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Microarray applications

» Gene expression

* SNP (single nucleotide polymorfism)
* CNV (copy number variations)

e ChIP- chip

* Protein studies

» Exon/Tiling

» Next generation sequencing



SNP

Measuring: DNA in order to find
single nucleotide polymorfisms

 SNP (single nucleotide polymorfisms)

— Everyone has almost identical chromosomes
and genetic content (DNA and genes)

— "is a DNA sequence variation occurring when
a single nucleotide - A, T, C, or G - in the
genome differs between members of a
species (or between paired chromosomes in
an individual)”

— SNP genotyping is used to study diseases
since SNPs are inheritable




SNP studies

Linkage is a method that allows us to determine
regions of chromosomes that are likely to contain
a risk gene, and rule out areas where there is a
low chance of finding a risk gene.

Linkage works by using markers, which are well-
characterized regions of DNA

Patients needs to be related to each other

Association/case- control study: The same as
linkage but samples are not related. These
studies requires thousands of patients with a
certain disease and thousands control samples
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[T Man-Therese
fortalte om sinvold-
somme svetizantall
ogkloeimarsidr.

Etter 22 3r med van-
vittige svetteanfall,
har Nan-Therese
Hermansen fatt nytt
hép om at lidelsene
snart skal ta slutt.
Norske genforskere
har funnet feilen,

Tekst Hilde Schjerve

Mz dagbisdetna

~ Diecer hele wrirkelig Teg dro ree
ut o feirer med fernreccers mid-
dag sammen med pappa, sier
Man-Therese Hermansen til Cag-
bladet.

22 dringen har slier med vold-
somme sveweanfill kombinere
med en ineens, indre Hoe hele si-
den hun var baby. Hvereanfall va-
rer fra fire il 24 tmer. Omn hoscen
og vinweren kan de komme s
hyppig som ere-fire ganger hver
ke,

Genfeil

Ingen disgnose. ingen behand-
ling Trass i urallige wredninger
wed ulike norske sykehus, var
Man-Therese forsate en gire for

GENFEIL: Ettersnart 22 irs kamp har Nan< _hel|55 Hermatm endslig f3tt svar E

legene da hun sea fram | Daghla-
detd mars.

N4 har derimot en professor
i Bergen lost giten: Nan-The-
reses svetteanfall skyldes en
feil pa ett av hennes 30 000 ge-
ner.

— Klar: det er morsome 4 ha
funnet hemmelighecen! Hadde
det ikke vare for ac Nan-Therese
sn fram | Dagblader, ville hun
forsart vae il ueredning for epi-
lepsi o haceen mye lengre vel 8 g4
fram mon rikrig dis

man, ved Sencer for medisinsk
genetikk cg molekylermedisin
ved Haukeland universicecssyke-
s

Genjakt

For det var tilfeldigherer som
glorde ar Oslo-jentas  hiseorie
nidde professoren 1 3erpen.

—En av mine pasicneer hadde
lest saken og kience igien de kul-
deinduseree sveresanfallene hen-
nes fra egen erfaring. Han ringee
Mg og spuree, skan du lkke giore
noe for henne?s, Jeg var enig i at
det var mange likherserckle, s
giennom Daghlader fikk jeg kon-
cake med Nan-Therese, foreeller
Soman.

il

¥

GLEDELIG: Nan-Therese Her-
manszn og seksjonsoverlege
Erik Smtre gleder 5eg over ny-
heten  Foto: Tore Bergsaker

De 1o har aldri mores. 3are
blodprover fra Man-Therese og
hennes foreldre ble sende over
fieller. Cenjakeen kunne searte:

Forskerne jobbet ut fra hy-
potesen om at Nan-Therese li-
der av kuldeindusert svette-
syndrom (KISS). T fjor fant
Bomans forskerteam genfei-
len som er drsaken til KISS, i
samatbeid med israclske og
amerikanske kolleger.

KIS5 er uhyre sjeldent. Bomans
gruppe har funnet genfil bare
hes en hindfull pasiencer: To
sasere fra lsgael, tre fia Morge, en

nfeil utlaser de

Svetteanfall
skyldes genfeil

fra Canada, en fra Auseralia og n
Man-Therese.

HAursaken dl genfeilen er en mu-
wsjonsom Nan-Therese har arvee

| frabegge foreldrene. De had de en

tisika for ac exe av fire barn skulle
A tilstanden.

= Tor ikke hipe
D sore sparsmileynderom e dec
finnes noen behandling
hjelpe Lénns

— Hun har blite skuffec nok td-
ligere, =4 jeg vil ikke pi henne for
mye hip. Men en kanadisk pro-
fossori neviologt har funnee fram
til eiltak som har hjulpet hennes
pasient. Av en eller annen grunn
drayer der far jeg Fir vie hva he-

et
Foto: Tore Bergssker

handlingen gir ue pi, sier Boman.

