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Moleculaire Diagnostiek: target sequencing

Molecular Inversion

conventional PCR multiplex PCR Probes (MIPs)
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Sequentie analyse m.b.v. smMIPs

single molecule Molecular Inversion Probe (smMIP)

backbone
(40nt)

sample index

library
library extension probe ligation probe amplification
amplification (16-20nt) (20-24nt)
................... ; ; single
lecul
o targeted region - mot:;u ¢
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Sequentie analyse m.b.v. smMIPs

Capture reaction: Exonuclease Amplification:
treatment:

hybridization Q )
extension Q /
16-22h 1h 2h

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 Radboudumc



Sequentie analyse m.b.v. smMIPs

Capture reaction: Exonuclease Amplification:
treatment:

10 ul exo mix

DNA polymerase _
+ DNA ligase — FW primer
. (universeel)
+ buffer — 25 ul capture mix + barcoded RV primer
+ dNTP’s + exonuclease (identiek voor patiént)
+ DNA + buffer + PCR mix
25 ul 27 ul 25 ul
16-22h 1h 2h
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Sequentie analyse m.b.v. smMIPs
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Single-molecule-tag guided
assembly of consensus reads

—t I GTCTTATT = ; 1 AGAATCCG mmmm
- — GTCTTATT — } —i AGAATCOG —
- } GTCTTATT — ; } AGAATCCG —
— } GTCTTATT =— : ———AGAATCCG m——
} } GTCTTATT — ' } AGAATCOG ——
} GTCTTATT —
L
1

GTCTTATT s

GTCTTATT — AGAATCCG

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

4.
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Validatie smMIP: plan van aanpak

Pathologie Kwaliteitshandboek

PLAN VAN AANPAK VALIDATIE fi‘g‘r’]’% Design :
TITEL: Validatie SeqNext analyse van het Nijmegen smMIP Cancer Hotspot panel (LTG-PA) - AI Ie d ia g n Ost i S C h re I eva nte reg i O’S i n 1 p a n e I
N veranon e st & Tops - >95% van de regio’s getarget door 22 smMIPs

Naam van degene die validatie gaat uitvoeren: A. Eijkelenboom / A. Kastner-van Raaij

Naam van opstllr lan van aanpak: B Tops! A Ejkclenboom (bij voorkeur op verschillende DNA strands)

Reden validatie:

Target enrichment mb.v. smMIPs (single molecule molecular inversion probes) zou de
gevoeligheid van de sequentie analyse (variant detectie) moeten verhogen. Daamaast is het
idee dat vooral de betrouwbaarheid van sequentie data van kwalitatief slecht DNA beter
interpreteerbaar is door het gebruik ‘molecular barceding’. Cok de cytesine deaminering die S H - H .
de sequentie analyse van FFPE materiaal bemoeilijkt, kunnen met behulp van de strand- e n SItIVIte It [}
specifieke amplificatie onderscheiden worden van ‘echte’ C-G=T-A mutaties.
De smMIP libraries zullen geanalyseerd worden op de NextSeg500 (lllumina) apparaten. De

capaciteit van deze sequ?ance )';)Jpamien is aa?\zmnllik m:er din die Janplfje huidige N extseq/s m IVI I PS I O nTo r re nt/A m p I IS e q
lonTorrent apparatuur, waardoor het sequencen voordeliger wordt. Echter, vanwege de

grotere sequence capaciteit zal er maar 2x per week een LTG diagnostiek run worden
uitgevoerd i.p.v. de huidige 3x per week

Beschrijving te valideren methode:

Ll L] L Ll
Library prep met het smMIP Cancer Hotspot panel gevolgd door sequentie-analyse op de S peclfl clte It :

NextSeqb00

Prestatiekenmerken nieuw,

- e | NEXESEQ/SMMIPs > lonTorrent/Ampliseq

de I([)n T(‘]rr EU bphedln 2 encing geanalyseerd worden,
e == Diagnostiek flow:
4. Aal flan bij de Ampliseq/IT
. E; wwaswnws | - AANtal uitvallers NextSeq/smMIPs < lonPGM/Ampliseq
[ BIJ een p Briooptijd in de 2e maand

- Doorlooptijd < 6 werkdagen voor > 90% monsters

Rent ook om de flow binnen

Wersie: 02
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Design

Cancer Hotspot Panel (CHPv1) (320 smMIPs):

