
338 KLINICKÁ ONKOLOGIE 19 SUPPLEMENT  2006

Materiál a metody
Na základû zku‰eností s rÛzn˘mi druhy microarrays jsme se
pro na‰e experimenty rozhodli pouÏívat skla SS-H19K (Cli-
nical Genomic Centre GCC, Toronto, Ontario, Canada). Tato
skla nesou celkem 19008 EST. Takto vysok˘ poãet EST nám
umoÏÀuje sledovat aktivitu témûfi celého genomu v ‰irokém
spektru typÛ vzorkÛ: vzorky odebrané z leukemick˘ch paci-
entÛ, nádory tlustého stfieva atp. Ná‰ v˘zkum se primárnû
orientuje na sledování zmûn genové exprese bûhem malig-
ních transformací a diferenciací [1 – 4]. Pracujeme s rÛzn˘-
mi druhy stabilizovan˘ch bunûãn˘ch linií a se vzorky ode-
bran˘mi z pacientÛ. Odebíráme napfi. nádorovou tkáÀ
tlustého stfieva, kostní dfieÀ a krev leukemick˘ch pacientÛ.
Experimenty vyuÏívající cDNA microarrays sestávají
z následujících krokÛ:
• izolace a purifikace RNA, amplifikace
• reverzní transkripce
• hybridizace
• skenování
• obrazová anal˘za, normalizace a statistické vyhodnocení.

Obraz pofiízen˘ skenováním sklíãek analyzujeme pomocí
vlastního software, kter˘ jsme v rámci v˘zkumu orientovaném
na anal˘zu obrazu vyvinuli tak, aby co nejlépe vyhovoval
na‰im potfiebám. MfiíÏku nastavujeme poloautomaticky a pro-
vádíme velmi peãlivou kontrolu adresace (obr.1). Dal‰í kroky
jsou jiÏ plnû automatické, volíme pouze pouÏité metody. Ná‰
software obsahuje velmi moderní segmentaãní a QC algorit-
my kopírující v˘voj v této oblasti [5]. Na v˘stup pro kaÏd˘ spot
zapisujeme prÛmûrnou intenzitu popfiedí, odhad intenzity
lokálního pozadí a mûfiení kvality obrazového vzorku. Nume-
rické hodnoty získané pomocí na‰eho software dále normali-
zujeme opût ve vlastním programu. Implementovali jsme
mnoÏství moderních normalizaãních algoritmÛ a pfiehledné
nástroje vizualizace tak, abychom mohli s ohledem na design
experimentu co nejlépe transformovat vstupní data. Ná‰ soft-
ware obsahuje within-slide i between-slide normalizaãní meto-
dy (obr. 2)  a umoÏÀuje cel˘ normalizaãní proces zapouzdfiit
do velmi pfiehledného a kompaktního prostfiedí. Pokud porov-
náváme hodnoty pouze jednotliv˘ch skel, pouÏíváme nejãas-
tûji LOWESS [6]  within-slide normalizaci mezi jednotliv˘mi
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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.
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subgridy, která velmi kvalitnû vyrovnává rozdíly v intenzitách
zpÛsobené pfiedev‰ím rÛzn˘m zabudováváním pouÏívan˘ch
fluorescenãních barviv. Nûkteré experimenty vyÏadují porov-
návání hodnot z nûkolika skel mezi sebou. V tûchto pfiípadech
volíme nejãastûji dvoufázovou normalizaci. Nejprve jednotli-
vá skla normalizujeme pomocí vhodné within-slide normali-
zace a poté  aplikujeme between-slide normalizaci, nejãasteji
metodu Quantile [7]. Normalizované hodnoty dále podrobu-
jeme statistické anal˘ze pro odhalení v˘znaãn˘ch genÛ nebo
oblastí. Pro specifické aplikace dále implementujeme vizuali-
zaãní nástroje, které nám pfiehlednû zobrazují pozorované cha-
rakteristiky.

V˘zkum v oblasti leukemick˘ch onemocnûní
Rádi bychom demonstrovali  vhodnost pouÏití technologie
cDNA microarrays pro sledování ãasovû závisl˘ch procesÛ,
transkripãní aktivity, diferenciaãních a jin˘ch transformací.
Za tímto úãelem popí‰eme na‰e experimenty spojené s ana-
l˘zou diferenciaãních procesÛ. Studujeme kinetiku a rozdí-
ly mezi vybran˘mi diferenciacemi. V oblasti stabilizovan˘ch
bunûãn˘ch linií provádíme intenzivní v˘zkum diferenciaã-
ních procesÛ u HL-60 a K562 bunûk a také na buÀkách
CD34+ [8, 9].

