Lauren und hohem Uptake in der PET-Bildgebung
mittels 18F-FDG (18 F-Fluordesoxyglukose) (Kim et al. 2016). Kim und Kollegen kamen bei
der Erhebung des MSI-Status von 434 Magenkarzinomen mittels des 5-Marker Panels auf 41
MSI-H Tumoren (9,4 %). Bei den Patienten gab es keinen Anhalt fiir LS oder FAP.

Wie sieht es beim Pankreaskarzinom aus? In dieser Arbeit wurden vier Normal- bzw. B-
Zell/Tumorgewebe-Paare untersucht, und dabei kein Fall von MSI entdeckt. Ghimenti et al.
haben bei der Analyse von 21 sporadischen Pankreas-Tumoren mit 10 Dinukleotid-Markern in
66% der Proben (14 von 21) fiir MSI typische Kontraktionen und Expansionen bei der Anzahl
der Mikrosatelliten-Repeats gefunden (Ghimenti et al. 1999). Von den besagten 14 Proben
zeigten 86% Verdnderungen an nur einem Locus. Han und Kollegen untersuchten neun
sporadische Pankreaskarzinome mit vier Dinukleotid-Markern und fanden MSI in sechs von
neun Tumoren (67%). Sie zédhlten Proben als MSI positiv, wenn diese mindestens einen
verdnderten Locus aufwiesen (Han et al. 1993). Und Brentnall et al. schlieBlich fanden bei der
Untersuchung von DNA aus Paraffin-Blécken MSI an einem Locus bei 75% der untersuchten
Pankreaskarzinom-Fille (6 von 8), und an zwei oder mehr Loci bei 50% (4 von 8). Sie hatten
12 Dinukleotid-Marker verwendet (Brentnall et al. 1995). Die drei letztgenannten Arbeiten sind
in den 90er Jahren entstanden, und es gilt, dass man neue Allele an nur einem Dinukleotid-
Marker heute nicht mehr als MSI positiv ansehen wiirde. Auch beim CRC ist der Umgang mit
Studien, die vor 1997 entstanden sind, bekanntlich schwierig, da die berichteten MSI-
Frequenzen aufgrund von unterschiedlichen Markern und unterschiedlichen Ansichten, ab
wann eine Probe als MSI-positiv gezéhlt werden sollte, stark abweichen (Dietmaier et al. 1997).
In einem Review jiingeren Datums wird erwédhnt, dass Yamamoto und Kollegen in 2001 mit
Hilfe des NCI 5-Marker Panels 100 sporadische und drei LS — assoziierte Pankreaskarzinome
untersucht haben. Unter den sporadischen Fillen fanden sie 13% MSI-H Tumoren, die drei LS-
assoziierten Félle waren alle MSI-H. Und auch Laghi et al. haben in 2012 den MSI-Status von
338 Pankreaskarzinomen erhoben (duktale Adenokarzinome). In ihrer Arbeit, in der sie mit den

fiinf Mononukleotiden BAT-25, BAT-26, NR-21, NR-24 und NR-27 arbeiteten, haben sie laut
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Williams und Huang die grofte Serie an Pankreaskarzinomen untersucht, die sich in der
Literatur findet, und auch sie stieen nur auf einen MSI-H Tumor (0,3%), wenngleich es sein
konnte, dass dem Panel eventuell einige MSI-Fille entgangen sind. Williams und Huang
schreiben zusammenfassend, dass die Privalenz von MSI-H beim Pankreaskarzinom generell
niedrig zu sein scheint (Williams und Huang 2013). Es muss also nicht sein, dass sich bei den
HROP-Proben MSI-Fille gefunden hitten, wenn die untersuchte Pankreaskarzinom-

Probenanzahl in dieser Arbeit hoher gewesen wire.

Nun zu einer weiteren Tumorentitdt. In dieser Arbeit wurden ndmlich auch einige wenige
Glioblastom-Proben untersucht. Zunédchst konnte man sich fragen, ob es iiberhaupt einen
Zusammenhang zwischen dem CRC und Glioblastomen gibt. Den gibt es tatsdchlich, dann
nidmlich, wenn eine atypische Polyposis Coli mit Glioblastomen im Rahmen des Turcot
Syndroms zusammen auftritt. Diese genetische Erkrankung ist aber sehr selten (Tops et al.
1992). In dieser Arbeit wurden fiinf sporadische Glioblastome analysiert, wobei die STR-
Profile der Tumorzelllinien mit denen der jeweiligen B-Zellen verglichen wurden. Unter den
fiinf HROG-Probenpaaren fand sich kein MSI- Fall. Nun ist die untersuchte Probenanzahl mit
finf Tumorzelllinien/B-Zell-Paaren duf3erst gering. Das Ergebnis passt aber zu den Ergebnissen
von Alonso et al., die weitaus mehr Proben mit BAT-25 und BAT-26 auf den MSI-Status hin
untersuchten, und zwar 102 Kinder- und 104 Erwachsenen-ZNS-Tumoren (Alonso et al. 2001).
Darunter waren 165 astrozytdre Tumoren, von denen 7% MSI zeigten (12 von 165). Warf man
bei den astrozytdren Tumoren einen Blick auf die hochgradigen Fille mit MSI, so stammten
diese allerdings ausschlieBlich von Kindern (27%, 12 von 45), nicht von Erwachsenen. Wenn
man die Angaben aus mehreren Studien zusammenzieht, dann kommt laut Alonso et al. MSI
bei ca. 2 % der astrozytdren Tumoren bei Erwachsenen vor. Eine Untersuchung von 129
sporadischen Glioblastom-Féllen mit 15 polymorphen Repeats, die vom NCI-Workshop
empfohlen wurden — darunter auch das 5-Marker Panel — ergab ebenfalls, dass MSI beim
Glioblastom selten ist. So fand die Arbeitsgruppe um Martinez keinen MSI-H-Fall und 11 MSI-
L-Félle, davon 6 bei neu diagnostizierten Glioblastomen und fiinf bei Rezidiven. Die Autoren
schreiben, dass die Dinukleotide die sensitivsten Marker waren, wihrend kein Mononukleotid-

Marker Verdanderungen zeigte (Martinez et al. 2004).

Beziiglich Tumorentititen, die nicht mit dem LS assoziiert sind: Peltoméki et al. fanden bei der
Untersuchung von 85 Nichtkleinzelligen-Lungenkarzinomen keinen MSI-Fall. Bei Martinez
und Kollegen wird nebenbei fiir das Nichtkleinzellige-Lungenkarzinom eine Frequenz von 35%

beschrieben. Lothe et al. konnten bei ihrer Untersuchung von 84 Brustkrebs- und 86
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Hodentumor-Féllen mit sieben STR-Markern auch keinen MSI-Fall entdecken (Lothe et al.
1993). Ferner stieBen Orlandi et al. bei der Untersuchung von Tumor-/Normalgewebsproben
von 40 Brustkrebs-Patientinnen auf keinen MSI-Fall. Sie hatten sieben STRs mit
Tetranukleotid- und einen Locus mit Pentanukleotid-Repeats analysiert (Orlandi et al. 2002).
Eine andere Arbeitsgruppe hingegen untersuchte 104 Brustkrebsfille mit mehreren
Dinukleotid-MSI-Markern und jeweils drei Tri-und Tetranukleotid — Markern, und stie3 auf 11
MSI-Fille (10,6%), wobei sich die meisten neuen Allele bei den Markern mit Trinukleotid-
Repeats zeigten (Wooster et al. 1994). In ihrer Arbeit aus 2002 berichten Orlandi und Kollegen
auch davon, wie weit die Ergebnisse unterschiedlicher Arbeitsgruppen beziiglich MSI bei
Brustkrebs divergieren. Die Autoren erkldren, dass in der Literatur als mdgliche Ursache
entweder die Heterogenitét der verwendeten Marker oder das irrtiimliche Mitzéhlen von PCR-
Artefakten zu finden ist und betonen, hinsichtlich Letzterem duflerst achtsam gewesen zu sein.
Auch konnen sie Argumente anfiihren, die dagegen sprechen, dass ev. die Verwendung von in
Paraffin eingebetteten Tumorproben anstatt frisch gefrorenem Tumormaterial ein Problem sein
konnte. Um den Verdacht auszurdumen, die verwendeten Marker wiren ev. nicht ausreichend
sensitiv, priiften sie ihre Ergebnisse auch mit BAT-26. In Tabelle 26 (Anhang) sieht man, dass

MSI bei sporadischem Brustkrebs eine Inzidenz von weniger als 10% hat.

SchlieBlich wurden noch drei Leberkarzinom/Normalgewebs-Paare analysiert, und dabei kein
MSI-Fall festgestellt, wobei die Probenanzahl hier &hnlich wie bei den HRO-
Pankreaskarzinom-Fillen sehr klein ist. Es liegen keine ndheren Angaben zu diesem Probengut
vor. In der Literatur gehen die Angaben zur Inzidenz von MSI beim HCC weit auseinander
(Chiappini et al. 2004). Verdanderungen an Mikrosatelliten wurden grundsétzlich aber schon oft
beschrieben, laut Chiappini et al. basieren diese Arbeiten aber nicht selten auf HCC-Proben von
Patienten mit Leberfibrose oder Leberzirrhose, wobei letztere wahrscheinlich auch einen
Einfluss auf das Phdnomen MSI hat. Daher haben die Autoren 37 HCC-Fille untersucht, bei
denen sowohl keine Leberzirrhose vorlag, als auch keine bekannten &tiologischen Faktoren wie
hoher Alkoholkonsum, HBV oder HCV-Infektion. Chiappini und Kollegen fanden in diesem
Probengut 16% MSI-H (6 von 37), 27 % MSI-L (10 von 37) und 57% MSS (21 von 37). Sie
hatten die Proben mit mehreren Markern untersucht, darunter das NCI-Marker-Set. In einer
anderen Arbeit wurden 60 HCC-Fille von chinesischen Patienten untersucht und dabei viele
LOH-Fille gefunden, aber nur sehr selten MSI (0,19 % von 11.416 untersuchten Genotyp-
Paaren). Die Autoren bestitigen, dass Studien zu MSI beim HCC &uBlerst unterschiedliche

Ergebnisse zeigen (Wang et al. 2001).
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4.5 Zu den Ergebnissen der Geschlechtsbestimmung

Zunéchst einmal zur Sensitivitdt des Geschlechtsmarkers Amelogenin. Diesbeziiglich wurde
schon vor mehr als 20 Jahren gefunden, dass es sich bei der Geschlechtsbestimmung mittels
Amelogenin um ein duflerst sensitives Analyseverfahren handelt. In einer Arbeit konnten Blut,
degradiertes Muskelgewebe und Knochenproben mit nur 20 pg Proben-DNA analysiert werden
(Mannucci et al. 1994).

Nun zu der Frage, was die Ursache fiir die beobachtete “Geschlechtsverdnderung des
Probenmaterials“ ist. Die Verdnderung findet stets von ménnlich zu weiblich statt, was
nahelegt, dass sich eine Verdnderung auf dem Y-Chromosom ergeben hat, aufgrund derer am
dortigen Locus kein Amplikon mehr entstehen kann. Und tatsdchlich gibt es eine Arbeit aus
dem Jahr 1998, in der das gleiche Phinomen beschrieben wird, ndmlich das scheinbare
Abhandenkommen der Y-Kopie des Amelogenin-Gens (AMELY). Als Ursache vermuten die
Autoren, dass eine homologe Rekombination zwischen zwei Loci stattgefunden hat, ndmlich
zwischen TSPYA und TSPYB. Diese beiden Loci liegen auf dem Y-Chromosom eng
beieinander und umgeben AMELY. Durch eine Rekombination kdnnte die Region zwischen
beiden wegfallen, und somit auch AMELY. Diese Erkldrung ist den Autoren nach
wahrscheinlicher als ein Polymorphismus an einer der Primer-Bindungsstellen (Santos et al.
1998). Die Frequenz der Deletion im Probengut der Untersucher (350 Proben aus der ganzen
Welt) betrug 0,6%. Es handelte sich um 2 Minner aus Sri Lanka. In Osterreich wurden Proben
von 29.432 ménnlichen Individuen (Kaukasier) auf eine Y-Kopie des Amelogenin-Gens hin
untersucht und dabei bei sechs Individuen ein Fehlen dieser Kopie gefunden. Die Amplifikation
von acht weiteren Y-chromosomalen Markern gelang bei fiinf dieser sechs Individuen, die
Amplifikation von SRY bei allen sechs. Die Untersucher entwarfen extra Primer, die den
Bereich der iiblichen Bindungsstellen der Amelogenin-Primer mit einschlossen, um sagen zu
konnen, dass es sich tatsdchlich um eine Deletion in der Amelogenin-Region handelte, und
nicht um eine Mutation an der Primer-Bindungsstelle. Letzteres war nicht der Fall, da auch mit
den alternativen Primern das Y-spezifische PCR-Produkt fehlte (Steinlechner et al. 2002). Die
Frequenz des “falschen Y-Tests* lag bei 0,018%.

