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Souhrn: Vychodiska: Technologie DNA mikrocipil patfi mezi nejmodernéjsi biotechnologie zaznamenavajici v poslednich
letech velky rozvoj. Tato technologie umoziuje porovnani expresnich profilti zkoumanych vzorki a je tak vhodna k diagnos-
tice riiznych onemocnéni na genové trovni. Typ studie a soubor: Cilem této prace bylo porovnat genovou expresi kolorektal-
niho karcinomu s normalnim epitelem a detekovat rozdily v expresi genli mezi pacienty s regiondlnimi metastdzemi a bez
metastaz. Studie byla provedena na skupiné 12 pacientt s kolorektidlnim karcinomem. Metody a vysledky: Expresni profil paci-
enttl byl studovan na 1.7K Human cDNA mikroc¢ipech obsahujicich 1700 fragmenti lidské cDNA. Mezi kolorektalnim karci-
nomem a zdravym epitelem tlustého stfeva bylo nalezeno 22 gent s odliSnou expresi. Pomoci klastrové analyzy byli pacienti
rozdéleni na 2 skupiny podle vyskytu metastaz v lymfatickych uzlinach a mezi t€émito dvéma skupinami pacienti bylo identi-
fikovano celkem 6 gent se zménénou expresi. Zdvér: cDNA microarray technologii bude mozné v budoucnu pouZzit jako dia-
gnosticky ndstroj ke stanoveni, véasnému a pfesnému rozpozndni onemocnéni na zdkladé expresniho profilu pacienta. Geny
vytipované pomoci cDNA mikrocCipt v naSich experimentech mohou byt v budoucnu soucdsti diagnostickych mikrocipti pro
analyzu nadort tlustého stfeva.

Klicova slova: cDNA mikrocipy; microarray technologie; klastrova analyza; nador tlustého stieva; metastize v lymfatickych
uzlinich

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.

Key words: cDNA microarray technology; cluster analysis; colorectal cancer; regional metastases

Uvod

Nédory tlustého stfeva patii mezi nejcastéjsi onemocnéni tra-
viciho traktu. Navic, prvni misto ve sv€tovych statistikach
vyskytu kolorektdlniho karcinomu zaujimé Ceska republika.
Riziko vzniku tohoto onemocnéni roste po 45. roce Zivota.
Podle Svétové zdravotnické organizace (WHO) je Cetnost
nadorti u vékové skupiny do 45 let ddna pomérem 2 piipady
na 100 000 obyvatel, u vékové skupiny nad 75 let je to jiz 300
pripadt na 100 000 obyvatel za rok. Ro¢né je diagnostikova-
no témét 7 500 novych piipadd vyskytu tohoto onemocnéni
a vice neZ 4 000 pacientd s timto onemocnénim kazdoro¢né
umird.

Karcinomy tlustého stieva patii do skupiny zhoubnych epite-
lidlnich nadord, které se v prab&hu svého vyvoje nejprve $ifi
ve sliznici, pozdé€ji prorastaji stfevni sténou, v dal$im vyvoji
buiiky pronikaji do lymfatickych cest a vytvareji metastazy
v lymfatickych uzlindch, naposledy pronikaji do krevnich cév

a vytvareji vzdalené metastizy. Prevazna vétSina (90 %) téch-
to nadortd vznika sporadicky a na jejich vznik maji vliv fakto-
ry okolniho prostiedi, dietetické zvyklosti a vnitini prostfedi
stieva. Dédi¢né formy nidora tlustého stfeva (10 %) jsou Cas-
to spojeny s Familidrni adenomatézni polypézou (FAP) nebo
Hereditarni nepolyp6zni rakovinou tlustého stfeva. Mutace
zodpovédné za tyto syndromy jsou predev§im mutace APC
genu (FAP) a genil,,mismatch* reparace DNA (HNPCC) [1,2].
Pramérny vék detekce téchto onemocnéni se pohybuje okolo
401et. U pacienti s FAP je moZné nalézt zvySeny vyskyt poly-
pu (stovky az tisice), z nichZ nékteré s velkou pravdépodob-
nosti podléhaji maligni transformaci. HNPCC sice neni spo-
jen s vyskytem prekurzorovych adenomi, patii v§ak k nidorim
s velkou genetickou nestabilitou spojenou s rychlou progresi
nddoru. Vzhledem k frekvenci vyskytu onemocnéni a jeho vaz-
nosti je nutné provadét u pacientil peclivy screening.

