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Souhrn
Mohutn˘ rozvoj molekulárnû biologick˘ch metod v posledních deseti letech je charakterizován produkcí velké-
ho mnoÏství dat. Nejinak je tomu i v pfiípadû technologie DNA mikroãipÛ, která umoÏÀuje v jednom experimen-
tu sledovat expresi desítek tisíc genÛ najednou. Kvantum získan˘ch experimentálních dat je v‰ak pro relevantní
medicínské závûry nutné vhodnû analyzovat a interpretovat. 
Tento ãlánek je vûnován statistick˘m metodám, které lze pro hodnocení dat získan˘ch z DNA mikroãipÛ pouÏít.
Tyto metody lze rozdûlit do tfií velk˘ch skupin: shlukovací metody, metody pro identifikaci rozdílnû exprimova-
n˘ch genÛ a klasifikaãní metody. Shlukovací metody slouÏí k nalezení homogenních skupin pacientÛ s podob-
n˘m expresním profilem nebo skupin genÛ s podobn˘m chováním, metody pro identifikaci rozdílnû exprimova-
n˘ch genÛ hledají geny specifické svojí aktivitou pro urãitou biologickou tkáÀ, zatímco klasifikaãní metody slouÏí
k nalezení diskriminaãního pravidla pro pfiesnou diagnostiku nov˘ch pacientÛ do jedné z definovan˘ch skupin.

Klíãová slova: DNA mikroãipy, statistická anal˘za, shlukování, testování rozdílné exprese, klasifikaãní metody

Summary
Last decade led to massive progress in the molecular biology methods which was accompanied by the producti-
on of large amount of data. This is also the case of the gene expression microarray technology that makes it fea-
sible to study thousands of genes simultaneously. However, for relevant medical inference there is the need for
appropriate evaluation and interpretation of this large quantity of experimental data. 
This paper is dedicated to statistical methods that can be used for the evaluation of gene expression data. These
methods can be split into three main categories: clustering methods, methods for identification of differentially
expressed genes and classification techniques. Clustering methods can be used for finding of homogenous groups
of patients or genes with similar expression profile, methods for identification of differentially expressed genes
find genes specific for activity of certain biological tissue while classification techniques are used for setting up
a discrimination rule for precise diagnostics of newly diagnosed patients to one of the previously defined classes.

Keywords: DNA microarrays, statistical analysis, clustering, testing for differential expression, classification
techniques



Úvod
Mohutn˘ rozvoj molekulárnû biologick˘ch metod v posled-
ních deseti letech je charakterizován produkcí velkého mnoÏ-
ství dat. Nejinak je tomu i v pfiípadû technologie DNA mik-
roãipÛ [1], která umoÏÀuje v jednom experimentu sledovat
expresi desítek tisíc genÛ najednou, coÏ ji fiadí mezi nejpou-
Ïívanûj‰í biologické metody dne‰ka. Kvantum získan˘ch
experimentálních dat je v‰ak pro relevantní medicínské závû-
ry nutné vhodnû analyzovat a interpretovat [2]. K tomu slou-
Ïí biostatistické metody a postupy, mnohdy neobvyklé a zce-
la pfiizpÛsobené charakteru dat z DNA mikroãipÛ. Pomocí
tûchto metod lze dosáhnout takov˘ch cílÛ jako je napfiíklad
identifikace genÛ specifick˘ch svojí aktivitou pro urãitou bio-
logickou tkáÀ nebo genÛ s rozdílnou expresí mezi dvûma sku-
pinami biologick˘ch vzorkÛ, nalezení homogenních skupin
pacientÛ s podobn˘m expresním profilem nebo skupin genÛ
s podobn˘m chováním ãi nalezení diskriminaãního pravidla
pro pfiesnou diagnostiku nov˘ch pacientÛ do jedné z defino-
van˘ch skupin. Schematické znázornûní základních cílÛ expe-
rimentÛ s pouÏitím DNA mikroãipÛ a statistické metody
k jejich dosaÏení jsou uvedeny na obrázku 1.
Statistická anal˘za navazuje na fáze anal˘zy obrazu a nor-
malizace dat a je tak poslední ãástí microarray experimen-
tu, její v˘sledky jsou v‰ak na tûchto i pfiedchozích biologic-
k˘ch fázích experimentu zcela závislé ve smyslu jejich
kvalitního provedení a tudíÏ kvalitních vstupních dat. Pro-
to se statistické principy promítají nejen do fáze anal˘zy
obrazu a normalizace dat, ale i do samotné pfiípravy experi-
mentu ve formû experimentálního designu.

