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Περίληψη

Η τεχνολογία των μικροσυστοιχιών είναι μία σύγχρονη και πολλά υποσχόμενη τεχνολογία που έχει συμβάλλει ενεργά στην πρόοδο που έχει σημειωθεί τα τελευταία χρόνια στο χώρο της βιολογίας και της ιατρικής. Ο σκοπός της διπλωματικής εργασίας είναι η ανάπτυξη ενός αλγόριθμου ανάλυσης δεδομένων cDNA μικροσυστοιχιών που προκύπτουν από κυτταρικές σειρές λευχαιμίας κυττάρων T επεξεργασμένες με γλυκοκορτικοειδή. Ο τύπος της λευχαιμίας που μελετάται είναι η Οξεία Λεμφοβλαστική Λευχαιμία που είναι το είδος λευχαιμίας που εμφανίζεται πιο συχνά σε παιδιά. Μέσω του αλγόριθμου, ο οποίος αναπτύχθηκε σε περιβάλλον Matlab®, δίνεται στον αναγνώστη μία ολοκληρωμένη πρόταση επεξεργασίας και ανάλυσης των δεδομένων γονιδιακής έκφρασης, κάνοντας χρήση ανθεκτικών στατιστικών μεθόδων. Οι μέθοδοι προ-επεξεργασίας περιλαμβάνουν τη διόρθωση υποβάθρου, το φιλτράρισμα, το μετασχηματισμό και την κανονικοποίηση των δεδομένων, και οι μέθοδοι ανάλυσης περιλαμβάνουν την ανάλυση των κυρίων συνιστωσών και την ιεραρχική συσταδοποίηση. Τελικός στόχος του αλγόριθμου είναι ο διαμερισμός των δεδομένων σε συστάδες κάνοντας χρήση της ιεραρχικής συσταδοποίησης. Η γενικότητα του αλγόριθμου έγκειται στο γεγονός ότι οι προτεινόμενες μέθοδοι ανάλυσης μπορούν να χρησιμοποιηθούν και σε δεδομένα γονιδιακής έκφρασης που προέρχονται και από άλλα ήδη κυττάρων.
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Abstract
Microarray technology is a modern and very promising technology which has contributed to the progress of biology and medicine that took place the last years. The scope of this thesis is the development of an algorithm that can analyze cDNA microarray data from a T-cell leukemia cell line (CCRF-CEM), treated with glucocorticoids. The type of leukemia studied is Acute Lymphoblastic Leukemia, which is the most common type of leukemia among children. The algorithm, developed within the Matlab® computing environment, gives to the reader a complete workflow for analyzing microarray gene expression data, using robust statistic methods. The pre-processing methods are background correction, data filtering, transformation and normalization, and the processing methods are principal component analysis and hierarchical clustering. The final goal of the algorithm is the clustering through hierarchical clustering. The algorithm can be generally used due to the fact the proposed methods can also be applied to gene expression data from other type of cells. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1ο
1 Εισαγωγή

Τα τελευταία χρόνια, οι πρόοδοι που έχουν σημειωθεί στον ερευνητικό χώρο των επιστημών του ευρύτερου τομέα της βιολογίας (αποκωδικοποίηση γονιδιωμάτων, αποτελέσματα σύγχρονων πειραμάτων της γενετικής και της μοριακής βιολογίας) είναι άρρηκτα συνυφασμένες με την ανάπτυξη της τεχνολογίας των μικροσυστοιχιών (microarray technology). Πληροφορίες που είναι διαθέσιμες μέσω της χαρτογράφησης του ανθρώπινου γονιδιώματος (Human Genome Mapping Project – HGMP) και η ανάπτυξη της συλλογής κλώνων των αλληλουχιών έκφρασης επισήμανσης (expressed sequence tag – EST), καθώς και μία πληθώρα άλλων πληροφοριών γονιδιακών βάσεων (genomic database) και βιοπληροφορικής (bioinformatics = data base mining strategies, alignment and prediction tools), έχουν φέρει την επανάσταση στην ανάλυση της γονιδιακής έκφρασης (gene expression analysis). Παραδοσιακά, η ανάλυση γονιδιακής έκφρασης γινόταν σε κάθε γονίδιο χωριστά (gene-by-gene basis) χρησιμοποιώντας τεχνικές όπως η Northern blot ανάλυση, ή η αφαιρετική υβριδοποίηση (subtractive hybridization) χρήσιμη για σπάνια γονίδια, ή τεχνικές διαφορικής παράθεσης (differential display) ικανές να διακρίνουν μικρές αλλαγές στη γονιδιακή έκφραση, και όλες χρήσιμες για την αναγνώριση αγνώστων ή μη προσδιοριζόμενων γονιδίων με ακραίες τιμές έκφρασης (outliers). Παρά το ότι αυτές οι τεχνικές είναι αρκετά ισχυρές και χρησιμοποιούνται και για την επιβεβαίωση των αποτελεσμάτων των μικροσυστοιχιών, είναι πολύ συχνά τεχνικές δυσχερείς, και έχουν τον βασικό περιορισμό του μικρού αριθμού δειγμάτων.


