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all	
  possible	
  combina)on	
  of	
  primers	
  	
  

n	
  PCR	
  primer	
  pairs,	
  
n	
  target	
  sequences,	
  
(2n2+n)	
  possible	
  
pairwise	
  primer	
  
combina)ons.	
  
	
  
cross-­‐reac)on	
  
among	
  primer	
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The	
  MIP	
  before,	
  during,	
  and	
  aTer	
  inversion	
  

Cancer	
  Genet.	
  2012	
  Jul-­‐Aug;205(7-­‐8):341-­‐55.	
  



Advantage	
  of	
  MIP	
  

•  precise	
  measurements,	
  large	
  assay	
  dynamic	
  
range.(high	
  specificity	
  &	
  minimum	
  'cross	
  talk'	
  
between	
  loci	
  or	
  alleles	
  )	
  

•  use	
  lower	
  amounts	
  of	
  input	
  genomic	
  DNA.	
  
•  its	
  use	
  in	
  degraded	
  samples,	
  such	
  as	
  
fomaldehyde	
  fixed	
  paraffin	
  embedded-­‐FFPE	
  
samples	
  (because	
  MIP	
  requires	
  only	
  40	
  base-­‐
pairs	
  of	
  intact	
  genomic	
  DNA)	
  



evalua)ng	
  mul)plex	
  targe)ng	
  
methods	
  

•  key	
  performance	
  parameters	
  to	
  consider	
  include	
  
mul)plexity,	
  specificity	
  and	
  uniformity.	
  	
  

•  Mul)plexity	
  refers	
  to	
  the	
  number	
  of	
  independent	
  
capture	
  reac)ons	
  performed	
  simultaneously	
  in	
  a	
  
single	
  reac)on.	
  Specificity	
  is	
  measured	
  as	
  the	
  
frac)on	
  of	
  captured	
  nucleic	
  acids	
  that	
  derive	
  
from	
  targeted	
  regions.	
  Uniformity	
  is	
  defined	
  as	
  
the	
  rela)ve	
  abundances	
  of	
  targeted	
  sequences	
  
aTer	
  selec)ve	
  capture.	
  	
  

•  Cost	
  



Modifica)on	
  of	
  the	
  MIP	
  strategy	
  

Nat	
  Methods.	
  2007	
  Nov;	
  4(11):	
  931-­‐6.~10,000	
  exons	
  



SMART	
  (Spacer	
  Mul)plex	
  Amplifica)on	
  Reac)on)	
  

Proc	
  Natl	
  Acad	
  Sci	
  U	
  S	
  A.	
  2008	
  Jul	
  8;105(27):9296-­‐301,	
  >53,000plex.	
  

	
  long	
  padlock	
  
	
  probes	
  (LPPs):	
  
~500bp	
  gap.	
  



MIP	
  applica)on-­‐1	
  in	
  resequencing	
  

Science.	
  2012	
  Dec	
  21;338(6114):1619-­‐22.	
  



Material	
  &	
  Methods	
  
•  2494	
  ASD	
  probands	
  from	
  Simon	
  Simplex	
  Collec)on	
  
(2446	
  successfully	
  capture	
  with	
  both	
  probe	
  sets.	
  

•  MIP	
  targeted	
  44	
  genes	
  (from	
  192	
  candidates):	
  
disrup)ve	
  muta)ons,	
  associa)ons	
  with	
  syndromic	
  
au)sm,	
  overlap	
  with	
  known	
  or	
  suspected	
  
neurodevelopmental	
  CNV,	
  risk	
  loci,	
  structural	
  
similari)es,	
  and/or	
  neuronal	
  expression.	
  

•  23	
  of	
  the	
  44	
  genes	
  intersect	
  a	
  49-­‐member	
  beta-­‐
catenin–chroma)n-­‐remodeling	
  protein-­‐protein	
  
interac)on	
  (PPI)	
  network	
  or	
  an	
  expanded	
  74-­‐member	
  
network.	
  

•  Illumina	
  Hiseq	
  2000	
  and	
  Miseq	
  (for	
  confirma)ons).	
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  Dec	
  21;338(6114):1619-­‐22.	
  



49-­‐member	
  PPI	
  network	
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  2012	
  Apr	
  4;485(7397):246-­‐50.	
  



