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Souhrn

nové nahledy do procestt maligni transformace. Diky této technologii dnes miZeme sledovat v jeden okamZzik
expresni aktivitu tisicti genfl. S pomoci vhodnych néstroji miZeme naméfené hodnoty davat do souvislosti, kte-
ré byly jesté neddvno prakticky nemyslitelné. V nasi laboratofi jsme vyvinuli nové néstroje a postupy pro analy-
zu microarrays a pro zpracovani vysledkii do podoby pouZitelné v onkologickém vyzkumu. Pro sledovani nékte-
rych charakteristik je nutné pouZit vizualiza¢ni nastroje. Napiiklad pro sledovani aktivity urcitych oblasti
chromosomil jsou velmi vhodné transkripéni mapy (dale TM). Implementovali jsme vlastni software pro gene-
rovani TM a diky kombinaci jeho vystuptl s dosavadnimi znalostmi jsme formulovali zavéry naSich experimen-
t0. Intuitivnim roz§ifenim TM jsme dosdhli mnoha dalSich vizualizaci napf. hustoty aktivnich genti, kumulativni
exprese oblasti atp. Tyto néstroje by mély v budoucnosti pomahat klinikiim pfi diagnostice zhoubnych malignit
a urcovani nésledné 16Cby.
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Summary

In this paper we bring a scientific review of studies in which cDNA microarrays technology allowed us to create
new insights into malignant transformation processes. We can monitor parallel expression activity of thousands
of genes using this technology. Using appropriate tools we can evaluate biological correlations that were practi-
cally impossible few years ago. We have developed new tools and techniques transforming the data into form sui-
table for oncological research. Special visualizations are necessary for some types of studies. E.g. transcription
maps (TMs) are a proper tool for studying activity of chromosomal regions. We have implemented our own soft-
ware for generating TMs. On the basis of combination of its outputs and knowledge gained so far we have for-
mulated our conclusions. Using intuitive TM extensions we have obtained many useful visualizations, e.g. den-
sity of active genes, cumulative expression etc. These tools are supposed to help clinicians while forming diagnoses

of malignant diseases and while treatment planning.

Keywords: microarrays, leukemia, colorectal carcinoma, ex vivo differentiation

Material a metody

Na zakladé zkuSenosti s riznymi druhy microarrays jsme se
pro nase experimenty rozhodli pouzivat skla SS-H19K (Cli-
nical Genomic Centre GCC, Toronto, Ontario, Canada). Tato
sklanesou celkem 19008 EST. Takto vysoky pocet EST nim
umoziiuje sledovat aktivitu téméf celého genomu v Sirokém
spektru typt vzorki: vzorky odebrané z leukemickych paci-
entll, naddory tlustého stieva atp. Na§ vyzkum se primarné
orientuje na sledovini zmén genové exprese béhem malig-
nich transformaci a diferenciaci [1 —4]. Pracujeme s rizny-
mi druhy stabilizovanych buné¢nych linii a se vzorky ode-
branymi z pacientli. Odebirdme napf. nddorovou tkan
tlustého stfeva, kostni dfeil a krev leukemickych pacientd.
Experimenty vyuZivajici cDNA microarrays sestdvaji
z nésledujicich kroku:

e izolace a purifikace RNA, amplifikace

e reverzni transkripce

e hybridizace

e skenovani

e obrazovd analyza, normalizace a statistické vyhodnoceni.
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Obraz pofizeny skenovdnim skliek analyzujeme pomoci
vlastniho software, ktery jsme v rdmci vyzkumu orientovaném
na analyzu obrazu vyvinuli tak, aby co nejlépe vyhovoval
naSim potfebam. MfiZku nastavujeme poloautomaticky a pro-
vadime velmi peclivou kontrolu adresace (obr.1). Dalsi kroky
jsou jiZ pIn€ automatické, volime pouze pouZité metody. Na§
software obsahuje velmi moderni segmenta¢ni a QC algorit-
my kopirujici vyvoj v této oblasti [5]. Na vystup pro kazdy spot
zapisujeme primérnou intenzitu popiedi, odhad intenzity
lokéIniho pozadi a méfeni kvality obrazového vzorku. Nume-
rické hodnoty ziskané pomoci naSeho software dale normali-
zujeme opét ve vlastnim programu. Implementovali jsme
mnoZstvi modernich normalizacnich algoritm@ a piehledné
ndstroje vizualizace tak, abychom mohli s ohledem na design
experimentu co nejlépe transformovat vstupni data. Nas soft-
ware obsahuje within-slide i between-slide normaliza¢ni meto-
dy (obr. 2) a umoziiuje cely normalizacni proces zapouzdfit
do velmi prehledného a kompaktniho prostfedi. Pokud porov-
ndvame hodnoty pouze jednotlivych skel, pouZivame nejcas-
téji LOWESS [6] within-slide normalizaci mezi jednotlivymi