Kinetické studie
Pro hledání rozdílÛ v ãasovém prÛbûhu exprese jednotliv˘ch
genÛ pouÏíváme v˘‰e zmínûná vysokohustotní microarrays
skla. Pro sledování zmûn genové exprese nám slouÏily 3 mode-
lové diferenciace: monocytární a granulocytární diferenciace
HL-60 a megakaryocytární diferenciace bunûk K562 [10 – 13].
Na základû získan˘ch microarrays dat jsme rozdûlili geny do
10 skupin (GRG) pro kaÏd˘ druh diferenciace. Kriteriem byla
ãasová kinetika zmûn genové exprese. Tyto skupiny jsme sefia-
dili od 1 do 10 podle charakteristického prÛbûhu podle násle-
dujícího klíãe (obr. 3)

• rychlá up-regulace
• pomalá up-regulace
• up-regulace následovaná down-regulací
• pomalá down-regulace
• rychlá down-regulace
Poãty genÛ v GRG se pohybovaly okolo 100. Za úãelem porov-
nání tûchto skupin mezi rÛzn˘mi druhy diferenciace jsme vypo-
ãítali jejich prÛniky a zanesli je do tabulek. V nich mÛÏeme
pozorovat jist˘ fiád poukazující na nenáhodné rozloÏení genÛ
ve skupinách. Pro vût‰í pfiehlednost jsme kaÏdé políãko obar-
vili tím ãervenûji ãím více genÛ patfií do pfiíslu‰ného prÛniku.
V‰imneme si ãerven˘ch „ostrÛvkÛ“ znamenajících velk˘ prÛ-
nik vzhledem k podobnému ãasovému prÛbûhu. Diagonální
políãka nám potvrzují existenci oblastí aktivních bûhem v‰ech
druhÛ diferenciace (tab.1). 

Na druhou stranu ãervené ostrÛvky leÏící mimo diagonálu jsou
dokladem existence oblastí, které jsou sice aktivní bûhem rÛz-
n˘ch diferenciací ale jejich aktivita se v ãase pro rÛzné diferen-
ciace li‰í. Implementovali jsme vizualizaãní nástroj, kter˘ zobra-
zuje v˘poãet relativní hustoty exprese (weighted area regulation,
WAR) vzhledem k pozici na chromosomu (obr. 4) a nástroj
barevnû odli‰ující geny jednotliv˘ch deseti skupin. Díky nûmu
jsme mûli moÏnost sledovat shlukování regulovan˘ch genÛ
uvnitfi RIDGE (regions of increased gene expression) oblastí
a periodické zmûny kinetiky genové regulace. Získali jsme tak
zcela nov˘ pohled na dynamiku genové regulace azmûnu struk-
tury chromatinu. Pokud se zamûfiíme na oblasti hustû obsazené
regulovan˘mi geny, mÛÏeme pozorovat ãast˘ jev periodického
opakování genÛ z oblastí 1-10 na chromosomech (postupn˘
nástup). Detailní zpracování hodnot a grafÛ WAR potvrdilo, Ïe
regulované geny se na chromosomech nevyskytují náhodnû.
Napfiíklad shluky genÛ regulovan˘ch v granulocytech a mono-
cytÛ nacházíme na prvních 10Mbp chromosomu 7. Oproti tomu
v této oblasti není Ïádn˘ shluk u megakaryocytÛ. V oblasti oko-
lo 90Mbp mÛÏeme na chromosomu 8 vidût 35% genÛ regulo-
van˘ch v megakaryocytech oproti 10% v granulocytech. Hus-

Obrázek 1.: Ukázka na‰eho software pro anal˘zu obrazu JABS.I. Na
obrázku je vidût prostfiedí s definovanou mfiíÏkou. Pro dal‰í informace
o tomto software nás mÛÏete kontaktovat.

Obrázek 2.: Pfiíklad definice normalizaãního v˘poãtu v na‰em software
JABS.N. UÏivatel definuje v˘poãet graficky, pomocí schématu. V˘poãet
je tak velmi pfiehlednû znázornûn.