Problémy
KvÛli podstatû DNA mikroãipÛ se statistická anal˘za tohoto
typu dat pot˘ká s nejrÛznûj‰ími obtíÏemi, které nûkdy nelze
pomocí stávajících metod uspokojivû vyfie‰it, coÏ následnû
vede k v˘voji nov˘ch biostatistick˘ch postupÛ specializova-
n˘ch pro anal˘zu expresních dat. Zásadní problémy jsou tyto:
1. Velk˘ poãet sledovan˘ch promûnn˘ch - genÛ. Nejvût‰í

v˘hoda microarray experimentu je zároveÀ i jeho nejvût‰í
slabinou, neboÈ velmi málo statistick˘ch metod se umí
vypofiádat s desítkami tisíc promûnn˘ch najednou.

2. Malá velikost experimentálního vzorku – pacientÛ. Stu-
die jsou limitovány jak finanãní nároãností DNA ãipÛ tak
omezen˘m poãtem dostupn˘ch pacientÛ. Vût‰ina publiko-
van˘ch prací je postavena  pouze na vzorku v fiádu desítek
pacientÛ.

3. Chybûjící hodnoty. Chybûjící hodnoty vznikají na mís-
tech podezfiel˘ch spotÛ, které jsou buì manuálnû nebo auto-
maticky vylouãeny z dal‰í anal˘zy. Spoty mohou b˘t vylou-
ãeny z více dÛvodÛ, napfi. kvÛli prachu a ‰krábancÛm na
mikroãipu, deformovanému obrazu nebo ‰patnému nati‰-
tûní. Nejjednodu‰‰í doplnûní chybûjících hodnot je meto-
dou fiádkového prÛmûru, kdy je chybûjící hodnota nahra-
zena prÛmûrem ostatních expresních hodnot daného genu.
Troyanskaya a kol. [3] navrhují pouÏít pro dopoãítání chy-
bûjící hodnoty metodu k nejbliÏ‰ích sousedÛ, kdy je chy-
bûjící hodnota daného genu urãena jako prÛmûr odpovída-
jících hodnot u k nejpodobnûj‰ích genÛ. Tento pfiístup je
vhodnûj‰í, neboÈ bere v úvahu funkãní vztahy mezi jedno-
tliv˘mi geny.

Statistické metody
Metody pouÏívané pro statistickou anal˘zu dat získan˘ch
z DNA mikroãipÛ se dají rozdûlit do tfií velk˘ch skupin: shlu-
kovací metody, metody pro identifikaci rozdílnû exprimova-
n˘ch genÛ a klasifikaãní metody. Cílem shlukovacích metod
mÛÏe b˘t nalezení skupin genÛ, které vykazují v prÛbûhu expe-

rimentu podobné chování, nebo skupin pacientÛ s podobn˘m
expresním profilem. Ke shlukování se pouÏívají jak klasické
metody (metoda k-prÛmûrÛ [2], hierarchické metody [4]), tak
metody pouÏívané zejména v informaãních technologiích
(self-organizing maps [5]). Do druhé skupiny patfií metody,
jejichÏ úkolem je vytipovat podezfielé geny mezi v‰emi zkou-
man˘mi, tedy geny, které by mohly b˘t zodpovûdné za rÛzné
vlastnosti biologick˘ch vzorkÛ. Jedná se zejména o metody
násobného testování hypotéz zaloÏené na t-statistice a jejích
modifikacích. Úkolem klasifikaãních metod je na základû
v˘sledku experimentu, tedy získan˘ch intenzit genové expre-
se, zafiadit zkouman˘ vzorek do nûkteré z definovan˘ch tfiíd.
Metod pouÏívan˘ch k hodnocení dat z DNA mikroãipÛ je vel-
mi mnoho a jsou neustále vylep‰ovány, ale stejnû jako v jin˘ch
oblastech matematiky nelze fiíci, Ïe by nûjaká z tûchto metod
byla nejlep‰í a její v˘sledky ty nejsprávnûj‰í.

