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K Zwaenepoel – P Pauwels

Moleculaire pathologie 
- basisprincipes -

Moleculaire pathologie - basisprincipes

• puntmutaties

• translocaties

• gen amplificatie

Verschillende genetische afwijkingen

Verschillende technieken

• FISH

• IHC

• PCR: real-time 

• dideoxy sequensing – massive paralel sequensing (= NGS)

Rapportering in het moleculaire pathologie rapport
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FISH / fluorescente in situ hybridysatie

VB:  MET gen amplificatie in NSCLC ; ALK translocatie in NSCLC

• binding van fluorescent gelabelde  DNA probes (gemiddeld 100 000 – 500 000 base 
groot) aan specifieke genen

- niet geschikt om mutaties thv 1-10 nlt te detecteren
+ geschikt om grote genafwijkingen (gen amplificatie, translocatie) op te sporen

• op weefselsnedes � histologische test

+ Onder microscoop kan je histologisch de correcte tumorcellen selecteren , dus 
geen achtergrond van normale cellen
- Fluorescentie microscoop nodig, ervaring in herkennen van tumorcellen nodig

FISH / fluorescente in situ hybridysatie

MET gen amplificatie in NSCLC

Rode probe detecteert MET gen
Groene probe detecteert centromeer 
van chrom7

geen MET 
amplificatie want 
ratio rood / groen = 
± 1

MET amplificatie

cel met polysomie

Normale cel: 2 rode en 2 groene signalen
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FISH / fluorescente in situ hybridysatie

ALK translocatie in NSCLC

ALK detectie via FISH versus via IHC

break
point

gDNA             mRNA               protein :                                proteïne expression

Promotor of the fusion partner 
determines the degree of 
overexpression!

Other ALK fusionpartners in 
NSCLC: 

KIF5B, TFG, KLC1, PTPN3, STRN

in IMT

in NSCLC

in ALCL

FISH IHC

Promotor of the fusion partner 
determines the degree of 
overexpression!

ALCL

NSCLC

ALCL

NSCLC

STANDARD 
PROTOCOL

FISH IHC

Promotor of the fusion partner 
determines the degree of 
overexpression!

FISH IHCFISH

IHC must detect the expression of all ALK fusions, even though not all fusions 
have same expression levels!

ALCL

NSCLC

ENHANCED 
PROTOCOL

Other ALK fusionpartners in 
NSCLC: 

KIF5B, TFG, KLC1, PTPN3, STRN

in IMT

in NSCLC

in ALCL

Promotor of the fusion partner 
determines the degree of 
overexpression!

IHC

WT

Other ALK fusionpartners in 
NSCLC: 

KIF5B, TFG, KLC1, PTPN3, STRN

in IMT

in NSCLC

in ALCL

WT



09/03/2016

4

Real Time polymerase ketting reactie / PCR

STAP 1: Isolatie van genomisch DNA uit het weefsel

lysisbuffer Enkele 
opzuiverings-

stappen

- Niet histologische, in een achtergrond niet-tumoraal DNA
- gDNA uit FFPE  is zeer gefragmenteerd (max 150 baseparen lang)

Real Time polymerase ketting reactie / PCR

STAP 1: Isolatie van genomisch DNA uit het weefsel

- Niet histologische, in een achtergrond niet-tumoraal DNA
- gDNA uit FFPE  is zeer gefragmenteerd (max 150 baseparen lang)

STAP 2+3: amplificatie + detectie van een targetsequentie van het 
genomisch DNA 

+ zeer gevoelige techniek
- contaminatiegevaar : 1 streng contaminatie kan 2 miljoen strengen worden
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Real-Time polymerase ketting reactie / PCR

STAP 1: Isolatie van genomisch DNA uit het weefsel

- Niet histologische, in een achtergrond niet-tumoraal DNA
- gDNA uit FFPE  is zeer gefragmenteerd (max 150 baseparen lang)

STAP 2+3: amplificatie + detectie van een targetsequentie van het 
genomisch DNA 

+ zeer gevoelige techniek
- Contaminatiegevaar : 1 streng contaminatie kan 2 miljoen strengen worden
+ zeer geschikt voor 1-10 basepaar veranderingen

Staal met 
mutatie

Stalen zonder 
mutatie

PCR + sanger sequensing

STAP 1: Isolatie van genomisch DNA uit het weefsel

- Niet histologische, in een achtergrond niet-tumoraal DNA
- gDNA uit FFPE  is zeer gefragmenteerd (max 150 baseparen lang)