subgridy, kterd velmi kvalitn€ vyrovnavarozdily v intenzitich
zpusobené pfedevSim riznym zabudovavinim pouZivanych
fluorescencnich barviv. Nékteré experimenty vyZaduji porov-
navani hodnot z nékolika skel mezi sebou. V té€chto pripadech
volime nejcastéji dvoufdzovou normalizaci. Nejprve jednotli-
va skla normalizujeme pomoci vhodné within-slide normali-
zace a poté aplikujeme between-slide normalizaci, nejcasteji
metodu Quantile [7]. Normalizované hodnoty dile podrobu-
jeme statistické analyze pro odhaleni vyzna¢nych gent nebo
oblasti. Pro specifické aplikace ddle implementujeme vizuali-
zaCni nastroje, které nam prehledné zobrazuji pozorované cha-
rakteristiky.
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Obrazek 1.: Ukazka naSeho software pro analyzu obrazu JABS.I. Na
obréazku je vidét prostiedi s definovanou mfiZkou. Pro dalsi informace
o tomto software nds miiZete kontaktovat.

2D Lowess

-'

Zdrojova data

_h—_ﬂa

E | mmE iJ
—

= i .
: i _F'_rr

- . : .‘
Obrazek 2.: Priklad definice normaliza¢niho vypoctu v nagem software
JABS.N. Uzivatel definuje vypocet graficky, pomoci schématu. Vypocet
je tak velmi prehledné znazornén.

Cyclic Lowess

- Print-tip Lowess

Cuantile normalizace

Vyzkum v oblasti leukemickych onemocnéni

R4di bychom demonstrovali vhodnost pouZiti technologie
cDNA microarrays pro sledovani ¢asové zavislych procestl,
transkrip¢ni aktivity, diferencia¢nich a jinych transformaci.
Za timto ic¢elem popiSeme nase experimenty spojené s ana-
lyzou diferenciacnich procesii. Studujeme kinetiku a rozdi-
ly mezi vybranymi diferenciacemi. V oblasti stabilizovanych
bunéénych linii provddime intenzivni vyzkum diferenciac-
nich procesit u HL-60 a K562 bunék a také na buiikdch
CD34+[8, 9].

Kinetické studie

Pro hledéni rozdila v ¢asovém pribéhu exprese jednotlivych
genll pouZivime vySe zminénd vysokohustotni microarrays
skla. Pro sledovani zmén genové exprese nam slouzily 3 mode-
lové diferenciace: monocytarni a granulocytarni diferenciace
HL-60 amegakaryocytarni diferenciace bunék K562 [10—13].
Na zéklad€ ziskanych microarrays dat jsme rozdélili geny do
10 skupin (GRG) pro kaZdy druh diferenciace. Kriteriem byla
casové kinetika zmén genové exprese. Tyto skupiny jsme seta-
dili od 1 do 10 podle charakteristického pribéhu podle nésle-
dujiciho klice (obr. 3)
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Obrazek 3.: Charakteristické ¢asové pribéhy genové exprese nalezené
shlukovou analyzou naméfenych hodnot pro vS§echny 3 typy diferenciaci.

e rychla up-regulace

e pomald up-regulace

e up-regulace nasledovana down-regulaci

e pomald down-regulace

e rychla down-regulace

Pocty gentt v GRG se pohybovaly okolo 100. Za i¢elem porov-
ndni t€chto skupin mezi riznymi druhy diferenciace jsme vypo-
¢itali jejich proniky a zanesli je do tabulek. V nich miZeme
pozorovat jisty fad poukazujici na nendhodné rozloZeni gent
ve skupinéch Pro vétsi pfehlednost jsme kaidé poliéko obar-
Vsimneme si Cervenych ,,ostriivki*“ znamenajicich velky pru-
nik vzhledem k podobnému ¢asovému pribéhu. Diagonalni
policka ndm potvrzuji existenci oblasti aktivnich béhem vSech
druht diferenciace (tab.1).

Megakaryocytami diferenciace
iT2ITaTals T

Moncoytarmi diferenciace

Tabulka 1.: Tabulka prinikt jednotlivych shluki (1-10 GRG) pro mega-
karyocytarni a monocytéarni diferenciace. Takovéto tabulky byly vygene-
rovany pro vSechny kombinace diferencia¢nich studii. Intenzita Cervené
barvy napoméhd k lepsi pfehlednosti tabulky.

