


Macierz — uktad liczb, symboli lub wyrazen zapisanych
w postaci prostokatnej tablicy
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Macierz wymiaru m x n przedstawia sie jako tablice ztozong z m*n liczb
rzeczywistych ustawionych w m wierszach i n kolumnach. Elementy macierzy
mogg by¢ liczbami rzeczywistymi, zespolonymi lub funkcjami
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Mikromacierz

Uporzadkowany zbior jednoniciowych fragmentow
DNA (sond molekularnych), unieruchomionych na
okreslonej powierzchni w Scisle zdefiniowanym
porzgdku.

Jaros, 2006

Miniaturowe uktady hybrydyzacyjne sktadajgce sie
z sond specyficznie rozpoznajacych fragmenty
genow lub transkryptow

Formanowicz i in., 2008



Mikromacierze

Rodzaj sond

 cDNA - sondy o dtugosci kilkuset nt
* Oligonukleotydowe:

v" 0 sondach dtugich (50 — 70nt)

v" 0 sondach krétkich (18 — 25nt)

Cel eskperymentu

* Analiza ekspres;ji

* Genotypowanie

* CNV (ang. copy number variation)
* Alternatywny splicing
 Metylacja DNA




Mikromacierze cDNA

Sondy:

» Krotkie sekwencje ekspresyjne EST (ang. expressed sequence tag)
 Sekwencje cDNA otrzymane po odwrotnej transkrypcji

Kazda sonda powstaje oddzielnie

Powstate sondy nanoszone sg na ptytke

Dostepne sg biblioteki klondw i komercyjne zestawy



Tkanka kontrolna Tkanka badana

Ogolny przebieg eksperymentu

Mikromacierz ekspresyjna

Izolacja mRNA

Odwrotna transkrypcja @ Cyanine-5 (Cy5)
Znakowanie cDNA @ Cyanine-3 (Cy3)

Hybrydyzacja z sondami na mikromacierzy

Odczyt i interpretacja wynikow
Analiza danych
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Odczyt i interpretacja wynikow
Analiza danych

Ekspresja tylko w tkance kontrolnej

Ekspresja tylko w tkance badane;j

Poréwnywalna ekspresja w obu tkankach



(A)

(C) Summary of the microarray data

total good up down
genes spots regulation regulation
9982 1143 68 43

(D) Statistical analysis of the microarray data

Exp mean ratio mean difference d.f. Tvalue P
(Cy5/Cy3) of ratio (n-1)
1 1.13 0.14 1142 093 >0.05

2 0.99 =— — —

Expression profiling of HS27 newborn
foreskin fibroblasts upon red light
irradiation by using a 10,000 human
cDNA microarray.

(A)

(B)

(C)
(D)

Microarray image overlapping Cy3
(control) and Cy5 (sample)
fluorescence images.

An enlarged region of the
microarray image.

Summary of the microarray data.
Statistical analysis of microarray
data.

Songiin. 2003



Mikromacierze oligonukleotydowe
o sondach krotkich (18 — 25nt)

,statyczne” — sondy immobilozowane na
ptytce, np. chipy DNA (ang. GeneChips)

B NimbleSen

102064

Mikromacierze typu statycznego. Zrédto: www.affymetrix.com, www.nimblegen.com


















Mikromacierze oligonukleotydowe
o sondach krotkich (18 - 25nt)

e ,przeptywowe” —sondy zakotwiczone w
ziarnach swobodnie ptywajgcych w roztworze
(ang. bead arrays)

5.6 Microns

Znakowanie i identyfikacja ziaren. Zrédto: www.panomics.com



Mikromacierze oligonukleotydowe
o sondach krotkich (18 - 25nt)

Bead Chip \
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BovineSNP50 BeadChip
v1 (54001 sond) i v2 (54609 sond) Schemat obrazujacy budowe mikromacierzy Bead
Chip

www.illumina.com


http://www.illumina.com/Images/technology/beadarray_multi_sample_array_formats_lg.gif

Ogolny przebieg eksperymentu

o Amplifikacja DNA podczas inkubacji izotermalnej

e Fragmentacja produktu amplifikacji podczas procesu
kontrolowanego enzymatycznie

Wytrgcanie DNA

Zawieszanie DNA w buforze do hybrydyzacji

e Hybrydyzacja proby z sondami umieszczonymi na powierzchni
mikromacierzy BeadChip

!