Shlukovací metody
Shluková anal˘za je jednou z nejpouÏívanûj‰ích vícerozmûr-
n˘ch statistick˘ch metod, a to jak obecnû, tak i v pfiípadû
expresních dat. Jedná se o explorativní techniku, která se pou-
Ïívá zejména v pfiípadech, kdy nemáme Ïádné a priori znalosti
o struktufie uvnitfi dat. Úkolem shlukovacích metod je tedy najít
v datech skupiny prvkÛ (shluky) tak, Ïe prvky jednotliv˘ch
skupin budou v jistém smyslu více podobné neÏ prvky z rÛz-
n˘ch skupin, tzn. nalezené skupiny prvkÛ budou co nejvíce
homogenní. V pfiípadû DNA mikroãipÛ jsou shlukovány
zejména geny a experimentální vzorky (pacienti). Jednodu‰e
fieãeno, snaÏíme se nalézt mezi zkouman˘mi geny (resp. bio-
logick˘mi vzorky) skupinky genÛ (resp. biologick˘ch vzor-
kÛ), které vykazují v prÛbûhu experimentu, tedy za pÛsobení
specifick˘ch podmínek, podobné chování. 
Mírou podobnosti dvou prvkÛ (aÈ jiÏ genÛ nebo pacientÛ) je v tom-
to pfiípadû matematická metrika neboli vzdálenost, k nejvhod-
nûj‰ím patfií euklidovská vzdálenost, která odpovídá námi vní-
mané vzdálenosti ve trojrozmûrném prostoru, a korelaãní
vzdálenost, která odráÏí závislost expresních hodnot dvou prvkÛ.
Volba pouÏité vzdálenosti vÏdy závisí na okolnostech daného
experimentu. Pfii pouÏití shlukovacích metod je v‰ak nutné mít na
pamûti, Ïe tyto metody jsou urãeny k hledání a nalezení shlukÛ
v datech, a to i v pfiípadû, Ïe se v datech Ïádná vnitfiní struktura
nenachází. Z toho plyne, Ïe v˘sledky shlukovací anal˘zy nelze
brát jako dogma a je nutné je vÏdy konzultovat s expertem.

366 KLINICKÁ ONKOLOGIE 19 SUPPLEMENT  2006

Obrázek 1.: Základní cíle v anal˘ze DNA mikroãipÛ a statistické meto-
dy k jejich dosaÏení.
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Nûkteré metody (napfi. níÏe zmínûná metoda k-prÛmûrÛ) poÏa-
dují jako vstupní informaci poãet shlukÛ, které má daná pro-
cedura vytvofiit, proto je nutné poãet skupin v datech nûjak˘m
zpÛsobem pfiedem odhadnout. Tento odhad mÛÏeme buì zís-
kat od klinického experta nebo pouÏitím matematick˘ch algo-
ritmÛ, jako napfi. procedury silhouette width [6].
Pfiíkladem shlukovacích metod vhodn˘ch pro expresní data
jsou následující procedury:
• Metoda k-prÛmûrÛ. Podstatou této jednoduché, a proto

oblíbené, procedury je rozdûlení prvkÛ do skupin tak, aby
byla minimalizována vnitroshluková variabilita a zároveÀ
maximalizována mezishluková variabilita .

• Hierarchické metody. Principem hierarchick˘ch metod je
postupná tvorba shlukÛ, kdy v kaÏdém kroku jsou spojeny dva
nejpodobnûj‰í geny nebo skupiny genÛ. Tento heuristick˘ pfií-
stup zaji‰Èuje minimální vnitroshlukovou variabilitu.

• Self-organizing maps. Jedná se o jeden z mnoha algoritmÛ
ze skupiny neuronov˘ch sítí. Shluky jsou reprezentovány
jako uzly dvourozmûrné mfiíÏky, které se iterativnû adaptu-
jí na data v prostoru. V˘hodou tohoto algoritmu je, Ïe sou-
sední uzly v mfiíÏce odpovídají podobn˘m shlukÛm, v˘sled-
né uspofiádání tudíÏ odráÏí nejen podobnost prvkÛ ve
shlucích, ale i podobnost mezi shluky. 