Ferner hat sich in Australien eine Arbeitsgruppe um R. J. Mitchell mit Amelogenin-Gen
negativen Miannern beschéftigt und gefunden, dass die Frequenz des “falschen Y-Tests* hier

bei 0,02% lag. Es wurden 109.000 Proben untersucht und dabei 22 AMELY negative Proben
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gefunden. Fiinf dieser Proben hat die Arbeitsgruppe genauer untersucht. Es sollte die GroBe der
Deletion festgestellt werden, indem die Proben mit DNA-Markern fiir die Region um den
Amelogenin-Locus herum analysiert wurden. So wurden 8 Orte auf dem kurzen Arm des Y-
Chromosoms untersucht. AuBBerdem wurden 11 Y-spezifische Mikrosatelliten bestimmt, um
iber die Haplotypen etwas iiber die evolutiondren Verwandtschaftsverhiltnisse der Individuen
aussagen zu konnen. Letztendlich konnten zwei unterschiedlich grofe Deletionen gefunden
werden, eine mit einer Grof3e zwischen 304 und 731 kbp (in zwei Proben), die andere zwischen
712 und 1001 kbp (in drei Proben). Die kleinere Deletion konnte - das ergab die Haplotyp-
Bestimmung - identisch sein, die grofere ist es aber nicht. Die Autoren verglichen ihre
Ergebnisse mit denen anderer Autoren und kamen zu dem Schluss, dass die AMELY Deletion
entweder auf ein sehr altes Ereignis zurlickgehen miisste, oder — was wahrscheinlicher ist- dass
diese Mutation ganz oft auf jedem Kontinent vorkam (Mitchell et al. 2006). Wie Santos et al
gehen die Autoren davon aus, dass zumindest die meisten der AMELY- Deletionen durch
homologen Rekombination entstanden sind. AuBerdem werden diese Verdnderungen wohl

vererbt, es handelt es sich nicht um de novo Mutationen.

An dieser Stelle wird es nun im Hinblick auf das in dieser Arbeit untersuchte Probengut
interessant. Bisher wurde gesehen, dass es normalerweise sehr selten vorkommt, dass die
Geschlechtsbestimmung mittels Amelogenin bei ménnlichen Individuen ein falsches Ergebnis
liefert. Krebszellen weichen aber von der Norm ab, und de novo Mutationen sind hier keine
Seltenheit. Betrachtet man alle 117 HROC-Probenblocke — ein Probenblock besteht aus
mindestens zwei Proben - so findet sich in 7,7% dieser Probenbldcke eine Anderung des
Amelogenin-Genotyps, wobei der Amelogenin-Genotyp des Normalgewebes bzw. der B-
Zellen - mit Ausnahme der einzeln vorliegenden Probe HROC135, fiir die diesbeziiglich keine
Angabe gemacht werden kann - mit dem tatsdchlichen Patientengeschlecht libereinstimmt,
wihrend sich bei den weiteren Proben des Probenblocks aber eine Anderung zeigt. Auf die
einzelnen Proben bezogen: Der Amelogenin-Genotyp stimmt bei 18 Proben (5%) nicht mit dem

Patientengeschlecht iiberein.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass bei Darmkrebszellen Veranderungen im Amelogenin-
Genotyp hiufiger sind als bei normalen Zellen, die in der Regel in der Forensik untersucht
werden. Eine finnische Arbeitsgruppe um Hanna Vauhkonen, die 13 Magen- und 23 CRCs
untersucht hat, konnte bei 20,8% der Proben méannlicher Individuen beim Geschlechtsmarker
Amelogenin einen X,X-Genotyp finden (Vauhkonen et al. 2004). Auch Parson et al. haben bei

der STR-Analyse von vier Leukdmie-Zelllinien festgestellt, dass bei zwei der vier
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Tumorzelllinien das Y-Chromosom verloren ging. Scheinbar wenig liberrascht schreiben sie
dazu knapp, dass dies bei Gewebekultur-Zelllinien hdufig vorkommt. Bei ihnen ist weniger die
Rede von Deletionen am Y-Chromosom, die Autoren erkldren das Phdnomen vielmehr —
zumindest was die meisten Félle von Verdnderungen beim AMEL-Genotyp angeht — mit

Aneuploidie (Parson et al. 2005).

4.6 Kiritik Teil 1, oder wie es zu den zahlreichen Punktallelen kam

Bereits im Kapitel ,,Material und Methoden* wurde beschrieben, dass ich dem Programm
GeneMapper® vorgegeben habe, wie im Bereich der einzelnen DNA-Marker Allele benannt
werden sollten. Es wurde auch eine bestimmte Internetseite, namlich die STR ,,Standard
Reference Database* des NIST (Ruitberg et al. 2001) als Quelle dieser Informationen
angegeben. Die Liste mit den Allelbezeichnungen fiir die Marker des Promega 1.1 Kits, an dem
ich mich orientiert habe, wurde fiir vVWA z.B. zuletzt in 2010 aktualisiert, fiir THO1 und TPOX
in 2007, fir CSF1PO Ende 2013. Die Listen zu allen in dieser Arbeit HEX gelabelten Markern
wurden zuletzt in 2007 aktualisiert. Die Allelbezeichnungen wurden im Friithjahr 2013 in den
GeneMapper® eingegeben, es wire also gut moglich, dass sich bei der Aktualisierung der
CSF1PO-Liste in der Zwischenzeit wichtige Anderungen die Allele betreffend hitten ergeben
konnen. In einem Abgleich meiner Version der CSF1PO-Liste mit der gednderten Version
fanden sich keine Anderungen bei den wichtigen Allelen. Die Allele der einzelnen Marker sind
entscheidende Eckpfeiler, die dazu beitragen sollen, dass DNA-Profile weltweit vergleichbar
sind und einheitlich aussehen. Es wire fiir die alltidgliche Arbeit sehr umstidndlich, wenn sich

diese Eckpfeiler stindig dndern wiirden.

Wo sich eher Anderungen ergeben (Butler 1997), und das war bei CSF1PO der Fall, ist im
Bereich der Punktallele, die auf den besagten Listen ,,variant alleles* genannt werden. Im
Kapitel ,,Material und Methoden* wurde bereits erklirt, was Punktallele sind, und dass 9.3 beim
Marker THO1 ein bekanntes Beispiel fiir ein Punktallel ist. Tatséchlich hatte bei einem anderen
Marker, nimlich CSF1PO das Punktallel 9.1 Anfang 2013 eine Lénge von 302 bp, Ende 2013
schlieBlich 304 bp. Man muss dazu aber sagen, dass es sich bei den urspriinglich 302 bp
wahrscheinlich um einen Tippfehler in der Liste gehandelt hat, da die Basenpaare in den Listen
normalerweise der Grofe nach geordnet aufgefiihrt werden. In der Listen-Version vom
Frithjahr 2013 waren 302 bp bereits dem Punktallel 8.3 zugeordnet. Es folgte Allel 9 mit 303
bp, dann 9.1. Und hier hétte man jetzt > 303 bp erwartet, es stand aber wieder 302 bp dort. Bei
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der Eingabe in den GeneMapper® kam es daher zu einem sog. ,,bin overlap*, weshalb das Allel

9.1 nicht vergeben werden konnte.

Ferner wurde im Kapitel ,,Material und Methoden* erwdhnt, was in den im Ergebnisteil
aufgefiihrten Tabellen deutlich sichtbar ist: Die Ergebnisse der STR- basierten Genotypisierung
der HRO-Tumormodelle enthalten zahlreiche Punktallele, auffillig viele Punktallele. Das liegt
daran, dass ich diese Punktallele - die auf den Referenzlisten des amerikanischen NIST
aufgefiihrt sind - mit eingegeben habe. Ich wusste zu diesem Zeitpunkt um die Existenz dieser
Punktallele, und darum, wie sich ihre Schreibweise erklért. Sie standen auf den besagten Listen
gemeinsam mit den Konsensusallelen, mir ist zu keinem Zeitpunkt der Gedanke gekommen,
dass es eventuell nicht iiblich sein konnte, diese Punktallele — bis auf einige sehr wenige
Ausnahmen- wie Konsensusallele einzeln einzupflegen. Auf Seite 69 des Buchs ,, Forensic
DNA Typing* von John Butler findet sich eine Zusammenstellung aller Allele der 13 CODIS
Kern-STR-Loci. Man sieht dort zwar insgesamt selten Punktallele, aber man sieht sie, wenn
auch zugegebenermallen vor allem bei zwei Markern, mit denen hier nicht gearbeitet wurde
(D18S51 und D21S11). Ich hatte diese Zusammenstellung gesehen, als ich mit dem
GeneMapper® arbeitete, stutzig gemacht hat sie mich nicht. Im Gegenteil. Das Arbeiten mit
den Kommazahlen - in den Excel-Tabellen habe ich die Punktallele als solche geschrieben- war
zwar umstindlich, ich war aber in dem Glauben, dafiir genaue Ergebnisse zu erhalten, zumal ja
zwischen jedem Allel vier Basenpaare liegen und es mir aufgrund der Punktallele moglich
schien, dazwischen liegende Basenpaar-Lidngen “noch treffender” zu benennen. Erst beim
Abgleich der Daten mit den Ergebnissen eines Labors in Turin und der DSMZ wurde mir der
Fehler bewusst. In Tabelle 25 (Anhang) finden sich die Allel-Bezeichnungen fiir jeden STR-
Locus, so wie sie von der DSMZ verwendet werden. Hier sind auch Punktallele aufgefiihrt, sie
stehen kursiv gedruckt meist hinter den Konsensusallelen. Die Punktallele wurden mit
Ausnahme von 9.3 wie es iiblich ist immer nach dem nichstkleineren Konsensusallel benannt,
aber direkt, ohne die umsténdlichere Schreibweise “Konsensusallel.x*. Sie wurden praktisch
behandelt, als wéren sie das Konsensusallel. Dadurch erscheint der Genotyp weniger konfus,

da er weniger ungerade Zahlen enthilt.

Der Abgleich mit Extern wurde groftenteils nach Abschluss des praktischen Teils im Labor
gemacht. Auf die Tatsache, dass ich diesen Datenabgleich schon viel eher hitte machen sollen,

werde ich im Kapitel ,,Kritik Teil 2* eingehen.
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4.7 Abgleich mit externen Daten

4.7.1 Abgleich mit STR-Profilen der DSMZ

Eine Anmerkung vorweg: In diesem Unterkapitel kommt es in den spiteren Abschnitten zu
Uberlegungen, die in den Bereich Fehleranalyse gehen. Aus organisatorischen Griinden werden

diese Aspekte aber bewusst hier abgehandelt.

Um eine externe Kontrolle zu haben, wurden vier Tumorzelllinien-Proben an die DSMZ
geschickt, und zwar HROC18, HROC24, HROC32 und HROC40. Das von dort erhaltene STR-
Profil ist fiir HROCI18 in der ersten Zeile von Tabelle A (Siehe Anhang) dargestellt, darunter
findet sich in Zeile zwei das im MOI-Labor erstellte STR-Profil. Man sieht, dass im externen
HROC18-Profil keine Punktallele vorkommen. Auf das Thema Punktallele wurde bereits
ausfiihrlich im vorherigen Kapitel eingegangen, man kommt aber nicht umhin, auch an dieser
Stelle auf die Punktallele zu sprechen zu kommen, ziehen sie sich doch wie ein roter Faden
durch die Ergebnisse. In einem Text mag ein roter Faden von Vorteil sein, da er Orientierung
gibt. Hier sorgen die Punktallele aber dafiir, dass man sich so manchen Genotyp mit der
Original-STR-Referenzliste an der Hand genauer anschauen muss, wenn man ithn mit extern
bestimmten Genotypen vergleichen mdchte. Und Ubereinstimmungen sind manchmal aufgrund

der Punktallele nicht offensichtlich.

Das Punktallel 7.1 bei THO1 hat in meinen Daten z.B. eine Linge von 187,73 bp, gerundet
188bp - dieser Wert steht bei THO1 fiir 7.1 in der NIST-Referenzliste- und unterscheidet sich
vom Konsensus-Allel 7 (187bp) in lediglich einem bp. Aus meiner Sicht ist es so, dass der
GeneMapper® dieses Allel mit 7 bezeichnet hétte, wenn das Punktallel gar nicht erst in das
System eingepflegt worden wire, sprich wenn das Programm im MOI-Labor gar keine
Punktallele kennen wiirde. Und natiirlich auch, wenn die Punktallele so eingepflegt worden
wiren, dass das jeweilige PCR-Produkt nach dem nichstkleineren Konsensusallel benannt
worden wire. Demzufolge entspricht Allel 7.1 in meinen Daten dem “externen Allel 7.
Ahnlich verhilt es sich bei dem Punktallel 10.1 im STR-System D5S818, das extern Allel 10
genannt wiirde. Wenn man es so betrachtet, dann stimmen bei HROC18 die Genotypen des
MOI-Labors und der DSMZ im STR-System THO1 iiberein. Beim Marker TPOX liegt nun ein
Fall vor, wie er eben erwihnt wurde. Hier liegt auch eine Ubereinstimmung vor, die allerdings

nicht offensichtlich ist.
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Das Punktallel 7.3 im STR-System TPOX hat 231bp. Das néchstkleinere Konsensus-Allel heif3t
bekanntlich Allel 7 (228bp), das nichstgroBere Konsensus-Allel 8 hat 232bp. Mein Ergebnis
betrdgt 230,56bp, was ich auf 231bp aufgerundet habe. 231bp liegt, wenn man sich die
Allelbezeichnungen als kleine Flaggen auf einem Zahlenstrahl aus Basenpaaren vorstellt,
eindeutig ndher an der kleinen Flagge, auf der Allel 8 steht. Hier liegt schon ein Ergebnis in
Basenpaaren vor, das zu den Ergebnissen aus Braunschweig passt. Das Kind hat hier aber, um
es einmal sehr umgangssprachlich zu formulieren, der Punktallele wegen einen anderen Namen,

und es liegt eine Ubereinstimmung vor, die erst auf den zweiten Blick ersichtlich ist.