Obrázek 3.: Charakteristické ãasové prÛbûhy genové exprese nalezené
shlukovou anal˘zou namûfien˘ch hodnot pro v‰echny 3 typy diferenciací.

Tabulka 1.: Tabulka prÛnikÛ jednotliv˘ch shlukÛ  (1-10 GRG) pro mega-
karyocytární a monocytární diferenciace. Takovéto tabulky byly vygene-
rovány pro v‰echny kombinace diferenciaãních studií. Intenzita ãervené
barvy napomáhá k lep‰í pfiehlednosti tabulky.
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tota v˘skytu regulovan˘ch genÛ obecnû nekoreluje s hustotou
genÛ danou obsazením sklíãka. Napfiíklad pouze 5 genÛ ze 60
je regulovan˘ch u monocytÛ v oblasti okolo 30Mbp chromoso-
mu 20. V˘skyt regulovan˘ch genÛ v rÛzn˘ch RIDGE [14, 15]
oblastech není rovnomûrn˘ a jednotlivé diferenciaãní procesy
mají své individuální aktivní podoblasti uvnitfi RIDGE.

Na‰e v˘sledky potvrdily [16], Ïe nejsou pouze oblasti se striktnû
zv˘‰enou nebo sníÏenou hladinou exprese, ale Ïe na nûkte-
r˘ch polohách chromosomÛ existují oblasti specifické pro 
urãité bunûãné procesy. V˘sledky poukazující na poziãní shlu-
kování genÛ bûhem rÛzn˘ch druhÛ diferenciaãního procesu
pfiedstavují velk˘ potenciál pro budoucí techniky diagnosti-
kování onkologick˘ch onemocnûní.

Hledání reziduálních rozdílÛ v bunûãn˘ch populacích
Velmi zajímavé z hlediska uplatnûní microarrays v klinické
diagnostice se také jeví studie hledající minimální resp. maxi-
mální shody dvou zkouman˘ch vzorkÛ. V práci vûnované
tomuto problému [9] jsme porovnávali expresní profily CD34+
pozitivních bunûk, selektovan˘ch z periferní krve stimulova-
n˘ch pacientÛ s non-Hodgkinov˘m lymfomem, dvûma zpÛ-
soby selekce (CD34+ a Lin-). BuÀky jsme porovnávali bûhem
ex vivo [17] diferenciace do granulocytÛ. Na‰ím cílem bylo
nalezení stupnû shody dvou odli‰nû získan˘ch vzorkÛ. Proká-
zali jsme, Ïe obû dvû selekãní metody poskytují srovnatelné
bunûãné populace, které nemûní svÛj expresní status ani bûhem
dvout˘denní ex vivo diferenciace do granulocytÛ.
Pro tuto studii jsme vyvinuli vlastní microarrays metodiku porov-
návání vzorkÛ. Jednoduché porovnávání hodnot je pfiíli‰ zatíÏe-
né systematickou chybou, pfiedev‰ím v oblasti niÏ‰ích intenzit
(variance se více projeví). Metoda vyuÏívající z-score [18, 19] je
navrÏena tak, aby v˘sledek nebyl tímto faktem pfiíli‰ ovlivnûn.
Námi navrÏená metodika se sestává nejprve z within-slide nor-
malizace na kaÏdém sklíãku. Hodnoty ze vzájemnû porovnáva-
n˘ch sklíãek dále normalizujeme between-slide normalizací. Poté
je moÏné jejich hodnoty porovnávat. Z-score metodou nalezne-
me rozdílné hodnoty a na v˘stup vracíme procento zastoupení
rozdíln˘ch hodnot, kter˘ reprezentuje rozdílnost (resp. shodu)
vzorkÛ aplikovan˘ch na porovnávan˘ch sklech (obr. 5).

