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Úvod
Nádory tlustého stfieva patfií mezi nejãastûj‰í onemocnûní trá-
vicího traktu. Navíc, první místo ve svûtov˘ch statistikách
v˘skytu kolorektálního karcinomu zaujímá âeská republika.
Riziko vzniku tohoto onemocnûní roste po 45. roce Ïivota.
Podle Svûtové zdravotnické organizace (WHO) je ãetnost
nádorÛ u vûkové skupiny do 45 let dána pomûrem 2 pfiípady
na 100 000 obyvatel, u vûkové skupiny nad 75 let je to jiÏ 300
pfiípadÛ na 100 000 obyvatel za rok. Roãnû je diagnostiková-
no témûfi 7 500 nov˘ch pfiípadÛ v˘skytu tohoto onemocnûní
a více neÏ 4 000 pacientÛ s tímto onemocnûním kaÏdoroãnû
umírá.
Karcinomy tlustého stfieva patfií do skupiny zhoubn˘ch epite-
liálních nádorÛ, které se v prÛbûhu svého v˘voje nejprve ‰ífií
ve sliznici, pozdûji prorÛstají stfievní stûnou, v dal‰ím v˘voji
buÀky pronikají do lymfatick˘ch cest a vytváfiejí metastázy
v lymfatick˘ch uzlinách, naposledy pronikají do krevních cév

a vytváfiejí vzdálené metastázy. PfieváÏná vût‰ina (90 %) tûch-
to nádorÛ vzniká sporadicky a na jejich vznik mají vliv fakto-
ry okolního prostfiedí, dietetické zvyklosti a vnitfiní prostfiedí
stfieva. Dûdiãné formy nádorÛ tlustého stfieva (10 %) jsou ãas-
to spojeny s Familiární adenomatózní polypózou (FAP) nebo
Hereditární nepolypózní rakovinou tlustého stfieva. Mutace
zodpovûdné za tyto syndromy jsou pfiedev‰ím mutace APC
genu (FAP) a genÛ „mismatch“ reparace DNA (HNPCC) [1,2].
PrÛmûrn˘ vûk detekce tûchto onemocnûní se pohybuje okolo
40 let. U pacientÛ s FAP je moÏné nalézt zv˘‰en˘ v˘skyt poly-
pÛ (stovky aÏ tisíce), z nichÏ nûkteré s velkou pravdûpodob-
ností podléhají maligní transformaci. HNPCC sice není spo-
jen s v˘skytem prekurzorov˘ch adenomÛ, patfií v‰ak k nádorÛm
s velkou genetickou nestabilitou spojenou s rychlou progresí
nádoru. Vzhledem k frekvenci v˘skytu onemocnûní a jeho váÏ-
nosti je nutné provádût u pacientÛ peãliv˘ screening. 
V dne‰ní dobû s pfiib˘vajícím poãtem nov˘ch zhoubn˘ch one-
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Souhrn: V˘chodiska: Technologie DNA mikroãipÛ patfií mezi nejmodernûj‰í biotechnologie zaznamenávající v posledních
letech velk˘ rozvoj. Tato technologie umoÏÀuje porovnání expresních profilÛ zkouman˘ch vzorkÛ a je tak vhodná k diagnos-
tice rÛzn˘ch onemocnûní na genové úrovni. Typ studie a soubor: Cílem této práce bylo porovnat genovou expresi kolorektál-
ního karcinomu s normálním epitelem a detekovat rozdíly v expresi genÛ mezi pacienty s regionálními metastázemi a bez
metastáz. Studie byla provedena na skupinû 12 pacientÛ s kolorektálním karcinomem. Metody a v˘sledky: Expresní profil paci-
entÛ byl studován na 1.7K Human cDNA mikroãipech obsahujících 1700 fragmentÛ lidské cDNA. Mezi kolorektálním karci-
nomem a zdrav˘m epitelem tlustého stfieva bylo nalezeno 22 genÛ s odli‰nou expresí. Pomocí klastrové anal˘zy byli pacienti
rozdûleni na 2 skupiny podle v˘skytu metastáz v lymfatick˘ch uzlinách a mezi tûmito dvûma skupinami pacientÛ bylo identi-
fikováno celkem 6 genÛ se zmûnûnou expresí. Závûr: cDNA microarray technologii bude moÏné v budoucnu pouÏít jako dia-
gnostick˘ nástroj ke stanovení, vãasnému a pfiesnému rozpoznání onemocnûní na základû expresního profilu pacienta. Geny
vytipované pomocí cDNA mikroãipÛ v na‰ich experimentech mohou b˘t v budoucnu souãástí diagnostick˘ch mikroãipÛ pro
anal˘zu nádorÛ tlustého stfieva. 
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Sumary: Backgrounds: In the last decade various new technologies in medicine and molecular biology have been developed,
among others cDNA microarray technology. The cDNA microarray technology enables comparison of expression profiles of
tested samples and it is convenient for diagnostics of diseases on gene level. Design and Subject: The aim of this study was
comparison of gene expression of colorectal carcinoma and colon epithelium and detection of differences in expression profiles
of patients with regional metastases and non-metastatic patients. The study was performed on a group of 12 patients with
colorectal carcinoma. Methods and Results: 1.7K Human cDNA microarrays containing 1700 fragments of human cDNA
were used for determination of expression profiles of patients. We have found 22 genes with altered expression in colorectal
carcinoma as compared with normal tissue. Using hierarchical clustering, patients were divided into two groups according to
occurrence of regional metastases: patients with regional metastases and non-metastatic patients. These two groups differed in
expression of 6 genes. Conclusion: cDNA microarray technology, based on the detection of changes in the expression profiles,
provides easier, quicker and more effective diagnostics of various diseases. In future, genes found by cDNA microarrays in our
experiments could constitute a part of the newly developed colon cancer diagnostics chips.
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mocnûní roste potfieba jejich vãasné diagnostiky a navrÏení
odpovídající léãby pacienta. V této oblasti se dostává v posled-
ním desetiletí do popfiedí zájmu tzv. cDNA microarray tech-
nologie umoÏÀující monitorování exprese nûkolika tisíc genÛ
souãasnû a napomáhá tak k odhalení genetické podstaty one-
mocnûní. Tato technologie je zaloÏena na vyuÏití mal˘ch ãipÛ
nesoucích na svém povrchu fragmenty cDNA schopné speci-
ficky interagovat s cDNA získanou pfiepisem RNA izolované
z pacientÛ. První studie vyuÏívající tuto technologii byly pro-
vádûny na akutní leukemii, lymfomech a nádorech prsu [3-8].
¤ada studií byla provádûna i na nádorech tlustého stfieva [9-
15]. 