AKT1 (exon 3)
BRAF (exon 15)
CTNNB1 (exon 3)
EGFR (exon 18-21)
ERBB2 (exon 20)
GNA11 (exons 4,5)
GNAQ (exons 4,5)
GNAS (exon 8)

H3F3A (exon 2)

H3F3B (exon 2)

HRAS (exons 2,3)

IDH1 (exon 4)

IDH2 (exon 4)

JAK2 (exon 14)

KIT (exons 8,9,11,13,14,17)
KRAS (exons 2-4)

MPL (exon 10)

MYD88 (exon 5)

NRAS (exons 2-4)
PDGFRA (exons 12,14,18)
PIK3CA (exon 10,21)
TP53 (whole gene)
CDKN2A (whole gene)
AMELX/Y
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Implementatie van smMIPs

Parallel draaien:

* >200 samples getest
* 80 verschillende varianten geanalyseerd (100%):

smMIP targets 4

mutation type number of variants size < > g
substitution 48 1 bp !
deletion 13 3-63bp e
duplication 6 2-42bp deleton 4w
deletion/insertion 13 2-29/2-11bp duplication l ____ .
deletion-insertion : - — '
L B

c.1648 c. 1775
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Implementatie van smMIPs

Horizon sample:

* Commercieel referentie sample
e 11 verschillende mutaties
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Diaghostiek samples:

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

Pearson r: 0.9565
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Implementatie van smMIPs

DPA15-00527: concentratie (ng/ul) DPA15-00531: concentratie (ng/ul)

[9]

DPA15-00527: allelfrequentie KIT ¢.1650_167(@del DPA15-00531: allelfrequentie NRAS ¢c.182A>
100% 100%

61% 61% 61% 60% 60% 60% 61% ©5%| oo 62%
45% 46%  44%  45% 46% 45% 44y, 44%| 45% 46%

& & + 4
S &) 3 K3
DPA15-00527: unieke reads mutant allel DPA15-00531: unieke reads mutant allel
8000 6747 7280 4000
6000 3000 2388 2406
4000 1867 2088 2070 1953 2000
2000 812861 1000 252256
0 T_II_T_.._j 0 |- mm
> > o+ + + o+ N 3+ 3 3 & s + + o+ + n 3+ s+ 3
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£ & & &
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Sensitiviteit

allelische ratio in sample
JSI coverage aantal mutante reads 10,0% 15,0% 20,0%
20 2 0,003 0,012 0,070 0,180 0,322
_ 2 0,021 0,075 0,323 0,595 0,794
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
_ 2 0,722 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
_ 3 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
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Sensitiviteit

Fout-positieven:
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Vergelijking gevonden mutaties

1x

1x

2X

1x

62; 93%

62x volledig concordant

IT NTB, smMIP wel uitslag
IT deels NTB, smMIP wel uitslag
IT en smMIP beide NTB

IT wel uitslag, smMIP NTB
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Doorlooptijden

50% -
45% -
40% -
35% -
30% 1 =#—lonPGM/ampliseq
25% A
20% - == NextSeq/smMIPs
15% -
10% -
5% -

0% -

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
werkdagen van aanvraag -> uitslag

* lonPGM Ampliseq > 3x per week
* NextSeq smMIPs > 2x per week

Radboudumc



Validatie smMIP: plan van aanpak

Pathologie Kwaliteitshandboek

PLAN VAN AANPAK VALIDATIE fi‘g‘r’]’% Design :
TITEL: Validatie SeqNext analyse van het Nijmegen smMIP Cancer Hotspot panel (LTG-PA) - AI Ie d ia g n Ost i S C h re I eva nte reg i O’S i n 1 p a n e I
N veranon e st & Tops - >95% van de regio’s getarget door 22 smMIPs

Naam van degene die validatie gaat uitvoeren: A. Eijkelenboom / A. Kastner-van Raaij

Naam van opsteller plan van aanpak: B. Tops / A. Eijkelenboom (bij Voorkeur Op V rschillende DNA StrandS)

Reden validatie:

Target enrichment mb.v. smMIPs (single molecule molecular inversion probes) zou de
gevoeligheid van de sequentie analyse (variant detectie) moeten verhogen. Daamaast is het
idee dat vooral de betrouwbaarheid van sequentie data van kwalitatief slecht DNA beter
interpreteerbaar is door het gebruik ‘molecular barceding’. Cok de cytesine deaminering die S H - H °
de sequentie analyse van FFPE materiaal bemoeilijkt, kunnen met behulp van de strand- e n SItIVIte It [}
specifieke amplificatie onderscheiden worden van ‘echte’ C-G=T-A mutaties.