Na druhou stranu Cervené ostriivky leZici mimo diagonélu jsou
dokladem existence oblasti, které jsou sice aktivni béhem rtz-
nych diferenciaci ale jejich aktivita se v ¢ase pro riizné diferen-
ciace li$i. Implementovali jsme vizualiza¢ni nastroj, ktery zobra-
zuje vypocetrelativni hustoty exprese (weighted area regulation,
WAR) vzhledem k pozici na chromosomu (obr. 4) a néstroj
barevné odliSujici geny jednotlivych deseti skupin. Diky nému
jsme méli moZnost sledovat shlukovéani regulovanych genil
uvniti RIDGE (regions of increased gene expression) oblasti
a periodické zmény kinetiky genové regulace. Ziskali jsme tak
zcelanovy pohled na dynamiku genové regulace azménu struk-
tury chromatinu. Pokud se zaméfime na oblasti husté obsazené
regulovanymi geny, miiZzeme pozorovat ¢asty jev periodického
opakovani genil z oblasti 1-10 na chromosomech (postupny
néstup). Detailni zpracovani hodnot a grafii WAR potvrdilo, Ze
regulované geny se na chromosomech nevyskytuji ndhodné.
Naptiklad shluky genii regulovanych v granulocytech a mono-
cytl nachdzime na prvnich 10Mbp chromosomu 7. Oproti tomu
v této oblasti neni Zadny shluk u megakaryocytt. V oblasti oko-
lo 90Mbp miiZeme na chromosomu 8 vidét 35% gent regulo-
vanych v megakaryocytech oproti 10% v granulocytech. Hus-
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tota vyskytu regulovanych genti obecné nekoreluje s hustotou
genl danou obsazenim sklicka. Naptiklad pouze 5 genl ze 60
je regulovanych u monocytil v oblasti okolo 30Mbp chromoso-
mu 20. Vyskyt regulovanych gent v riznych RIDGE [14, 15]
oblastech neni rovnomérny a jednotlivé diferencia¢ni procesy
maji své individualni aktivni podoblasti uvniti RIDGE.
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Obrazek 4.: Hustota rozloZeni regulovanych genii pro riizné druhy dife-
renciaci. Diky této vizualizaci miZeme sledovat oblasti relativné (vzhle-
dem k celkovému poctu genil v oblasti) bohaté na regulované geny a sou-
Casné i s vysokym poctem (absolutné) gentl. V prvnim az tietim sloupci
jsou data spojend s diferenciaCnimi procesy, ¢tvrty sloupec vyjadiuje hod-
noty pro celé skli¢ko (pocty zkoumanych gent v danych oblastech).

NaSe vysledky potvrdily [16], Ze nejsou pouze oblasti se striktng
zvySenou nebo sniZenou hladinou exprese, ale Ze na nékte-
rych polohdch chromosomu existuji oblasti specifické pro
urcité bunécné procesy. Vysledky poukazujici na pozi¢ni shlu-
kovéni genti béhem riznych druhii diferencia¢niho procesu
predstavuji velky potencidl pro budouci techniky diagnosti-
kovéani onkologickych onemocnéni.

Hledani rezidualnich rozdila v bunéénych populacich
Velmi zajimavé z hlediska uplatnéni microarrays v klinické
diagnostice se také jevi studie hledajici minimalni resp. maxi-
malni shody dvou zkoumanych vzorkt. V prici vénované
tomuto problému [9] jsme porovndvali expresni profily CD34+
pozitivnich bunék, selektovanych z periferni krve stimulova-
nych pacientli s non-Hodgkinovym lymfomem, dvéma zpt-
soby selekce (CD34+ a Lin-). Buiiky jsme porovnavali béhem
ex vivo [17] diferenciace do granulocyti. Nasim cilem bylo
nalezeni stupné shody dvou odli§né ziskanych vzorku. Proka-
zali jsme, Ze ob€ dvé selekéni metody poskytuji srovnatelné
bunécné populace, které neméni sviij expresni status ani béhem
dvoutydenni ex vivo diferenciace do granulocytu.

Pro tuto studii jsme vyvinuli vlastni microarrays metodiku porov-
navéni vzorkl. Jednoduché porovnavani hodnot je piilis zatiZe-
né systematickou chybou, pfedevSim v oblasti niZSich intenzit
(variance se vice projevi). Metoda vyuZivajici z-score [18, 19] je
navrzZena tak, aby vysledek nebyl timto faktem piili§ ovlivnén.
Némi navrZena metodika se sestiva nejprve z within-slide nor-
malizace na kazdém sklicku. Hodnoty ze vzijemné porovniva-
nych sklicek dale normalizujeme between-slide normalizaci. Poté
je mozné jejich hodnoty porovnévat. Z-score metodou nalezne-
me rozdilné hodnoty a na vystup vracime procento zastoupeni
rozdilnych hodnot, ktery reprezentuje rozdilnost (resp. shodu)
vzorkil aplikovanych na porovnavanych sklech (obr. 5).