e Przemywanie BeadChip

e Dobudowanie nukleotydu do sondy zgodnie z sekwencja
badanej proby DNA oraz wybarwianie

e Skanowanie i odczyt wynikow




m Amplifikacja DNA podczas inkubacji izotermalnej

Inkubacja 20-24h w temperaturze 37°C __—_é____
w piecu hybrydyzacyjnym
(Hybridization Oven, lllumina ®). '

! — www.illumina.com

| Fragmentacja produktu amplifikacji podczas
procesu kontrolowanego enzymatycznie Y ==
Inkubacja 1h w temperaturze 37°C w bloku

grzejnym Hybex® Microsample Incubator (SciGene,
USA) z wktadem MIDI Heat Block Insert (lllumina®)

www.illumina.com Www.scigene.com



e Wytrgcanie DNA
e Zawieszanie DNA w buforze do hybrydyzac;ji

Worteks
(High Speed Microplate Shaker, lllumina)

Wiréwka do ptytek z mozliwoscig
chtodzenia (Centrifuge 5804R, Eppendorf)

Odwrdcona ptytka zawierajaca
wytrgcony DNA (niebieski osad) — w
trakcie suszenia

www.biosurplus.com

0 I

Zdjecie pochodzi z Infinium® Il
Assay Multi-Sample Protocols
(Mumina®)



Hybrydyzacja proby z sondami umieszczonymi
na powierzchni mikromacierzy BeadChip

Uszczelka do komory hybrydyzacyjnej
(Hyb Chamber Gaskets , Illumina®)

Komora hybrydyzacyjna
(BeadChip Hyb
Chamber, lllumina®)

Inserty do komory
hybrydyzacyjnej (BeadChip
Hyb Chamber inserts,
Hlumina ®)

Zdjecia pochodzg z Infinium® Il Assay Multi-Sample Protocols (lllumina ®)



| Hybrydyzacja proby z sondami umieszczonymi
- na powierzchni mikromacierzy BeadChip

O—=—H0>—H0O0
O—=—H0O>—HO0

BovineSNP50 BeadChip

Illumina®

www.illumina.com


http://www.illumina.com/Images/technology/beadarray_multi_sample_array_formats_lg.gif

Przemywanie BeadChip

Zdjecia pochodzg z Infinium® Il Assay Multi-Sample Protocols (lllumina ®)



Dobudowanie nukleotydu do sondy zgodnie
z sekwencjg badanej préby DNA

Te-Flow, TECAN, Szwajcaria Zdjecia pochodzg z Infinium® Il Assay Multi-
www.izoo.krakow.pl Sample Protocols (Illumina®)

Znakowanie fluorescencyjne dobudowanych nukleotydéw

.
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www.izoo.krakow.pl

Zdjecia pochodzg z Infinium® Il Assay Multi-Sample Protocols (lllumina®)



Dobudowanie nukleotydu do sondy zgodnie

z sekwencjg badanej préby DNA oraz znakowanie go
fluorescencyjnie
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Sample 1 Sample 2 Sample 3



e Skanowanie mikromacierzy:
HiScanSQ, Illumina®

dczyt wynikdw: GenomeStudio™
umina®

[_[o]x]