V˘zkum v oblasti nádoru tlustého stfieva
Experimenty zab˘vající se nádory tlustého stfieva vedeme
pomocí porovnávání zdravé a nádorové tkánû [20]. Detekuje-
me geny s v˘znamn˘m rozdílem v expresi bûhem rÛzn˘ch stá-
dií onemocnûní. Na‰e cíle jsou jak v identifikaci dÛleÏit˘ch
genÛ, tak ve vyvíjení moderního diagnostického pfiístupu vyu-
Ïívajícího srovnávací TM. Identifikovali jsme 195 dÛleÏit˘ch
genÛ s v˘znamn˘m rozdílem (164 down a 31 up-regulova-
n˘ch) v expresi mezi zdravou a nádorovou tkání. Pacienty jsme
na základû na‰ich studií rozdûlili do dvou skupin podle v˘sky-
tu  metastáz v regionálních uzlinách. Provedli jsme funkãní
anal˘zu [21] identifikovan˘ch genÛ. Ta rozdûlila geny do kate-
gorií dle jejich funkce a v˘znamu. Srovnávací TM nám uká-
zaly nûkteré spoleãné regiony u rÛzn˘ch pacientÛ a také 

regiony, které se mezi pacienty li‰ily [22]. Tento pfiístup umoÏ-
Àuje relativnû detailní anal˘zu tkánû nádoru tlustého stfieva.
Na jejím základû je moÏné od sebe odli‰ovat pacienty s rÛz-
n˘mi stádii Duke podle spoleãn˘ch a individuálních regionÛ
ve srovnávacích mapách. V˘sledky microarrays anal˘z pfie-
nesené do podoby TM jsme studovali s cílem vyjasnit poziã-
ní vztahy mezi regulovan˘mi geny. Tyto vztahy mohou objas-
nit vliv remodelace chromatinu na genovou expresi. Uvedené
v˘sledky mohou doplÀovat souãasnou diagnostiku a pomoci
pfii plánování léãby [23] (obr. 6).

Závûr
Technologie cDNA microarrays se nám osvûdãila jako velmi
siln˘ nástroj pfii v˘zkumu v oblasti onkologick˘ch onemocnû-
ní a to pfiedev‰ím na hledání nov˘ch vztahÛ ve zmûnû vyjádfie-
ní genÛ, ãi rodin genÛ v prÛbûhu maligní transformace. Díky
velkému poãtu souãasnû zkouman˘ch genÛ jsou studie prová-
dûné za pomoci této technologie velmi robustní a málo zatíÏe-
né v˘bûrovou chybou. Za pomoci stejn˘ch druhÛ skel je moÏ-
né sledovat ‰iroké spektrum jevÛ. V této publikaci jsme napfi.
zmínili studie zab˘vající se leukemick˘mi buÀkami a buÀka-
mi tkánû tlustého stfieva. Díky interdisciplinární povaze na‰í
skupiny jsme vyvinuli nástroje, které nám transformovaly data
do pfiehledné formy. Pfiíkladem jsou transkripãní mapy, které
dávají do souvislosti genovou expresi s pozicí genu na chro-
mosomu. Také nástroje funkãní anal˘zy microarrays dat posky-
tují ãím dál sofistikovanûj‰í v˘sledky umoÏÀující propojit zmû-
ny v expresním statusu s jednotliv˘mi metabolick˘mi dráhami
[24]. Podobné nástroje je moÏné vytváfiet i pro dal‰í studie a tím
je‰tû více roz‰ífiit uÏiteãnost cDNA microarrays. 
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Obrázek 4.: Hustota rozloÏení regulovan˘ch genÛ pro rÛzné druhy dife-
renciací. Díky této vizualizaci mÛÏeme sledovat oblasti relativnû (vzhle-
dem k celkovému poãtu genÛ v oblasti) bohaté na regulované geny a sou-
ãasnû i s vysok˘m poãtem (absolutnû) genÛ. V prvním aÏ tfietím sloupci
jsou data spojená s diferenciaãními procesy, ãtvrt˘ sloupec vyjadfiuje hod-
noty pro celé sklíãko (poãty zkouman˘ch genÛ v dan˘ch oblastech).

Obrázek 5.: Ukázka MA grafu pro porovnávání dvou bunûãn˘ch popu-
lací (v tomto pfiípadû populace bunûk získan˘ch pomocí CD34+ a Lin-
selekce na zaãátku ex vivo diferenciace) . Modré teãky reprezentují geny
s velmi mal˘m rozdílem v expresi, ãervené teãky naopak geny s v˘znam-
nou odchylkou. Shoda pro tento graf ãiní 98,3%.

Obrázek 6.: Transkripãní mapy jako diagnostick˘ nástroj aplikovan˘ na
data pacientÛ. V prvním sloupci je namûfiená genová exprese pacientÛ bez
metastáz, ve druhém sloupci jsou data pacientÛ s metastázami. Tfietí slou-
pec reprezentuje rozdíl mezi prvním a druh˘m sloupcem. 
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