Eine vom Zahlenwert her vollstindige Ubereinstimmung der Genotypen findet sich in den
STR-Systemen vWA, CSFI1PO und D7S820, sowie beim Geschlechtsmarker AMEL. Zahlt
man die Genotypen von THOI und TPOX als Match, dann stimmt das Ergebnis fiir HROC18
im Vergleich mit dem der DSMZ bei sechs von insgesamt neun DNA-Markern {iberein. Was
kann man nun aber zu den weiteren STR-Systemen sagen? D5S818 und D16S539 betreffend
ist es so, dass sich “meine Allele um jeweils ein Allel von den Allelen, die die DSMZ gefunden
hat, unterscheiden. Beim Marker D13S317 liegt sogar ein Unterschied von 3x 4bp vor: Es
liegen drei Allele zwischen meinem Ergebnis und dem Ergebnis der DSMZ. Und wir werden
gleich sehen, dass dieser Unterschied systematisch ist, bei allen vier Proben, die in

Braunschweig analysiert wurden.

Eine weitere Probe, die auch extern analysiert wurde, ist die Tumorzelllinie HROC32 (Tabelle
B, Anhang). Die gesamten Ergebnisse zum Probenblock HROC32 zeigt Tabelle 23 im Anhang
dieser Arbeit. Eine vollstindige Ubereinstimmung der beiden STR-Profile findet sich im STR-
System VWA, CSF1PO, dem Geschlechtsmarker AMEL, D5S818 (das war bet HROC18 noch
anders) und D7S820. Bei THO1 und TPOX gibt es wieder eine leichte Abweichung, durch die
Verwendung von Punktallelen bedingt. Beide STR-Profile stimmen im Bereich der Marker
THO1 und TPOX weitestgehend iiberein. Bei D16S539 liegt wie bei HROC18 jeweils ein Allel
zwischen meinem Ergebnis und der externen Kontrolle. Und schlieBlich liegen auch bei
HROC32 im STR-System D13S317 wieder drei Allele zwischen meinem Ergebnis und dem
Ergebnis der DSMZ.

Beim Blick auf Tabelle C (Siehe Anhang) zum Probenblock HROC24 zeigt sich dem Betrachter
im Vergleich zu den beiden vorherigen Tabellen ein deutlich unruhigeres Bild. Das liegt auch
daran, dass die Tumorzelllinie HROC24 mehr heterozygote Genotypen aufweist als HROC18

oder HROC32. Auf der Suche nach Genotypen, die vollkommen iibereinstimmen, sto3t man
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neben dem Geschlechtsmarker Amelogenin lediglich auf D7S820. Bei THO1 und TPOX geht
es wieder um das Thema Punktallele, weitestgehend stimmen die Genotypen aber auch hier
tiberein. Im Bereich D16S539 findet sich wie schon in Tabelle A und B ein Unterschied von
einem Allel, bei D13S317 von drei Allelen. Neu im Vergleich zu Tabelle A und B ist der
Unterschied von einem Allel bei CSF1PO, und bei vWA und D5S818 liegt bei jeweils einem

der beiden Allele des jeweiligen Locus auch ein Unterschied von einem Allel vor.

Bevor aber die bisher beschriebenen Unterschiede und Gemeinsamkeiten bewertet werden, soll
mit Tabelle D (Anhang) noch kurz eine letzte Tabelle zum Thema Abgleich der MOI-Daten
mit STR-Profilen der DSMZ gezeigt werden. Hier geht es um die Tumorzelllinie HROC40. Bei
vWA, THO1, CSF1PO und AMEL stimmen die Ergebnisse vollkommen iiberein. Beim Marker
TPOX findet man wieder weitestgehend eine Ubereinstimmung. Im STR-System D5S818,
D7S820 und D16S539 liegt jeweils ein Allel zwischen meinem Ergebnis und dem der DSMZ.
Bei D13S317 betriagt der Unterschied wie bei allen anderen in Braunschweig analysierten

Proben drei Allele.

Lésst sich in komprimierter Form etwas zu den Tabellen A-D sagen? Und vor allem: Sind meine
Ergebnisse falsch? Ich sehe den Abgleich meiner Ergebnisse mit den Braunschweiger
Ergebnissen so, als hitte ich meine Ergebnisse mit Ergebnissen einer STR-Datenbank
abgeglichen. Dazu schreibt Amanda Capes-Davis: ,,Beim Durchsuchen einer Online-
Datenbank mit STR-Profilen von Zelllinien sollte der Nutzer nach sehr dhnlichen Treffern
(close matches) suchen, und nicht nur identische Profile/Treffer; die meisten Studien wiirden
darin zustimmen, dass eine 80%ige Ahnlichkeit eine geeignete Schwelle dafiir ist, von einem

Treffer beim Vergleichen von Zelllinien-Profilen zu sprechen* (Capes-Davis et al. 2010).

Nun erneut zu HROC18. Korrigiert man sowohl die Punktallele, als auch die systematischen
Unterschiede heraus, so stimmen 16 von insgesamt 18 Allelen iiberein, also ca. 89%. Bei
HROC32 kommt man nach derselben Korrektur ebenfalls auf eine 89%ige Ubereinstimmung,
wihrend sich fiir HROC24 eine 78%ige Ubereinstimmung ergibt (12 von 18 Allelen). Bei
HROC40 stimmen dann 15 von 18 Allelen iiberein, also 83%.

Wenn man die Marker in den Fokus nimmt, stellt sich die Lage wie folgt dar: Erfreulicherweise
gibt es bei allen vier Proben keine Abweichungen, was den Genotyp beim Geschlechtsmarker
Amelogenin angeht. Korrigiert man die Punktallele heraus, so stimmen auch bei TPOX die

Genotypen bei allen Proben iiberein.
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Bei den Markern vWA, THO1, CSF1PO und D7S820 stimmen die Genotypen jeweils bei drei

von vier Proben iiberein, wenn man denn die Punktallele herauskorrigiert.

In den STR-Systemen D13S317 und D16S539 findet sich keine Ubereinstimmung. D5S818
zeigt ein gemischtes Bild (Ubereinstimmung bei einer Probe, jeweils ein Allel Unterschied bei

zwei Proben, bei einer Probe nur an einem der beiden Allele ein Unterschied von einem Allel).

Zu den Ursachen der Verschiebung bei den Allelen lésst sich Folgendes sagen: Vergleicht man
die Primer-Sequenzen, die von der DSMZ verwendet wurden (Siehe Abb. 6 im Anhang), so
finden sich bei D13S317 und vWA jeweils Unterschiede bei den Forward-Primern. Diese
Unterschiede sind sowohl in Abb. 6 als auch in der Tabelle mit den Primer-Sequenzen im
Kapitel ,,Material und Methoden* farbig markiert. Die Primer-Sequenzen der STRBase weisen

jeweils am 5°-Ende der beiden Forward-Primer drei zusitzliche Nukleotide auf.

Ebenfalls im Anhang findet sich Tabelle 25, in der die Anzahl der Allele sowie die Allel-Grofe
fiir jeden Locus, so wie sie an der DSMZ verwendet werden, dargestellt ist. Wenn man die
dortigen Allel-GroBen mit den Allel-GroBen vergleicht (Amelogenin sei einmal
ausgenommen), die fiir diese Arbeit unverdndert der STRBase des NIST entnommen wurden,
so finden sich bei der Allel-GroBe Abweichungen bei sechs der acht STR-Marker. Die Allel-
GroBlen, die fiir diese Arbeit verwendet wurden, verhalten sich — im Verhéltnis zu den DSMZ-

Allel-GroBen- wie folgt:

D5S818 DSMZ-Allel-GroBBe + 1bp
D13S317 DSMZ-Allel-GréBe - 7bp
D7S820 DSMZ-Allel-GroBe - 1bp
D16S539 DSMZ-Allel-GroB3e - 2bp
VWA DSMZ-Allel-GréBe + Sbp
THO1 DSMZ-Allel-GroBe + 2bp

Bei TPOX und CSF1PO stimmen die Allel-Grofen tiberein.

Man sieht in der Tabelle, dass sich die groBte Abweichung der Allel-Grofen bei D13S317 zeigt,
welcher einer der Marker ist, bei denen sich keine Ubereinstimmung zwischen den Ergebnissen

dieser Arbeit und den DSMZ-Genotypen findet.
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An dieser Stelle zwei Uberlegungen, die mit der Fluoreszenz-Markierung zu tun haben. Erstens:
Anders als in der STRBase wurden hier alle Primer mit Ausnahme von Amelogenin am
Forward-Primer gelabelt. In den Vorgaben auf der NIST-Seite wird mit Ausnahme von D7S820
und CSF1PO der Reverse-Primer markiert. Ich konnte diesbeziiglich in Erfahrung bringen, dass
es cher unwahrscheinlich ist, dass die Lage der Fluoreszenz-Markierung in der
Kapillarelektrophorese ein unterschiedliches Laufverhalten verursacht. Dieser Aspekt ist auf
Ursachensuche also vernachldssigbar. Zweitens: Die FAM-gelabelten Marker scheinen
unproblematischer zu sein, hier gibt es insgesamt mehr Ubereinstimmung zwischen den
Ergebnissen dieser Arbeit und den STR-Profilen der DSMZ. War die HEX-Markierung keine
gute Wahl? Ich konnte diesbeziiglich herausfinden, dass dem nicht so sein diirfte, da die HEX-
Markierung kompatibel mit der genutzten Kapillarelektrophorese ist und Probleme, wenn es sie
denn diesbeziiglich gébe, eher nicht Differenzen bei der Fragmentliange zur Folge hitten. Auch
dieser Punkt spielt scheinbar keine Rolle. Ferner konnen sich bedingt durch die
Kapillarelektrophorese mit ihrer Kalibrierung Unterschiede um ein Basenpaar ergeben

(Mansfield et al. 1996).

Fest steht, dass Unterschiede bei den Primer-Sequenzen eine Ursache fiir die Allel-
Verschiebungen darstellen. Fest steht auch, dass Allele anders organisiert wurden, sprich Allele
anderen bp-GroBen zugeordnet wurden, was auch zu Allel-Verschiebungen fiihrt. Die Quelle
der Allelbezeichnungen bei der DSMZ ist iibrigens auch die STRBase des NIST
(http://www.cstl.nist.gov/div831/strbase/). Der Unterschied miisste dann an dem jeweiligen
Stand liegen. In 2013 fanden sich dort jedenfalls unter dem Link ,,Multiplex STR-kits* bis auf
minimalste Unterschiede die Angaben wie in 2016. Eventuell waren die dortigen Angaben vor

mehr als 10 Jahren andere.

Die DSMZ hat ferner bei dem einen oder anderen Marker einige weitere Allele verwendet, ein
Beispiel ist vVWA. Die Bandengrof3e von 120-170bp lag zu Beginn meiner Arbeit bereits vor,
sind doch die BandengroBen fiir alle FAM-gelabelten Marker initial durch Dr. Christina Mullins
(MOI-Labor) bestimmt worden (Siehe ,,Material und Methoden®). Darauf aufbauend
verwendete ich nur Allelbezeichnungen, die sich in diesem Bereich bewegen. Ein Allel 22
(171bp) und Allel 23 (laut NIST ein Punktallel) findet sich daher bei den in dieser Arbeit
verwendeten Allelbezeichnungen nicht. Die Bandengréfen der HEX-gelabelten Marker

wurden von mir bestimmt. Hier wére es, wenn alle in der STRBase des NIST aufgefiihrten
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Allele verwendet worden wiren, bei den groBeren Allelen zum Uberlappen mit den kleineren

Allelen des niachsten Markers gekommen.

4.7.2 Abgleich mit STR-Profilen aus Turin

Fiir 19 HROC-Proben wurde auch in einem Turiner Labor eine Genotypisierung vorgenommen.
Die Turiner Wissenschaftler haben mit einem Kit gearbeitet. Beim Abgleich der STR-Profile -
mir liegen lediglich die Allele vor, nicht die Allel-Groen - zeigt sich ein systematischer
Unterschied, was die STR-Systeme D13S317 und D16S539 angeht. Bei D13S317 sieht die
Abweichung wie folgt aus: Turiner-Allelbezeichnung +3 Allele. Kommt man in Turin
beispielsweise auf Allel 12, so findet sich in den MOI-STR-Profilen an der Stelle Allel 15. Bei
D16S539 weichen die Allel-Bezeichnungen um ein Allel ab. Ergibt sich in Turin beispielsweise
Allel 12, so zeigt sich bei mir an der Stelle Allel 11. Bei D5S818 storen erneut die Punktallele
bei den von mir erstellten STR-Profilen. Abgesehen davon findet sich aber auch hier ein
systematischer Unterschied von einem Allel beim ersten Allel dieses Locus, sprich die
Allelbezeichnung in Turin ist immer um ein Allel hoher. Beim zweiten Allel dieses Locus ist

der Unterschied geringer, aber auch systematisch.

