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Sequentie analyse m.b.v. smMIPs 

Molecular Inversion Probes: 
- Strand specifieke amplificatie 
- Multiplexing (>1500 targets in een single reactie) 
- Flexibel (relatief makkelijk een target toe te voegen) 

Adapted from Hiatt et al., 2013 



Sequentie analyse m.b.v. smMIPs 

 
 

DNA polymerase 
+ DNA ligase 

+ buffer 
+ dNTP’s 

+ DNA 
------------------------------ 
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25 ul capture mix 
+ exonuclease 

+ buffer 
------------------------------ 

27 ul 
 
 
 
 
 

 
 

10 ul exo mix 
+ FW primer 

(universeel) 

+ barcoded RV primer 
(identiek voor patiënt) 

+ PCR mix 
------------------------------ 

25 ul 
 

 
 

 
 
 



Sequentie analyse m.b.v. smMIPs 

Samenvoegen van PCR duplicaten in consensus reads: 
- bekend hoeveel unieke reads 
- verminderen van het aantal fout positieve varianten van PCR/sequentie artefacten 
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Validatie smMIP 
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Design: 
- Alle diagnostisch relevante regio’s in 1 panel 
- >95% van de regio’s getarget door ≥2 smMIPs 
  (bij voorkeur op verschillende DNA strands) 
 

Sensitiviteit: 
NextSeq/smMIPs ≥ IonTorrent/Ampliseq 
 
Specificiteit: 
NextSeq/smMIPs ≥ IonTorrent/Ampliseq 
 
Diagnostiek flow: 
- Aantal uitvallers NextSeq/smMIPs ≤ IonPGM/Ampliseq 
- Doorlooptijd ≤ 6 werkdagen voor > 90% monsters 
 
 

Validatie smMIP: plan van aanpak 



Cancer Hotspot Panel (CHPv1) (320 smMIPs): 

AKT1 (exon 3) H3F3A (exon 2) MPL (exon 10) 

BRAF (exon 15) H3F3B (exon 2) MYD88 (exon 5) 

CTNNB1 (exon 3) HRAS (exons 2,3) NRAS (exons 2-4) 

EGFR (exon 18-21) IDH1 (exon 4) PDGFRA (exons 12,14,18) 

ERBB2 (exon 20) IDH2 (exon 4) PIK3CA (exon 10,21) 

GNA11 (exons 4,5) JAK2 (exon 14) TP53 (whole gene) 

GNAQ (exons 4,5) KIT (exons 8,9,11,13,14,17) CDKN2A (whole gene) 

GNAS (exon 8) KRAS (exons 2-4) AMELX/Y 

Design 



Implementatie van smMIPs 

Parallel draaien: 
 
• >200 samples getest 
• 80 verschillende varianten geanalyseerd (100%): 



Implementatie van smMIPs 

Horizon sample: 
 
•  Commercieel referentie sample 
•  11 verschillende mutaties 

Diagnostiek samples: 
 
•  67 samples 
•  Frequentie mutant allel: 
    Ampliseq-PGM vs. smMIP-NextSeq 500  



Implementatie van smMIPs 



Sensitiviteit 

    
 allelische ratio in sample 

  

JSI coverage aantal mutante reads 3,0% 5,0% 10,0% 15,0% 20,0% 30,0% 

20 2 0,003 0,012 0,070 0,180 0,322 0,617 

40 2 0,021 0,075 0,323 0,595 0,794 0,965 

60 2 0,060 0,188 0,589 0,849 0,956 0,998 

80 2 0,118 0,323 0,777 0,951 0,992 1,000 

100 2 0,189 0,459 0,888 0,986 0,999 1,000 

120 2 0,269 0,583 0,947 0,996 1,000 1,000 

122 2 0,277 0,594 0,951 0,997 1,000 1,000 

160 2 0,432 0,769 0,989 1,000 1,000 1,000 

180 2 0,509 0,834 0,995 1,000 1,000 1,000 

200 2 0,580 0,882 0,998 1,000 1,000 1,000 

248 2 0,722 0,950 1,000 1,000 1,000 1,000 

300 2 0,831 0,982 1,000 1,000 1,000 1,000 

350 2 0,898 0,993 1,000 1,000 1,000 1,000 

400 2 0,941 0,998 1,000 1,000 1,000 1,000 

450 3 0,908 0,997 1,000 1,000 1,000 1,000 

500 3 0,943 0,999 1,000 1,000 1,000 1,000 

514 3 0,951 0,999 1,000 1,000 1,000 1,000 

800 4 0,993 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 

1000 5 0,997 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 

2000 10 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 



Sensitiviteit 

Fout-positieven: 
 
•  Ampliseq-PGM vs. smMIP-NextSeq500 
 

Fout-positieven: 
 
• Data smMIP/NextSeq  
• Zonder en met single-molecule tag  



62; 93% 

1 
1 

2 1 

Vergelijking gevonden mutaties 

62x    volledig concordant 

1x      IT NTB, smMIP wel uitslag 

1x      IT deels NTB, smMIP wel uitslag 

2x      IT en smMIP beide NTB 

1x      IT  wel uitslag, smMIP NTB 



Doorlooptijden 
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IonPGM/ampliseq 

NextSeq/smMIPs 

• IonPGM Ampliseq > 3x per week 
• NextSeq smMIPs > 2x per week 



Design: 
- Alle diagnostisch relevante regio’s in 1 panel 
- >95% van de regio’s getarget door ≥2 smMIPs 
  (bij voorkeur op verschillende DNA strands) 
 

Sensitiviteit: 
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Validatie smMIP: plan van aanpak 



smMIP diagnostiek 

DNA isolatie 

DNA laden op robot 

Opwerken library 

Sequentie analyse 

Variant detectie  
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Flow van sequentie analyse (smMIPs) 

Ingang materiaal: 
 
• FFPE / vries / cytologische preparaten / agar cyto 
 
• Input is 3-100ng DNA 
  
• ≥ 500 cellen in smMIP reactie (≈ 3ng) 
 
• >5-10% tumorcellen 



 

 

Pathologie 

Genetica (robot) 

Flow van sequentie analyse (smMIPs) 



Analyse mbv SeqNext (JSI) 



Uitslag 
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