V dne$ni dob€ s pfibyvajicim po¢tem novych zhoubnych one-

17 62004 203

KLINICKA ONKOLOGIE



mocnéni roste potieba jejich v€asné diagnostiky a navrZeni
odpovidajici 1écby pacienta. V této oblasti se dostava v posled-
nim desetileti do popfedi zdjmu tzv. cDNA microarray tech-
nologie umoZziujici monitorovani exprese nékolika tisic genti
soucasné a napomdahd tak k odhaleni genetické podstaty one-
mocnéni. Tato technologie je zaloZena na vyuZiti malych ¢ipa
nesoucich na svém povrchu fragmenty cDNA schopné speci-
ficky interagovat s cDNA ziskanou piepisem RNA izolované
z pacientil. Prvni studie vyuZivajici tuto technologii byly pro-
vadény na akutni leukemii, lymfomech a nadorech prsu [3-8].
Rada studii byla provadéna i na nadorech tlustého stfeva [9-
15].

Cil prace

VyuZiti cDNA microarrays technologie ke sledovéni rozdila
genové exprese nadoru tlustého stfeva v porovnéani s normal-
ni epitelidlni tkani a dale rozliSeni pacientl s vyskytem regio-
nélnich metastaz od pacienti, u nichZ Zadné metastazy v lym-
fatickych uzlinach nejsou patrné. Pomoci této technologie jsme
se pokusili vytipovat potencidlni moZné nddorové a metasta-
tické markery, které by bylo moZné pouZit pro v€asnou dia-
gnostiku a klasifikaci onemocnéni.

Material a metody

Vzorky tkdni a microarrays
Vzorky kolorektdlniho karcinomu a zdravé tkané tlustého stre-
va byly ziskdny z pacienti Masarykova onkologického tsta-
vu v Brné€ a Fakultni nemocnice Brno. Vzorky tkéni byly oka-
mZit€ po chirurgickém vyjmuti zmraZeny a uskladnény pfi
—80 °C. Ziskan4 tkafi byla homogenizovana (Polytron System
PT 1200CL) a byla z ni izolovadna celkovd RNA pomoci TRI
REAGENT (Sigma). RNA pak byla ndsledné preciSténa s vyu-
zitim RNoasy Mini Kit (Qiagen). Takto ziskand RNA bylaroz-
pusténd v supercisté vodé bez DNz a RN4z. Tato metoda izo-
lace je modifikaci protokolu pro izolaci super Cisté RNA [16].
Pro kontrolu hybridiza¢niho procesu byla pouZita Arabidopsis
cDNA ziskand z pArab plasmidu (the UHN Microarray Cent-
re) pomoci in vitro transkripce (T7 Transcription kit, Fermen-
tas; Sacl, Fermentas; T4 DNA Polymerase, Fermentas). Jako
spole¢nd reference pro srovnavani pacientl vzajemné mezi
sebou byla pouZita Human colon total RNA (Clontech).

V této studii byly pouzity Human H1.7k4 mikrocipy (Clini-
cal Genomic Centre (CGC), Toronto, Ontario, Canada) obsa-
hujici 1718 fragmentl lidské cDNA, pozitivni kontroly (frag-
menty genu pro Arabidopsis chlorophyl syntetdzu). Celkovy
pocet spotli na mickrocipu byl 3840.

Priprava sond, hybridizace a odmyti

Pro kaZzdy experiment bylo potfeba 10-20 ng celkové RNA
ziskané z pacienta. Tato RNA byla v pribéhu RT-PCR pfe-
psana do jednotetézcové cDNA a soucasné naznacena pomo-
ci fluorescencnich barev (nddorova Cy5-dCTP, zdrava Cy3-
dCTP) (Amersham) pomoci Oligo(dT) primeru (Anchored)
aSuperScript Il reverzni transkriptizy (Invitrogen). Takto zis-
kan4 cDNA pak byla hybridizovina na mikroCip pti 37 °C pfes
noc a odmyta (protokol the OCI Microarray Centre, 2000).
Expresni obraz byl ziskdn méfenim fluorescence pomoci scan-
neru ScanArray Express V2.0 (PerkinElmer).

