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In der Molekularpathologie bezieht sich
„Allelfrequenz“ bei der Auswertung einer
Next-Generation-Sequencing(NGS)-Un-
tersuchung auf den Anteil der mutierten
Allele angegeben in Prozent. Beispiels-
weise heißt KRAS p.G12D, 37%: Von
allen Sequenzierreads enthalten 37% die
KRAS-p.G12V-codierende DNA-Variante
c.35G>T.

Synonyme: „variant allele frequency“
oder „variantallele fraction“ (VAF), „mutant
allele frequency“ (MAF).

Allelfrequenzen lassen sich für Punkt-
mutationen auch sehr präzise mit der Py-
rosequenzierung bestimmen sowie mit ei-
nigen Real-Time-PCR-basierten Nachweis-
methoden. Werden bei der Real-Time PCR
„wildtype blocker“ eingesetzt, erhöht das
zwar die Sensitivität, verhindert aber ei-
ne Quantifizierung. Eine Sanger-Sequen-
zierung ermöglicht, wenn überhaupt, nur
eine sehr grobe Abschätzung der Allel-
frequenz an der mutierten Stelle, da die
Signalintensitäten für die einzelnen Basen
sehr stark vom Sequenzkontext abhängig
sind.

Klar abzugrenzen ist der Begriff der „va-
riant allele frequency“ (VAF) in der Analyse
von Tumorgewebe vom Begriff der „Allel-
frequenz“ in der Humangenetik (. Abb. 1).
In der Humangenetik bezieht sich Allelfre-
quenz auf die Häufigkeit eines Allels (z. B.
der Blutgruppe AB0) in einer gegebenen
Population (z. B. allen Basken). Liegt die
so definierte Allelfrequenz für eine be-
stimmte Variante über einem bestimmten
Schwellenwert (meist 1%), geht man von
einem funktionell bzw. pathognomonisch
nicht relevanten Polymorphismus (SNP)
aus. Daten zur Häufigkeit einzelner DNA-

Varianten (=Allele) in bestimmten Popula-
tionen sind in öffentlich zugänglichen Da-
tenbanken hinterlegt (dbSNP, ExAC, 1000
Genomes u. a.).

Allelfrequenzen von über 50%, die in
der Nur-Tumor(engl.: „tumor only“)-Se-
quenzierung detektiert werden, können
unter Berücksichtigung der Ploidie auf
das Vorliegen einer Keimbahnsequenz
hinweisen, sind dafür aber nicht bewei-
send. In vielen Fällen resultieren nämlich
Allelfrequenzen von über 50% in Tumor-
gewebe aus dem Verlust des unmutierten
zweiten Allels im Sinne eines „loss of
heterozygosity“ (LOH) [1].

Beispiel: TP53 p.R248W, 78%. In den
allermeisten Fällen trägt ein Allel diese
gut beschriebene Mutation in dem Tu-
morsupressorgen TP53 und das zweite Al-
lel ist, bspw. durch einen Teilverlust des
Chromosoms, verloren gegangen (LOH).
Ein die Mutation funktionell kompensie-
rendes Wildtypallel fehlt somit. Da nicht
alle Tumorzellen das zweite Allel verloren
haben und auch unmutierte Stromazellen
in die Analyse eingehen, beträgt die Al-
lelfrequenz nach Verlust des unmutierten
Wildtypallels nicht exakt 100%, wie man
dies theoretisch erwarten würde.

Allelfrequenzen von unter 50% im Tu-
morgewebe schließen in den allermeis-
ten Fällen das Vorliegen einer (konstitutio-
nellen) Keimbahnvariante aus. Allerdings
kann in seltenen Fällen ein Mosaizismus
vorliegen, dem eine Mutation (Varianten-
bildung) in der Keimbahn-DNA während
der Keimzellentwicklung zugrunde liegt
[2] und zu Allelfrequenzen von unter 50%
in der Keimbahn führen kann.
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Abb. 19Allelfrequenz in
derMolekularpathologie
(aAnteil mutierter Sequen-
zierreads) undder Human-
genetik (bAnteil der Indivi-
duen einer Populationmit
einembestimmtenAllel)

Bei der Bewertung von Allelfrequen-
zen ist immer auch die Probenart zu
berücksichtigen. Werte von 0,1–0,5%
sind bei der Analyse frei im Blut zirku-
lierender Tumor-DNA-Moleküle (cftDNA)
hochrelevant, während solche Werte bei
der Analyse von FFPE-Gewebebiopsien
(FFPE, formalinfixiert und paraffineinge-
bettet) meist Artefakte darstellen, die
beispielsweise durch formalininduzierte
C>T-Transitionen in der DNA zustande
kommen. Diese Deaminierungsartefakte
führen zur Detektion von Mutationen
(bspw. EGFR, T790M), die biologisch nicht
vorhanden sind.

Bei der Analyse freier zirkulierender Tu-
mor-DNA ist die Abgrenzung genuiner,
aus dem Tumorgewebe stammender Va-
rianten von Varianten aufgrund einer sog.
klonalen Hämatopoese unklaren Poten-
zials (CHIP) allein aufgrund der Allelfre-
quenz nicht immer zweifelsfrei möglich.
Eine hohe Allelfrequenz (>10%) schließt
eine CHIP-Variante zwar fast sicher aus,
aberdieVAF einerCHIP-Variantekannüber
der einer cftDNA-Variante liegen. Das be-
darf im Einzelfall der Abklärung durch Se-
quenzierung von Leukozyten-DNA [3].
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