De smMIP libraries zullen geanalyseerd worden op de NextSeg500 (lllumina) apparaten. De H

capaciteit van deze sequ?ance )';)Jpamien is aa?\zmnllik m:er din die Janplfje huidige N extseq/s m IVI I PS Z O nTo rre nt/Am p I |Seq
lonTorrent apparatuur, waardoor het sequencen voordeliger wordt. Echter, vanwege de
grotere sequence capaciteit zal er maar 2x per week een LTG diagnostiek run worden
uitgevoerd i.p.v. de huidige 3x per week

Beschrijving te valideren methode:

Ll L] L Ll
Library prep met het smMIP Cancer Hotspot panel gevolgd door sequentie-analyse op de S peclfl clte It :

NextSeqb00

Prestatiekenmerken nieuw,

- e | NEXESEQ/SMMIPs > lonTorrent/Ampliseq

de I([)n T(‘]rr EU bphedln 2 encing geanalyseerd worden,
e == Diagnostiek flow:
4. Aal flan bij de Ampliseq/IT
. E; wwaswnws | - AANtal uitvallers NextSeq/smMIPs < lonPGM/Ampliseq
[ BIJ een p Briooptijd in de 2e maand

- Doorlooptijd < 6 werkdagen voor > 90% monsters

Rent ook om de flow binnen

Wersie: 02
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2 batches / week

Flow van sequentie analyse (smMIPs)

smMIP diagnostiek

DNA isolatie | m——

L
DNA laden op robot
]
Opwerken library
]
Sequentie analyse
!
Variant detectie
]
v Rapportage

Ingang materiaal:

* FFPE / vries / cytologische preparaten / agar cyto

* Input is 3-100ng DNA
* > 500 cellen in smMIP reactie (= 3ng)

* >5-10% tumorcellen

Radboudumc



Flow van sequentie analyse (smMIPs)

ma di wo do vr za zo0 ma di wo do vr
smMIP-protocol | NGS | analyse | uitslag
DNA isolati smMIP-protocol | NGS | analyse uitslag
DNA isolatie smMIP-protocol | NGS | analyse | uitslag
v
DNA isolatie smMIP-protocol | NGS
Pathologie

Genetica (robot)

Radboudumc




Analyse mbv SeqNext (JSI)