Semikvantitativni RT-PCR

Vzorky celkové RNA byly nejdiive pfepsdny do jednofetéz-
cové cDNA pomocioligo(dT) primeru (Anchored) a SuperSc-
ript Il reverzni transkriptdzy (Invitrogen). Ziskand cDNA byla
pouzita pro naslednou PCR amplifikaci. Kazda PCR reakce
probihala v objemu 50 pl master mixu s ImM MgCl, a Tag
DNA polymerdzy 5 minut pfi 94 °C (pocate¢ni denaturace),
nésledovalo 35 cyklid: 30s pfi 94 °C, 30s pfi 58 °C, a 1.5 min
pii 72°C, v PCR systému (PTC-100MJ, Research, Inc.).
Sekvence primeri pouZitych pro RT-PCR byly: FTL forward,
5’-ATGAGCTCCCAGATTCGTCAG-3’, reverse, 5’-GCTT-
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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’.

Analyza obrazu a zpracovdni dat

K analyze obrazovych dat jsme pouZili dva programové bali-
ky. Spotfinder vyvinuty institutem TIGR (www.tigr.org), ve
kterém je implementovéan Otsutlv segmentacni algoritmus (hle-
dani prahové hodnoty) [17]. Proces segmentace se spousti na
obdélnikové mfiiZce, kterou je nutno nastavit ru¢n€ s malou
asistenci programu. Kazdému spotu patfi jeden obdélnik
v miiZce. Program vyZaduje na uZivateli zadat minimalni
a maximdlni pocet pixell, které mohou tvofit spot. Na vystup
pak Spotfinder vrati sumu intenzit v§ech pixeli tvoiicich dany
spot, od které je odeCtena aproximace intenzity pozadi (pixe-
ly z obdélniku, které maji podprahovou intenzitu).

Druhym programem pouZitym pro analyzu obrazu byl Spot,
vyvinuty institutem CSIRO jako skript ve statistickém jazyce
R. Ve Spotu je implementovén algoritmus SRG (Seeded Regi-
on Growing) [18], jeZ principem vychézi ze zndmého algorit-
mu Watershed [19]. V diisledku to znamen4, Ze oblast, kterou
SRG pfisoudi danému spotu, je vZdy spojitd. I Spot aproxi-
muje intenzitu pozadi, kterou vypocitava z malych oblasti oko-
lo nalezeného spotu. Na vystup Spot vraci primér a median
popfedi (oblast spotu) a pozadi.

DalS$im dileZitym krokem pfi analyze je rozpozndni systema-
tickych odchylek v intenzitach fluorescence mezi vzorky na
jednom sklicku a mezi jednotlivymi skli¢ky navzdjem a nasled-
nd oprava téchto odchylek, které nejsou ptipisovany biologic-
kymrozdiliim mezi vzorky, ale jsou zplisobeny riiznymi vlast-
nostmi fluorescen¢nich barvicek, scannerem, atd. pomoci
procesu zvaného normalizace.

Pfi normalizaci dat jsme nejdiive pouZili regresni metodu
LOWESS(locally weighted scatterplot smoothing) pro lokal-
ni normalizaci [20-23]. Tuto metodu jsme provadéli pro celé
sklicko andsledné lokdln€ mezi jednotlivymi subgridy. Umoz-
nila ndm vypocitat intenzitni a prostorovy bias. Vyhlazovaci
parametr byl nastaven na 0,33.

Déle bylo nutné pouZit scale normalizaci, protoZe sklicka méla
rizné stupnice a to by mohlo vést k nesprdvnym rolim, kdyz
jsou porovnavany. Pro scale normalizaci jsme pouZili metodu
Standard deviation [21]. Vhodnym Skalovacim faktorem je
rozptyl pro urcité skli¢ko délené geometrickym primérem roz-
ptyla v8ech skli¢ek. Nakonec jsme pouZili Slice analysis filtr
[21], ktery smaZe geny, jejichZ z-score je mimo zajimavy roz-
sah. K vyhodnoceni naSich experimentdlnich dat jsme pouZi-
li program MIDAS (TIGR), ktery ma implementovany vSech-
ny vySe zminéné metody.