• Metody zaloÏené na matematickém modelu. Tyto meto-
dy [7] pfiedpokládají, Ïe expresní hodnoty prvkÛ kaÏdého
shluku lze popsat matematickou funkcí, která se mezi shlu-
ky li‰í pouze v nûkolika parametrech. Cílem je tedy odhad
tûchto parametrÛ pro jednotlivé shluky a následné pfiifiazení
genu ke shluku, do nûjÏ patfií s nejvût‰í pravdûpodobností.

Metody pro identifikaci rozdílnû exprimovan˘ch genÛ
âast˘m a velmi dÛleÏit˘m cílem microarray experimentÛ je
identifikace rozdílnû exprimovan˘ch genÛ, tedy genÛ, jejichÏ
hladina exprese se li‰í mezi dvûma (nebo více) biologick˘mi
vzorky. MÛÏeme napfiíklad zkoumat geny odpovûdné za funk-
ci rÛzn˘ch druhÛ tkání, geny odpovûdné za pfiemûnu zdravé
tkánû v nádorovou nebo geny jednoznaãnû determinující jed-
notlivé nádorové tkánû. Znalost rozdílnû exprimovan˘ch genÛ
je zajímavá nejen z hlediska pfiímé interpretace, ale také z hle-
diska pouÏití této znalosti ke zpfiesnûní klasifikaãních metod.
Vzhledem k tomu, Ïe pfii hodnocení genové exprese pracujeme
nûkdy i sdesítkami tisíc genÛ zároveÀ, setkáváme se zde s tzv. pro-
blémem násobného testování hypotéz [8]. Ten spoãívá v tom, Ïe
snarÛstajícím poãtem hodnocen˘ch genÛ nám enormnû roste také
pravdûpodobnost toho, Ïe se pfii na‰em testování genÛ zm˘líme
aoznaãíme jako v˘znamn˘ gen, kter˘ ve skuteãnosti Ïádnou infor-
maci o zkouman˘ch vzorcích neobsahuje. KaÏdá metoda se s tím-
to problémem vypofiádává po svém, ale v Ïádném pfiípadû nelze
fiíci, Ïe by tento problém byl uspokojivû vyfie‰en. Zde jsou nûkte-
ré pfiíklady metod pro identifikaci v˘znamn˘ch genÛ:

• T-test a jeho modifikace. Principem této skupiny metod [9]
je v˘poãet ãíselného skóre pro kaÏd˘ gen, které odráÏí roz-
díl v genové expresi mezi sledovan˘mi podmínkami,
a následné urãení prahové hodnoty, nad níÏ lze skóre pova-
Ïovat za statisticky v˘znamné. Jako skóre se vût‰inou pou-
Ïívá klasická t-statistika, nûktefií autofii v‰ak odvodili svá
vlastní skóre, pfiiãemÏ ve vût‰inû pfiípadÛ se jedná o modi-
fikace t-statistiky.

• Significance Analysis of Microarrays (SAM). Tato pro-
cedura [10] je také zaloÏena na skóre odvozeném od t-stati-
stiky, ale vzhledem k její popularitû je vhodné ji uvést zvlá‰È.
Její v˘hodou je, Ïe pro urãení prahové hodnoty oddûlující
v˘znamné a nev˘znamné geny pouÏívá SAM permutace,
které umoÏÀují vyhnout se nûkter˘m pfiedpokladÛm ménû
propracovan˘ch metod. 

• Optimal Discovery Procedure. Storey akol. [11] odvodili pro-
ceduru, která pfii hodnocení exprese jednotliv˘ch genÛ bere do
úvahy také hodnoty exprese ostatních genÛ, coÏ zlep‰uje její
srovnávací schopnost v rámci celé skupiny zkouman˘ch genÛ.

• Anal˘za rozptylu. Nûktefií autofii povaÏují normalizaci
expresních hodnot, která pfiedchází statistické anal˘ze, za
zbyteãnou a pouÏívají pro identifikaci v˘znamn˘ch genÛ
anal˘zu rozptylu [12], v níÏ pomocí parametrÛ modelují vliv
rÛzn˘ch sloÏek experimentu na expresní hodnoty.