& GenomeStudio - Genotyping - Test5
Fie Edit Wew Analysis  Tooks  Window  Help
DAOEOEE wm o @
NP Graph | Heat Map 4 b x| |[Full Daka Table | 5P Table | Pairad Sample Table | m
hlz‘o . @ =/ m B ol ol (2] 2T 4 IPREERACER = Rl Rl i 8 % (] Mame: Tests
MitoA1 31065 Manifests
180 @ Data
I B Indec | Name  [address [ | pestion | CTUAN | Raca | Fracc | Fracs | Rt A Miscellaneou
120 T MoAl00d . 0048 M 1009 7260 0317 0208 0018 038l
o 1 2 Miton1055 9058 L 10551 0.7038 0.307 0.287 0.089 0.317
£ om 3 MitoAl125.. 9039.. M 11252 0703 0302 03%6 0418 022
5 4 Mitoalid6.. 9019.. M 11468 07220 0277 0312 0453 0257
= s s MitoA1181... 9047.. M 11813 06955  0.272 0.347 0.124 0.257
040 5 MitoAl230.. 9065, M 12308 07161 0318 0318 0414 0249
0z L7 | Mitoal : 13106 Lo ]ozes |
0 8 Mitoa1326... 9014.. M 13264 0134 0257
anpB——0—13 E] MitoAl378.. 9085.. M 13781 003 0218
B 20 040 060 080 1 10 MitoA1423. 9069.. M 14234 0.069 0233
Morm Theta 1 MitoAl488... 9069.. M 14583 0074 047
1z Miton1521 9031 L 15219 0.168 0.267
13 MitoA1524... 9060.. M 15245 0153 0272
Samples Table 40 x| 13 MitDAlS30.. 9044.. M 15302 0133 0248
N A 15 Miton1575 9075 " 15759 0.099 0.252
a o Gl 2 AT BY g s MitoAlS32.. 9020.. M 15925 014 025
17 Mitonl616 5010 " 16163 0.100 0.204
il
T | Szpbi® el [Rows=561466  Disp=561466  [5el=1 _[Fileer=Filter is not active,
T TST3Z71004_.. Unknown =
2 1513271005_... Unknown | || Errors Table
3 1513271004 _. Unknown ey =
4 1513271005_... Unknown B B o @ |24 2T 2 ) [F] el B ] @ B LR
B 1513271004 _. Unknown 5 =0 5 7
aren aren
6 1513271005_...  Unknown ]Erdmr ?rnr C?‘;\IddﬂRe ChildjRep Ogl?fﬂe Rej Parent1fRep Rep
ndex vpe [P Index PGTYPE | 1ndes GTyp|
[l 1| |
Rows=6 Disp=6 [5el=0 [Fiter=Filter ism |Rows=0 |[Disp=0 [5el=0 |Filter=Fiter is not active.
Log
[T select Al Copy [l Save "% Clear Grid || Ervors | 1 Warrings |.2) Info |G} Log
Tirme, [ severity | Message [ source.
11/2/2008 10:2%: MF Loading snp data General
11/2/2008 10:29:58 ... | INFO Copying ternp File. General
11/2/2008 10:29:56 ... INFO Reading CHY Data General
11/2/2008 10:29:56 ... INFO Setting Heredty and Replicates General
11/2/2008 10:29:58 ... INFO A new project has been created. General
11/2/2008 10:30:01 ... INFO Opened TestS Praject Framework.
11/2/2008 10:30:01 ... LOG Project Load is complete General
Last = 10:30 P Errors =0 Wharn Info =17

Skanowanie i odczyt wynikow

pafoig

Zdjecia pochodzg ze strony www.illumina.com
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Podstawowe informacje uzyskane po analizie mikromacierzy:

JFuII Data TahIEISNF' Tahlel Paired Sample Table | R
o G o | o AT 29 | [ [F] ] o9
Sample 1 ample 2
1513271004 _A_idat 513271005_A |
Index Mame Address | Chr Position GType | Score Theta R GType | Score Thet
1 Mikoal0od4 .. o042, M 10045 a8 0,3107 0.0113 4.3157 | &A 0.3107 O.UO':!
2 Mito&1055 ... 9Q055... M 10551 aa 0.2904 00290 3.8688 | AA 0.2904 0,023
MiboAl1125.. | 9039.. [ M | - 0.2904 0.2904 [ 0.02]
4 Mitoallde ... 2019, M 11465 fu¥: 0.3070 0.0157 5.8391 | &A 0.3070 0.01:
5 Mitoal11s1... 9047 ... M 11813 as 0.2831 0.0423 5.1321 | &A 0.2831 0.04:
2] Mito&1230... 9065... M 12309 fo¥: 0,301  0.0251 3.9980 | &A 0.3015 0.01'
7 Mitofl1310... 2017, M 13106 BB 0.8763 0.9516 0.9687 | &A 0.8763 0.04:
g MitoAal326... 9014, M 13264 fa¥: 0,2985 0.0256 6.0810 | &A 0.2985 0.02;
9 Mito&1375... 9059, M 13781 a8 0.3199  0,0427 1.2190 | &A 0.3199  0.04
10 MitoAl423.. Q069 M 14234 fu¥: 0,3273 0.0167 2.1243 | &A 0.3273 0.01:
11 MiF~f1AC0D [int-1pnl LT 1400 AN N 21Cce M A%oN 1 Aonc |1l M N12A4 N Nc.
Full Data Table | SNP Tahlel Paired Sample Table | 1 X
BBy oy o) Al 2y A [ ] [ | € B - &) H] P 8 b
Inde: Nane Chr | Position  |ChiTEstL | Het oo | ABFreq | BB Freq |callFreg | ™ | amc | PC | PPCO| ReD ine e lsoeao | swe
(i} Excess Freg Errars Errars Errors
1 MitoAal004 ... M 10045 1.0000  0,0000  1.0000 @ 0.0000 0 00000 0 1.0000 00000 0 EI EI EI 00,3107  0.3107  [T/C &
2 MitoA10S5 ... M 10551 1.0000  0.0000 1.0000 @ 00000 0 00000 0 1.0000 00000 0 0.2904 02904 [AfG—
5 | MitoAtizs. | M T A N N O S
4 MitoAlida... M 11468 1.0000 00000  1.0000 @ 0,0000 00000  1.0000 00000 0 0 1] u] 0.3070  0,3070 [T,I'C'
5 MitkoAl181 ... M 11813 1.0000  0,0000 1.0000 @ O.0000 0 00000 0 1.0000 00000 0 0 ] ] 0.2831 0.2831 [A)G
2] MikoAl230... M 12309 1.0000  0.,0000  1.0000 @ 0.0000 0 00000 0 1.0000 00000 0 0 1] ] 03015 0.3015  [ANG
7 MitoAl310... M 13106 0.0000  -1.0000 05000 00000 0 05000 0 10000 05000 0 0 1] 1] 0.8763 08763  [T)C
o] MitoAlZ26... M 13264 1.0000  0.0000  1.0000 @ O.0000 0 00000 0 1.0000 00000 0 0 ] 1] 0,2985 02985  [AfG
9 MikoAl1378... M 13781 1.0000  0,0000 1,0000  O,0000 0 00000 0 1.0000 00000 0 0 ] ] 03199 0.3199  [&fG
10 MitoAld423... M 14234 1.0000  0,0000  1.0000 @ Q0000 0 00000 0 1.0000 0 00000 00 0 ] ] 03273 0.3273  [AaMg