Η ανάπτυξη τεχνολογίας υψηλής ευκρίνειας επέτρεψε τη δημιουργία των μικροσυστοιχιών, δηλαδή μικροσκοπικών τακτικά διαταγμένων σειρών νουκλεϊκών οξέων (miniaturized ordered arrangements of nucleic acid) από ξεχωριστά γονίδια, τοποθετημένα σε προκαθορισμένες θέσεις σε ένα στερεό υπόστρωμα. Με αυτόν τον τρόπο είναι εφικτό να μετράει κανείς ταυτόχρονα την έκφραση χιλιάδων γονιδίων σε ένα μόνο πείραμα. Εφαρμόζοντας τη μεθοδολογία της ειδικής υβριδοποίησης σε κλινικά δείγματα, μπορεί κανείς να λάβει συγκεκριμένες πληροφορίες για την παθογένεια μίας αρρώστιας και να τις ομαδοποιήσει σε λογικές και λειτουργικές κατηγορίες στην έκφραση του γονιδιώματος. Στο 4ο κεφάλαιο αναλύονται οι βασικές αρχές της τεχνολογίας των μικροσυστοιχιών.


Καθολική ανάλυση του μεταγραφώματος (global transcriptome analysis) μπορεί να επιτευχθεί με τη χρήση των τυπωμένων cDNA μικροσυστοιχιών (spotted cDNA microarrays) – που είναι και η πλατφόρμα των μικροσυστοιχιών που χρησιμοποιήθηκε για την υλοποίηση των πειραμάτων που πραγματεύεται η παρούσα διπλωματική εργασία – , είτε για τη σύγκριση ευαίσθητων ή ανθεκτικών σε φάρμακα κυτταρικών σειρών, είτε για την επίδραση συγκεκριμένων φαρμάκων στην έκφραση γονιδίων, επιτρέποντας έτσι την αναγνώριση γονιδίων υπεύθυνων για την ανταπόκριση σε φάρμακα καθώς και μεταβολικών οδών που εμπλέκονται στη δράση των φαρμάκων. Η παρούσα διπλωματική εργασία μελετά πειράματα μικροσυστοιχιών που πραγματοποιήθηκαν σε κυτταρικές σειρές Οξείας Λεμφοβλαστικής Λευχαιμίας – ΟΛΛ (Acute Lymphoblastic Leukemia – ALL) και έχουν δεχθεί θεραπεία με τη χρήση γλυκοκορτικοειδών ουσιών. Στο 2ο κεφάλαιο αναλύεται διεξοδικά η ασθένεια της Οξείας Λεμφοβλαστικής Λευχαιμίας. 


Η τεχνολογία των μικροσυστοιχιών έχει χρησιμοποιηθεί αρκετά στη διάγνωση κακοηθειών, ταυτοποίηση αιματολογικών νεοπλασιών (υποομάδες, Οξεία Μυελοειδής Λευχαιμία – ΟΜΛ, ΟΛΛ), αλλά και σε συμπαγείς όγκους (ταυτοποίηση ειδικών δεικτών σε μελάνωμα, μοριακή ταξινόμηση όγκων μαστού με βάση ήδη γνωστούς αλλά και νέους δείκτες κυτταρικού πολλαπλασιασμού και διαφοροποίησης, ταξινόμηση καρκινωμάτων μαστού με βάση τις μεταλλάξεις στα γονίδια BRCA1,BRCA2). Σε κυτταρικές σειρές έχει μελετηθεί κατά πόσο μέσω αυτής της τεχνολογίας θα μπορούσαμε να προβλέψουμε ανταπόκριση σε χημειοθεραπεία, με βάση την έκφραση γονιδίων και συμπεριφορά σε εφαρμογή πολλαπλών χημειοθεραπευτικών παραγόντων. Το προφίλ έκφρασης γονιδίων έχει φανεί ότι μπορεί να συσχετισθεί με την πορεία της νόσου σε λεμφώματα και τώρα μελετάται σε πολλούς διαφορετικούς όγκους.