Cíl práce
VyuÏití cDNA microarrays technologie ke sledování rozdílÛ
genové exprese nádoru tlustého stfieva v porovnání s normál-
ní epiteliální tkání a dále rozli‰ení pacientÛ s v˘skytem regio-
nálních metastáz od pacientÛ, u nichÏ Ïádné metastázy v lym-
fatick˘ch uzlinách nejsou patrné. Pomocí této technologie jsme
se pokusili vytipovat potenciální moÏné nádorové a metasta-
tické markery, které by bylo moÏné pouÏít pro vãasnou dia-
gnostiku a klasifikaci onemocnûní. 

Materiál a metody 
Vzorky tkání a microarrays
Vzorky kolorektálního karcinomu a zdravé tkánû tlustého stfie-
va byly získány z pacientÛ Masarykova onkologického ústa-
vu v Brnû a Fakultní nemocnice Brno. Vzorky tkání byly oka-
mÏitû po chirurgickém vyjmutí zmraÏeny a uskladnûny pfii
–80 °C. Získaná tkáÀ byla homogenizována (Polytron System
PT 1200CL) a byla z ní izolována celková RNA pomocí TRI
REAGENT (Sigma). RNA pak byla následnû pfieãi‰tûna s vyu-
Ïitím RNoasy Mini Kit (Qiagen). Takto získaná RNA byla roz-
pu‰tûná v superãisté vodû bez DNáz a RNáz. Tato metoda izo-
lace je modifikací protokolu pro izolaci super ãisté RNA [16].
Pro kontrolu hybridizaãního procesu byla pouÏita Arabidopsis
cDNA získaná z pArab plasmidu (the UHN Microarray Cent-
re) pomocí in vitro transkripce (T7 Transcription kit, Fermen-
tas; SacI, Fermentas; T4 DNA Polymerase, Fermentas). Jako
spoleãná reference pro srovnávání pacientÛ vzájemnû mezi
sebou byla pouÏita Human colon total RNA (Clontech).
V této studii byly pouÏity Human H1.7k4 mikroãipy (Clini-