74-­‐member	
  PPI	
  network	
  

Science.	
  2012	
  Dec	
  21;338(6114):1619-­‐22.	
  



Filtering	
  &	
  Valida)on	
  

•  filtering	
  against	
  variants	
  observed	
  in	
  other	
  
cohorts,	
  non-­‐ASD	
  exomes	
  and	
  MIP-­‐based	
  
resequencing	
  of	
  762	
  healthy,	
  non-­‐ASD	
  
individuals.	
  

•  Remaining	
  candidates	
  were	
  further	
  tested	
  by	
  
MIP-­‐based	
  resequencing	
  of	
  the	
  proband’s	
  
parents	
  and,	
  if	
  poten)ally	
  de	
  novo,	
  confirmed	
  
by	
  Sanger	
  sequencing	
  of	
  the	
  parent-­‐child	
  trio.	
  

Science.	
  2012	
  Dec	
  21;338(6114):1619-­‐22.	
  



Results	
  -­‐	
  four	
  genes	
  with	
  mul)ple	
  de	
  
novo	
  muta)on	
  events	
  

Science.	
  2012	
  Dec	
  21;338(6114):1619-­‐22.	
  

Severe	
  de	
  novo	
  events	
  (bold	
  variants),	
  i.e.,	
  coding	
  indels,	
  nonsense	
  muta@ons,	
  and	
  splice-­‐
site	
  disrup@ons	
  (17/27	
  or	
  0.63),	
  is	
  four	
  )mes	
  the	
  expected	
  propor)on	
  for	
  random	
  de	
  novo	
  
muta)ons.	
  



Results	
  -­‐Six	
  genes	
  with	
  recurrent	
  de	
  novo	
  muta)ons	
  

Science.	
  2012	
  Dec	
  21;338(6114):1619-­‐22.	
  



Results-­‐muta)on	
  burden	
  

Science.	
  2012	
  Dec	
  21;338(6114):1619-­‐22.	
  

•  Higher	
  rate	
  of	
  de	
  novo	
  
muta)on	
  than	
  expected—
in	
  the	
  overall	
  set	
  of	
  44	
  
genes,	
  driven	
  by	
  the	
  
severe	
  class	
  (16/17	
  
intersect	
  74	
  PPI	
  network).	
  

•  CHD8,	
  GRIN2B,	
  DYRK1A,	
  
PTEN,	
  TBR1,	
  and	
  TBL1XR1,	
  
five	
  fall	
  within	
  the	
  beta-­‐
catenin–chroma)n-­‐
remodeling	
  network.	
  

•  ~1%	
  of	
  ASD	
  probands	
  
harbor	
  a	
  de	
  novo	
  
muta)on	
  in	
  one	
  of	
  these	
  
six	
  genes.	
  (CHD8-­‐0.35%)	
  

“Probabili)es	
  shown	
  are	
  for	
  observing	
  x	
  or	
  
more	
  events,	
  of	
  which	
  at	
  least	
  y	
  belong	
  to	
  the	
  
severe	
  class.”	
  



Results	
  

Science.	
  2012	
  Dec	
  21;338(6114):1619-­‐22.	
  



Results	
  –	
  head	
  circumference	
  

Science.	
  2012	
  Dec	
  21;338(6114):1619-­‐22.	
  

microcephaly	
  in	
  our	
  index	
  DYRK1A	
  muta)on	
  case,	
  
macrocephaly	
  in	
  both	
  probands	
  with	
  CHD8	
  muta)ons.	
  

De	
  novo	
  CHD8	
  muta)ons	
  are	
  present	
  in	
  ~2%	
  of	
  macrocephalic	
  (HC	
  >	
  2.0)	
  SSC	
  
probands,	
  a	
  useful	
  phenotype	
  for	
  pa)ent	
  subclassifica)on.	
  



•  Our	
  data	
  support	
  an	
  important	
  role	
  for	
  de	
  
novo	
  muta)ons	
  in	
  six	
  genes	
  in	
  ~1%	
  of	
  sporadic	
  
ASDs.	
  	
  

•  “Whereas	
  our	
  data	
  implicate	
  specific	
  loci	
  in	
  
ASDs,	
  they	
  are	
  insufficient	
  to	
  evaluate	
  
whether	
  the	
  observed	
  de	
  novo	
  muta)ons	
  are	
  
sufficient	
  to	
  cause	
  ASDs.”	
  