Η τεχνολογία των μικροσυστοιχιών μπορεί να εφαρμοστεί:

i) για την κατανόηση των γενετικών ανωμαλιών γονιδιακής έκφρασης που οδηγούν ή συμβάλλουν στη διαδικασία της νεοπλασίας

ii) στην ανακάλυψη νέων διαγνωστικών και προγνωστικών δεικτών καθώς και δεικτών ανταπόκρισης

iii) ταυτοποίηση και επιβεβαίωση της εγκυρότητας των μοριακών στόχων

iv) ανάπτυξη και παραγωγή νέων φαρμάκων

v) ταυτοποίηση και τελειοποίηση της δομικής δραστηριότητας και αξιολόγηση πρωτεϊνών/παραγόντων

vi) πρόληψη παρενεργειών και τοξικότητας

vii) επιβεβαίωση του τρόπου δράσης παραγόντων

viii) αναγνώριση και ταυτοποίηση γονιδίων που εμπλέκονται στη φαρμακευτική αντίσταση και ευαισθησία

ix) και, πολύ σημαντικό, στην αναγνώριση υποομάδων ασθενών που θα επωφεληθούν από συγκεκριμένες επιλεγμένες θεραπείες.

Όλα αυτές οι εφαρμογές θα οδηγήσουν τους ογκολόγους στο μέλλον να μπορούν ίσως να δίνουν τη διάγνωση μέσω μίας βάσης δεδομένων έκφρασης συγκεκριμένων γονιδίων του όγκου, με άμεση ταυτόχρονη πληροφόρηση για τη φυσική ιστορία του συγκεκριμένου όγκου, και στοιχεία για τη χημειοθεραπεία του. Με βάση την έκφραση γονιδίων μπορεί να καθορίζεται η θεραπευτική προσέγγιση, συνθέτοντας έτσι μία απόλυτα εξατομικευμένη και ειδική διαγνωστική θεραπευτική προσπέλαση του ασθενούς (Lee 2004).

Είναι φανερό από τα παραπάνω ότι η αναγκαιότητα να έρθει ο μηχανικός υπολογιστών σε επαφή με το αντικείμενο των βιοεπιστημών, ώστε να κατανοήσει βαθύτερα τα προβλήματα που καλείται να επιλύσει, είναι έκδηλη. Είναι μάλιστα χαρακτηριστικό ότι όσο πιο νωρίς επιχειρήσει να εξοικειωθεί με αυτό, τόσο λιγότερες θα είναι και οι δυσκολίες που θα αντιμετωπίσει. Το 3ο κεφάλαιο εστιάζει σε δύο, πολύ σημαντικά για τη βιολογία, βιομόρια, τα νουκλεϊκά οξέα (DNA, RNA) και τις πρωτεΐνες. Επιπροσθέτως, θίγονται κρίσιμες λειτουργίες που λαμβάνουν χώρα εντός των οργανισμών σε μοριακό επίπεδο, καθώς και τεχνικές και μέθοδοι που χρησιμοποιούνται στις βιοεπιστήμες.

Τα δεδομένα που συλλέγονται από ένα πείραμα μικροσυστοιχιών είναι συνήθως θορυβώδη, λόγω των διαφορετικών συστηματικών σφαλμάτων κατά τη διάρκεια του πειράματος. Με στόχο τη συλλογή αξιόπιστων δεδομένων γονιδιακής έκφρασης για περαιτέρω ανάλυση (π.χ. συσταδοποίηση) και ερμηνεία τους, απαραίτητες είναι πειραματικές διαδικασίες που ελαχιστοποιούν το θόρυβο καθώς και ένας αριθμός μεθόδων προ-επεξεργασίας για τη διόρθωση του υποβάθρου, του φιλτραρίσματος και την κανονικοποίηση των δεδομένων. Οι μέθοδοι αυτοί προ-επεξεργασίας έχουν υλοποιηθεί από πολλούς ερευνητές στο περιβάλλον προγραμματισμού Matlab® (The MathWorks Incorporated 2009) αφού προσφέρει ένα δυνατό και φιλικό προς το χρήστη εργαλείο για την ανάπτυξη και την εφαρμογή αλγορίθμων για την ανάλυση των δεδομένων μικροσυστοιχιών. Το γεγονός όμως ότι διαφορετικές μέθοδοι προ-επεξεργασίας δίνουν διαφορετικά αποτελέσματα, κάνουν την ανάλυση των δεδομένων γονιδιακής έκφρασης ιδιαίτερα πολύπλοκη και δύσκολη. Στο 5ο κεφάλαιο αναλύονται οι βασικές στατιστικές μέθοδοι προ-επεξεργασίας των δεδομένων γονιδιακής έκφρασης, καθώς και ανάλυσής τους. Τέλος, στο 6ο κεφάλαιο δίνεται μία ολοκληρωμένη πρόταση επεξεργασίας των δεδομένων που προκύπτουν από την υλοποίηση των πειραμάτων μικροσυστοιχιών πάνω στις λευχαιμικές κυτταρικές σειρές, τις οποίες και πραγματεύεται η συγκεκριμένη διπλωματική εργασία. 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2ο
2 Οξεία Λεμφοβλαστική Λευχαιμία