Bei den Markern THO1 und TPOX ergeben sich Unterschiede dadurch bedingt, dass in Turin
bis auf das “typische* Punktallel 9.3 bei THO1 und eine einmalig vorkommende Ausnahme bei
D7S820 nicht mit Punktallelen gearbeitet wurde. Die Verschiebung von plus 1bp bei THO1 und
minus 1bp bei TPOX kann mit der verwendeten Kapillarelektrophorese und der entsprechenden

Kalibrierung erklart werden.

Abgesehen von einigen seltenen Ausreilern stimmen die STR-Profile bei vWA, CSF1PO,
D7S820 und beim Geschlechtsmarker AMEL iiberein.

Die beobachteten Allelverschiebungen konnten auch hier auf unterschiedliche Primer-

Sequenzen zuriickzufiihren sein.
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Ausblick

Zur Klarung der Frage, ob es sich bei den im Rahmen dieser Arbeit ermittelten Allelen um die
tatsdchlichen Allele handelt, wird die AG MOI demnéchst einige Proben (alle verwendeten

Marker) beispielhaft sequenzieren.

4.8 Kritik Teil 2: Fehleranalyse

Fehler beim Pipettieren

Beim genauen Blick auf HROC224 (Tabelle 24, Anhang) fallt auf, dass das PDX-STR-Profil
im Bereich der HEX-markierten Marker von dem der tibrigen HROC224-Proben abweicht, und
zwar in einem Ma@, das stutzig macht. Auf der Suche nach einem zu Letzteren passenden STR-
Profil fand sich das Elektropherogramm mit der Nummer E06 und dem Titel HROC46 TO M1
(Siehe ebenfalls Tabelle 23, Anhang). Die dazu passende Probe wurde beim Pipettieren in das
Well neben dem HROC224 PDX-Material gegeben, dessen Elektropherogramm die Nummer
D06 triagt. Da die Elektropherogramme im Bereich der FAM-markierten Marker keine
Auffilligkeiten zeigen, wurden beide Proben im Labor nicht falsch etikettiert, sondern hochst

wahrscheinlich beim Pipettieren vertauscht.

Abgesehen davon stimmt ein mit HROG36 betiteltes STR-Profil nicht mit dem Profil der
HROG36 B-Zellen iiberein, wohl aber mit dem Profil von BcHROG33 P7. Es muss sich also
um HROG33 handeln. Wie es zu dieser Vertauschung kam ist riickblickend nicht genau
nachvollziehbar, ein Fehler wie ev. eine falsche Probenbeschriftung beim Pipettieren ist aber
sehr wahrscheinlich. Eine Moglichkeit, um sicher auszuschlieBen, dass es nicht zu einer
Vertauschung seitens des Labors gekommen ist, wire eine Reanalyse von HROG36 um zu

priifen, ob sich dann ein zu den HROG36 B-Zellen passendes Profil ergibt.

Fehler beim Geschlechtsmarker Amelogenin

Bei HROC129 und HROC174 zeigt sich eine Anderung des AMEL-Genotyps, und zwar beim
PDX-Material. Wéahrend N und T jeweils einen X,X-Genotyp aufweisen, was dem
tatsdchlichen Patientengeschlecht in der Norddeutschen Tumorbank entspricht, findet sich beim
PDX ein X,Y-Genotyp. Eventuell denkbar wire, dass es sich um eine Kontamination mit DNA

eines mannlichen Individuums handelt. Dieser Gedanke ist aber unwahrscheinlich.
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Wahrscheinlicher ist, dass ein Fehler beim Pipettieren der PCR mit den HEX-gelabelten
Markern und Amelogenin unterlaufen ist. Beim Blick auf die STR-Profile der HEX-gelabelten
Marker finden sich Abweichungen, die aber anders als im oben genannten Fall nicht so auffallig
sind, dass dem Betrachter sofort eine mogliche Probenvertauschung in den Sinn kommen
wiirde. Die PCR, um die es geht, tragt die Nummer acht. Unter den weiteren nach dieser PCR
erstellten Elektropherogrammen findet sich keines, das besser zu dem STR-Profil von N oder
T bei HROC129 und HROC174 passen wiirde. Sicherheitshalber sollte auch {iber ein Reanalyse
dieser beiden Proben mit den HEX gelabelten Markern und Amelogenin nachgedacht werden.

Die beiden Proben wurden bei der LOH- und MSI-Auszdhlung nicht beriicksichtigt.

Kontamination bei den BcHROGs

Im Rahmen dieser Arbeit wurden acht BcHROG-Proben untersucht. In allen
Elektropherogrammen zeigen sich bei TPOX zusitzlich zu den Hauptallelen zwei kleinere
Peaks von ca. 222,1 und 224,7 bp GroBle. Bei den jeweiligen HROG-Proben, soweit es diese
gibt, finden sich diese Peaks nicht. Nun ist TPOX ein Locus, fiir den nicht wenige Félle von
drei Allelen bekannt sind (http://www.cstl.nist.gov/div831/strbase/tri_tab.htm). Aber es handelt
sich bei den BcHROG-Proben nicht um drei, sondern um vier Allele, deren Bild an ecine
gemischte Probe erinnert, wie sie hiufiger in der Forensik zu finden ist, wenn DNA von zwei
Individuen gemischt vorliegt. Allerdings wéren dann vier Allele in mehreren Markern zu
erwarten (Clayton et al. 2004). Und selbst wenn es sich um neue zusétzliche Allele im Rahmen
von MSI handeln wiirde, so wire dies bei den HROGs zu erwarten, nicht bei den B-Zellen.
Dass es sich in diesem Fall um eine Kontamination handeln muss wird deutlich, wenn man sich
die STR-Profile von vier TiBcHROC173 anschaut, die gemeinsam mit den BCHROGs pipettiert
wurden. Und tatsdchlich finden sich auch hier die beiden besagten Extra-Allele. Nur dass es bei
HROC173 auch ein STR-Profil des Normalgewebes gibt, in dem die zusétzlichen Allele bei
TPOX nicht zu sehen sind.

Technisch bedingte Artefakte

In den Elektropherogrammen der HEX-gelabelten Marker fallen immer wieder kleine Off-
Ladder Peaks auf, die an der Basis sehr schmal sind, und eher einem senkrechten Strich dhneln
als einem tiiblichen Peak. Dazu passt, dass technische Artefakte meist schmal sind (Clayton et

al. 2004). Wiederholt man die PCR, so kdnnen diese Artefakte verschwinden. Ein gutes
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Beispiel zeigt sich bei HROC199 (D7S820). Die Probe wurde erneut analysiert. In dem neuen
Elektropherogramm ist das Artefakt nicht mehr zu sehen (Siche Anhang, Abb. 7).

Off-Ladder Allele

In der urspriinglichen Fassung von Tabelle 15 kam bei den Ergebnissen zu HROC24 im STR-
System D7S820 bis auf eine Ausnahme in allen Proben das Off-Ladder-Allel D7S820<6
(201bp) vor, auch beim Normalgewebe. Da in der Literatur Fille von Allelen beschrieben sind,
die sich im Bereich oberhalb oder unterhalb der Allel-Leiter befinden (Butler 2001), und da
drei Allele an einem Locus auch moglich sind (Siehe weiter oben in der Diskussion), wire auch
das D7S820<6 Allel nicht weiter aufgefallen, wenn sich die Félle nicht gehauft hitten (Siehe
Abb. 8 im Anhang). Auch fand sich ein zweites D7S820<6 Allel, mit 205bp. Beim Abgleich
des STR-Profils mit den Ergebnissen aus Turin fiel auf, dass Locus D13S317 nicht homozygot,
sondern heterozygot ist. Auch weist D7S820 bei HROC24 nicht drei Allele auf. Es musste also
ein Fehler bei der Zuordnung der Allele zu den beiden Markern unterlaufen sein. Letztendlich
kam es tatsdchlich zu einer systematischen Fehlzuordnung, da ich eingangs die Allele fiir
D13S317 nur bis einschlieBlich Allel 15 vorgenommen hatte (197bp). Das ist das letzte
Konsensusallel des Markers, dessen Produktgrof3en sich zwischen 153bp und 200bp erstrecken
sollten. Produktgréfen zwischen 201 und 252bp wiirden in den Bereich des Markers D7S820
fallen. Nun liegt das erste Konsensusallel von D7S820 bei 215bp und heif3it Allel 6, mit weniger
Basenpaaren finden sich lediglich zwei Punktallele, es gibt also einen groferen Allel-freien
Bereich hin zur unteren Markergrenze. Und das letzte Konsensusallel 15 bei D13S317 liegt
unmittelbar an der oberen Grenze dieses Markers. Ergeben sich hier im Rahmen von MSI Allel-
Verschiebungen, so gehen diese nicht selten in den Bereich > 200bp. AuBlerdem gibt es bei
DI13S317 ja auch noch die beiden Punktallele, die ich nicht eingepflegt hatte, da der
GeneMapper® sonst einen “bin overlap® angezeigt hétte: Punktallel 16 (201bp) und 17
(205bp). Nun ist D13S317 der Marker, bei dem sich beim Vergleich mit Extern Abweichungen
bei der Primersequenz zeigten. Ein Punktallel 16 bei den Ergebnissen dieser Arbeit ist extern
das Konsensusallel 13 und kommt daher auch nicht selten vor. Es wurde letztendlich manuell
eine Korrektur der Allelzuordnung vorgenommen. Diese Korrektur wurde auch beim

Auszihlen zusitzlicher Allele und LOH-Ereignisse bedacht.

Ein anderer Fall ist ein Allel, das mit ca. 172,5 bp zwischen den Markergrenzen von vWA und
THO1 liegt (Siehe Abb. 9, Anhang). Die Allel-Bezeichnungen wurden nach den mir eingangs
bereits vorliegenden BandengrofB3en fiir die FAM-gelabelten Marker eingegeben, d.h. vWA
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120-170bp, THO1 180-220 bp. Ich pflegte folglich Allel 22 bei vWA nicht ein, da es mit 171bp
auBerhalb dieses Bereichs lag. Bei THOI pflegte ich die Allele 3-5 nicht ein (171-179bp, und
somit < 180bp). Nun liegt die Vermutung nahe, dass auch hier eine systematische
Fehlzuordnung der Allele vorliegen konnte. Dagegen spricht aber, dass beide angrenzenden
Loci oft bereits heterozygot sind. Der Peak zwischen den beiden Markern ist weniger héufig
als der oben beschriebene Fall des vermeintlichen Allels D7S820<6. Er kommt ohne
erkennbare Systematik bei so mancher Tumor- oder Xenoprobe vor, aber auch sehr oft bei
Normalgewebe. Einer der beiden angrenzenden Loci wiirde dann beim Normalgewebe drei
Allele aufweisen. Dass drei Allele bei Normalgewebe andernorts gefunden und beschrieben

wurden, wurde bereits weiter oben in der Diskussion geschildert.

Crouse et al. haben aus 10.000 DNA-Proben unterschiedlicher Individuen, die mit STR-
Markern untersucht wurden, 42 Proben zur weiteren Analyse herangezogen (Crouse et al.
1999). In sieben Proben fanden sich Allele zwischen den Markergrenzen, wobei THO1 mit vier
Féllen die meisten Off-Ladder Félle dieser Art zeigte (Allel THO1<5, 162.8bp). Es ist in dem
Paper leider nicht ersichtlich, wie der Genotyp in allen sieben Fillen lautet, fiir einen TPOX-
Fall wird letztendlich aber 11, >13 angegeben, wonach sich dieser TPOX-Locus ohne das Oft-
Ladder Allel homozygot darstellte. Zunichst: Zur Uberpriifung, ob es sich bei dem Allel
tatsdchlich um ein Punktallel aulerhalb der Markergrenzen handelte, wurden die besagten
Proben durch Crouse und Kollegen mit mehreren unterschiedlichen Detektionsmethoden
untersucht und die Ergebnisse auf Konkordanz gepriift. Eine Vorgehensweise, die laut der

Autoren sehr kostspielig ist und die Moglichkeiten kleiner Labore liberschreitet.