cal Genomic Centre (CGC), Toronto, Ontario, Canada) obsa-
hující 1718 fragmentÛ lidské cDNA, pozitivní kontroly (frag-
menty genu pro Arabidopsis chlorophyl syntetázu). Celkov˘
poãet spotÛ na mickroãipu byl 3840.

Pfiíprava sond, hybridizace a odmytí
Pro kaÏd˘ experiment bylo potfieba 10-20 µg celkové RNA
získané z pacienta. Tato RNA byla v prÛbûhu RT-PCR pfie-
psána do jednofietûzcové cDNA a souãasnû naznaãena pomo-
cí fluorescenãních barev (nádorová Cy5-dCTP, zdravá Cy3-
dCTP) (Amersham) pomocí Oligo(dT) primeru (Anchored)
a SuperScript II reverzní transkriptázy (Invitrogen). Takto zís-
kaná cDNA pak byla hybridizována na mikroãip pfii 37 °C pfies
noc a odmyta (protokol the OCI Microarray Centre, 2000).
Expresní obraz byl získán mûfiením fluorescence pomocí scan-
neru ScanArray Express V2.0 (PerkinElmer). 

Semikvantitativní RT-PCR
Vzorky celkové RNA byly nejdfiíve pfiepsány do jednofietûz-
cové cDNA pomocí oligo(dT) primeru (Anchored) a SuperSc-
ript II reverzní transkriptázy (Invitrogen). Získaná cDNA byla
pouÏita pro následnou PCR amplifikaci. KaÏdá PCR reakce
probíhala v objemu 50 µl master mixu s 1mM MgCl2 a Tag
DNA polymerázy 5 minut pfii 94 °C (poãáteãní denaturace),
následovalo 35 cyklÛ: 30s pfii 94 °C, 30s pfii 58 °C, a 1.5 min
pfii 72 °C, v PCR systému (PTC-100MJ, Research, Inc.).
Sekvence primerÛ pouÏit˘ch pro RT-PCR byly: FTL forward,
5’-ATGAGCTCCCAGATTCGTCAG-3’, reverse, 5’-GCTT-

GAGAGTGAGCCTTTCG-3’; NNMT forward, 5’-AGA-
CCTGCTGATTGACATCGG-3’, reverse, 5’-GTCAGT-
GACGACCTCCTTAA-3’; WNT2 forward, 5’-CATGGT
GGTACATGAGAGCTAC-3’, reverse, 5’-GGCAAATACA-
ACTCCAGCTGAG-3’; MT1B forward, 5’-CCTGACTTCT-
CATATCTTGCC-3’, reverse, 5’-GTGTTTTATTGTCTTT-
CACA-3’.