Po analyze obrazu a normalizaci ziskanych dat byla prove-
dena statisticka analyza. Geny, které se exprimovaly rozdil-
né mezi zdravou a nddorovou tkani, byly identifikovany
pomoci t-testu a statistické metody SAM [24] (http://www-
stat.stanford.edu/~tibs/SAM). Vzhledem k parovému uspo-
fadani dat byl pouZit jednovybérovy t-test s oo = 0,01, pfi-
¢emZ jsme testovali, jestli M = primérny log,(R/G) s
vyznamné 1i$i od nuly, s dodate¢nou podminkou, Ze | MT
musi byt vét§i nez 0,5. V softwaru SAM (Excel verze 1.21)
byla data hodnocena jako ,,one class data* s po¢tem permu-
taci 5000, chybéjici hodnoty byly dopocitiny metodou 10-
nejblizsich sousedd. Pro data ze Spotfinderu byla stanovena
hranice A = 1,8 a pro data ze Spotu A = 1,9.

Dalsim cilem naSeho experimentu byla identifikace gent roz-
diln€ exprimovanych mezi pacienty bez metastize a s metasti-
zi, proto byl pouzit SAM software a dvouvybérovy t-test
(a0=0,01 a IM|> 0,5). SAM software byl pouZit jako ,,two
class unpaired data“ s poctem permutaci 5000. Chybéjici hod-



noty byly dopocitdny pomoci metody fadkového priiméru, nase
hranice A byla stanovena pro minimélni hodnotu odhadu FDR

Tabulka ¢. 2: Seznam genii se zménénou expresi v nadoru tlustého
stieva oproti zdravému epitelu.

jako A=0,45. Accession | Unigene <

Nekolik nejvyznamnéjsich genti pak bylo pouZito pro shluko- number D Symbol Nézev genu

vani pacientil bez metastdze a s metastazi, pficemz byla pou- o~ ny se sniZenou expresi v nadoru tlustého stfeva

zita shlukovaci metoda k-pramért (pro k = 2) a hierarchické -

shlukovéni AA046143 | Hs.80776 | PLCDI1 phospholipase C, delta 1
Al027434 | Hs.264509 | LOC51326 | ARF protein

Vysledky AW025250| Hs.191979 | KIAA1733 | RPEL repeat containing 1

Studie expresniho profilu nadoru tlustého stfeva byla provadé-  Fpry1g763 | Hs.184326| CDC10 | CDCI0 cell division cycle 10

nana skupiné 12 pacient (tab.1), kterd zahrnovala 6 muzi (50%) homolog (8. cerevisiae)

a6 zesnt ((510%) u rﬁ]chz bylhdlagncist%kovz_m 1:910r§k1t(altm Karci-  [5G531969 | Hs.81892 | KIAAO101 | KIAAO101 gene product

nom. Studovand skupina zahrnovala 6 pacientt s vyskytem regi- -

o . . . o e [NT72 Hs.47913 | Fl agulation factor X
ondlnich metastdz (Dukes* C) a 6 pacientil, u nich? zddné |~ /257 | Hs47913 | F0 Coagulalion Tactor 2
metastazy detekovéany nebyly (Dukes‘ B a A). Primérny vék | N79851 | Hs46440 | SLC21A3 fgg;egﬁgggﬁa"geﬁg’g; A2
pacientl ¢inil 67 let. Expresni profil pacientii byl monitorovin 15po Y,
pomoci cDNA mikrocipti, umoZiiujicich sledovat expresi az ~ |RO1959 | Hs.78683 | USP7 ?gelguggg;ggfglscogirggg)se 7
nékolika tisic genti soucasné a poskytujici tak komplexni pohled p. i
na vyvoj a stidium onemocnéni pacientil. Pfi monitorovaniroz-  |R06555 | Hs.19718 | PTPRU fégéeltf:)gmsem%PhOSPhatase’
dilt v expresi kolorektdlniho karcinomu a normalniho epitelu P : yPe.
byly na cDNA mikroéipy nanééeny fluorescencné oznadené R14146 Hs.75652 | GSTMS glutathione S-transferase M5
vzorky cDNA nadorové tkan€ (Cy5-dCTP) a vzorky cDNA R20063 Hs.169750 | TPR translocated promoter region
zdravého epitelu (Cy3-dCTP) vZdy ze stejného pacienta. Tim (to activated MET oncogene)
byl ziskan pacientliv celkovy expresni profil. Pro porovnédni paci- | R23802 | Hs.1376 | HSD11B2 | hydroxysteroid (11-beta)
enti s rozdilnou diagnézou bylo nutné zafadit do experimentu dehydrogenase 2
spolecnou referenci, kterou byla cDNA ziskand z epitelu tlusté- | R59684 | Hs.75379 | SLCI1A3 | solute carrier family 1 (glial high
ho stfeva zdravych jedinct (Clontech). V tomto pifpadé byly na ?ﬁg‘ﬁgg“‘amate transporter),
mikroCipy nanaSeny spole¢né vzorky cDNA nddorové tkané -