Sequence DPA16-00558_18919235 / 161050024

Order |pmmm|| Famiy | Pocl | a5 distinct 5 |nﬂ'|ern| homopolymer 0 | fiiter 0 | temp. fiiter 0 | warning 0 | @ allGenes  selected Gene
Order No: 161050024 P m.1.]Gene [ Loc... [ Pos. [ 7...] Coverage | AA Change [c... | c.Havs [p.Hevs | mutEffect | Tvalidation | Myalidation [w..|F..
Patient:  P-DPA15-00558_18919235 MO 1 avely ES 18 [chrig.67365.. C  100%(1933) [100% (356) / 100% (367)] SV c.198-18A3C AMELX/Y Mass [04/14/2016 09:22:07] MGoa [04/14/2016 09:33:48] d...
DNANo.:  DPA16-00558_18919235 MO 2 e En : € 52%(7602) [52% (3783) f 52% (3819)] Q->Q(787) SV  c.23IGA  p.= PAL Mass [04/14/2016 09:22:07] MGoa [04/14/2016 09:33:48] d...
Date: 04/14/2016 01:46:34 MO 3 mas E2 C 69% (5485) [69% (2742) [ 68% (2743)] H-=H (27) SV CBITHC p.= PA1_ID277(201503) MaAss [04/14/2016 09:22:07] MGoa [04/14/2016 09:33:46] d...
Settings: MO 4 kwas e2 € 32%(2222) [32% (1111)  32% (1111)] G->D(12) SV c.35GRA p.Glyl2Asp  PAS_ID021(201503) MAss [04/14/2015 09:22:07] MGoo [04/14/2016 09:33:48] d...
Barcode: P M 0O 5 eoer.. E2 € 100% (2343) [100% (1171)/ 100% (1172)] P ->P (567) SV cATDIAXG  p.= PAL Mass [04/14/2016 09:22:07] MGoo [04/14/2016 09:33:48] d...
Settings Profile: Astrid_10 m
[Settings]
Reads include PCR. primers: yes
Randomly sheared reads: no v
State: archived [MGoo 04/14/2016] < . v
~Files
= o codon Intron 1 } [] Exonz Intron 2
& files 98.. 98.. 5/0 dr. v Mhss |
| [ | 3
T |
~ROI Groups —
Name Reg... |Exp... [CNV_[Var. | C... | M... | Condit... L v v v 3 A G v G A L
2., 9. s/0 dr. sV combined seq A (5 ] [ ] s [ [ ] s ] T
CHPvIMIP 98..  98.. 5/0 dr... sv forward T A A A ¢ T T € T 6 6 T A 6 T T 6 6 A 6 € T G T 6 6 ¢ 6 T A 6 6 € A A 6 A 6 T 6 € € T T 6
o T A A A ¢ T T 6 T 6 6 T A 6 T T 6 6 A 6 € T & T 6 6 ¢ 6 T A 6 6 C A A 6 A 6 T 6 € € T T &
< . ] 3 |
T [
—Genes /
Gene Req... | Exp... | Var. | C... | M... | Condit... | TVi ~
HRAS 100... 100.. 1/0 v Ma
IDH1 100... . sV Ma
IDH2 100... sV MA
JAKZ 100... sV mal
KT 100... sV Ma
KRAS  100.. v MA - 3217 A A ¢ T T 6 T 6 6 T A G T T 6 A 6 ¢ T G T 6 6 € 6 T A 6 € A A G A 6 T 6 €C € T T 6
155 T A A A c T T G T G G T A G T T G A G c T G T G G c G T A G c A A G A G T G c c T T G
‘l C 237 A A A c T T G T G G T A G T T G A G c T G T G G c G T A G c A A G A G T G c c T T G
3T A A A ¢ T T 6 T 6 6 T A G T T 6 A 6 ¢ T G T 6 6 € G T A 6 € A A G A 6 T G €C € T T 6
llm 0T A A A € T T 6 T 6 6 T A G T T 6 A 6 € T G T 6 6 € G T A 6 € A A G A 6 T G €C € T T 6
6T A4 A A € T T 6 T 6 6 T A G T T 6 A 6 € T G T 6 6 € G T A 6 € A A G A 6 T G € € T T 6
ROIs / Locations 81T A A A € T T & T & 6 T A & T T G A & € T @ T 6 B8 € 6 T A G € A A 6 A 6 T 66 € € T T 6
TN 8 9 0 0 9 (9 e - -
KRAS-E02-.. 100... 100.. 1/0 SV MAss [04, 9T A A A ¢ T T 6 T 6 6 T A G T T 6 A 6 ¢ T & T 6 6 € G T A 6 ¢ A A G A 6 T G €C € T T 6
KRASEO3-.. 100.. 100.. 0[O SV MAss [04, :
KRASEOQ4.. 100.. 100.. 0/0 5V Mass [04, :
KRASEO4... 100.. 100.. 0/0 5V Mass [04, : : H
lM—L[ : 8 7 E ] 10 L 12 13 14 s 18 17 12 12
KRAS / Exon 2 KRAS / Exon 2 KRAS / Exon 2 KRAS / Exon 2
combined ext. *| « D r I
—_——
P..|m.J1.]Gene | Loc... | Pos. |T...|Cover§gg |N—\Chagge |c... | c.Hevs | p. HaVs | mut Effect | Tvalidation | Mvalidation
E O 1 aweLy Es -18 [chrY:g.67365... C 100% (1933) [100% (966) [ 100% (967)] SV c. 148-18A>C AMELXSY Mass [04/14/2016 09:22:07] MGoo [04/14/2016 09:33:43]
m O 2 Eecrr E20 78 (2361) [chrig.... C 52% (7602) [52% (3783) [ 52% (3819)] Q->Q (77 SV C.2301G=A p.= PAl MaAss [04/14/2016 09:22:07] MGoo [04/14/2016 09:33:48]
E O 3 Hras E2 134 (81 [chrilig.... C 69% (5485) [69% (2742) f 68% (2743)] H-=H(27) SV C.81T>C p.= PA1_ID277 (201503) MAss [04/14/2016 09:22:07] MGoo [04/14/2016 09:33:48]
E O 4 kras E2 46 (35) [dhri2:g.2... C 32% (2222) [32% (1111) f 32% (1111)] G->D(12) sV C.35G=A p.Gly12Asp PAS_ID021 (201503) MAss [04/14/2016 09:22:07] MGoo [04/14/2016 09:33:48]
m O s epGr.. Ei2 45 (1701) [chr4:g.... C 100% (2343) [100% (1171) / 100% (1172)] P ->P (567) 3V . 170146 p.= FAL MaAss [04/14/2016 09:22:07] MGoo [04/14/2016 09:33:43]
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Uitslag