Anal˘za obrazu a zpracování dat
K anal˘ze obrazov˘ch dat jsme pouÏili dva programové balí-
ky. Spotfinder vyvinut˘ institutem TIGR (www.tigr.org), ve
kterém je implementován OtsuÛv segmentaãní algoritmus (hle-
dání prahové hodnoty) [17]. Proces segmentace se spou‰tí na
obdélníkové mfiíÏce, kterou je nutno nastavit ruãnû s malou
asistencí programu. KaÏdému spotu patfií jeden obdélník
v mfiíÏce. Program vyÏaduje na uÏivateli zadat minimální
a maximální poãet pixelÛ, které mohou tvofiit spot. Na v˘stup
pak Spotfinder vrátí sumu intenzit v‰ech pixelÛ tvofiících dan˘
spot, od které je odeãtena aproximace intenzity pozadí (pixe-
ly z obdélníku, které mají podprahovou intenzitu). 
Druh˘m programem pouÏit˘m pro anal˘zu obrazu byl Spot,
vyvinut˘ institutem CSIRO jako skript ve statistickém jazyce
R. Ve Spotu je implementován algoritmus SRG (Seeded Regi-
on Growing) [18], jeÏ principem vychází ze známého algorit-
mu Watershed [19]. V dÛsledku to znamená, Ïe oblast, kterou
SRG pfiisoudí danému spotu, je vÏdy spojitá. I Spot aproxi-
muje intenzitu pozadí, kterou vypoãítává z mal˘ch oblastí oko-
lo nalezeného spotu. Na v˘stup Spot vrací prÛmûr a medián
popfiedí (oblast spotu) a pozadí. 
Dal‰ím dÛleÏit˘m krokem pfii anal˘ze je rozpoznání systema-
tick˘ch odchylek v intenzitách fluorescence mezi vzorky na
jednom sklíãku a mezi jednotliv˘mi sklíãky navzájem a násled-
ná oprava tûchto odchylek, které nejsou pfiipisovány biologic-
k˘m rozdílÛm mezi vzorky, ale jsou zpÛsobeny rÛzn˘mi vlast-
nostmi fluorescenãních barviãek, scannerem, atd. pomocí
procesu zvaného normalizace.
Pfii normalizaci dat jsme nejdfiíve pouÏili regresní metodu
LOWESS(locally weighted scatterplot smoothing) pro lokál-
ní normalizaci [20-23]. Tuto metodu jsme provádûli pro celé
sklíãko a následnû lokálnû mezi jednotliv˘mi subgridy. UmoÏ-
nila nám vypoãítat intenzitní a prostorov˘ bias. Vyhlazovací
parametr byl nastaven na 0,33.
Dále bylo nutné pouÏít scale normalizaci, protoÏe sklíãka mûla
rÛzné stupnice a to by mohlo vést k nesprávn˘m rolím, kdyÏ
jsou porovnávány. Pro scale normalizaci jsme pouÏili metodu
Standard deviation [21]. Vhodn˘m ‰kálovacím faktorem je
rozptyl pro urãité sklíãko dûlené geometrick˘m prÛmûrem roz-
ptylÛ v‰ech sklíãek. Nakonec jsme pouÏili Slice analysis filtr
[21], kter˘ smaÏe geny, jejichÏ z-score je mimo zajímav˘ roz-
sah. K vyhodnocení na‰ich experimentálních dat jsme pouÏi-
li program MIDAS (TIGR), kter˘ má implementovány v‰ech-
ny v˘‰e zmínûné metody.
Po anal˘ze obrazu a normalizaci získan˘ch dat byla prove-
dena statistická anal˘za. Geny, které se exprimovaly rozdíl-
nû mezi zdravou a nádorovou tkání, byly identifikovány
pomocí t-testu a statistické metody SAM [24] (http://www-
stat.stanford.edu/~tibs/SAM). Vzhledem k párovému uspo-
fiádání dat byl pouÏit jednov˘bûrov˘ t-test s α = 0,01, pfii-
ãemÏ jsme testovali, jestli M = prÛmûrn˘ log2(R/G) se
v˘znamnû li‰í od nuly, s dodateãnou podmínkou, Ïe⏐M⏐
musí b˘t vût‰í neÏ 0,5. V softwaru SAM (Excel verze 1.21)
byla data hodnocena jako „one class data“ s poãtem permu-
tací 5000, chybûjící hodnoty byly dopoãítány metodou 10-
nejbliÏ‰ích sousedÛ. Pro data ze Spotfinderu byla stanovena
hranice ∆ = 1,8 a pro data ze Spotu ∆ = 1,9.
Dal‰ím cílem na‰eho experimentu byla identifikace genÛ roz-
dílnû exprimovan˘ch mezi pacienty bez metastáze a s metastá-
zí, proto byl pouÏit SAM software a dvouv˘bûrov˘ t-test
(α = 0,01 a ⎪M⎪> 0,5). SAM software byl pouÏit jako „two
class unpaired data“ s poãtem permutací 5000. Chybûjící hod-
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noty byly dopoãítány pomocí metody fiádkového prÛmûru, na‰e
hranice ∆ byla stanovena pro minimální hodnotu odhadu FDR
jako ∆ = 0,45.
Nûkolik nejv˘znamnûj‰ích genÛ pak bylo pouÏito pro shluko-
vání pacientÛ bez metastáze a s metastází, pfiiãemÏ byla pou-
Ïita shlukovací metoda k-prÛmûrÛ (pro k = 2) a hierarchické
shlukování. 