(Cy5-dCTP) a vzorky referenéni cDNA (Cy3-dCTP). Analyza | R81039 | Hs.3745 | MFGES gn;}r‘;fg;nglobule-EGF factor
c¢DNA mikro€ipt spocivala v nékolika po sob€ nasledujicich -
krocich. Nejprve byla provedena analyza obrazu pomoci dvou | T74000 | Hs.78943 | BLMH | bleomycin hydrolase
softwaril pro analyzu obrazu SpotFinderu a Spotu. Ziskand data | T74462 | Hs.352018 | TAP1 transporter 1, ATP-binding cassette,
bylo nutné nejprve znormalizovat, aby do$lo k vyrovnani sys- sub-family B (MDR/TAP)
tematickych rozdilii v intenzité riznych barev, které nebyly zpti- | W03376 | Hs.364345 | NNMT nicotinamide N-methyltransferase
sobené biologickymi rozdily ve vzorcichadale nasledovalasta- | w25194 | Hs.75372 | NAGA N-acetylgalactosaminidase
tisticka analyza pomoci t-testu, SAM metody a HCL metody. Geny se zvySenou expresi v nadoru tlustého streva
. . o H21130 Hs.183800 | RANGAPI | RAN binding protein 1
Tabulka €. 1: Charakteristiky pacientii. N77157 Hs.62 PTPN12 protein tyrosine phosphatase,
non-receptor type 12
Pacient | Vék | Pohlavi TNM Dukes Lokalizace plortyp
&, Kklasifikace diagnéza T99684 Hs. 90073 | CSEIL CSE1 chromosome segregation
1-like (yeast
1 65 | Zena | T:2 N:1 M:X | DukesC | ascending colon ] - ) ——
" W45012 Hs.183650 | CRABP2 | cellular retinoic acid binding

2 59 muz T:3 N:1 M:X | Dukes C | rectum protein 2

3 66 muZ T:3 N:1 M:X | DukesC | rectum

4 61 | Zena | T:2 N:0 M:X | Dukes A | rectum Tabulka ¢&. 3: Seznam genti navrzenych jako potenciilni markery regio-

5 64 Zena | T:3 N:1 M:X | Dukes C | rectum nilnich metastaz.

6 74 Zena | T:4 N:1 M:X | DukesC | cecum Accession | Unigene Symbol Nézev genu

7 50 | muz | T:3 N:1 M:X | DukesC | rectum number D

8 74 mu¥ T:3 N:0 M:X | DukesB | rectosigmoid junction AA010908 | Hs.348401 | LCAT lecithin-cholesterol acyltransferase

9 57 Jena | T:3 N:0 M:X | DukesB | sigmoid colon AA156696 | Hs.77054 | BTGl B-cell translocation gene 1

10 80 | Zena | T:3 N:0 M:X | DukesB | sigmoid colon AI889525 | Hs.26670 | MGC17330| HGFL gene
11 91 mu¥ T:3 N:0 M:X | DukesB | cecum H82390 Hs.180911 | RPS4Y ribosomal protein S4, Y-linked
12 64 mu¥ T:3 N:0 M:X | DukesB | rectum W42478 Hs.119403 | HEXA hexosaminidase A (alpha
’ ’ ’ polypeptide)
e . 3 . . . | W60777 | Hs.181418 | KIAA0152 | KIAA0152 gene product
V prvni fazi experimentu byly sledovany zmény v expresi mezi genep

kolorektalnim karcinomem a normdlnim epitelem. V tomto
pfipadé byly cDNA microarray data analyzoviny pomoci
metody SAM a t-testu, ktery byl kombinovan s metodou HCL.
Metoda HCL umoznila rozdélit pacienty na dvé skupiny podle
vyskytu metastidz v lymfatickych uzlinach. Statistické meto-
dy t-test a SAM umoznily vytipovéni gend, které by mohly
slouZit jako markery specifické pro kolorektalni karcinom. Pfi
monitorovani rozdill v expresi mezi normalnim epitelem
tlustého stfeva a kolorektdlnim karcinomem bylo nalezeno cel-
kem 22 gend s odli$nou expresi. 4 geny vykazovaly zvySenou
expresi v nddorové tkani oproti zdravé a 18 gent mélo expre-
si v nadoru sniZenou (tab. 2).