STAP 2+3: amplificatie  � detectie van een targetsequentie van het 
genomisch DNA 

+ gevoelige techniek
- contaminatiegevaar : 1 streng contaminatie kan 2 miljoen strengen worden
+ zeer geschikt voor 1-10 basepaar veranderingen

Staal zonder 
mutatie

Staal met 
mutatie
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Real-Time polymerase ketting reactie / PCR

VB: EGFR mutaties in NSCLC

Real-Time polymerase ketting reactie / PCR

VB: EGFR mutaties in NSCLC  (exon 18, ex19, ex 20, ex21)
exon 14 skipping van cMET gen door mutaties thv intron 14 en 15
KRAS mutaties in NSCLC
BRAF mutaties in NSCLC
ALK mutaties (tgv ALK TKI therapy) 
…

���� Massive parallel sequencing / NGS
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NGS / massive parallel sequencing

Verschillende mogelijkheden:
- genomic sequencing � exome sequencing 

Startmateriaal: gDNA � RNA

Intron + exon seq. enkel exon seq.
nog om te zetten naar cDNA (via reverse 
transcriptie)

Nadeel van FFPE: RNA is van zeer slechte kwaliteit 
� vers/ingevroren materiaal nodig voor exome sequencing

1.Wat gebruik je best voor detectie van cMET exon 14 skipping? Of 
maakt het niet uit?

2. Wat gebruik je best voor EGFR mutatie detectie? Of maakt het 
niet uit?

(hint: cMET exon 14 skipping wordt veroorzaakt door mutaties thv intron 14 of 15)
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NGS / massive parallel sequencing

Verschillende mogelijkheden:
- genomic sequencing � exome sequencing 

� In klinische praktijk: vooral targeted resequencing van genomisch DNA

- whole genome sequencing  � targetted resequencing

Targeted reseq. is goedkoper, vraagt minder tijd op het NGS apparaat, 
vraagt minder analyse tijd

Alles wordt geseq Enkel de targets 
aanwezig in je panel 

worden geseq.

NGS – Targeted resequencing van gDNA 

Verschillende mogelijkheden:
- exome sequencing � genomic DNA sequencing
- whole genome sequencing  � targeted resequening

� In klinische praktijk: vooral targeted resequencing van genomisch DNA

STAP 1: Isolatie van genomisch DNA uit het weefsel

lysisbuffer Enkele 
opzuiverings-

stappen

- Niet histologische, in een achtergrond niet-tumoraal DNA
- gDNA uit FFPE  is zeer gefragmenteerd (max 150 baseparen lang)
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NGS – Targeted resequencing van gDNA 

STAP 2:  Verrijking van de targetsequenties uit je panel

Je kan zelf een panel maken of een commercieel panel aankopen

NGS – Targeted resequencing van gDNA 

STAP 2:  Verrijking van de targetsequenties uit je panel
Toevoeging van adaptoren:

- binding sequences
- primer sequences
- een identificatie barcode (specifiek voor je patiënt) 

Nodig voor ‘bridging amplification’
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NGS – Targeted resequencing van gDNA 

STAP 3:  Alle stalen  samen op een flow cell brengen 
� bridging amplificatie

NGS – Targeted resequencing van gDNA 

STAP 3:  Alle stalen  samen op een flow cell brengen 

http://www.illumina.com/technology/next-generation-sequencing/sequencing-
technology.ilmn

Per cluster: sequencing by synthesisOp de flowcell worden meerdere cluster 
gemaakt adh bridging amplification

Een foto van iedere cluster (tijdens het 
sequencing by synthesis)
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NGS – Targeted resequencing van gDNA 

STAP 4: data analyse : 

Demultiplexing: via barcode 
patiënten terug uit elkaar halen

Uitlijnen tov een referentie sequentie

Waarom is deze strategie niet zo geschikt om amplificatie van volledige 
genen te detecteren?

NGS – Targeted sequencing van gDNA 

Betekenis van een variatie

Classificatie van somatische varianten bij mlc testing van kankerstalen – Sukhai et 
al, 2015

Wat is het verschil tussen een somatische variant en een genetische variant?



09/03/2016

14

NGS – Targeted sequencing van gDNA 

Betekenis van een variatie - Classificatie van somatische varianten bij mlc testing van 
kanker stalen – Sukhai et al, 2015

NGS – Targeted sequencing van gDNA 

Betekenis van een variatie - Classificatie van somatische varianten bij mlc testing van 
kankerstalen – Sukhai et al, 2015

Belangrijke definities:

- actionable : variant is geassocieerd met gekende doelgerichte therapie / patiënt prognose / respons op therapie.  Of de 
identificatie van de variant heeft implicaties op de diagnose/classificatie met een impact op de behandeling als gevolg.