Dann: Punktallele sind grundsétzlich selten. Hinzu kommt, was weiter oben bereits beschrieben
wurde: Die an das Off-Ladder Allel angrenzenden Loci sind in den Ergebnissen dieser Arbeit
oft bereits heterozygot. Wire das besagte Allel relevant, dann wiirde sich so ein Tri-Allelic
Pattern ergeben. Dadurch bedingt wiirden hier allein beim Normalgewebe mehr als 20 Fille
von drei Peaks an einem Locus entstehen, was bei weitem keine Seltenheit ist, und daher
unrealistisch. Es muss sich bei dem Peak folglich um eine Kontamination oder ein Artefakt
handeln, weshalb er auch bei der Auszdhlung neuer Allele oder LOH nicht bedacht wurde.
Zeigen ldsst sich dies bei HROC87N, einer Probe, in der dieser Peak vorkommt. Die B-Zellen
hingegen zeigen diesen Peak nicht. THOl ist bet HROC87N homozygot, man konnte
argumentieren, dass der Peak zu THO1 gehort. Eine HROC87 Zelllinien-Probe wurde allerdings
auch in Turin untersucht, wo man fiir THO1 einzig das Allel 8 und somit einen homozygoten

Locus fand. In allen HROC87-Proben ist dieser Locus homozygot.
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Eine andere Probe, PDX HROC70, wurde zweimal analysiert (Abb.9, Anhang). Im Ergebnis
der ersten PCR ist kein Off-Ladder Allel zu sehen. Ein spédteres Elektropherogramm zeigt einen
Off-Ladder Peak. Der Peak scheint in diesem Fall nicht reproduzierbar, was gegen einen
tatsdchlichen Peak auBerhalb der Grenzen der Allel-Leiter spriche, da diese reproduzierbar
wiren (Butler 2001). Allerdings zeigt die Skalierung der y-Achse in diesem Fall, dass die
Intensitét der Peaks in dem Elektropherogramm ohne den Extra-Peak sehr gering ist, weil bei
dieser Probe moglicherweise zu wenig DNA verwendet wurde. Eventuell stellt sich der Extra-
Peak daher nicht dar. Nebenbei findet man in dem Elektropherogramm zu PDX HROC70 noch
eine weitere Auffilligkeit, ndmlich einen kleinen zusitzlichen Peak bei TPOX. Das Auftauchen
dieses Peaks, der im zweiten Elektropherogramm offensichtlich nicht erscheint, diirfte sich
auch mit einer ev. zu geringen DNA-Konzentration der Probe erkléren. Hierzu passt das
Ergebnis einer Arbeitsgruppe, die sowohl Paraffin-eingebettete, als auch frisch gefrorene DNA-
Proben mit unterschiedlichen DNA-Konzentrationen untersucht hat. Die Forscher haben
festgestellt, dass mit abnehmendem DNA-Gehalt einer Probe die MSI-Artefakte signifikant
zunehmen. Diese MSI-Artefakte sind nicht reproduzierbar (Sieben et al. 2000).

HHC6538 TO M1 wurde ebenfalls zweimal analysiert, hier findet sich der Extra-Peak zwischen
vWA und THOI in beiden Elektropherogrammen, ist also reproduzierbar (Abb. 10, Anhang).
Welcher Natur dieser Peak auch immer sein mag, es handelt sich aus meiner Sicht nicht um ein
Punktallel zwischen den Markergrenzen, sondern wahrscheinlich um eine Kontamination. Dazu
wiirde passen, dass sich eine Kontamination mit einer exogenen DNA-Quelle, obwohl sie sich
eigentlich in mehreren Loci zeigen wiirde, in manchen Fillen auch in Form nur eines

zusitzlichen Peaks zeigen kann (Clayton et al. 2004).

Kurz vor dem Ende dieser Fehleranalyse noch ein paar Worte zu HROC107, dem Probenblock,
bei dem das STR-Profil der TiBc in einem Marker vom STR-Profil des Normalgewebes
abweicht. Es ist schwierig, flir das zusitzliche Allel D5S818-14 eine Erkldrung zu finden,
miissten doch beide Profile iibereinstimmen. Wenn es sich nicht um eine Kontamination
handelt, dann konnte sich das neue Allel eventuell mit einer Verdnderung im Rahmen der
hoheren Passage der TiBc erkldren, zumal es sich hier um Passage 33 handelt. Um Gewissheit
zu haben konnte in diesem Fall sowohl {iber eine Reanalyse der TiBc-Probe, als auch iiber die
Analyse einer TiBc-Probe mit niedrigerer Passage nachgedacht werden. Gliicklicherweise
handelt es sich hier aber um einen Einzelfall und es ist davon auszugehen, dass das STR-Profil
des Normalgewebes das Profil ist, an dem es sich beim Vergleich mit den STR-Profilen anderer

Materialien dieses Probenblocks zu orientieren gilt.
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Kritik an der Vorgehensweise

Zu Beginn dieser Arbeit gab es einige Vorgaben. So stand bereits fest, dass wie zur
Identitéitspriifung von Zelllinien international {iblich STR-Marker verwendet werden sollten.
Die FAM-gelabelten Marker waren wie im Kapitel ,,Material und Methoden* beschrieben
bereits vorhanden, da angedacht war, einzig mit diesen vier Markern und dem
Geschlechtsmarker Amelogenin zu arbeiten. Ferner stand nicht nur fest, dass kein fertiges STR-
Kit verwendet werden sollte, sondern auch, dass zur Erstellung der Elektropherogramme das
Programm GeneMapper® genutzt werden sollte. Im Zuge einer ersten Literaturrecherche stellte
ich fest, dass die Marker-Anzahl um mindestens vier Marker wiirde erweitert werden miissen,
und dass es aullerdem eines zusitzlichen Fluorophors bedurfte. So kam es zu den vier HEX-

gelabelten Markern.

Riickblickend betrachtet hédtte man den Etablierungsprozess anders gestalten miissen. Man hitte
eher fragen miissen, ob vier Marker plus Amelogenin iiberhaupt ausreichen, um eine
verniinftige Genotypisierung durchzufiihren. Und man hétte sich theoretisch fiir die
Verwendung eines Kits entscheiden sollen. Der Vorteil ist, dass fiir eine Probe nicht zwei
Multiplex-PCRs gemacht werden miissen, sondern nur eine. Mehr Pipettieren bedeutet nicht
nur einen groBeren Zeitaufwand, sondern erhoht auch die Wahrscheinlichkeit einer
Kontamination. AuBBerdem werden in den Kits die Primersequenzen verwendet, die Standard
sind. Minimale technisch bedingte Abweichungen in den Ergebnissen konnen vorkommen,
aber groflere Verschiebungen bei den Allelen mehrerer Marker sind nicht nur unschon, sie

erschweren den Abgleich mit Extern. Dabei sollen STR-Profile weltweit vergleichbar sein.

Praktisch sieht es allerdings so aus, dass Kits so kostspielig sind, dass deren Verwendung leider

nicht finanzierbar gewesen wire.

Und noch ein letzter Punkt: Man hétte zunachst nur sieben bis zehn Proben analysieren sollen,
um dann umgehend die Ergebnisse mit Extern abzugleichen. Und man hitte erst nach

Ausrdumung aller Unstimmigkeiten weiterarbeiten sollen.
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5 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine STR-basierte Genotypisierung der Rostocker
Tumormodelle durchgefiihrt. Es wurden insgesamt 395 Proben analysiert, hauptsidchlich
Proben des CRC. Zu diesem Zweck wurde ein 9 Marker umfassender DNA-Fingerprint-Test
im Labor der AG MOI der Universitdt Rostock etabliert. Das Ergebnis der Analyse ist insofern
zufriedenstellend, als sich anhand der STR-Profile keine Hinweise auf stattgehabte
Probenvertauschungen vonseiten des Labors fanden. Auch konnten anhand der STR-Profile
nicht nur Phdnomene wie der Verlust der Heterozygotizitit oder das Auftauchen neuer Allele
bei Tumorproben beobachtet und ausgewertet werden, es wurde auch deutlich, dass sich die

jeweiligen Komponenten eines Probenblocks aufgrund dieser Phinomene unterscheiden.

Bis zum heutigen Tag bekommt das MOI-Labor von seinen Geldgebern iibrigens kein
zusitzliches Budget fiir den STR-Fingerprint. Es wire fiir alle Labore wiinschenswert, wenn es
nicht nur bei Artikeln bliebe, in denen die Geldgeber gebeten werden, auch Kosten fiir den
Fingerprint zu bedenken, sondern wenn diese Forderung auch Gehor finden wiirde. In der

Wissenschaft ist es nun mal wie in anderen Bereichen auch: Qualitét hat ihren Preis.
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A: Adenin

Al: Allel

AMELY: Amelogenin-Gen auf dem Y-Chromosom
Aqua dest.: destilliertes Wasser

ATCC: American Type Culture Collection

Bc: B-Zelle(n)

bp: Basenpaar(e) ; kb: kilo Basenpaare

° C: Grad Celsius

C: Cytosin

CIMP: CpG Island Methylator Phenotype

CIN: chromosomal instability

CODIS: Combined DNA Index System

CRC: colorectal carcinoma, kolorektales Karzinom
DNA: Desoxyribonukleinsdure

dNTP: Desoxynukleosidtriphosphate

DSMZ: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
EC: Endometrium-Karzinom

f: female, weiblich

FAM: Fluoreszenz-Markierung

FAP: Familidre adenomatdse Polyposis

g: Gramm

G: Guanin
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gDNA: genomische DNA

HEX: Fluoreszenz-Markierung

HNPCC: Hereditary Non-Polyposis Colorectal Cancer
HROC: Hansestadt Rostock Colon-Karzinom

HROG: Hansestadt Rostock Glioblastom

LOH: Verlust der Heterozygotizitét

LS: Lynch-Syndrom

m: male, mannlich

Min: Minuten

Met: Metastase

MM: Master Mix

MMR: Mismatch repair

MOI: AG Molekulare Onkologie und Immuntherapie der Klinik fiir Allgemeinchirurgie,
Universitit Rostock

MSI: Mikrosatelliten instabil (e) (Zellen); Mikrosatelliteninstabilitét
MSS: Mikrosatelliten stabil(e) Zellen

N: Normalgewebe

NCI : National Cancer Institute

NIST: National Institute of Standards and Technology
o-1 : off-ladder

P: Passage

PCR: Polymerase Chain Reaction

PDX: Patient-Derived Xenograft

PHR: Peak Height Ratio

PM: Primer Mix
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STRs: Short Tandem Repeats

T: Thymin

T [Hauptsdchlich verwendet, vor allem im Ergebnisteil]: Tumorgewebe
TAE: Tris-Acetat-EDTA

TiBc: Tumor infiltrierende B-Zellen

UV: Ultraviolett

V: Volt

u: Mikro; pl : Mikroliter ; uM: Mikromolar

Y: Y-Chromosom

ZNS: Zentrales Nervensystem
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Tabelle 27*

Locus

Chromosomale

GenBank® Locus und Locus-Definition

Wiederholungssequenz

Lokalisation 5 >3
HUMVWEFA31, humanes von TCTA
VWA 12p13.31 .
Willebrand Faktor Gen Komplex
HUMTHO1, h T in-
THO1 11p15.5 UMTHOL, humanes Tyrosin AATG
hydroxylase-Gen
HUMTPOX, h Thyroid-
TPOX 2p24-2pter -, amanes Thyre! AATG
peroxidase Gen
HUMCSF1PO, humanes c-fms
CSF1PO 5033.3-34 Proto-Onkogen fiir CSF-1 AGAT
Rezeptor Gen
D5S818 5g23.3-32 nicht applikabel AGAT
D13S317 13g22—q31 nicht applikabel TATC
D75820 7911.21-22 nicht applikabel GATA
D16S539 16g24.1 nicht applikabel GATA

Amelogenin
(Kein STR)

Xp22.1-22.3and Y

HUMAMEL, humanes Y
chromosomales Gen fiir das

Amelogenin-like Protein

Nicht applikabel

*= Quelle: (Promega Corporation 2016)

Tabelle 23: HROC32

Sample Name VWA THO1 TPOX CSF1PO AMEL
BcHROC32 19 8 9.1 |73 10.3]10 14 f
HROC32P11 19 8 9.1 (7.3 10.3 14 f
HROC32P42 19 8 7.3 10.3 |15 14 f
HROC32TOM?2 19 8 9.1 |73 10.3 14 f
HROC32T3M1P17 |19 8 9.1 (7.3 10.3 14 f
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Sample Name D5S818 D13S317 D7S820 |D16S539
BcHROC32 11.1 |12.3 |14 15 8 11 10 11
HROC32P11 12 14 15 8 11 10 11
HROC32P42 10.1 |11.1 15 8 11 10 11
HROC32TOM2 11.1 |14 15 8 10.3|10 11
HROC32T3M1P17 12 14 15 8 11 10 11
Tabelle A:

HROC18 |VWA THO1 TPOX CSF1PO AMEL
DSMZ 17 17 7 8 8 12 12 X X
MOI 17 17 7.1 8 7.3 7.3 12 12 X X
HROC18 |D5S818 D13S317 D7S820 D16S539

DSMZ 9 11 11 11 8 11 12 13

MOI 8 10.1 |14 14 8 11 11 12.1

Tabelle B:

HROC32 VWA THO1 TPOX CSF1PO AMEL
DSMZ 19 19 8 9 8 11 14 14 X X
MOI 19 19 8 9.1 7.3 10.3 (14 14 X X
HROC32 D5S818 D13S317 D7S820 D16S539

DSMZ 12 12 11 12 8 11 11 12

MOI 12 12 14 15 8 11 10 11

Tabelle C:

HROC24 |[VWA THO1 TPOX CSF1PO AMEL
DSMZ 16 20 6 9 11 11 11 12 X Y
MOl 16 21 6.1 9.1 10.3 |10.3 |10 11 X Y
HROC24 |D5S818 D13S317 D7S820 D16S539

DSMZ 10 11 7 13 11 13 9 11

MOI 10 12 10 16 11 13 8 10
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Tabelle D:

HROC40 VWA THO1 TPOX CSF1PO AMEL

DSMZ 15 |17 8 8 8 8 10 10 X X

MOI 15 |17 8 8 7.3 7.3 10 10 X X

HROC40 D5S818 D13S317 D7S820 D16S539

DSMZ 11 |13 11 12 11 11 11 11

MOI 10.1(12.3 |14 |15 10.3 [10.3 |10 10

Tabelle 24: HROC46 und HROC224

Sample Name VWA THO1 TPOX CSF1PO AMEL
BcHROC46Pat 15 17 6.1 |10 |7.3 10.3 12 m
HROC46TOM1 15 17 6.1 (10 |7.3 12 12 m
HROC46TOM1#13P24 15 17 6.1 |10 |7.3 12 12 m
HROC46T2M1 15 17 ol |6.1 |10 |7.3 12 12 m
Sample Name D5S818 D13S317 | D7S820 D16S539
BcHROC46Pat 10.1 12.3 15 |8 11 11 |12.1
HROC46TOM1 104 12 |16 |- 163|112 |10 |11
HROC46TOM1 korrigiert 12.3 14 |15 |8 10.3 11 |12.1
HROC46TOM1#13P24 12.3 15 |8 11 11 12.1
HROC46T2M1 12.3 15 |8 11 11 12.1
Sample Name VWA THO1 TPOX CSF1PO AMEL
HROC224N 17 20x |o-l |6.1 |9.1 |7.3 10 (12 |m
HROC224Tu 17 20.x 6.1 9.1 |7.3 del |12 m
HROC224Met 17 20x |o-l |6.1 |9.1 |7.3 10 (12 |m
HROC224T1M?2 17 20 6.1 |9 7.X 12 m
Sample Name D5S818 D13S317 | D7S820 D16S539
HROC224N 10.1 12 |16 11 10 11
HROC224Tu 10.1 12 |16 11 12 |10 11
HROC224Met 10.1 12 |16 11 10.x | 11
HROC224T1M2 123 14 |15 |8 103 11 |12
HROC224T1M2 korrigiert | 10.1 12 |16 10.3|12 |10 11
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Tabelle 25: Allel-Anzahl und Allel-GréfSen fiir jeden STR-Locus, so wie sie an der DSMZ in Braunschweig verwendet werden.

Die reguldren Fragmente sind normal, die Punktallele kursiv (meist dahinter) geschrieben. Aus: (Dirks et al. 2005)

Allele D5S818 D138317 D7S820 D165539 VWA THO1 TPOX CSF1PO Amelogenin
3 169
4 173 209 =X
5 164 212 266 177, 180 220 287 215=Y
6 114 168, 169 216, 219 270 181, 184 224 291
7 118 172, 173 220, 223 274 185, 188 228 295
8 122 176 224, 226 278 188, 182 232 294
a 126 180 228, 229 282 183 236 303, 304
9.3 (129) (183) (231) (285) 196 (239) (306}
10 130 184 232, 233 286 118 197, 200 240 307, 310
11 134 188 236, 237 280 122 20 244 311
12 138 182 240, 241 294 126 205 248 315, 316
13 142 186 244, 245 298 130 252 318
14 148 200 248 302 134 256 323
15 150 204 252 306, 309 138, 140 327
16 154 142, 144 331
17 158 146
18 150, 152
19 154
20 158
21 162
22 166
23 170
Tabelle 26:

MSI-Inzidenz bei unterschiedlichen sporadischen Tumorentititen

Aus: (Vauhkonen et al. 2004)

Tumorentitit MSI-Inzidenz (%)*
Osophaguskarzinom
Plattenepithelkarzinom 2-50
Adenokarzinom 22
Magen 2-15
Diinndarm 0
Kolorektales Karzinom 15
Gallenwege 0
Pankreas/Gallenwegs- <4
Hirn 0
Kopf und Hals 2-30
Schilddriise 8-10
Lunge

Nichtkleinzellig 4-68
Kleinzellig 0
Mamma <10
Ovarialkarzinom 11-17
Endometrium 9-45
Prostata 2-65
Harnwege 0-38
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Sarkom 13-19
Melanom 5

*= Die angegebenen Zahlen beziehen sich auf MSI-H, wo dies moglich war.

D165539. 16a22-24: non-coding reoion: 5°-GGG GGT CTA AGA GCT TGT AAA
AAG: 5°-GTT TGT GITG TGC ATC TGT AAG CAT GTA TC.

D135317. 1302231 non-codimg recion: SHAEA GAA GTC TGG GAT GTG GAG
GA; 5-GGCAGC CCA AAA AGA CAGA.

D5S818. 5a21-a31: non-codne remon. 5-GGT GAT TTT CCT CTT TGG TAT CC;
STAGC CACAGT TTA CAA CAT TTG TAT CT.

D75820, Tal1.21-22: non-coding remon, 5°-ATG TTG GTC AGG CTG ACT ATG;
S-GAT TCCACATIT ATC CTC ATT GAC.

CSF1. 5033.3-34: 3"UTR. of c-fms oroto-oncoeene for CSF-1 receptor gene, 5-AAC
CTGAGT CTG CCAAGGACT AGC; 5-TTC CAC ACA CCA CTG GCC ATC TTC.

TPOX_ ?p23-2pter: miron 10 of hniman thvrmd veroxidase sene. 5°-ACT GGC ACA
GAA CAG GCA CTT AGG. 5-GGA GGA ACT GGG AAC CACACA GGTTA

THO1, 11p15-15.5; intron 1 of lman tvrosine hvdroxvlase sene. 5°- ATT CAA AGG
GTA TCT GGG CTC TGG; 5°-GTG GGC TGA AAA GCT CCC GAT TAT.

VWA 12p12-pter; 3™-UTR of van Willebrandt factor gene. S[J-TA GTG GAT GAT
AAGAAT AAT CAGTAT GTG: 57-GGA CAG ATG ATA AAT ACA TAG GAT GGA
TGG.

Amel Xp22 1-22 3. Y coding remon of amelogerin. 5-ACC TCA TCC TGGG CAC
CCTGGT T: 57-AGG CTT GAG GCC AAC CAT CAG.

Abbildung 6: Genomische Lokalisation und STR-Primer-Sequenzen, so wie sie an der DSMZ in Braunschweig verwendet werden.
Aus: Dirks et al. 2005. Der Bereich, in dem sich in der STRBase des NIST mit Stand Friihjahr 2013 zusdtzliche Nukleotide finden,
rot markiert. Die jeweiligen Nukleotide sind in der Primerliste im Kapitel ,Material und Methoden" dieser Arbeit ebenfalls

farbig markiert.
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PI3 17 AO3.fsa [HROC199Ty [ Microsat Panel 20130312-dup-dup i | i
[ D5S818 I[ D135317_ I D7S820 I D165539 |
100 _ 140 180 220 260 300
33000
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11000-
C. A VI _‘ sl A | it 5 Y A L A
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Abbildung 7: Zu technischen Artefakten. Die x-Achse der Elektropherogramme zeigt die Ldnge der PCR-Produkte in bp, die y-
Achse die Peakhéhe in Fluoreszenzeinheiten. Das obere Elektropherogramm weist ein Artefakt bei D75820 auf. HROC99Tu
wurde reanalysiert. Im neuen Elektropherogramm (unten) ist der Extra-Peak nicht mehr zu sehen.

CS5100813 28 D04 HROC 638 TO M1.fsa | cs100813 28 | Microsat Panel 20130312-dup | | B
| D55818 I D138317 I D75820 | D168539 |
100 s 1:10 i 18|0 i 2:..*0 ; 2?0 ? 31?0
33000
22000+
11000 j
ok ! JI:L.‘ A ! " e A
lal 14 lal 14 al7|  lal? al 10|

I

al 11
Abbildung 8: Elektropherogramm von HROC68TOM1. Der erste Peak im STR-System D7S820 zeigt das vermeintliche Allel

D75820<6. D75820 weist in diesem Fall schon zwei Hauptallele auf, wéihrend D135317 homozygot ist. Die roten Dreiecke
stellen die Markergrenzen dar. Der Extrapeak (201bp) gehért zu D135317 und ist das dortige Punktallel 17.
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Abbildung 9: Xenotumor 70, zwei Elektropherogramme unterschiedlichen Datums. Das obere Elektropherogramm zeigt einen
Peak zwischen den Markern vWA und THO1. Auf dem unteren Elektropherogramm ist dieser Extrapeak nicht zu sehen.
Nebenbei sieht man am Beispiel dieser Proben, dass es manchmal von Vorteil ist, eine Probe erneut zu analysieren. Der kleine

erste Peak bei TPOX ist kein neues Allel, er tritt bei der Reanalyse nicht mehr auf.

5 211013 25 AD4 HHG 6538 TO Mi.fsa CS 211013 25 [ Migtosal Panel 20130312 [ W
C WA - THOT I TPOK 1 CEFIFD |
120 ) 1?]: ! 200 240 280 E?I:I
33000
22000 I
11000+
ok .. Al it | Ak ; Jt ) 1 )
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al9.l al 10] al 7]
Anne6-PM2 22 FO3fea X 130312 N [ N
[ VA | | THOL I TROX | CEFiPO ]
120 160 200 240 250 320
21000
14000 +
r | I |
o S VIBEN b e Moo — _L:_-l d
al 17 al71] fal 1.3.‘ [al7] ‘
al 9.1 al 10 lal 12
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Abbildung 10: Probe HHC6538TOM1 wurde reanalysiert, in beiden Elektropherogrammen zeigt sich ein Peak im Bereich
zwischen den Markergrenzen von vWA und THO1. Der Unterschied in der Peakhéhe héngt mit unterschiedlichen Einstellungen
der y-Achse zusammen.

LAPLD 06 Hi3fea HROC 26N Microsat Panel 20130312 [ ] ]
| i 1 THO! Il TROK. ] CEFIFO |
120 1iI!IZI 200 240 280 320
33000
22000
11000
o a.JLJl. Ar b . |. e A acl i d
al 17 al 7.1 al 7.3 |al 7}
alls lal 9.1/ lal 12
|A-FLZ B2 DD fsa HEQCI 26Ty Microsat Panel 20130312 [ ] [ | |
[ WA | [ THO1 [ TPOX | CEFIFD |
120 180 200 240 80 320
24007
16000 +
& | | ]
o AR R,, 4 i A i
Sy 117 R s T LA i, L —
al [C-| al 7 al 7.1 [ al 7.3 [at 7|
[al i"?l' lato1] a1 12]
al 18

Abbildung 11: Elektropherogramme von vier STR-Loci zu HROC126. Das obere Elektropherogramm gehért zum
Normalgewebe, das untere zum Tumormaterial. Die x-Achse zeigt die Lénge der PCR-Produkte in bp, die y-Achse die Peakhéhe
in Fluoreszenzeinheiten. Beim Marker vWA zeigt sich ein Fall von MSI. Das Ursprungsallel 18 wurde im Vergleich zum
Normalgewebe kleiner, ein neuer Peak ist rechts von Allel 18 zu sehen. Beim Marker CSF1PO ist Allel 12 beim Tumormaterial
deutlich kleiner als im Elektropherogramm des Normalgewebes. Hier zeigt sich ein Fall von LOH.
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13 1 HROC 57 (52613 13 Microsat Panel 21130312 1| |
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Abbildung 12: Elektropherogramm der HROC57 Krebszelllinie (unten). Beim Marker vWA zeigen sich unausgewogene Peak-
Héhen. Zum Vergleich dariiber das Elektropherogramm der FAM-gelabelten Marker fiir die HROC 57 B-Zellen. Hier finden sich
bei VWA ausgewogene Peak-Héhen.

| | 1 |
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280 1
; B
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Abbildung 13: Untereinander dargestellt sind die Elektropherogramme von HROC43 Normalgewebe, Tumor und Tumorzelllinie
(P30). Die x-Achse der Elektropherogramme zeigt die Ldnge der PCR-Produkte in bp, die y-Achse die Peakhéhe in
Fluoreszenzeinheiten. Wéhrend CSF1PO bei N und T einen heterozygoten Genotyp aufweist, zeigt sich bei der Tumorzelllinie
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ein homozygoter Genotyp. Dies ist ein Beispiel fiir LOH. Auch liefert die Tumorzelllinie beim Marker vWA ein Beispiel fiir das
Auftauchen neuer Allele.

Die Quelle fiir die folgenden Ausziige: (Ruitberg et al. 2001), Stand 03/2013 fiir vWA, THO1,
TPOX und CSF1PO. Stand 04/2013 fiir die tibrigen Marker.