Siden han lkkeer Man-Thereses
behandlende lege, wil han ikke
blande seg bored hva Ulleval uni-
versitessykehus bestemmer seg
for.

- Teg har forsikret mag om at
nomske KISS-pasientervil vere
velkomne til utredning i Cana-
da, dersom det et er onskelig,
sier Boman.

Man-Therese reiser nir som
helst.

- Det ex godr bare & £ viee hva
som er feil med meg. Men jeg cer
ke s or e Finner deen
behandling, er dex bedre med en
overraskelse enn ec nederlag. Jeg
mi vare realistisk, ster hun

- Rent slumpetreff

Nan-Therese Hermansens
lege, Erik Satre, mener at
et rent slumpetreff har
lost sykdomsgaten.

~ Hadde dex ikke vare forac Helge
Bornan tilfeldigris forsket pd dis-
se genene da Nan-Therese st
fram i lader, og en av hans
otuneet e sk il vi i
vt der ¥i eri dag. Hiseorien er

cgentliy ganske fanastlsk, sier
Erik Saere, som er seksjonsover-
lege ved epilepsienhecen pd Ulle-
il universivessykehus,

Da brever fra Boman kom, ble
han farse veldi usikker. M3 wor
han derimat acsporet ef rikeig.

1 hase skulle Man-Therese reise
il urredning ved Se. Mary's Hos-
pial | London. Erer Bomans
funn, ble denne planen skrinlage.

Dagbladet: 25. September 2004

“Forskerne jobbet ut fra hypotesen om at Nan-
Therese lider av kuldeindusert svettesyndrom
(KISS). | fjor fant Bomans forskerteam genfeilen
som er arsaken til KISS, i samarbeid med israelske
og amerikanske kolleger.

KISS er uhyre sjeldent. Bomans gruppe har funnet
genfeil bare hos en handfull pasienter: To sgstre fra
Israel, tre fra Norge, en fra Canada, en fra Australia og
na Nan-Therese.

Arsaken til genfeilen er en mutasjon som Nan-Therese
har arvet fra begge foreldrene. De hadde en risiko for at
ett av fire barn skulle fa tilstanden.”



aCGH/CNV

Measuring: DNA in order to find
deltions, insertions or copy c s
number changes i

— Detects insertions and/or
deletions in the genome

— Copy number changes at a = |
level of 5-10 kilobases of DNA i = [} ]
sequence can be detected
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Chip-chip

Measuring: DNA fragments that
has been bound to a specific
protein

* Immunoprecipitation of DNA-binding proteins and their target DNA sequences
» Gives a profile of DNA- binding protein and promoter occupancy across the
entire genome

Applications:

 Transciptional regulation

» Epigenomic events (methylation)

» Gives a better understaning of processes such as cell profilferation, cell fate
determination, oncogenesis, inflammation, apoptosis and gene silencing



Chip-chip

Regulatory proteins bind to 5. Labeled enriched pool 6. Hyhridize to microarray
promoter DMNA regions in vive of protein-bound DNA frapments for detection

Nt R

1. Cross-link the protein-DNA complexes

2. Lyse cells and sonicate DNA

3. IP chromatin to capture and purify bound DNA
4. Release and amplify DNA fragmems

1. Rapid fixation of cells chemically cross-links DNA binding proteins to their genomic targets in vivo.

2. Cell lysis releases the DNA-protein complexes, and sonication fragments the DNA.

3. Immunoprecipitation (IP) purifies the protein-DNA fragments, with specificity dictated by antibody choice.
4. Hydrolysis reverses the cross-links within the released DNA fragments, and amplification is performed.

5. Label enriched pool with Cy dye.

6. Hybridization of DNA onto Agilent-validated or user-customized microarrays featuring 60-mer probes.

The ChlIP-on-chip process enables the observation of a few to 50-fold the representation of protein-bound (occupied) DNA
promoter fragments of interest in the final DNA pool.




Protein arrays

— Analysis of thousands of proteins at the
same time
— ldentify many protein interactions such as:
* Protein- Protein
* Protein- DNA
* Protein- RNA
* Protein- Phospholipid
* Protein- Small molecule



Exon/tiling arrays

» Offers a more complete and accurate
picture of overall gene expression than the
traditional 3 based expression arrays.

« Exon arrays interrogates the entire lenght
of a gene not just the 3 end.

» Multiple probes per exon allows you to
distinguish between different isoforms of a
gene



Massive parallel sequencing

 Massive parallel sequencing platforms:
— Solexa
— 454
— SOLID

* Applications:
— DNA sequencing
— SNP
— (Gene expression
— Identification of small RNA
— ChlIP- seq
— CNV
— Methylation



Genome Analyzer from Illlumina