V˘sledky
Studie expresního profilu nádoru tlustého stfieva byla provádû-
na na skupinû 12 pacientÛ (tab.1), která zahrnovala 6 muÏÛ (50%)
a 6 Ïen (50%) u nichÏ byl diagnostikován kolorektální karci-
nom. Studovaná skupina zahrnovala 6 pacientÛ sv˘skytem regi-
onálních metastáz (Dukes‘ C) a 6 pacientÛ, u nichÏ Ïádné
metastázy detekovány nebyly (Dukes‘ B a A). PrÛmûrn˘ vûk
pacientÛ ãinil 67 let. Expresní profil pacientÛ byl monitorován
pomocí cDNA mikroãipÛ, umoÏÀujících sledovat expresi aÏ
nûkolika tisíc genÛ souãasnû aposkytující tak komplexní pohled
na v˘voj a stádium onemocnûní pacientÛ. Pfii monitorování roz-
dílÛ v expresi kolorektálního karcinomu a normálního epitelu
byly na cDNA mikroãipy naná‰eny fluorescenãnû oznaãené
vzorky cDNA nádorové tkánû (Cy5-dCTP) a vzorky cDNA
zdravého epitelu (Cy3-dCTP) vÏdy ze stejného pacienta. Tím
byl získán pacientÛv celkov˘ expresní profil. Pro porovnání paci-
entÛ s rozdílnou diagnózou bylo nutné zafiadit do experimentu
spoleãnou referenci, kterou byla cDNA získaná z epitelu tlusté-
ho stfieva zdrav˘ch jedincÛ (Clontech). V tomto pfiípadû byly na
mikroãipy naná‰eny spoleãnû vzorky cDNA nádorové tkánû
(Cy5-dCTP) a vzorky referenãní cDNA (Cy3-dCTP). Anal˘za
cDNA mikroãipÛ spoãívala v nûkolika po sobû následujících
krocích. Nejprve byla provedena anal˘za obrazu pomocí dvou
softwarÛ pro anal˘zu obrazu SpotFinderu a Spotu. Získaná data
bylo nutné nejprve znormalizovat, aby do‰lo k vyrovnání sys-
tematick˘ch rozdílÛ v intenzitû rÛzn˘ch barev, které nebyly zpÛ-
sobené biologick˘mi rozdíly ve vzorcích adále následovala sta-
tistická anal˘za pomocí t-testu, SAM metody a HCL metody. 

Pacient Vûk Pohlaví TNM Dukes Lokalizace
ã. klasifikace diagnóza

1 65 Ïena T:2   N:1   M:X Dukes C ascending colon

2 59 muÏ T:3   N:1   M:X Dukes C rectum

3 66 muÏ T:3   N:1   M:X Dukes C rectum

4 61 Ïena T:2   N:0   M:X Dukes A rectum

5 64 Ïena T:3   N:1   M:X Dukes C rectum

6 74 Ïena T:4   N:1   M:X Dukes C cecum

7 50 muÏ T:3   N:1   M:X Dukes C rectum

8 74 muÏ T:3   N:0   M:X Dukes B rectosigmoid junction

9 57 Ïena T:3   N:0   M:X Dukes B sigmoid colon

10 80 Ïena T:3   N:0   M:X Dukes B sigmoid colon

11 91 muÏ T:3   N:0   M:X Dukes B cecum

12 64 muÏ T:3   N:0   M:X Dukes B rectum

Tabulka ã. 1: Charakteristiky pacientÛ.