VWA
Other Names Chromosomal Location GenBank Accession
VWF, VWA3I1A 12p13.31; von Willebrand Factor, || M25858; has 18 repeat
UniSTS: 240640 40™ intron units
Chr 12; 5.963 Mb (May 2004, NCBI
build 35)

Repeat: [AGAT] = bottom strand (commonly used); [TCTA] with [TCTG] and [TCCA] inserts
= GenBank top strand

Rep orted Ref. PCR Primer Sequences

Primers

Set 1 113 5'-CCCTAGTGGATAAGAATAATC-3'
5-GGACAGATGATAAATACATAGGATGGATGG-3'

Set 1' 7 5'-CCCTAGTGGATGATAAGAATAATCAGTATG-3'
5-GGACAGATGATAAATACATAGGATGGATGG-3'

Set 2 Promega || PowerPlex 1.1, PowerPlex 2.1, PowerPlex 16 (TMR labeled)
primer sequences
5'-GCCCTAGTGGATGATAAGAATAATCAGTATGTG-3'
5'-[TMR]-
GGACAGATGATAAATACATAGGATGGATGG-3'

Set 3 ABI Profiler Plus (5-FAM labeled), SGM Plus (5-FAM labeled),
Identifiler (NED labeled)

PCR Product Sizes of Observed Alleles
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Allele Set Set Set Repeat Structure Ref.
(Repeat || 1, 2 3
#) 1'
10 122 || 123 152 || TCTA TCTG TCTA [TCTGJ4[TCTA]3 716
bp | bp | bp
11 126 || 127 156
TCTA[TCTG][TCTA 76
13y || bp | bp | bp [TCTGLTCTAL
130 || 131 160
12 bp bp bp TCTA[TCTGJ4[TCTA]; 7
134 || 135 164
13 bp bp bp [TCTAL[TCTGJ4[TCTASTCCA[TCTA]s || 716
134 || 135 164
13 (15) bp bp bp TCTA[TCTGJ4TCTA]sTCCA TCTA 76
13 134 || 135 164
TCTA[TCTGJ4[TCTA 76
(1511) bp bp bp [ T4l T1o
14 138 || 139 168
TCTA[TCTGJ4TCTA 76
(16") bp bp bp [ ]4[ ]11
' TCTA TCTG
114 6" tl)38 11)39 tl)68 [TCTANW[TCTG]4[TCTATCCA 76
(16™) p P Pl [TCTA];
142 || 143 172
15 (17) bp bp bp TCTA[TCTGJ4[TCTA]10cTCCA TCTA 76
15 142 || 143 172
TCTA[TCTG]J[TCTA]11 TCCA TCTA 76
amy oo |[bp | bp [TCTGRTCTAIn
144 || 145 174
15.2 bp bp bp 7
146 || 147 176
16 (18) bp bp bp TCTA[TCTGJ4TCTA]11 TCCA TCTA 76
16 146 || 147 176
TCTA[TCTG]J[TCTA]1:-TCCA TCTA 76
(1 8') bp bp bp [ ]3[ ]12
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16.1 147 || 148 || 177 variant
' bp bp bp allele
17 (19) ll)li 0 éf) 1 éﬁo TCTA[TCTGJ4[TCTA]12,TCCA TCTA 76
18 (20) ll)li 4 éf) > éﬁ“ TCTA[TCTGJ4[TCTA]:5TCCA TCTA 76
18' 154 || 155 || 184
TCTA[TCTG]s[TCTA];1,TCCA TCTA 76
(20) | bp | bp | bp [TETOLITCTA]:
18.1 TCTA[TCTGL[TCTA]:2 A TCTA TCCA || 1o,
TCTA
18.2 156 157 186 variant
’ bp || bp || bp allele
183 157 158 187 variant
’ bp || bp || bp allele
19 (21) ég 8 11); ? t1>§8 TCTA[TCTGJ{[TCTA]4TCCA TCTA 76
variant
19.2 allele
20 (22) kl,f)z 11323 t1>19>2 TCTA[TCTGJ{[TCTA];sTCCA TCTA 76
21 (23) ég6 11)127 é§6 TCTA[TCTGJ{[TCTA]:cTCCA TCTA 76
22 (24) k1)17)o 11);1 igo TCTA[TCTGJ{[TCTA]»"TCCA TCTA 76
23 174 175 204 variant
bp (| bp | bp allele
24 178 179 208 variant
bp bp bp allele
75 182 183 212 variant
bp bp bp allele
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THO1

Other Names Chromosomal Location GenBank Accession

HUMTHO1, TC11 11p15.5; intron 1 of human || D00269; has 9 repeat units
UniSTS: 240639 tyrosine hydroxylase gene

Chr 11; 2.149 Mb (May 2004,
NCBI build 35)

Repeat: [AATG] = bottom strand (commonly used); [TCAT] = GenBank top strand

Rep orted Ref. PCR Primer Sequences

Primers

Set 1 1,3 5" GTGGGCTGAAAAGCTCCCGATTAT-3' (AATG strand)
5-ATTCAAAGGGTATCTGGGCTCTGG-3' (TCAT strand)

Set 2 4 5. GTGGGCTGAAAAGCTCCCGATTAT-3' (AATG strand)
5'-GTGATTCCCATTGGCCTGTTCCTC-3' (TCAT strand)

Set 3 125 5-GCTTCCGAGTGCAGGTCACA-3' (AATG strand)
5'-CAGCTGCCCTAGTCAGCAC-3' (TCAT strand)

Set 4 Promega | PowerPlex 1.1 (TMR labeled) primer sequences
5-ATTCAAAGGGTATCTGGGCTCTGG-3'
5'-[TMR]-GTGGGCTGAAAAGCTCCCGATTAT-3'

Set 5 ABI COfiler (JOE labeled), SGM Plus (NED labeled), Identifiler
(VIC labeled)

Set 6 Promega || PowerPlex 2.1, PowerPlex 16 (FL labeled) primer sequences
5'-[FL]-GTGATTCCCATTGGCCTGTTC-3'
5-ATTCCTGTGGGCTGAAAAGCTC-3'

PCR Product Sizes of Observed Alleles

Allele Set1,4 || Set2 Set 3 Set 5 Set 6 Repeat Ref.
Structure
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http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/chrom.htm
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=unists
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/sts/sts.cgi?uid=240639
http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/seq_info.htm#HUMTH01
http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/str_ref.htm
http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/kits/PowerPlex1.1.htm
http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/promega_primers.htm
http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/kits/COfiler.htm
http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/kits/SGMPlus.htm
http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/kits/Identifiler.htm
http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/kits/PowerPlex2.1.htm
http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/kits/PowerPlex16.htm
http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/PP16primers.htm
http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/str_ref.htm
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(Repe
at #)
3 171 bp 146 bp 230 bp 160 bp 152 bp [AATG]3 290
4 175 bp 150 bp 234 bp 164 bp 156 bp [AATG]4 716
5 179 bp 154 bp 238 bp 168 bp 160 bp [AATG]s 76
variant
5.3 182 bp 157 bp 241 bp 171 bp 163 bp dlele
6 183 bp 158 bp 242 bp 172 bp 164 bp [AATG]s 76
variant
6.1 184 bp 159 bp 243 bp 173 bp 165 bp _allele
[AATG]3
6.3 186 bp 161 bp 245 bp 175 bp 167 bp ATG[AA 632
TG]3
7 187 bp 162 bp 246 bp 176 bp 168 bp [AATG]; 76
variant
7.1 188 bp 163 bp 247 bp 177 bp 169 bp _allele
variant
7.3 190 bp 165 bp 249 bp 179 bp 171 bp _allele
8 191 bp 166 bp 250 bp 180 bp 172 bp [AATG]s 76
[AATG]s
8.3 194 bp 169 bp 253 bp 183 bp 175 bp ATG[AA 76
TG]3
9 195 bp 170 bp 254 bp 184 bp 176 bp [AATG]o 76
variant
9.1 196 bp 171 bp 255 bp 185 bp 177 bp _allele
[AATG]s
9.3 198 bp 173 bp 257 bp 187 bp 179 bp ATG[AA 76
TG]3
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UniSTS: 240638

10 199 bp 174 bp 258 bp 188 bp 180 bp [AATG]0 76
[AATG]s

10.3 202 bp 177 bp 261 bp 191 bp 183 bp ATG[AA 76
TG4

11 203 bp 178 bp 262 bp 192 bp 184 bp [AATG]1 76

12 207 bp 182 bp 266 bp 196 bp 188 bp [AATG]2 112
[AATG][
AACT][A

13.3 214 bp 189 bp 273 bp 203 bp 195 bp ATG]RAT 377
G[AATG]
3

variant
14 215 bp 190 bp 274 bp 204 bp 196 bp _allele
TPOX
Other Names Chromosomal Location GenBank Accession
hTPO, TPO 2p25.3; intron 10 of human thyroid || M68651; has 11 repeats

peroxidase gene
Chr 2; 1.472 Mb (May 2004, NCBI
build 35)

Repeat: [AATG] = GenBank top strand (commonly used)

Rep orted Ref. PCR Primer Sequences

Primers

Set 1 153 5'-ACTGGCACAGAACAGGCACTTAGG-3' (AATG
strand)
5'-GGAGGAACTGGGAACCACACAGGT-3' (TTAC
strand)

Set 2 87 5'-CACTAGCACCCAGAACCGTC-3' (AATG strand)

5-CCTTGTCAGCGTTTATTTGCC-3' (TTAC strand)
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http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/var_TH01.htm
http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/var_TH01.htm
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=unists
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/sts/sts.cgi?uid=240638
http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/seq_info.htm#TPOX
http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/str_ref.htm
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Set 3

Promega

PowerPlex 1.1 (TMR labeled) primer sequences
5'-ACTGGCACAGAACAGGCACTTAGG-3'

5'-[TMR]-GGAGGAACTGGGAACCACACAGGTTA-3'

Set 4

ABI

COfiler (JOE labeled), Identifiler (NED labeled)

Set 5

Promega

PowerPlex 2.1, PowerPlex 16 (TMR labeled) primer

sequences

5'-GCACAGAACAGGCACTTAGG-3'
5-[TMR]-CGCTCAAACGTGAGGTTG-3'

PCR Product Sizes of Observed Alleles

Allele Repeat

(Repeat #) Set 1,3 Set 2 Set 4 Set 5 Structure Ref.
variant

4 216 bp 98 bp 209 bp 254 bp dlele
variant

5 220 bp 102 bp 213 bp 258 bp _allele

6 224 bp 106 bp 217 bp 262 bp [AATG]s 185

7 228 bp 110 bp 221 bp 266 bp [AATG]; 284
variant

7.3 231 bp 113 bp 224 bp 269 bp dllele

8 232 bp 114 bp 225 bp 270 bp [AATG]s 28

9 236 bp 118 bp 229 bp 274 bp [AATG]o 28

10 240 bp 122 bp 233 bp 278 bp [AATGT]0 28
variant

10.1 241 bp 123 bp 234 bp 279 bp dllele

1 bp deletion in || variant
10.3 243 bp 125 bp 236 bp 281 bp ko seoion allele
11 244 bp 126 bp 237 bp 282 bp [AATG] 28

130


http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/kits/PowerPlex1.1.htm
http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/promega_primers.htm
http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/kits/COfiler.htm
http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/kits/Identifiler.htm
http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/kits/PowerPlex2.1.htm
http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/kits/PowerPlex16.htm
http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/PP16primers.htm
http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/PP16primers.htm
http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/str_ref.htm
http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/var_tpox.htm
http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/var_tpox.htm
http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/var_tpox.htm
http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/var_tpox.htm
http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/var_tpox.htm
http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/var_tpox.htm
http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/var_tpox.htm
http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/var_tpox.htm
http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/STRseq.htm
http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/STRseq.htm
http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/var_tpox.htm
http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/var_tpox.htm
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12 248 bp 130 bp 241 bp 286 bp [AATG]2 28

13 252 bp 134 bp 245 bp 290 bp [AATG]13 284
variant

13.1 253 bp 135 bp 246 bp 291 bp _allele

14 256 bp 138 bp 249 bp 294 bp [AATG]4 153
variant

15 260 bp 142 bp 253 bp 298 bp _allele
variant

16 264 bp 146 bp 257 bp 302 bp _allele

CSF1PO
Other Names Chromosomal Location GenBank Accession
CSF 5(]33.1, human c-fims proto-oncogene for CSF- X14720; has 12 repeats

UniSTS: 156169

1 receptor gene, 6th intron

Chr 5; 149.436 Mb (May 2004, NCBI
build 35)

Repeat: [AGAT] = GenBank top strand (commonly used)

quorted Ref. PCR Primer Sequences

Primers

Set 1 3 5'-AACCTGAGTCTGCCAAGGACTAGC-3' (AGAT strand)
5'-TTCCACACACCACTGGCCATCTTC-3' (TCTA strand)

Set 2 Promega || PowerPlex 1.1 (TMR labeled)

Set 3 ABI COfiler (JOE labeled)

Set 4 Promega || PowerPlex 16 (JOE labeled) primer sequences
5'-[JOE]-CCGGAGGTAAAGGTGTCTTAAAGT-3'
5-ATTTCCTGTGTCAGACCCTGTT-3'
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http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/var_tpox.htm
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http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/str_ref.htm
http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/kits/PowerPlex1.1.htm
http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/kits/COfiler.htm
http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/kits/PowerPlex16.htm
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Set 5

ABI

Identifiler (6FAM labeled with *mobility modifier)

PCR Product Sizes of Observed Alleles

Allele Set 1 || Set3 Set 4 Set 5* Repeat Ref.

