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EQA voor NGS? 



Sequentie analyse 

‘Old school’ Sanger sequentie analyse (Sanger, 1977) 
Sequencing-by-synthesis 

Sequencing van één DNA fragment per keer, 
ca. 800-1000 bp 



Next Generation Sequencing (NGS) 

Massively parallel Sequencing (2000) 
Meeste methoden gebruiken ‘Sequencing-by-synthesis’ principe, 

maar dan op nanoschaal in miljoenen parallele sequencing reacties 



• Whole-genome sequencing (3 x 109 bp) 

• Whole-exome sequencing (30 x 106 bp) 

• Targeted  / amplicon-based sequencing 

• Deep (targeted) sequencing 

Next Generation Sequencing (NGS) 
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Ion Torrent - semiconductor sequencing 

Nucleotiden zijn niet gelabeld 
Per cyclus wordt maar 1 type base ingebouwd (A, C, T of G) 
Meerdere van dezelfde base kunnen in 1 cyclus worden ingebouwd 
 homopolymere regio’s! 
Signaal detectie: pH sensor per individuele microwell registreert inbouw  
Basen tijdens sequencing-by-synthesis 



Illumina - reversible terminator sequencing 

Wash away  

excess nucleotides 

imaging 

Primers are extended by 

one nucleotide,  

with dye and terminator 

Dye and terminator 

are removed 

Nucleotiden zijn gelabeld met fluorescente marker en reversibele 
terminator 
Per cyclus wordt slechts 1 nucleotide ingebouwd (terminator) 
Signaal detectie: fotodetectie van fluorescent signaal per cluster 



Errors in NGS 

Random errors 
Willekeurige fouten 
Meestal op laag niveau 
Meestal maar in één 
monster in een run 

Niet-random errors 
Kunnen op hoger niveau 
voorkomen 
Kunnen voorkomen in 
meerdere/alle monsters in 
een run 

Errors kunnen leiden tot 
fout-positieve variant calls 
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Variant calls in een patiëntenmonster 

AmpliSeq AML panel op Ion Torrent PGM 

26 variant calls 



Fout-positieve variant calls - errors 
- Vergelijking van alle monster binnen een run (niet-random errors) 
- Lijst van bekende fout-positieven (eigen ervaring, methode-specifiek) 
- Duplo samples analyseren (random errors) 
 



Variant Interpretatie – polymorfismen 

- Polymorfismen: VAF 50% (heterozygoot) of 100% (homozygoot) 
- dbSNP en populatie databases 
- Lijst van frequent voorkomende polymorfismen 



Variant Interpretatie – mutaties 
- Duplo samples analyseren 
- Hotspot mutaties: bekende pathogene mutaties  (literatuur, databases) 
- Database search 
 



Variant Interpretatie – onbekende varianten (1) 

Database search m.b.v. Alamut 
software applicatie die informatie van verschillende databases en 

andere bronnen combineert ten behoeve van variant interpretatie 

 

• dbSNP (polymorfismen) 

• populatie databases; o.a. EXAC, ESP, GoNL 

• COSMIC (somatische mutaties) 

• ziekte-variant correlaties (ClinVar, HGMD, SwissProt)  

• Voorspellingssoftware mutatie effect (SIFT, MutationTaster, PolyPhen) 

• Evolutionair geconserveerd nucleotide, aminozuur 
• Eiwitdomeinen  

Variant   DNMT3A  c.2578T>C p.Trp860Arg VAF 46% 

Niet een bekend polymorfisme 
Niet de bekende DNMT3A hotspot mutatie (p. Arg882His) 



Variant Interpretatie – onbekende varianten (2) 



Is de DNMT3A variant een (zeldzaam) polymorfisme (SNP)? 
VAF 46% consistent met heterozygote erfelijke/kiembaan variant 
Komt voor in  populatie databases:  
 dbSNP (not validated SNP entry) 
 EXAC MAF 0,0066% 
 ESP MAF 0,01% 

Testen constitutioneel DNA (speeksel, wangslijmvlies) 
Speeksel: DNMT3A  c.2578T>C VAF 2%  
 DNMT3A variant is een verworven mutatie 

Variant Interpretatie – onbekende varianten (3) 



Variant  is gerapporteerd in 6 samples (somatisch) 
Variant bescheven als verworven mutatie in AML, MDS 

Variant Interpretatie – onbekende varianten (4) 



● ASXL1 hotspot c.1934dupG 

Gen-specifieke issues 

● Grotere inserties/deleties: kunnen gemist worden doordat primer  
op positie van de ins/del ligt 
Bv. CALR 52 bp del (type 1), ASXL1 c.1900_1922del23 
 
Bij grote inserties/deleties is alignment moeilijk 
Bv. FLT3-ITD 

● Specieke genen kunnen moeilijk te sequencen zijn met NGS 
Bv. CEBPA 



Uitdaging voor NGS in kanker 

Betrouwbare en gevoelige detectie van varianten op laag niveau   

ZONDER overmaat aan fout-positieve calls 

Error-corrected sequencing 

Primers (PCR) or probes (capture) zijn uitgerust met een random 
nucleotide tag voor de identificatie van unieke captures van target 

DNA moleculen 

• Alle reads van één random nucleotide tag worden gecombineerd tot 
één consensus sequentie om random errors uit te sluiten 
• Analyse van unieke captures elimineert amplificatie bias 

        FW primer         

                                    Target DNA                                  Target DNA 



Random nucleotide tags - Error-correctie 

single molecule consensus read 

single molecule  

tag 



• Sequencing platform 

• Gen panel(s); commercieel, custom design, in-house design 

• Analyse software; basecalling, read mapping/alignment, 

variant calling en annotatie 

• Coverage analysis, ‘dekkingsgraad’  mutatie detectie grens, 

               gevoeligheid 

• Filteren van varianten; false positive calls vs true positive calls 

• Interpretatie van varianten; polymorfismen, onbekende  

   varianten, relevante mutaties 

Moleculaire Diagnostiek mbv NGS 



• Goede en uitvoerige validatie van sequencing platform, analyse 
   software en gebruikte genpanel is essentieel  

 
• Filteren en interpreteren van gevonden varianten 
    klinisch relevante mutaties 

 
• www.modhem.nl: aanbevelingen NGS, en aanbevelingen mutaties 
   bij myeloïde maligniteiten 
  
• Error-corrected sequencing kan de gevoeligheid van mutatiedetectie 
   verhogen en errors en amplificatie bias verminderen 

 
• Juni 2017: MODHEM rondzending NGS (TP53)  

Conclusie 

http://www.modhem.nl/