Zdjecia pochodzg z GenomeStudio™ Genotyping Module v1.0 User Guide




Przyktady badan z wykorzystaniem mikromacierzy

Animal Science Journal (2010) 81, 506-512 doi: 10.1111/j.1740-0929.2010.00766.x

RAPID COMMUNICATION

[ T < v |- [ R |
Development of novel SNP s &,
pedigree control in a Japane | ETalOiTeanIasr: /

Animal Science Journal (2012) doi: 10.1111/j.1740-0929.2012.01036.x

using whole-genome genoty

Kazuhiro HARA, Yukari KON, Shinji SASAZAKI, FumioM (DRI GIN AL ARTICLE

Laboratory of Animal Breeding and Genelics, Graduate S

Kobe, Japan Application of highly differentiated SNPs between
Japanese Black and Holstein to a breed assignment
test between Japanese Black and F; (Japanese Black x
Holstein) and Holstein

Fine Mapping of a QTL for Fertility on BTA7 and Its
Association With a CNV in the Israeli Holsteins

Giora Glick,* Andrey Shirak,’ Eyal Seroussi,” Yoel Zeron,* Efraim Ezra,® Joel I. Weller," and Micha Ron""’
*The Hebrew University of Jerusalem, The Robert H. Smith Faculty of Agriculture, Rehovot, 76100, Israel, Mnstitute of
Animal Sciences, ARO, The Volcani Center, Bet Dagan 50250, Israel, *Sion, Al Institute, Shikmim 79800, Israel, and
§Israe| Cattle Breeders Association, Caesaria Industrial Park, Caesaria 38900, lsrael




J Appl Genetics (2011) 52:363-366
DOI 10.1007/s13353-011-0047-z2

ANIMAL GENETICS - SHORT COMMUNICATION

Fitting and validating the genomic evaluation model to Polish
Holstein-Friesian cattle

Joanna Szvda - Andrzej Zarnecki - Tomasz Suchocki -
Stanistaw Kaminski

@ PLOS | o

RESEARCH ARTICLE

Whole-genome DNA methylation
characteristics in pediatric precursor B cell
acute lymphoblastic leukemia (BCP ALL)

Radostaw Chaber’, Artur Gurgul®, Grazyna Wrébel®, Olga Haus®*, Anna Tomon’,

Jerzy Kowalczyk®, Tomasz Szmatota®, Igor Jasielczuk?, Blanka Rybka®, Renata Ryczan-
Krawczyk®, Ewa Duszenko®, Sylwia Stapor®, Krzysztof Ciebiera’, Sylwia Paszek®,
Natalia Potocka®, Christopher J. Arthur®, Izabela Zawlik®'%=



ANIMAL GENETICS e o

doi:10.1111/}.1365-2052.2009.01896.x

A whole genome association analysis identifies loci associated
with Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis infection status
in US holstein cattle

M. Settles*, R. Zanella*, S. D. McKay', R. D. Schnabel”, J. F. Taylor", R. Whitlock*, Y. Schukken®,
J. S. Van Kessel", J. M. Smith** and H. Neibergs*