& Structure
g;epeat Set 2
5 287bp || 277bp || 317 bp 301 bp [AGAT]s variant allele
6 291bp || 281bp || 321 bp 305bp || [AGAT]s || 563
6.3 294bp || 284bp | 324 bp 308 bp variant allele
7 295bp || 285bp || 325 bp 309bp || [AGAT]; || 153
7.3 298bp || 288bp | 328 bp 312 bp variant allele
8 299bp || 289bp | 329 bp 313 bp [AGATT]s 28
8.3 302 bp 292 bp 332 bp 316 bp variant allele
9 303bp || 293 bp | 333 bp 317bp || [AGAT]s || 28
9.1 302bp || 294bp || 334 bp 318 bp variant allele
9.3 306 bp 296 bp 336 bp 320 bp variant allele
10 307bp || 297bp || 337 bp 321 bp [AGAT]o || 28
10.1 308 bp 298 bp 338 bp 322 bp variant allele
10.2 309 bp 299 bp 339 bp 323 bp variant allele
10.3 310bp || 300bp | 340 bp 324 bp 563
11 311 bp 301 bp 341 bp 325 bp [AGAT]n 28
11.1 312bp || 302bp || 342 bp 326 bp variant allele
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11.3 314bp | 304bp | 344 bp 328 bp variant allele

12 315bp || 305bp || 345bp 329 bp [AGAT]2 || 28

12.1 316 bp | 306bp | 346 bp 330 bp variant allele

13 319bp || 309bp | 349 bp 333 bp [AGATs || 28

14 323bp || 313bp || 353 bp 337 bp [AGAT]4 || 563

15 327bp || 317bp || 357 bp 341 bp [AGAT]1s 563

16 331bp 321 bp || 361 bp 345 bp [AGAT]16 variant allele
D5S818

Other Names Chromosomal Location GenBank Accession

D5 5q23.2 G08446; has 11 repeat

UniSTS: 54700

Chr 5; 123.139 Mb (May 2004,
NCBI build 35)

units

ACO008512; has 11 repeat

units

Repeat: [AGAT] = GenBank top strand

Rep orted Ref. PCR Primer Sequences

Primers —

Set 1 Promega || PowerPlex 1.1 (FL labeled), PowerPlex 16 (JOE labeled)
primer sequences
5-GGTGATTTTCCTCTTTGGTATCC-3'
5'-[JOE]-AGCCACAGTTTACAACATTTGTATCT-3'

Set 2 453 5-GGGTGATTTTCCTCTTTGGT-3'
5-TGATTCCAATCATAGCCACA-3'

Set 3 ABI Profiler Plus (NED labeled), Identifiler (PET labeled)
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http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/var_CSF1PO.htm
http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/var_CSF1PO.htm
http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/var_CSF1PO.htm
http://www.cstl.nist.gov/strbase/chrom.htm
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=unists
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/sts/sts.cgi?uid=54700
http://www.cstl.nist.gov/strbase/seq_info.htm#D5S818
http://www.cstl.nist.gov/strbase/seq_info.htm#D5S818
http://www.cstl.nist.gov/strbase/seq_info.htm#D5S818
http://www.cstl.nist.gov/strbase/str_ref.htm
http://www.cstl.nist.gov/strbase/kits/PowerPlex1.1.htm
http://www.cstl.nist.gov/strbase/kits/PowerPlex16.htm
http://www.cstl.nist.gov/strbase/PP16primers.htm
http://www.cstl.nist.gov/strbase/kits/ProfilerPlus.htm
http://www.cstl.nist.gov/strbase/kits/Identifiler.htm
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PCR Product Sizes of Observed Alleles

Allele Set 1 Set 2 Set 3 Repeat Structure Ref.

(Repeat #)

6 115 bp 129 bp 130 bp variant allele
7 119bp || 133bp | 134bp | [AGAT] 721

8 123bp || 137bp || 138bp | [AGAT]s 721

9 127bp | 141bp | 142bp || [AGAT] 721

10 131bp | 145bp | 146bp || [AGAT]0 721

10.1 132 bp 146 bp 147 bp variant allele
11 135bp | 149bp | 150bp || [AGATIH 721

11.1 136 bp 150 bp 151 bp variant allele
12 139bp || 153bp || 154bp | [AGAT]n 721

12.3 142 bp 156 bp 157 bp variant allele
13 143bp | 157bp || 158bp | [AGAT]: 721

14 147bp || 161bp || 162bp | [AGAT]u4 721

15 151bp || 165bp | 166bp | [AGATI:s 721

16 155 bp 169 bp 170 bp Profiler Plus
17 159 bp 173 bp 174 bp variant allele
18 163 bp 177 bp 178 bp variant allele
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D13S317
Other Names Chromosomal Location GenBank Accession
D13 13q31.1 G09017; has 13 repeats
UniSTS: 773 Chr 13; 81.620 Mb (May 2004, || AL353628.2;  has 11
NCBI build 35) repeats

Repeat: [GATA] = bottom strand (commonly used); [TATC] = GenBank top strand

Rep orted Ref. PCR Primer Sequences

Primers

Set 1 Promega || PowerPlex 1.1 (FL labeled), PowerPlex 16 (JOE labeled)
primer sequences
5-ATTACAGAAGTCTGGGATGTGGAGGA-3'
5'-[JOE]-GGCAGCCCAAAAAGACAGA-3'

Set 2 453 5'-ACAGAAGTCTGGGATGTGGA-3'
5'-GCCCAAAAAGACAGACAGAA-3

Set 3 ABI Profiler Plus (NED labeled), Identifiler (VIC labeled)

PCR Product Sizes of Observed Alleles

Allele Set 1 Set 3 Repeat Structure Ref.

(Repeat #)

5 157 bp 193 bp variant allele
6 161 bp 197 bp variant allele
7 165 bp 201 bp [TATC], 721

7.1 166 bp 202 bp variant allele
8 169 bp 205 bp [TATC]s 721

8.1 170 bp 206 bp variant allele

135


http://www.cstl.nist.gov/strbase/chrom.htm
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=unists
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/sts/sts.cgi?uid=7734
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10 Anhang

9 173bp || 209bp | [TATC]s 721

10 177bp || 213bp || [TATC]1o 721

10" 177bp | 213bp | [TATC]i0 AATC 721

11 181bp || 217bp | [TATC] 721

11.1 182 bp 218 bp variant allele

11.3 184 bp 220 bp variant allele

12 185bp || 221bp | [TATC] 721

13 189bp | 225bp | [TATC]3 721

13.3 192 bp 228 bp variant allele

14 193bp || 229bp || [TATC]s 721

14.3 196 bp 232 bp variant allele

15 197bp || 233bp | [TATC]:s 721

16 201 bp 237 bp variant allele

17 205 bp 241 bp variant allele
D7S820

Other Names Chromosomal Location GenBank Accession

D7 7q21.11 G08616; has 12 repeat

UniSTS: 74895

Chr 7; 83.433 Mb (May 2004,
NCBI build 35)

units
AC004848; has 13 repeat
units

Repeat: [GATA] = GenBank top strand
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Rep orted Ref. PCR Primer Sequences

Primers

Set 1 Promega || PowerPlex 1.1 (FL labeled), PowerPlex 16 (JOE labeled)
primer sequences
5'-[JOE]-ATGTTGGTCAGGCTGACTATG-3'
5-GATTCCACATTTATCCTCATTGAC-3'

Set 2 ABI Profiler Plus (NED labeled), COfiler (NED labeled), Identifiler
(6-FAM labeled)

Set 3 453 5" TGTCATAGTTTAGAACGAACTAACG-3'
5'-CTGAGGTATCAAAAACTCAGAGG-3'

PCR Product Sizes of Observed Alleles

Allele Set 1 Set 2 Set 3 Repeat Ref.

(Repeat #) Structure

5 211 bp 253 bp 194 bp variant allele
5.2 variant allele
6 215bp || 257 bp 198bp | [GATAJs 721

6.2 variant allele
6.3 218 bp 260 bp 201 bp variant allele
7 219bp || 261bp || 202bp | [GATA]s 721

7.1 variant allele
7.3 222 bp 264 bp 205 bp variant allele
8 23bp | 265bp || 206bp || [GATAJs 721

8.1 224 bp 266 bp 207 bp variant allele
8.2 225 bp 267 bp 208 bp variant allele
8.3 variant allele
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9 27bp || 269bp || 210bp | [GATAJs 721

9.1 228 bp 270 bp 211 bp variant allele

9.2 variant allele

9.3 230 bp 272 bp 213 bp variant allele

10 231bp || 273bp || 214bp | [GATAJo 721

10.1 232 bp 274 bp 215 bp variant allele

10.3 234 bp 276 bp 217 bp variant allele

11 235bp || 277bp || 218bp | [GATAJn 721

11.1 236 bp 278 bp 219 bp variant allele

11.3 variant allele

12 239bp || 281bp || 222bp | [GATA]n 721

12.1 240 bp 282 bp 223 bp variant allele

12.2 variant allele

12.3 variant allele
D16S539

Other Names Chromosomal Location GenBank Accession

D16 16q24.1 G07925; has 11 repeats

UniSTS: 45590

Chr 16; 84.944 Mb (May 2004,
NCBI build 35)

AC024591.3;  has 1
repeats

1

Repeat: [GATA] = GenBank top strand
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Rep orted Ref. PCR Primer Sequences

Primers

Set 1 Promega || PowerPlex 1.1 (FL labeled), PowerPlex 16 (JOE labeled)
primer sequences
5'-GGGGGTCTAAGAGCTTGTAAAAAG-3'
5'-[JOE]-GTTTGTGTGTGCATCTGTAAGCATGTATC-3'

Set2 WS | s-GaTcceaageTeTTCCTCTT-

Site 5-ACGTTTGTGTGTGCATCTGT-3'
Set 3 ABI COfiler (5-FAM labeled), SGM Plus (5-FAM labeled)
Set 4 ABI Identifiler (VIC labeled with *mobility modifier)

PCR Product Sizes of Observed Alleles

Allele Set 1 Set 2 Set 3 Set 4* | Repeat Structure | Ref.

(Repeat #)

4 260bp | 129bp | 229bp | 248 bp variant allele
5 264bp | 133bp | 233bp | 252bp | [GATA]s 721

6 268 bp | 137bp | 237bp | 256 bp variant allele
7 272bp | 141bp | 241 bp | 260 bp variant allele
8 276bp | 145bp | 245bp | 264 bp | [GATA]s 721

8.3 279bp | 148 bp | 248 bp | 267 bp variant allele
9 280bp | 149bp | 249bp | 268 bp | [GATAJs 721

9.3 283 bp | 152bp | 252bp | 271 bp variant allele
10 284bp | 153bp | 253bp | 272bp | [GATA]u0 721

11 288bp | 157bp | 257bp | 276 bp | [GATA]n 721

11.3 291bp | 160bp | 260 bp | 279 bp variant allele
12 292bp | 161bp | 261bp | 280bp | [GATA]n 721
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12.1 293bp | 162bp | 262bp | 281 bp variant allele
12.2 294bp | 163bp | 263 bp | 282 bp variant allele
13 296bp | 165bp | 265bp | 284bp | [GATA]3 721
13.1 297bp | 166bp | 266 bp | 285 bp variant allele
13.3 299bp | 168bp | 268 bp | 287 bp variant allele
14 300bp | 169bp | 269bp | 288 bp | [GATA]4 721
14.3 303bp | 172bp | 272bp | 291 bp variant allele
15 304bp | 173bp | 273bp | 292bp | [GATA]:s 721
16 308bp | 177bp | 277 bp | 296 bp variant allele
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10.1 Thesen

10.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass bei Darmkrebszellen Verdnderungen im Amelogenin-
Locus sehr héufig vorkommen. Es handelt sich immer um den Verlust des Signals des Y-

Chromosoms.

Auch zeigt sich bei den HROCs, dass LOH haufiger bei MSS und MSI-L Tumoren vorkommt
als bei MSI-H-Tumoren.

LOH-Ereignisse sind meist nur bei einem einzigen der untersuchten Marker nachweisbar. Daher
ist ein eindeutiger Identititsnachweis trotz LOH-Ereignissen unter Verwendung dieses STR-

Panels moglich.

Die Marker, die am haufigsten Keimbahnmutationen zeigen, sind auch die Marker, die bei den

HROCs am meisten neue Allele aufweisen (VWA, CSF1PO, D13S317).

Zugewinn oder Verlust von Tetranukleotid-Repeat-Units tritt am haufigsten bei den ldngsten

Repeat-Wiederholungen (Marker vWA) auf.

Wenn sich neue Allele zeigen, dann handelt es sich um einen Zugewinn oder Verlust von einer
oder mehreren Tetranukleotid-Repeat-Units. Bei den HROC-Tumorproben kommen
mehrheitlich Basenpaare hinzu, meist eine Repeat Unit (83%, es wurden auch Félle von

mehreren neuen Allelen an einem Locus nachgewiesen).

HROC-Tumorzelllinien unterschiedlicher Passagen weisen zumeist gleiche STR-Profile auf;

Abweichungen lassen sich am besten durch schrittweise Verdnderungen erkliren.

Die STR-Profile von Tumor und Metastase konnen, miissen aber nicht iibereinstimmen.

STR-Analysen erlauben eine korrekte Identitétsiiberpriifung im Rahmen der experimentellen

Forschung. MSI-H Félle miissen sehr sorgfaltig analysiert werden.
Multiple Proben, die von einem Patienten stammen, und unterschiedliche Passagen von

Tumormodellen erleichtern die Zuordnung, da genetische Drifts schrittweise passieren und so

besser nachvollzogen werden konnen.
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