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Ancillary and Molecular 
Testing

Learning Objectives:

1. Principles of molecular techniques
2. Applications of molecular techniques in cancer cytopathology

a. In situ hybridization 
b. Mutational analysis

3. Cytological materials for molecular testing

What is genomic(molecular) pathology in cancers?

Analysis of changes of genes of the cancer cells.
Amplification
Mutation  point mutation deletion mutation
Rearrangement

To predict response to the molecular targeted therapy

In situ hybridization

Direct sequencing 
Allele specific detection 

Four ways to detect genetic changes with NGS     
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Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ
Ｏｖｅｒ‐expression:HER2 
Mutation
Positive staining:p53
Negative staining:DAXX/ATRX
Mutation specific antibody:EGFR BRAF KRAS 

Re‐arrangement:ALK
Gene expression and changes

Amplification:In situ hybridization(ISH)  FISH  CISH DISH
Rearrangement & translocation:FISH CISH DISH

Mutation   point mutation  deletion  insertion 
Sanger direct sequencing   Allele specific detetion

Next Generation Sequencing(NGS)   

Genomic(molecular) pathology & Cytology Application of Cytological materials 
to HER2 FISH,CISH,SISH DISH

Direct smear(FNA)      
Fresh   Archival
Liquid based cytology(LBC)
Cell block

HER2  testing  2013
1.Immunohistochemistry 3+  >10% 
2.Single probe ISH   <4  4-6  >6
3.Dual probe  ISH   >2   

Algorithm 

HER2 testing  2007
“Equivocal Retest
IHC 3+    >30%
FISH  1.8‐2.2

HER2 2+ 、DISH(+)

Invasive ductal 
carcinoma  

HER2 2+  DISH（+）
HER2/Chr17 ratio  3.84

Detection of target molecule in breast cancers

HER2  positive  Anti‐HER2 therapy 
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CNB FNA                                                      LBC  

Laser capture microdissection(LCM)

Small specimens utilized for molecular(genomic) analysis 

Tissue Microarray(TMA)
Ｃｅｌｌ block

Dual Color in situ Hybridization(DISH)

Histology   2.9    HER2 amplification   Cytology   2.7  

HER2  DISH on histology and cytology   Invasive ductal carcinoma 

FNA DISH

Molecular(Genomic) pathology: Cytology vs Histology

Cytology: FNA  EUS‐FNA  LBC  Cell block
Histology:Formalin‐fixed paraffin embedded(FFPE) sections

Cytology:Whole nuclei  ideal
Histology:Sectioned nuclei
Numbers of genes may differ
HER2/Ch17 ratio:lower in histology  

Cytology:No paraffin embeddig
Histology:Paraffin embedding

DNA  RNA preservation        
Cancer. 2008 Apr 25;114(2):134-40..

Red:HER2  Green:Ch17
HER2/Ch17

Ratio  higher in histology
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Point mutation

Deletion mutation

Insertion mutation

GeneMutations
Methods to detect mutations 

Sanger’s  Direct sequencing 
Pyrosequencing
Allele specific analysis
idensy®（Arkray)

Next generation sequencing 
Whole genome sequencing(NGS)
Targeted NGS 

15

Fully automated gene 
analyzer
i-densyTM IS-5320

 80 min from start to result output 
and using whole blood

 Measurement of up to 3 SNPs with one 
cartridge.

i-densy website 
http://i-densy.arkray.co.jp/index.html

Pre-treatmentPre-treatment
Amplification
(PCR)
Amplification
(PCR)

Detection
(Tm 
Analysis 
method)

Detection
(Tm 
Analysis 
method)

All-in-one solution

Japanese word for gene i‐densy idenshi 遺伝子

Allele specific mutational detection

EGFR Deletion mutation exon 19

EGFR in lung caner
Point mutation on exon 21  L858R
Deletion mutation exon 19  746‐750

Point mutation on exon 21    
more responsive to gefitinib Sasaki et al. Clin Cancer Res 11:2924, 2006

L858R mutation   good response   Sone et al.  Lung cancer 54:103, 2006

Exon 19 deletion    Longer overall survival  
Higher response rate
Longer TTP

KRAS mutation (40%)      No response to gefitinib Kosaka et al.2004
EGFR immunohistochemistry‐ not useful

EGFR FISH amplification   No higher response  No longer TTP No longer OS
Mutation, not amplification, may serve as predictors of gefitinib response

Sone et al. Cancer  109:1836, 2007 
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Applications of the mutational analysis
on tissues(histology) and  cells(cytology)

EGFR and lung cancers 

＊

＊

* 90%

Yoshida T et al. Biochem Pharmacol. 2010 May 25.   Frequency of EGFR mutations in NSCLC (n = 3033)  

i‐densy® Results 

Mutational anaysis from cytology specimens    EGFR exon 19  deletion 

Cytology and ALK FISH 
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EGFR mutation‐specific antibodies
JianYu et al. Mutation‐Specific Antibodies for the Detection of EGFR Mutations
in Non ‐Small‐Cell Lung Cancer      Clin Cancer Res. 2009 May 1;15(9):3023‐8.

Activating mutations within the tyrosine kinase domain of epidermal growth factor
receptor (EGFR) are found in approximately10% to 20% of non ‐ small‐cell lung 
cancer (NSCLC)patients and are associated with response to EGFR inhibitors. 

The most common NSCLCassociated EGFR mutations are deletions in exon 19 and 
L858R mutation in exon 21, together accounting for9 0% of EGFR mutations.  Home 
made antibodies  

Screening a panel of 340paraffin‐embedded NSCLC tumor samples with these 

antibodies showed that the sensitivity of the immunohistochemistry assay 
is 92%, with a specificity of 99% as compared with direct and mass spectrometry ‐
based DNA sequencing.

This simple assay ford etection of EGFR mutations in diagnostic human tissues provides 
a rapid, sensitive, specific, and cost‐effective method to identify lung cancer patients 
responsive to EGFR‐based therapies

Next Generation Sequencing(NGS)  
Detection of multiple mutations of the multiple target cancer genes
Detection of druggable genes and the genes for therapeutic prediction 

*
*
*
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Ancillary and Molecular 
Testing

Learning Objectives:

1. Principles of molecular techniques
2. Applications of molecular techniques in cancer cytopathology

a. In situ hybridization 
b. Mutational analysis

3. Cytological materials for molecular testing
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