V první fázi experimentu byly sledovány zmûny v expresi mezi
kolorektálním karcinomem a normálním epitelem. V tomto
pfiípadû byly cDNA microarray data analyzovány pomocí
metody SAM a t-testu, kter˘ byl kombinován s metodou HCL.
Metoda HCL umoÏnila rozdûlit pacienty na dvû skupiny podle
v˘skytu metastáz v lymfatick˘ch uzlinách. Statistické meto-
dy t-test a SAM umoÏnily vytipování genÛ, které by mohly
slouÏit jako markery specifické pro kolorektální karcinom. Pfii
monitorování rozdílÛ v expresi mezi normálním epitelem
tlustého stfieva a kolorektálním karcinomem bylo nalezeno cel-
kem 22 genÛ s odli‰nou expresí. 4 geny vykazovaly zv˘‰enou
expresi v nádorové tkáni oproti zdravé a 18 genÛ mûlo expre-
si v nádoru sníÏenou (tab. 2).

V dal‰í fázi experimentu bylo vyuÏito získané rozdûlení paci-
entÛ pomocí HCL na dvû skupiny: pacienti s v˘skytem regio-
nálních metastáz a pacienti bez v˘skytu metastáz. Tato dia-
gnostika byla ovûfiena pomocí histopatologické zkou‰ky. 
Pfii porovnávání expresního profilu pacientÛ s metastázemi

a pacientÛ bez metastáz bylo nutné pouÏít spoleãnou referen-
ci. Statistická anal˘za byla provedena opût pomocí metody
SAM a t-testu. Podafiilo se nám identifikovat 6 genÛ (tab. 3),
které mûly expresi li‰ící se mezi tûmito dvûma skupinami pa-
cientÛ. 
Tûchto vybran˘ch 6 genÛ (markerÛ pro regionální metastázy)

Accession Unigene Symbol Název genu
number ID

Geny se sníÏenou expresí v nádoru tlustého stfieva

AA046143 Hs.80776 PLCD1 phospholipase C, delta 1

AI027434 Hs.264509 LOC51326 ARF protein

AW025250 Hs.191979 KIAA1733 RPEL repeat containing 1

BF218768 Hs.184326 CDC10 CDC10 cell division cycle 10 
homolog (S. cerevisiae)

BG531969 Hs.81892 KIAA0101 KIAA0101 gene product

N77287 Hs.47913 F10 coagulation factor X

N79851 Hs.46440 SLC21A3 solute carrier organic anion 
transporter family, member 1A2

R01959 Hs.78683 USP7 ubiquitin specific protease 7 
(herpes virus-associated)

R06555 Hs.19718 PTPRU protein tyrosine phosphatase, 
receptor type, U

R14146 Hs.75652 GSTM5 glutathione S-transferase M5

R20063 Hs.169750 TPR translocated promoter region 
(to activated MET oncogene)

R23802 Hs.1376 HSD11B2 hydroxysteroid (11-beta) 
dehydrogenase 2

R59684 Hs.75379 SLC1A3 solute carrier family 1 (glial high 
affinity glutamate transporter), 
member 3

R81039 Hs.3745 MFGE8 milk fat globule-EGF factor 
8 protein

T74000 Hs.78943 BLMH bleomycin hydrolase

T74462 Hs.352018 TAP1 transporter 1, ATP-binding cassette,
sub-family B (MDR/TAP)

W03376 Hs.364345 NNMT nicotinamide N-methyltransferase

W25194 Hs.75372 NAGA N-acetylgalactosaminidase

Geny se zv˘‰enou expresí v nádoru tlustého stfieva

H21130 Hs.183800 RANGAP1 RAN binding protein 1

N77157 Hs.62 PTPN12 protein tyrosine phosphatase, 
non-receptor type 12

T99684 Hs. 90073 CSE1L CSE1 chromosome segregation 
1-like (yeast)

W45012 Hs.183650 CRABP2 cellular retinoic acid binding
protein 2

Tabulka ã. 2: Seznam genÛ se zmûnûnou expresí v nádoru tlustého
stfieva oproti zdravému epitelu.