Klasifikaãní metody
Principem klasifikaãních metod v anal˘ze dat z DNA mikro-
ãipÛ je vytvofiení rozhodovacího pravidla, které by na základû
namûfien˘ch hodnot genové exprese umoÏÀovalo pfiifiazení
pacienta do jedné z pfiedem definovan˘ch tfiíd (napfiíklad zdra-
v˘, nemocn˘). Z toho je zfiejmé, Ïe by se „dobré“ rozhodova-
cí pravidlo zaloÏené na expresních datech mohlo zafiadit po
bok stávajících diagnostick˘ch metod a v˘raznû tak pfiispût ke
zpfiesnûní diagnostiky závaÏn˘ch onemocnûní.
Klasifikaãní pravidlo je vytvofieno v tzv. trénovací fázi, kdy daná
metoda studuje dostupná data (tzv. trénovací data) a uãí se pfii-
fiazovat pacienty do jednotliv˘ch tfiíd dle jejich expresního pro-
filu. Trénovací data musí b˘t samozfiejmû pfiedem validovaná
v tom smyslu, Ïe u kaÏdého pacienta musí b˘t jednoznaãnû urãe-
no, do které tfiídy patfií. Mûfiítkem kvality klasifikaãních metod
je tzv. pravdûpodobnost misklasifikace, coÏ je pravdûpodobnost
pfiifiazení pacienta do nesprávné kategorie, kterou lze získat pou-
Ïitím klasifikaãního pravidla na tzv. validaãní data.
Pro klasifikaci se vût‰inou pouÏívá pouze ãást z promûnn˘ch
(genÛ) tvofiících expresní profil pacienta. Je to dáno tím, Ïe
mnoho genÛ nemá vzhledem ke sledovan˘m tfiídám dostateã-
nou diskriminaãní schopnost, buì proto, Ïe jsou neaktivní,
nebo proto, Ïe se u obou skupin pacientÛ chovají stejnû. Vlast-
nímu pouÏití klasifikaãní procedury by tedy mûl pfiedcházet
v˘bûr k tomuto úãelu vhodn˘ch genÛ pomocí metod pro iden-
tifikaci rozdílnû exprimovan˘ch genÛ. 
Z klasifikaãních metod pouÏívan˘ch pro hodnocení expres-
ních dat lze vybrat následující pfiíklady:

• Lineární diskriminaãní anal˘za a její modifikace. Dis-
kriminaãní metody [13] pfiedpokládají, Ïe data v jednotli-
v˘ch tfiídách jsou normálnû rozdûlená. Úkolem tûchto metod
je pak odhadnout z trénovacích dat parametry pro sledova-
né skupiny, coÏ následnû umoÏÀuje zafiadit nového pacien-
ta do tfiídy dle maximální pravdûpodobnosti.

• Metoda k nejbliÏ‰ích sousedÛ (k-NN). Princip této jedno-
duché metody je takov˘, Ïe z trénovacích dat vybereme
k pacientÛ, ktefií jsou sv˘mi expresními profily nejbliÏ‰í (ve
smyslu matematické vzdálenosti) expresnímu profilu nové-
ho pacienta, a následnû ho pfiifiadíme do té skupiny, která má
mezi tûmito k pacienty nejpoãetnûj‰í zastoupení [14].

• Support Vector Machines (SVM). Tato pomûrnû nová kla-
sifikaãní metoda se snaÏí najít mezi uvaÏovan˘mi tfiídami
rovinu, která by je co nejlépe vzájemnû oddûlovala. SVM
[15] jsou proto zejména vhodné pro klasifikaci, kdy uvaÏu-
jeme pouze dvû rozdílné tfiídy.

• Klasifikaãní stromy. Jsou zaloÏeny na postupném ‰tûpení
datového souboru dle jednotliv˘ch promûnn˘ch (genÛ) [16].
Promûnné, podle nichÏ se soubor ‰tûpí, jsou vybrány tak,
aby mûly co nejlep‰í schopnost oddûlit uvaÏované tfiídy.