-VUS / variant with unknown significance : de actionablility is (nog) niet gekend of werd aangetoond als zijnde niet-
actionable

- SNP / single nucleotide polymorfisme : is een 1 veranderde  nucleotidencode voor een bepaald gen die bij een dusdanig 
groot percentage van de populatie voorkomt dat niet meer van een mutatie kan worden gesproken. Volgens de definitie 
komen polymorfieën bij meer dan 1% van de populatie voor. In geval van meer zeldzame genveranderingen (voorkomen 
minder dan 1%) wordt van mutaties gesproken.



09/03/2016

15

NGS – Targeted sequencing van gDNA 

Betekenis van een variatie – classificatie voor genetische varianten voor 
overdraagbare, genetische condities – Plon et al, 2008

Belangrijk bij BRCA want daar verworven/somatisch  alsook genetische mutaties

NGS – bruikbaar voor translocaties?

VB : ALK translocatie:  de break kan zich op chromosoom 2 bevinden, in intron 
19 (>2000 bp lang) van het ALK gen

Kan je ALK translocatie oppikken via NGS targeted resequencing van 
gDNA?
(tip : gDNA uit FFPE is max 150 bp lang en we matchen de gevonden 
fragmenten met een referentie genoom van een gezonde persoon)

Kan je ALK TKI resistentie mutaties oppikken via NGS targeted 
sequencing van gDNA?

Intron Exon 20Exon 19 Intron

� aanvraagformulier  met zowel de keuze ALK translocatie (bvb bij IHC/FISH) als 
een NGS-long panel met als target EGFR en ALK: 

als je enkel NGS-long aankruist, kans dat enkel de resistentiemutaties in ALK gen 
worden opgespoord 
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NGS – moleculair pathologie rapport ontcijferen

Soorten mutaties:

1 Silent mutatie

2 Nonsense mutatie

3 Missense mutatie Mutatie van DNA veroorzaakt een verandering in de aminozuur sequentie 
(eiwit)
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NGS – moleculair pathologie rapport ontcijferen

Soorten mutaties:

Mutatie van DNA veroorzaakt geen verandering in de aminozuur sequentie 
(eiwit)

1 Silent mutatie

2 Nonsense mutatie

3 Missense mutatie Mutatie van DNA veroorzaakt een verandering in de aminozuur sequentie 
(eiwit)

NGS – moleculair pathologie rapport ontcijferen

Soorten mutaties:

Mutatie van DNA veroorzaakt geen verandering in de aminozuur sequentie 
(eiwit)

1 Silent mutatie

2 Nonsense mutatie

3 Missense mutatie Mutatie van DNA veroorzaakt een verandering in de aminozuur sequentie 
(eiwit)

Mutatie van DNA veroorzaakt  een STOP van de aminozuur sequentie (= 
verkort eiwit)
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NGS – moleculair pathologie rapport ontcijferen

Soorten mutaties:

Mutatie van DNA veroorzaakt geen verandering in de aminozuur sequentie 
(eiwit)

1 Silent mutatie

2 Nonsense mutatie

3 Missense mutatie Mutatie van DNA veroorzaakt een verandering in de aminozuur sequentie 
(eiwit)

Mutatie van DNA veroorzaakt  een STOP van de aminozuur sequentie (= 
verkort eiwit)

4 Frameshift mutatie Insertie of deletie (n ≠ 3*x) van nucleotides op DNA niveau veroorzaakt een 
shift bij vertaling naar de aminozuur sequentie (eiwit)
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NGS – moleculair pathologie rapport ontcijferen

Nomenclatuur waarin gerapporteerd wordt:

EGFR  c.2573T>G,  p.(Leu858Arg)

Coderende 
sequentie

Eiwit/proteïne 
sequentie

• Genomische DNA sequentie: intron + exon 
• Coderende DNA sequentie: exonen only
• Eiwit sequentie : aminozuren sequentie 
bestaande uit een 3 lettercode (Leu ipv L)

EGFR  c.2235_2249del, p.(Glu746_Ala750del)

Deletie van dit 
stukje sequentie

Maw, de officiële nomenclatuur refereert niet naar exonen, vandaar vele pathologie rapporten 
aangeven: Er werd door de test een mutatie aangetoond in exon 21 van het EGFR gen, nl 
c.2573T>G, p.(Leu858Arg). 

Questions?