Accession Unigene Symbol Název genu
number ID

AA010908 Hs.348401 LCAT lecithin-cholesterol acyltransferase

AA156696 Hs.77054 BTG1 B-cell translocation gene 1

AI889525 Hs.26670 MGC17330 HGFL gene

H82390 Hs.180911 RPS4Y ribosomal protein S4, Y-linked

W42478 Hs.119403 HEXA hexosaminidase A (alpha 
polypeptide)

W60777 Hs.181418 KIAA0152 KIAA0152 gene product

Tabulka ã. 3: Seznam genÛ navrÏen˘ch jako potenciální markery regio-
nálních metastáz.
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Obr. 2. Verifikace zmûny exprese u vybran˘ch genÛ detekovan˘ch cDNA
mikroãipy pomocí RT-PCR (2% agarózov˘ gel).  a) geny s odli‰nou expre-
sí mezi nádorovou tkání (nalevo) a normálním epitelem (napravo); b) geny
se zmûnûnou expresí u pacientÛ s regionálními metastázemi (napravo)
a bez metastáz (nalevo).

enty na 2 skupiny: pacienty s metastázemi v lymfatick˘ch uzli-
nách a pacienty bez detekovateln˘ch metastáz. (obr. 1).
Pro ovûfiení v˘sledkÛ cDNA microarray experimentÛ jsme
pouÏili RT-PCR, kterou jsme provedli na vzorcích 6 pacien-
tÛ. Z 22 genÛ s rozdílnou expresí mezi nádorovou tkání a nor-
málním epitelem jsme vybrali 3 geny (NNMT, F10, TAP1),
které vykazovaly sníÏenou expresi v nádoru. Pomocí RT-PCR
byla tato zmûna exprese potvrzena. Také byla provedena RT-
PCR dvou genÛ s odli‰nou expresí mezi pacienty s metastá-
zemi v lymfatick˘ch uzlinách a bez metastáz. Jednalo se o geny
BTG1 a LCAT, které vykazovaly zv˘‰enou expresi u pacien-
tÛ s regionální metastází. I v tomto pfiípadû byla pomocí RT-
PCR potvrzena zmûna exprese v tûchto genech (obr. 2).

Diskuse
V této práci jsme se pokusili o porovnání expresního profilu 12
pacientÛ s kolorektálním karcinomem a detekci zmûn v geno-
vé expresi mezi pacienty s metastázemi v lymfatick˘ch uzli-
nách a pacienty bez metastáz. Experimenty byly provádûny na
1,7K Human cDNA mikroãipech, které obsahovaly 1700 frag-
mentÛ lidské cDNA. Cílem této práce bylo vyuÏití cDNA mic-
roarrays technologie pro diagnostiku kolorektálního karcino-
mu, vzhledem k jejím moÏnostem poskytnout komplexní
pohled na expresní profil pacienta. Podafiilo se nám identifiko-
vat celkem 22 genÛ s odli‰nou expresí mezi zdrav˘m epitelem
tlustého stfieva a kolorektálním karcinomem a pomocí klastro-
vací anal˘zy rozdûlit pacienty na dvû skupiny, které bylo moÏ-
no identifikovat jako skupinu s regionálními metastázami a bez
nich. 18 genÛ vykazovalo sníÏenou expresi v nádoru a 4 geny
zv˘‰enou expresi v nádoru. Skupina down-regulovan˘ch genÛ
zahrnovala geny, jejichÏ produkty jsou zapojeny v signálních
drahách, regulaci bunûãného cyklu a regulaci transkripce jako
napfi. PLCD1gen kódující fosfolipázu C, která hydrolyzuje fos-
fatidylinositol-4,5-bisfosfát (PIP2) na diacylglycerol (DAG)
a inositol-1,4,5-trisfosfát (IP3) a je tak souãástí základních sig-
nálních drah. Dal‰ím zástupcem je USP7 gen kódující ubiqui-
tin specifickou proteázu, která hraje roli ve stabilizaci p53 a je
dÛleÏitá pro tumor supresorovou funkci p53. Mezi skupinu genÛ
se zv˘‰enou expresí v nádoru byly zafiazeny geny kódující pro-
teiny spojené se signálními drahami napfi. aktivitou RAS pro-
teinÛ a aktivací MAP kinázov˘ch kaskád (RANGAP1) nebo
produkty zapojené v remodelaci chromatinu jako napfi.
CRABP2, kter˘ negativnû ovlivÀuje deacetylaci histonÛ vaz-
bou na kyselinu retinovou. 
Pfii porovnávání expresního profilu pacientÛ s detekovan˘m
v˘skytem regionálních metastáz a pacientÛ bez metastáz, se
nám podafiilo identifikovat 6 genÛ, které mají mezi tûmito dvû-
ma skupinami pacientÛ odli‰nou expresi. Tyto geny jsou spo-
jeny s bunûãnou proliferací, diferenciací a základním meta-
bolismem, napfi. gen LCAT nacházející se na 16 chromosomu
kódující lecitin-cholesterol acyltransferázu, gen kódující ribo-

