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Genetische diagnostiek — UZ Leuven Genetisch onderzoek — KU Leuven
Centrum Menselijke Erfelijkheid Departement Menselijke Erfelijkheid

- Genetische testen bij diagnose en opvolging - Nieuwe technieken voor diagnostische implementatie

- Consultatie bij een (familiale) voorbeschiktheid - Genetisch karakteriseren van bloed- en lymfeklierkankers
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Genetica
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Bloed- en lymfeklierkankers

1. Bloed-/immuuncellen in
verschillende ontwikkelingsstadia

verwerven genetische afwijkingen Hematopoet
I

Bone marrow

2. Groeien ongecontroleerd uit

,;."‘m \ Myeloid Lymphoid

}
. . j progenitor cell progenitor cell @
3. Leukemieen, lymfomen, : : : : 1 -

myelomen, ... . ‘l @ @ @

Megakarfocyte Eosinophil Basophil Erythrocytes Monocyte Neutrophil T cell B cell NK cell
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Bloed- en lymfeklierkankers

1. Bloed-/immuuncellen in
verschillende ontwikkelingsstadia :
verwerven genetische afwijkingen Hemaopcka Lymfoide leukemiedn

Myeloide leukemieén |
Lymphoid
progenitor cell
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Megakarfocyte Eosinophil Basophil Erythrocytes Monocyte Neutrophil T cell B cell NK cel
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Platelets Dendritic cell Macrophage Plasma cell

Bone marrow

2. Groeien ongecontroleerd uit

- Myeloid
| progenitor cell

3. Leukemieen, lymfomen,
myelomen, ... &

Lymfomen
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Lymfeklierkankers

 >60 verschillende soorten en
subtypes

Bone marrow

Hematopoietic

» Ontstaan in lymfeklieren, bloed, st
beenmerg of op andere plaatsen

,. Myeloid Lymphoid
| progenitor cell progenitor cell

* Genetische afwijkingen kunnen 1 : | ) ]

karakteristiek zijn l Q

Megakarfocyte Eosinophil Basophil Erythrocytes Monocyte Neutrophil
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Genetische afwijkingen in lymfeklierkanker

- Afwijkingen in het DNA mgﬁw—m

* Van één base tot grote chromosomale veranderingen

Normal Burkitt
lymphoma

s 14 S5 s
» Geven informatie: e’ —I].DL/ ‘ ,(l _[ﬂ_/,;”
- Diagnose (sub)type S
* Prognose patient ¥
* Therapeutisch doelwit ‘i !¢,
der(8)t(8;1‘2) d;(14)t(8;14)
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Genetische diagnostiek bij Non-Hodgkin Lymfoom
Grote st tKaIryotyperinE: fwijki Gericht struct |FISH: ieke afwijki NLPS' (k)f afrr'?(ys/
)< 3@ ?( gé >€s | U“‘E‘?’J ﬁﬂ

T R TN T AT

aeaeassegﬂ

PCR: Sequencen van korte DNA fragmenten:
Gericht kleine afwijkingen Kleine afwijkingen
Primers  dNTPs o @-m
< T _r T — Il _ .
w Y- T o [
pikTemate SRR - . O - / TAT AGT CCT CAC GG
Il 1 g
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Karyotypering

i .har. stin Aﬁ ﬂ | J’wp x
' S - — R\ 4
o L U S
ERRNY A o
| ” ¥ \’ ] B
ey e ) \ £ N
: s
—_— e | & : A / =2 1
Y 4 ! 7~ e
14
Metafase

=> Grote structurele en numerieke afwijkingen

[ QIERP!

IR RIR R
T TR T TR

GGBEBGBBgﬁ

Karyogram:
Chromosomen 1->22 en XX/XY

(I | KU LEUVEN




Karyotypering -
voorbeeld

Bekomen informatie:

* Vrouwelijke patient

* 1(14;19)/IGH::BCL3

* Extra chr12

* Recurrent in chronische lymfocytaire leukemie,
maar ook in marginale zone lymfoom, diffuus
grootcellig B-cellymfoom e.a.

47 XX, +12,(14:19)(g32:913)[14])/
46,XX[6]
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Fluorescente in-situ hybridisatie

Denature
to separate DNA strands and
Fluorescently allow probe access to !arqet DNA.,
Labeled Probe
DMNA, s \

Target DNA ){NN,\W\M

telomeren

Whle IS FISH'?
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Fluorescente in-situ hybridisatie

Dual Fusion probe

1R1G2F

'@

1R1GIF

' @

1R1GIF

16 Ref: Herling CD, et al. Blood 2016

Break-apart probe

Metaphase ch

TR )
1 @

A

A

1 @
' @

Interpretation

Normal signal patterns for IGH and partner
gene,

Bal d translocation b IGH and
partner gene.

Unbalanced translocation between IGH and
partner gene due to loss of 5 distal IGH signal
assoclated with the partner derivative
chromosome.