*Department of Animal Sciences, Washington State University, Pullman, WA 99164, USA. "Division of Animal Sciences, University of
Missouri, Columbia, MO 65211, USA. *School of Veterinary Medicine, University of Pennsylvania, Kennett Square, PA 19348, USA.
SCollege of Veterinary Medicine, Comell University, Ithaca, NY 14853, USA. TUSDA-ARS, Beltsville, MD 20705, USA. * *Department
of Animal Science, University of Vermont, Burlington, VT 05405, USA

5 SCIEY e

SB%; J. Dairy Sci. 94:6153-6161
I\mm#) - doi:10.3168/jds.2011-4624
§

~=r- g © American Dairy Science Association@, 2011

&

VAN
&

Harmful recessive effects on fertility detected
by absence of homozygous haplotypes
P. M. VanRaden,*' K. M. Olson,t D. J. Null,* and J. L. Hutchison*

*Animal Improvement Programs Laboratory, Agricultural Research Service, USDA, Beltsville, MD 20705-2350
tMational Association of Animal Breeders, Columbia, MO 66205-1033



Wykorzystanie mikromacierzy DNA w badaniach
populacji dzikich zwierzat

Zastosowanie panelu sond opracowanego dla
gatunkow modelowych lub uzytkowych:

— Analiza zmiennosci genetycznej, okreslenie struktury
populacji

— Wyszukiwanie rdznic na poziomie molekularnym
miedzy gatunkami lub miedzy populacjami w obrebie
jednego gatunku

— Identyfikacja gatunkow
— Badania asocjacyjne



Zastosowano mikromacierz OvineSNP50 BeadChip (49 034 SNPs)

me,Ion ka"adyj,Ski muflon Dalla (Ovis dalli)
(Ovis canadensis)

Fot. Lon Lauber

* PomysSlnie zgenotypowano * Pomyslnie zgenotypowano
48 230 markery 48 004 markery

% 570 markerow * 330 markerow
polimorficznych polimorficznych

Miller i wsp. 2011



* W obrebie gatunku Muflona kanadyjskiego
analizowano dwie populacje:

— Ram Moutain
— Wyoming
* Analizy pozwolity na jednoznaczne

rozroznienie osobnikéw z dwoch populaciji,

ponadto stwierdzono wystepowanie podgrup
w populacji Ram Moutain

Miller i wsp. 2011



Zastosowano mikromacierz BovineSNP50 BeadChip (54 001 SNPs)
kozica alpejska

kozica tatrzanska (Rupicapra rupicapra
(Rupicapra rupicapra tatrica) rupicapra)

* 4 osobniki (3 z obszaréw
wysokogorskichi 1z
obszarow Niznych Tatr)

* 3 osobniki z pasma gorskiego
Wielka Fatra

* 3 osobniki z ptaskowyzu
Stowacki Raj

Demontis i wsp. 2011



Tylko 505 markerow okazato sie polimorficznych,
wytypowano 48 SNPs do analizy struktury genetycznej
badanej grupy zwierzat

Analiza struktury genetycznej wykonana w programie
Structure.

Slovensky Raj  Velka Fatra

1.00

0.80

Kazdy z osobnikdw reprezentowany 060
jest przez pionowy stupek. Kolory o040

odpowiadajg oszacowanym oo
proporcjom udziatu w konkretnej o
i ' 1 3 5 9
populacji. . . . " "
Tatra chamois Alpine chamois

Demontis i wsp. 2011



Zastosowano mikromacierz BovineSNP50 BeadChip (54 609 SNPs)
mutgk &

(Odocoileus hemionus jelen czarnoogonowy
hemionus) (Odocoileus hemionus

and o

jelen wirginijski
(Odoco:leus v:rg/nlanus)

ey Ve LAk
2 A ~ 2% v'~§‘ " Tda

-_.BillKingsbury» E ; “

Haynes i Latch 2012




Analizujgc wspolnie wszystkie zwierzeta otrzymano
1068 polimorficznych markerow:

— 639 SNPs u mulaka
— 634 SNPs u jelenia czarnoogonowego
— 599 SNPs u jelenia wirginijskiego

W wyniku analizy struktury genetycznej wszystkich
zwierzat w programie Structure, otrzymano dwa
klastry (mulak i jelen czarnoogonowy zgrupowane
wspolnie, jelen wirginijski w oddzielnej grupie )

Powtdrzona analiza z wytgczeniem jelenia
wirginijskiego, wykazata réznice miedzy
podgatunkami Odocoileus hemionus

Haynes i Latch 2012
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