Obr. 1. Statistická anal˘za cDNA mikroãipÛ. a) ukázka expresních profilÛ pfii-
bliÏnû 80 genÛ u pacientÛ s kolorektálním karcinomem získaná pomocí soft-
waru MeV (TIGR); b) klastrogram vzorkÛ kolorektálního karcinomu s regio-
nálními metastázemi a bez metastáz získan˘ pomocí „two-sample“ t-testu,
vytvofien˘ na základû detekovan˘ch potenciálních metastatick˘ch markerÛ.

následnû slouÏilo jako vstupní data pro dal‰í následnou klast-
rovou anal˘zu. Tato anal˘za umoÏnila na základû rozdílu
exprese v normální a nádorové tkáni u jednotlivcÛ rozdûlit paci-
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somální protein S4 (RPS4Y) na chromosomu Y nebo HGFL
gen na chromosomu 22 kódující hepatocytární rÛstov˘ faktor.
Tyto geny pak slouÏily jako markery pro následnou klastro-
vou anal˘zu zamûfienou na detekci metastáz u pacientÛ. 
Sledováním zmûn v expresi genÛ u nádoru tlustého stfieva pomo-
cí cDNA mikroãipÛ se zab˘vá fiada znám˘ch laboratofií [9-12].
âast˘m problémem microarray experimentÛ je jejich obrazová
a statistická anal˘za neboÈ rÛzné softwary pro anal˘zu dat a rÛz-
né statistické metody vedou k rÛzn˘m v˘sledkÛm. V na‰í práci
jsme se proto pokusili o vyhodnocení cDNA mikroãipÛ pomo-
cí dvou softwarÛ pro anal˘zu obrazu (SpotFinder aSpot) a dvou
statistick˘ch metod (t-test, SAM). V˘sledky prezentované v této
práci jsou prÛnikem v‰ech moÏn˘ch kombinací anal˘zy obrazu
a statick˘ch metod. Pfii porovnání námi identifikovan˘ch genÛ
a v˘sledkÛ prezentovan˘ch jin˘mi autory je moÏné konstatovat,
Ïe spolu ãásteãnû korespondují a souãasnû pfiiná‰ejí nov˘ zpÛ-
sob moÏnosti anal˘zy dat cDNA mikroãipÛ, kter˘ umoÏnil iden-
tifikaci nûkolika nov˘ch potenciálních markerÛ kolorektálního
karcinomu a pfiidruÏen˘ch metastáz.

Závûr
Pomocí cDNA mikroãipÛ byly porovnány expresní profily
nádoru tlustého stfieva a zdravého epitelu. Podafiilo se nám
identifikovat 22 genÛ se zmûnûnou expresí mezi nádorovou
a zdravou tkání. Pomocí klastrové anal˘zy se nám podafiilo
vybrat 6 genÛ, které rozdûlují pacienty podle v˘skytu regio-
nálních metastáz a prokázat funkãnost tûchto markerÛ.
Nov˘ pfiístup v diagnostice kolorektálního karcinomu spo-
ãívá ve vyuÏití cDNA microarrays k vytipování genÛ, kte-
ré se li‰í svou expresí ve zkouman˘ch vzorcích a mohou
tak b˘t potenciálními markery onemocnûní. Takto vytipo-
vané geny lze pak vyuÏít v klastrové anal˘ze, kde na zákla-
dû jejich specifické exprese, jsou pacienti rozdûleni do jed-
notliv˘ch skupin podle typu (stádia) onemocnûní. Tuto
technologii by bylo moÏné v budoucnu vyuÏít v klinick˘ch
laboratofiích pro vãasnou a pfiesnou diagnostiku onemoc-
nûní.

Práce vznikla za podpory grantu IGA MZ âR NC6987-3.
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