V dalsi fazi experimentu bylo vyuZito ziskané rozdéleni paci-
entl pomoci HCL na dvé skupiny: pacienti s vyskytem regio-
nalnich metastdz a pacienti bez vyskytu metastz. Tato dia-
gnostika byla ovéfena pomoci histopatologické zkousky.

Pfi porovndvani expresniho profilu pacientl s metastizemi
a pacientil bez metastdz bylo nutné pouZit spolec¢nou referen-
ci. Statistickd analyza byla provedena opét pomoci metody
SAM a t-testu. Podafilo se ndm identifikovat 6 gent (tab. 3),
které mély expresi liSici se mezi témito dvéma skupinami pa-
cientd.

Téchto vybranych 6 genti (markeri pro regionilni metastizy)
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Obr. 1. Statistickd analyza cDNA mikrocipu. a) ukdzka expresnich profil pfi-
blizné 80 genti u pacientil s kolorektdlnim karcinomem ziskana pomoci soft-
waru MeV (TIGR); b) klastrogram vzork kolorektdlniho karcinomu s regio-
nalnimi metastdzemi a bez metastdz ziskany pomoci ,,two-sample* t-testu,
vytvorfeny na zéklad¢ detekovanych potencidlnich metastatickych markera.

Obr. 2. Verifikace zmény exprese u vybranych gent detekovanych cDNA
mikrocipy pomoci RT-PCR (2% agar6zovy gel). a) geny s odliSnou expre-
si mezi nadorovou tkani (nalevo) anormalnim epitelem (napravo); b) geny
se zménénou expresi u pacientll s regiondlnimi metastdzemi (napravo)
a bez metastaz (nalevo).

a)

G

GENY

GE)

Pz

Fl... PACIENTI

Dukes' B -

Dukes' B

Dukes' B

Dukes' B

Dukes C -

Dukes C - |
Dukes C -

Dukas' & —————
Dukes' C -

Dukes' C

nasledné slouzilo jako vstupni data pro dalsi naslednou klast-
rovou analyzu. Tato analyza umoZnila na zdkladé rozdilu
exprese v normdlni a nddorové tkéni u jednotlivci rozdélit paci-
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enty na 2 skupiny: pacienty s metastdzemi v lymfatickych uzli-
nach a pacienty bez detekovatelnych metastaz. (obr. 1).

Pro ovéreni vysledkti cDNA microarray experimentd jsme
pouZili RT-PCR, kterou jsme provedli na vzorcich 6 pacien-
tl. Z 22 gent s rozdilnou expresi mezi nddorovou tkani a nor-
malnim epitelem jsme vybrali 3 geny (NNMT, F10, TAP1),
které vykazovaly sniZenou expresi v nddoru. Pomoci RT-PCR
byla tato zména exprese potvrzena. Také byla provedena RT-
PCR dvou gent s odliSnou expresi mezi pacienty s metasta-
zemi v lymfatickych uzlindch a bez metastaz. Jednalo se o geny
BTGI1 a LCAT, které vykazovaly zvySenou expresi u pacien-
th s regiondlni metastazi. I v tomto pfipadé byla pomoci RT-
PCR potvrzena zména exprese v té€chto genech (obr. 2).