Unbalanced translocation between IGH and
partner gene due to loss of 3’ proximal IGH signal
associated with the derivative chromosome 14.
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Fluorescente in-situ hybridisatie - voorbeeld

non-complex/
TP53 wt
.8 1
=
5 6 -
5 non-complex/
= TP53 def
4
=
= complex/
5 TP53 def .
' + complex/
TP53 wt
04 P<.001
0 12 24 36 48 60

Time to Event [0S] (months)

Verlies TP53 (rood signaal) in CLL/SLL

Voordeel: Kan heel snel ingezet worden
Nadeel: Enkel gericht opsporen van afwijkingen
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Gerichte moleculaire testen

Sequencing (DNA, RNA): opsporen

1 .y — g — van kleine veranderingen in het DNA
fuﬂ;ﬂ z* . =l B in meerdefe genen/regio’s tot zelfs
o T I ger_loomwud. + opsporen van
~ [ fusietranscripten en nagaan of een
bepaalde verandering tot expressie
komt

PCR-technieken: gericht opsporen
van kleine veranderingen in het DNA

(van 1 of enkele letters) in een
specifiek gen of een bepaalde regio rE

- b i TAT AGT CCT CAC GG
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Gerichte moleculaire testen - voorbeeld

PRC-technieken: Sequencing:

Test Recommendations Clu.u.cal Test level Ref
utility

patlent T cell receptor in case of doubt on clonality or clonal relationship or in D/P/follow-up
rearrangement case of the need to follow MRD
Variant analysis |DNMT3A, IDH2, RHOA, TET2
D: Diagnosis; P: Prognosis; T: Therapy
controle ComPerMed guidelines leggen vast welke

genen getest worden + waarom (voor diagnose,
prognose of therapie)
MYD88 c.794T>C (p.L265P)
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Van biopt tot diagnose (1)

(1) Laboratoriumgeneeskunde (‘cellen in oplossing’)

(2) Pathologie (‘cellen in weefselverband’)

R3: 80%
¥

A ﬁ

.

k)

Fs 5
L 225w

’f\;{(d .!l
Q.'h‘?.*.!
Meerdere cellen met een onregelmatige kern, CD5+ Cellen positief voor cycline D1 in de mantelzone
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Van biopt tot diagnose (2)

Genetische
diagnostiek

mmm CCND1 overexpressie

g TP53 mutatie

=
IGH::CCND1 DF probe
I KU LEUVEN

1" t(11;14) 14




Van biopt tot diagnose — de realiteit

Genetische
diagnostiek

1 | mmm+ CCND1 overexpressie

TP53 mutatie

e
11 1(11;14) 14

Niet informatief IGH::CCND1 DF probe

22
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Van biopt tot diagnose — de realiteit

Genetische

diagnostiek
3 B o o ,. |
“ - mmm CCND1 overexpressie

e
11 1(11;14) 14

g TP53 mutatie

T

Geteste regio’s zijn negatief
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Van biopt tot diagnose — de realiteit

Genetische
diagnostiek

CCND1 overexpressie

e
11 1(11;14) 14

TP53 mutati

IGH::CCND1 DF probe Geen moleculaire merkers gekend

I
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Genetische diagnostiek — nadelen

Tijd- en arbeidsintensief

Faalt regelmatig
Lage resolutie - mist belangrijke, submicroscopische afwijkingen

Gericht - mist wat niet getest wordt

O®O@PX0O

Niet elke test terugbetaald voor iedereen
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Nieuwe technieken in genetische diagnostiek

« Optische genoommapping
« Sequencing van lange DNA fragmenten

—>Zoektocht naar een geintegreerde test die alle mogelijke afwijkingen kan
detecteren, met hogere slaagkansen en betere resolutie

—>Doel: optimale genetische diagnostiek voor iedereen met lymfeklierkanker

s (UZ
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Nieuwe technieken — optische genoommapping

Patiéntenmateriaal
verzamelen

Lange DNA fragmenten
extraheren

DNA labelen met
fluorescent label

Labelingpatroon
vastleggen met hoge
resolutie camera

T

SO

Labelingpatroon
omzetten in een
optische map

EREE

Detectie van afwijkingen

per patient door
vergelijking met een
referentie
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Nieuwe technieken — optische genoommapping

'3 —
S m
(- o—Co
0‘ = < oo ——
$ = ===

- Detectie van structurele en numerieke afwijkingen over het hele genoom met hoge resolutie

| UZ
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Nieuwe technieken — sequencen van lange DNA fragmenten

ONT: veranderingen in stroom
terwijl DNA door nanoporién
gaat worden geregistreerd en
omgezet in een sequentie

Patiéntenmateriaal Lange DNA fragmenten Library voorbereiden voor Detectie van afwijkingen per
verzamelen extraheren oxford nanopore patient door vergelijking met
sequencing (ONT) of een referentie

PacBio HiFi (PB)
sequencing en laden

PB: Circulair DNA wordt
repetitief gesequenced door
\\.'\\:%5“ middel van het toevoegen van