Vyzkum v oblasti nadoru tlustého stfeva

Experimenty zabyvajici se nddory tlustého stfeva vedeme
pomoci porovnivani zdravé a nadorové tkané€ [20]. Detekuje-
me geny s vyznamnym rozdilem v expresi béhem riiznych sta-
dii onemocnéni. Nase cile jsou jak v identifikaci dileZitych
gen, tak ve vyvijeni moderniho diagnostického pfistupu vyu-
Zivajiciho srovnavaci TM. Identifikovali jsme 195 dileZitych
gend s vyznamnym rozdilem (164 down a 31 up-regulova-
nych) v expresi mezi zdravou anaddorovou tkéni. Pacienty jsme
na zaklad€ naSich studii rozd€lili do dvou skupin podle vysky-
tu metastaz v regiondlnich uzlinich. Provedli jsme funk¢ni
analyzu [21] identifikovanych genil. Tarozdélila geny do kate-
gorii dle jejich funkce a vyznamu. Srovnavaci TM ndm uka-
zaly nékteré spolecné regiony u riznych pacientl a také
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regiony, které se mezi pacienty liSily [22]. Tento pfistup umoz-
fluje relativné detailni analyzu tkdn€ nadoru tlustého stfeva.
Na jejim zakladé je mozné od sebe odliSovat pacienty s riiz-
nymi stadii Duke podle spole¢nych a individudlnich regiont
ve srovndvacich mapéach. Vysledky microarrays analyz pre-
nesené do podoby TM jsme studovali s cilem vyjasnit pozic-
ni vztahy mezi regulovanymi geny. Tyto vztahy mohou objas-
nit vliv remodelace chromatinu na genovou expresi. Uvedené
vysledky mohou dopliiovat soucasnou diagnostiku a pomoci
pfi pldnovéani 1écby [23] (obr. 6).
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Obrazek 5.: Ukazka MA grafu pro porovnavéni dvou bunéénych popu-
laci (v tomto pfipad€ populace bunék ziskanych pomoci CD34+ a Lin-
selekce na zaCatku ex vivo diferenciace) . Modré tecky reprezentuji geny
s velmi malym rozdilem v expresi, Cervené tecky naopak geny s vyznam-
nou odchylkou. Shoda pro tento graf ¢ini 98,3%.

I 2 ] 1 2 1
[ : : H
HIE — . g
- : - -
- L - -
a1 z :
[2]l— [i —| & : =
L d e ¥ = - -
:: = i 2 - ;
- = ‘ -
= 11 -
- = | C
= < =
-
- =
o r
L F 3

Obrazek 6.: Transkripni mapy jako diagnosticky néstroj aplikovany na
data pacienttl. V prvnim sloupci je naméfena genova exprese pacientl bez
metastdz, ve druhém sloupci jsou data pacientil s metastdzami. Treti slou-
pec reprezentuje rozdil mezi prvnim a druhym sloupcem.

Zavér

Technologie cDNA microarrays se nim osvédcila jako velmi
silny néstroj pii vyzkumu v oblasti onkologickych onemocné-
ni a to pfedevsim na hled4ni novych vztahl ve zméné vyjadre-
ni gend, ¢i rodin gent v pribéhu maligni transformace. Diky
velkému poctu soucasné zkoumanych gentl jsou studie prova-
déné za pomoci této technologie velmi robustni a malo zatize-
né vybérovou chybou. Za pomoci stejnych druht skel je moz-
né sledovat Siroké spektrum jevil. V této publikaci jsme napf.
zminili studie zabyvajici se leukemickymi butikami a buiika-
mi tkané tlustého stfeva. Diky interdisciplinirni povaze nasi
skupiny jsme vyvinuli nastroje, které nam transformovaly data
do prehledné formy. Pfikladem jsou transkripéni mapy, které
dévaji do souvislosti genovou expresi s pozici genu na chro-
mosomu. Také néstroje funk¢ni analyzy microarrays dat posky-
tuji ¢im dal sofistikovanégjsi vysledky umoZiiujici propojit zmeé-
ny v expresnim statusu s jednotlivymi metabolickymi drahami
[24]. Podobné nastroje je mozné vytvareti pro dalsi studie a tim

Moy

jeste vice rozsifit uZiteCnost cDNA microarrays.
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