Conclusion	
  

Science.	
  2012	
  Dec	
  21;338(6114):1619-­‐22.	
  



Genome	
  Res.	
  2013	
  Mar	
  11.	
  	
  

‘‘sample	
  index’’:	
  resolving	
  capture	
  
products	
  from	
  dis)nct	
  source	
  DNAs;	
  
	
  
‘‘molecular	
  tag’’:	
  resolving	
  reads	
  
derived	
  from	
  dis)nct	
  genomic	
  
equivalents	
  within	
  individual	
  source	
  
DNAs.	
  	
  
	
  
‘‘fr-­‐reads’’:	
  Before	
  alignment,	
  
overlapping	
  regions	
  of	
  read-­‐pairs	
  are	
  
reconciled	
  to	
  produce	
  ;152-­‐nt	
  
forward-­‐	
  reverse	
  reads;	
  
	
  
‘‘smc-­‐reads’’:	
  ATer	
  alignment,	
  
groups	
  of	
  fr-­‐reads	
  form	
  the	
  basis	
  for	
  
highly	
  accurate	
  single	
  molecule	
  
consensus	
  reads.	
  

MIP	
  applica)on-­‐2	
  in	
  resequencing-­‐	
  smMIP	
  



•  Design	
  1312	
  smMIP	
  oligonucleo)des.	
  
•  53	
  specimens:	
  45	
  clinical	
  cancer	
  specimens+8	
  
HapMap	
  DNA	
  mixtures	
  (two	
  HapMap	
  cell	
  
lines).	
  

•  Tiling	
  ~125	
  Kb	
  of	
  genomic	
  sequence,	
  including	
  
99%	
  of	
  coding	
  bases	
  of	
  33	
  cancer-­‐related	
  
genes.	
  

•  Massively	
  parallel	
  sequencing-­‐	
  Illumina	
  Hiseq	
  
2000	
  and	
  Miseq,	
  and	
  analyzed	
  using	
  a	
  custom	
  
pipeline.	
  

Material	
  &	
  Methods	
  

Genome	
  Res.	
  2013	
  Mar	
  11.	
  	
  



Results-­‐Coverage	
  Distribu)ons	
  

Genome	
  Res.	
  2013	
  Mar	
  11.	
  	
  

•  Mean	
  smc-­‐read	
  coverage:	
  
HapMap	
  samples:	
  3538x;	
  
Clinical	
  specimens:	
  1051x.	
  
	
  
•  >100×	
  smc-­‐read	
  coverage:	
  
78%	
  of	
  the	
  clinical	
  samples	
  and	
  all	
  
HapMap	
  cell	
  line	
  samples,	
  at	
  least	
  
85%	
  of	
  all	
  targeted	
  coding	
  bases.	
  	
  

•  >1,000×	
  smc-­‐read	
  coverage:	
  
all	
  of	
  the	
  HapMap	
  samples,	
  60%	
  of	
  
all	
  targeted	
  coding	
  bases;	
  42%	
  of	
  
the	
  clinical	
  samples	
  had	
  at	
  least	
  
50%	
  of	
  targeted	
  coding	
  bases.	
  
	
  
•  >10×	
  smc-­‐read	
  coverage:	
  
all	
  HapMap	
  samples	
  and	
  80%	
  of	
  
the	
  clinical	
  samples	
  had	
  at	
  least	
  
97%	
  of	
  targeted	
  coding	
  bases.	
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Results	
  –	
  Subclonal	
  variant	
  detec)on	
  

Observed	
  vs	
  expected	
  variant	
  frequency	
  
in	
  smc-­‐read	
  base-­‐calls	
  from	
  mixtures	
  of	
  HapMap	
  
samples,	
  for	
  posi)ons	
  with	
  >100x	
  smc-­‐read	
  coverage.	
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Results	
  –	
  Subs)tu)on	
  error	
  rates	
  

PS:	
  Excluding	
  the	
  G>A	
  and	
  C>A	
  subs)tu)ons	
  that	
  are	
  likely	
  caused	
  at	
  least	
  in	
  part	
  by	
  
pauerns	
  of	
  DNA	
  damage	
  (deamina)on	
  of	
  C	
  and	
  5-­‐methyl-­‐C,	
  and	
  oxida)ve	
  damage	
  to	
  G	
  
resul)ng	
  in	
  8-­‐oxo-­‐G).	
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Results	
  –	
  Subs)tu)on	
  error	
  rates	
  

the	
  occurrence	
  of	
  pro-­‐
mutagenic	
  chemical	
  
processes	
  in	
  individual	
  
progenitor	
  molecules:	
  