"-——-—— bouwstenen met fluorofoor

— Detectie van structurele en numerieke afwijkingen over het hele genoom met hoge resolutie

- Informatie over kleine varianten en methylatie

Nj| KULEUVEN




Studieresultaten: optische genoommapping (OGM)

Aantal stalen per subtype (n = 110)

T:,)LofL T-PLL| [T-PTLD
¢ 2% 1% B-LBL
1%
’}”;L PTCL >
L 6% BL
5%
HSJ/CL °cLUSLL
o 6%
CTCL
1% \ DLBCL
ALCL \ 13%
o »
AITL
5% FL
11%
PMBCL
40
o VZL LBCL(11q)
14% MCL LpL LBCL 3%

7% 4% %

B B-NHL (n = 79)
B T/NK-NHL (n = 31)

30

Aantal stalen per weefseltype (n = 110) OGM geeft informatieve
resultaten in 94% v.d.
casussen
100%
other (n = 1 for each): orbita, cheek, other types of samples: EDTA 90%
connective tissue, parotid, duodenum, suspension (n = 2), untreated
testis, tonsil, conjunctiva, thyroid, lung, lymph node section (n = 1) and 80%
os ilium, liver; 11% cell pellet (n =1); 4%
70%
oo
skin; 2% 60%
colon; 2%
brain; 3% 50%

peripheral blood; 3% 40%

bone marrow; 3%
30%

. [v)
spleen; 4% lymph node; 20%

68%

Enkel vers (ingevroren) materiaal, 10%
GEEN gefixeerd materiaal

0%

m [nformative OGM results ® Unsuccesful OGM

y
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OGM is concordant met de standaard genetische testen en
ontdekt extra klinisch relevante informatie (n=110)

OGM detecteert 98% van de OGM detecteert extra relevante
karakteristieke afwijkingen afwijkingen

[o)]
o

54

OGM ‘redt’ 27 v.d. 32 casussen
met een niet-informatief karyotype

B
o

Technology

OGM
B soc
[ total

N
o
f

Number of TIER1-characteristic variants

0"5&m soc total
Technology - Limit of detection OGM ~5-7,5% VAF
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Studieresultaten: voorbeeldcasus

16-jarige man, ? Burkitt lymfoom

Centromere Telomere

F16 MYC
1 53"

456kb 562kb 910kb 573kb
gap

chr§ TS TT T TR I T TR T
XL MYC Triple Color, Break Apart Rearrangement Probe

Karyotypering toont een t(8;14)(q24;932) FISH toont een gebalanceerde
en winst van 1922941 herrangschikking van 8q24/MYC

I




Studieresultaten: voorbeeldcasus

14q32/IGH

oMb
o 10

OGM detecteert:
» translocatie t(8;14)/IGH::MYC
* Winst van 1921941

T

=>» [dem aan karyotypering en FISH

8g24/MYC

Structural variants

» Insertion

* Deletion
Inversion

® Duplication

Copy number alterations
— Gain
—Loss
Translocations
— Translocation M5 ok omb

3¢
240MD
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Studieresultaten: voorbeeldcasus

130"‘“

Lange fragment sequencing detecteert:
» translocatie t(8;14)/IGH::MYC
* Winst van 1921941

= [dem aan karyotypering, FISH en OGM

2 SNV type

e C>A

* C>G

e C>T
T>A

e T>C
T>G

LU R |
c ARl
TR Q

%'P
i

Structural variants
» INS
* DEL
INV
e DUP

2 # ol
'% ¥ 3
4 i
% ;i
¢
U) 2,
%
\\ ‘s
G
>
%
9
00

Copy Number

- Major Allele
— Minor Allele
— Total Copynumber

Translocations

— Translocation
— Translocation t(8;14)

O 90M o

P b e
5 " gq2d/MyC
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Studieresultaten: voorbeeldcasus

Lange fragment sequencing detecteert:
« NM_004380.3(CREBBP):c.3375A>T, met
een verkort of afwezig eiwit tot gevolg.

Dergelijke mutaties zijn frequent bij Burkitt
lymfoom.

: ' Extra informatie komt beschikbaar.
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Klinische impact van implementatie nieuwe technieken

Optische genoommapping werd reeds geimplementeerd, sequencing van lange DNA fragmenten kan op
termijn als vervanging geimplementeerd worden

@ Minder tests nodig + snellere diagnose

Detectie van extra klinisch relevante afwijkingen
—> Betere diagnose, prognose en therapiebepaling

Betere slaagkansen dan bij karyotypering
- Genetische testing beschikbaar voor meer patiénten

gt ]| KULEUVEN



Nieuwe genetische merkers

* Niet eerder beschreven afwijkingen
« Aanwezig in meerdere stalen van een bepaald subtype

» Genen die belangrijk zijn voor de functie van hematologische cellen

- Dragen deze afwijkingen bij tot ontwikkeling van kanker?

AITL3

AITL2

ATLS
: VAVI

Y

6780000 6810000 6840000 6870C
Genomic position chrl9
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