Diskuse

V této préci jsme se pokusili o porovnani expresniho profilu 12
pacienti s kolorektalnim karcinomem a detekci zmén v geno-
vé expresi mezi pacienty s metastdzemi v lymfatickych uzli-
néch a pacienty bez metastaz. Experimenty byly provadény na
1,7K Human cDNA mikrocipech, které obsahovaly 1700 frag-
ment( lidské cDNA. Cilem této prace bylo vyuZiti cDNA mic-
roarrays technologie pro diagnostiku kolorektalniho karcino-
mu, vzhledem k jejim moZnostem poskytnout komplexni
pohled na expresni profil pacienta. Podafilo se nam identifiko-
vat celkem 22 genil s odliSnou expresi mezi zdravym epitelem
tlustého stieva a kolorektalnim karcinomem a pomoci klastro-
vaci analyzy rozd€lit pacienty na dvé skupiny, které bylo moz-
no identifikovat jako skupinu s regiondlnimi metastdzami a bez
nich. 18 genil vykazovalo sniZenou expresi v nddoru a 4 geny
zvysenou expresi v nadoru. Skupina down-regulovanych genil
zahrnovala geny, jejichZ produkty jsou zapojeny v signélnich
drahdch, regulaci bunécného cyklu a regulaci transkripce jako
napt. PLCD1gen kddujici fosfolipdzu C, kterd hydrolyzuje fos-
fatidylinositol-4,5-bisfosfat (PIP,) na diacylglycerol (DAG)
ainositol-1,4,5-trisfosfat (IP3) a je tak soucasti zékladnich sig-
ndlnich drah. Dal§im zastupcem je USP7 gen kddujici ubiqui-
tin specifickou protedzu, kterd hraje roli ve stabilizaci pS3 a je
diileZita pro tumor supresorovou funkci p53. Mezi skupinu gentl
se zvySenou expresi v nddoru byly zafazeny geny kédujici pro-
teiny spojené se signdlnimi drahami napt. aktivitou RAS pro-
teindl a aktivaci MAP kinazovych kaskdd (RANGAP1) nebo
produkty zapojené v remodelaci chromatinu jako napf.
CRABP2, ktery negativné ovliviiuje deacetylaci histonil vaz-
bou na kyselinu retinovou.

Pti porovnavani expresniho profilu pacientl s detekovanym
vyskytem regiondlnich metastdz a pacienti bez metastaz, se
ndm podafilo identifikovat 6 geni, které maji mezi t€mito dvé-
ma skupinami pacientil odliSnou expresi. Tyto geny jsou spo-
jeny s bunécnou proliferaci, diferenciaci a zdkladnim meta-
bolismem, napt. gen LCAT nachézejici se na 16 chromosomu
kodujici lecitin-cholesterol acyltransferazu, gen kodujici ribo-



somdlni protein S4 (RPS4Y) na chromosomu Y nebo HGFL
gen na chromosomu 22 kédujici hepatocytérni ristovy faktor.
Tyto geny pak slouZily jako markery pro naslednou klastro-
vou analyzu zaméfenou na detekci metastdz u pacientu.
Sledovanim zmén v expresi genil u nadoru tlustého stfeva pomo-
ci cDNA mikrocipt se zabyva fada zndmych laboratofi [9-12].
Castym problémem microarray experimentt je jejich obrazova
astatistickd analyza nebot riizné softwary pro analyzu dat artz-
né statistické metody vedou k riiznym vysledkiim. V naSi praci
jsme se proto pokusili o vyhodnoceni cDNA mikroCipi pomo-
ci dvou softwart pro analyzu obrazu (SpotFinder a Spot) advou
statistickych metod (t-test, SAM). Vysledky prezentované v této
préci jsou prinikem vS§ech moZnych kombinaci analyzy obrazu
a statickych metod. Pfi porovnani ndmi identifikovanych gent
avysledkt prezentovanych jinymi autory je moZné konstatovat,
Ze spolu ¢astecné koresponduji a soucasné piinaseji novy zpl-
sob moZnosti analyzy dat cDNA mikroCipt, ktery umoznil iden-
tifikaci n€kolika novych potencidlnich marker kolorektdlniho
karcinomu a pridruZenych metastéz.

Zavér

Pomoci cDNA mikrocipi byly porovnany expresni profily
nadoru tlustého stfeva a zdravého epitelu. Podafilo se ndm
identifikovat 22 gentli se zménénou expresi mezi nddorovou
a zdravou tkédni. Pomoci klastrové analyzy se ndm podafilo
vybrat 6 gend, které rozdé€luji pacienty podle vyskytu regio-
nélnich metastaz a prokazat funk¢nost téchto markert.
Novy piistup v diagnostice kolorektalniho karcinomu spo-
¢ivé ve vyuZiti cDNA microarrays k vytipovani gend, kte-
ré se lisi svou expresi ve zkoumanych vzorcich a mohou
tak byt potencidlnimi markery onemocnéni. Takto vytipo-
vané geny lze pak vyuzit v klastrové analyze, kde na zakla-
dé jejich specifické exprese, jsou pacienti rozdéleni do jed-
notlivych skupin podle typu (stddia) onemocnéni. Tuto
technologii by bylo moZné v budoucnu vyuZit v klinickych
laboratofich pro v€asnou a pfesnou diagnostiku onemoc-
néni.

Prdce vznikla za podpory grantu IGA MZ CR NC6987-3.
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