•  C>A:	
  the	
  oxida)vely	
  

damaged	
  base	
  8-­‐oxo-­‐G	
  
•  G>A:	
  spontaneous	
  

deamina)on	
  of	
  C	
  and	
  5-­‐
methyl-­‐	
  C	
  

FPE	
  treatment	
  may	
  in-­‐	
  
crease	
  8-­‐oxo-­‐G	
  forma)on	
  
rates.	
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Results	
  –	
  Subs)tu)on	
  error	
  rates	
  

•  CG	
  is	
  an	
  infrequent	
  
dinucleo)de	
  

•  the	
  subs)tu)on	
  rate	
  of	
  
G>A	
  in	
  the	
  absence	
  of	
  
CG>CA	
  remains	
  elevated	
  

•  deamina)on	
  of	
  5mC	
  is	
  
not	
  the	
  only	
  factor	
  
causing	
  high	
  rates	
  of	
  G>A	
  
subs)tu)on,	
  and	
  that	
  
deamina)on	
  of	
  C	
  to	
  U	
  
may	
  also	
  be	
  playing	
  a	
  
substan)al	
  role.	
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Results	
  –	
  Subs)tu)on	
  error	
  rates	
  

PS:	
  Excluding	
  the	
  G>A	
  and	
  C>A	
  subs)tu)ons	
  that	
  are	
  likely	
  caused	
  at	
  least	
  in	
  part	
  by	
  
pauerns	
  of	
  DNA	
  damage	
  (deamina)on	
  of	
  C	
  and	
  5-­‐methyl-­‐C,	
  and	
  oxida)ve	
  damage	
  to	
  G	
  
resul)ng	
  in	
  8-­‐oxo-­‐G).	
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Results	
  –	
  Sensi)vity	
  and	
  false	
  discovery	
  rate	
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Results	
  –	
  Detec)on	
  of	
  soma)c	
  varia)on	
  



Results-­‐	
  Alternate	
  allele	
  frequencies	
  of	
  soma)c	
  
variants	
  in	
  clinical	
  samples	
  (tumor	
  subclones)	
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  2013	
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“smMIP	
  assay	
  is	
  
highly	
  quan)ta)ve	
  
for	
  alternate	
  allele	
  
frequencies	
  as	
  low	
  
as	
  ~0.2%.”	
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  11.	
  	
  

Results	
  –	
  subclonal	
  soma)c	
  variz)on	
  at	
  clinically	
  
informa)ve	
  sites	
  

P<10-­‐7.	
  

“However,	
  based	
  on	
  the	
  FDR	
  analysis	
  performed	
  using	
  the	
  
HapMap	
  samples,	
  the	
  P-­‐value	
  cutoff	
  of	
  10-­‐7	
  is	
  expected	
  to	
  yield	
  
a	
  nontrivial	
  FDR	
  of	
  40%	
  for	
  variants	
  near	
  0.1%	
  frequency,	
  so	
  it	
  
remains	
  possible	
  that	
  one	
  or	
  more	
  of	
  these	
  variants	
  is	
  
ar)factual.”	
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Results	
  -­‐	
  Rapid	
  workflow	
  @metable	
  (miseq)	
  



Results-­‐Performance	
  of	
  rapid	
  workflow	
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  Res.	
  2013	
  Mar	
  11.	
  	
  



Useful	
  applica)ons	
  of	
  smMIP	
  

Detec)on	
  and	
  quan)ta)on	
  of	
  of	
  low-­‐frequency	
  
muta)ons/	
  varia)on	
  that	
  is	
  relevant:	
  
•  Human	
  cancers:	
  gene)c	
  heterogeneity.	
  
•  Pre-­‐existence	
  of	
  subclonal	
  resistance	
  
muta)ons	
  to	
  therapy.	
  

•  Soma)c	
  mosaicism	
  detec)on.	
  
•  Noninvasively	
  assay	
  fetal	
  DNA	
  from	
  maternal	
  
plasma	
  at	
  clinically	
  relevant	
  sites.	
  

•  etc.	
  	
  …	
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Thank	
  You!	
  