Radboudumc Radboudumc

Latoraiodum Tumorgenetca

UITSLAG DNA ONDERZOEK en 227, H3F3A (NM_002107.4). codon 28 en 35, H3F3B (NM_005324.4): codon 37, HRAS (NM_005343.2)
548 Genpamaagrostiek codon 12, 13, 59 en 61, IDH1 (NM_005896.3): codon 132, IDH2 (NM_002168.3): codon 140 en 172, JAK2
£500 HB Nym=gen (NM_D0472'3)- codon 617, KIT (NM_000222.2): codon 412-513, 550-501, 628-713, 709-828, KRAS
Mw. Prof. dr. .. Nagtegaal o 032 . 3555722 (NM_004985 4). codon 12, 13, 59, 61, 117 en 146, MPL (NM_005373.2). codon 515, MYDa8 (NM_002468 4)
824 Pathologie For G4 sroees codon 265, NRAS (NM_002524 4): codon 12, 13, 59, 61, 117 en 146, PDGFRA (NM_006206.4): codon 552-506,
Alhier Ema- Fggumn. 632-667, 814-848, PIKICA (NM_006218 2) codon 520-554, 1020-1069. Voor deze indicatie worden de relevante
wawLmEn. ity bewndmgen in BRAF KRAS, NRAS en PIK3CA gerapporteerd aangevuld met gedetecteerde mutaties die voor

andere vraagstellingen klinisch relevant zijn.

RESULTAAT EN MOLECULAIRE INTERPRETATIE

Analyses zijn uitgevoerd op DMNA geisoleerd uit paraffine weefsel, T16-09000, Text15-39048 |-A (zZkh Rijnstate,
Amhem); 30% neoplastische cellen (gecontroleerd door ATIl).

Single molecule Molecular Inversion Probe (smMIP) gebaseerde sequentie-analyse op een Nextseq 500 van het
‘Radboud Cancer Hotspot genenpanel’ (versie 1.0) waarbij mutaties met een anahyiische sensitivitelt van 1%
kunnen worden aangetoond.

Yoor dit monster geldt dat de kans kleiner is dan 5% dat mutaties met een allelfrequentie =3% zjn gemist voor de
ondersiaande genen.

KRAS (NM_004985.4)

codon 12, 13, 59, 61, 117 en 146: ¢.35G=A (p.(Gly12Asp) alias p.G12D); 58% mutant allel

NRAS (NM_D02524.4)

codon 12, 13, 59, 61, 117 en 146: geen mutatie

BRAF (NM_004333.4)

codon 582-615: geen mutatie

PIK3CA (NM_006218.2)

codon 520-554, 1020-1069: geen multatie

CONCLUSIE
Er is een activerende mutatie aangetoond in KRAS. Colorectaal carcinomen met een activerende mutatie in KRAS
reageren relatief slecht op therapie gericht tegen EGFR.

TOELICHTING

Met het ‘Radboud Cancer Hotspot genenpanel’ (versie 1.0) worden de volgende gebieden geanalyseerd: AKT
(NM_005163.2). codon 17, BRAF (NM_004333.4): codon 582-615, CTNNB1 (NM_D01904.3): codon 19-48, EGFR
(NM_005228_3): codon 465499, 688-823, 849-875, ERBB2 (NM_004448.3): codon 770-785, GNA11
(NM_002067 4). codon 183e|12t}g GNAO{NM 002072. 3): codon 183 en 209, GNAS (NM_ 000516. 4): codon 201
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