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High Quality Laboratory and Informatics 
Services for:

‐High throughput genotyping
‐Gene expression 
‐Methylation studies
‐Copy Number Variation

Focus on project design and data analysis

iGenix, inc.
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Key Issues Addressed:

‐ The BeadXpress is a highly functional and flexible 
platform.

‐ At least 95% probe design conversion for all assays.

‐ > 99% accuracy.

‐ > 99% reproducibility.

‐ Costs per sample:  $3‐$100 depending on assay. 

‐ Rapid throughput and turn‐around.

Project Design Dictates All
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Flexible Solution Structure:

Genotyping Expression Methylation ASPE
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Veracode GoldenGate Basics:
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Veracode Bead Hybridization
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Used with permission of Illumina Inc.

BeadXpress Measurements

BEAD

“READING”
BEAM

CCD LINE 
ARRAY
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Raw Cartesian Data
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Results:
‐ Automated genotype calling.
‐ Custom report generation.
‐ QC/QA statistics built in.
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Genotyping Case Study:
‐ Needed fine mapping of regions with high LOD 
scores with 96 custom probes in Bovine.

‐Had a bioinformatics person in the lab, but not 
experienced with probe design.

‐iGenix provided multiple rounds of probe design 
and analysis.

‐Last minute “save” when discovered that 50% 
proposed SNPs were likely sequencing errors.
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Probe Design Process:



7/9/2009 12IP of iGenix inc. ‐ Permission required for reproduction.

iGenix Probe Design and Conversion

Proprietary process that includes complete design of 
entire probe set.

Analysis extends that recommended by Illumina tech. 
support, especially for non‐human genomes.
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iGenix GoldenGate Assay Statistics:
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Case Study 2 ‐ Expression:

Genotyping Expression Methylation Allele‐Specific
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Expression (DASL):
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Project Parameters:
‐ Compare FFPE and flash‐frozen Prostate 
tumor  Samples in 4 assays.
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Experimental Set‐up on VeraCode:
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Customized Result Format:
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iGenix DASL Assay Statistics:
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Case Study 3:

Genotyping Expression Methylation Allele‐Specific
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Methylation:
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Client Project Parameters:
‐ Find differentially methylated candidate 
regions in mouse.

‐ Didn’t know a‐priori, which regions to target.

‐ iGenix recommended an automated strategy 
to use annotated promoter regions on the X to 
identify good CpG island candidates for their 
screen.
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Design Challenges for Methylation:

‐2807 CpG sites across 97 loci
‐ 153 High‐Quality candidate sites

‐~80% were overlapping other CpG sites
‐~20% remaining were low quality

‐ Finalized with 96 high‐quality sites
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iGenix Methylation Assay Statistics:
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Customized Analysis and Results:
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Case Study 4:

Genotyping Expression Methylation ASPE
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ASPE assay uses:

‐ Small number of sites (2‐24), reduces costs greatly 
($2‐$3/sample).

‐ Can assay low‐complexity DNA that does not work for 
the standard assays.
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ASPE process



‐ Need more time up front – manually optimize the 
multiplex of SNPs. 

‐ Do your own bead kitting, but once you’ve done it, 
the assay is strong and robust and is much less 
expensive to run, especially for large sample sizes.
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ASPE Considerations
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Client Project Parameters:
‐ Need a quick assay for 24 mutations and 
polymorphisms in the mtDNA which have not 
previously been screened.

‐3000 samples to screen, did the first 2 
mutations by hand.  Took two people a year.

‐We are designing an ASPE multiplex strategy 
to run through all 3000 samples in 2 months, 
for ~$10 a sample.
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Design Strategy for ASPE:
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ASPE Results:
‐ Currently can type 16 of the 24 in 3 multiplexes.
‐ 3000 samples, process in 2 months.
‐ $10/sample 
= 48,000 genotypes difficult/impossible to type 
with standard method.
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Case Study 5:

Genotyping Expression Methylation Allele‐Specific



The Question:
‐Can we screen for Copy Number Variation 
(CNV)  affordably?
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Preliminary Results:
‐CNVs could be typed for < $60/sample with ~98% accuracy.

Imagine typing 1000 samples for follow‐up validation….
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Probe Design: CNV Genotyping
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Normalized Polar Data: X chr. 
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Norm. Polar Data: Putative CNV 
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Same Individuals Across Probes?
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‐ 384 probes
‐40% within or near 10 known or putative common CNVs.  

‐60% placed in flanking single copy DNA on SNPs.

‐~ 1 probe per 1.5Kb, 

‐ Average = 5.7/CNV.

‐Typed in 90HapMap‐CEPH individuals
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CNV Project Design – Proof of 
Principle
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Recent SNP‐based CNV Studies
Study Type Analysis

Newman et. al, 2006 Focused Manual Typing

Carlson et. al, 2006 Focused Manual Detection

McCarrol, et. al, 2006 Genome‐Wide Pedigree / Manual Det. and Typing

Oosting, et. al, 2007 Genome‐Wide Auto. Normalization  Det.

Shen, et. al, 2008 Genome‐Wide Auto. Segmentation Det.

Kidd, et. al, 2008 Genome‐Wide Sequence resolution Det. And Typing

Cooper, et. al, 2008 Genome‐Wide Auto. HMM/SCIMM Clust. Typing

McCarrol, et. al, 2008 Genome‐Wide Birdsuite 4‐stage Det. And Typing
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Oosting et. al Method

‐ Normalize between red and green channels (quantile).

‐Median centering of sample intensity to 1, using high‐
quality het. probes.

‐Median centering of probes and adjust to copy number 2 
using normal samples.

‐ Found 94‐95% correlation with their method when 
compared to BAC array and GeneChip analyses.

Oosting et. al, 2007, Gen. Res. 17:368-376.
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Adjustments to Oosting method

‐ Did not throw out “poor samples” with bad 
genotyping calls.

‐ Did not assume a‐priori tumor or normal status  ‐
assumed all samples were normal.

‐ Did not smooth data with lambda ‐ averaged sign. 
Intensity across the “inside probes”.

‐ Used iGenix heuristic for clustering/calling.
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Distributions/Clustering
‐ Two rule heuristic clustering algorithm

‐Look for trend shift between clusters
‐Maximize separation between clusters
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Preliminary Results:

Report Format
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iGenix Process:
1. Assay design, 2‐6 weeks, depending on complexity.

2. We order array and reagents, ~4‐6 weeks.

3. Send DNA samples, 10 uL with 50ng/uL.

4. Run samples 200‐400/week.

5. Data interpretation, calling, analysis.

Contact Tera Eerkes

teerkes@igenixinc.com

To inquire about the promotion for this symposium.