Závûr
V tomto ãlánku jsme se zamûfiili na statistické metody a postu-
py pouÏitelné pro hodnocení v˘sledkÛ DNA microarray expe-
rimentÛ. Je patrné, Ïe spektrum metod vhodn˘ch k dosaÏení
odpovûdí na otázky v oblasti v˘zkumu genové exprese je vel-
mi ‰iroké. Otázky, a tedy i statistické metody, lze rozdûlit do
tfií hlavních kategorií. Na první skupinu nejzákladnûj‰ích otá-
zek t˘kajících se vnitfiní struktury dat nám dávají odpovûì shlu-
kovací procedury, jejichÏ úkolem je nalezení co nejpodobnûj-
‰ích skupin prvkÛ, aÈ uÏ genÛ nebo pacientÛ. Druhou sadu
otázek zab˘vajících se rozdílnou aktivitou genÛ ve sledova-
n˘ch biologick˘ch vzorcích nám mohou pomoci rozlu‰tit
metody pro identifikaci rozdílnû exprimovan˘ch genÛ zaloÏe-
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Souhrn
CGH arrays se v dne‰ní dobû staly v˘znamnou technikou v anal˘ze genomu. VyuÏívají se pro detekci zmûn v
poãtu kopií genÛ nebo chromozomÛ, popfiípadû  jin˘ch chromosomov˘ch pfiestaveb. Základní metodou je porov-
návání DNA vzorku a zdravé kontroly pomocí komparativní genomové hybridizace (CGH). Anal˘za genetické
nestability u nádoru a s ní spojené hledání nádorov˘ch markerÛ se dá vyuÏít jak v diagnostice nádorÛ (klasifika-
ce nádorÛ do jiÏ existujících skupin, hledání nov˘ch podskupin),  tak i v predikci jejich odpovûdi na léãbu. V˘ho-
dou technologie CGH arrays je moÏnost anal˘zy celého genomu v jediném experimentu.  To ov‰em znamená, Ïe
metoda produkuje velké mnoÏství dat, které musí b˘t správnû matematicky vyhodnoceny a základním cílem ãlán-
ku je tak pfiedstavení tûchto matematick˘ch metod a jejich softwarové implementace. 

Klíãová slova: CGH arrays, statistická anal˘za, body zlomu, anal˘za segmentÛ

Summary
Nowadays, array CGH experiments became a powerful technique for analysing changes in DNA by comparing
control DNA and DNA of interest. This is widely used for example in genome cancer studies. Analysis of the
tumour genome instabilities and the search for tumour markers can be used for the tumour diagnostics (tumour
classification, detection of the new clinical groups of tumours) or for the prediction of the response to therapy.
The method produce huge amount of data and special statistic techniques for detecting of genomic changes are
necessary. The purpose of this paper is to provide brief summary of existing statistical methods used in CGH array
analysis and their software implementation.

Keywords: array CGH, statistical analysis, breakpoints, segment analysis
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né na statistickém testování hypotéz, kdy pro kaÏd˘ gen tes-
tujeme rozdíl mezi dvûma (ãi více) skupinami namûfien˘ch
expresních hodnot. Tfietí skupina statistick˘ch procedur, kla-
sifikaãní metody, fie‰í problém predikce spjat˘ s diagnostikou
nov˘ch pacientÛ na základû jejich profilu genové exprese.
I kdyÏ se na v˘voji statistick˘ch metod pro anal˘zu dat
z DNA mikroãipÛ pracuje jiÏ pfiibliÏnû 7 let, v Ïádném pfií-
padû nelze fiíci, Ïe by ‰lo o ukonãen˘ proces. Zejména obrov-
sk˘ poãet zkouman˘ch genÛ a vÛãi nûmu pomûrnû mal˘
poãet dostupn˘ch pacientÛ ãi biologick˘ch vzorkÛ pfiedsta-

vují nejvût‰í pfiekáÏky pro biostatistiky na celém svûtû. Nic-
ménû, DNA mikroãipy jsou natolik perspektivní technolo-
gií, Ïe se vloÏené úsilí nepochybnû v budoucnu odrazí jak
ve v˘voji kvalitních matematick˘ch metod anal˘zy, tak
následnû v prohloubení znalostí o fungování bunûãn˘ch
pochodÛ i ve zlep‰ení diagnostiky a léãby tûch nejzávaÏ-
nûj‰ích onemocnûní.
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