2.1 Εισαγωγή

Η λευχαιμία είναι μία μορφή καρκίνου του μυελού των οστών. Για την καλύτερη κατανόηση αυτής της ασθένειας, είναι απαραίτητο πρώτα να κατανοηθεί ο ρόλος του αίματος και του μυελού των οστών σε έναν ανθρώπινο οργανισμό.

2.1.1 Αίμα

Το αίμα είναι ένας ρευστός ιστός σε υγρή κατάσταση, του οποίου τα στερεά κυτταρικά στοιχεία αιωρούνται σε μια ροώδη μεσοκυττάρια ουσία, που ονομάζεται πλάσμα. Κυκλοφορεί σε ένα σύστημα αγγείων, το κυκλοφορικό σύστημα, και αντιπροσωπεύει για τους ανώτερους ζωικούς οργανισμούς το μέσο δια του οποίου επιτελούνται οι μεταβολικές ανταλλαγές μεταξύ των διαφόρων τμημάτων του οργανισμού και μεταξύ αυτών και του εξωτερικού περιβάλλοντος. Ο όγκος του αίματος στον άνθρωπο είναι περίπου 70 κ.εκ. ανά κιλό βάρους του σώματος. Συνεπώς, ένας ενήλικας έχει περίπου 5 λίτρα αίματος, από τα οποία το 52-58% είναι πλάσμα, ενώ το υπόλοιπο αποτελείται από έμμορφα στοιχεία. Τα έμμορφα συστατικά του διακρίνονται στα ερυθρά αιμοσφαίρια (ερυθροκύτταρα), τα λευκά αιμοσφαίρια (λευκοκύτταρα) και τα αιμοπετάλια (θρομβοκύτταρα). Η παραγωγή των συστατικών αυτών πραγματοποιείται με τη διαδικασία της αιμοποίησης στο μυελό των οστών.

Το αίμα εκτελεί πολυάριθμες λειτουργίες από τις οποίες οι πιο γνωστές είναι:

· Μεταφορά του οξυγόνου από τους πνεύμονες στους ιστούς και του διοξειδίου του άνθρακα από τους ιστούς στους πνεύμονες.

· Μεταφορά των θρεπτικών ουσιών από το έντερο στο ήπαρ και στους άλλους ιστούς.

· Μεταφορά των άχρηστων προϊόντων της ανταλλαγής της ύλης στα όργανα απέκκρισης (νεφροί, πνεύμονες κλπ.).

· Διατήρηση σταθερής της θερμοκρασίας του σώματος, κανονική κατανομή της στα διάφορα μέρη του σώματος και αποβολή της περισσής θερμότητας από την επιφάνεια του δέρματος και των πνευμονικών κυψελίδων (ομοιόσταση).

· Ρύθμιση της ανταλλαγής του νερού.

· Μεταφορά ορμονών, ενζύμων και άλλων βιορυθμιστικών ουσιών μεταξύ των διαφόρων περιοχών του οργανισμού.

· Άμυνα εναντίον μικροβιακών και άλλων παθογόνων παραγόντων.

· Ρύθμιση της ωσμωτικής πίεσης των υγρών του οργανισμού.

· Ρύθμιση της αιμόστασης, δηλαδή των μηχανισμών που εμποδίζουν την έξοδο του αίματος από το αγγειακό κυκλοφορικό σύστημα (Πορίχη 2000).

2.1.2 Μυελός των οστών

Ο μυελός των οστών είναι ιστός που περιέχεται στα οστά και αναγεννά μερικές κατηγορίες μορφολογικών στοιχείων του αίματος. Αποτελείται από ένα πυκνό δίχτυ αργυρόφιλων ινιδίων, μέσα στο οποίο βρίσκονται δικτυοκύτταρα και αιμοποιητικά κύτταρα με πολυάριθμα αιμοφόρα τριχοειδή. Είναι το σημείο παραγωγής αιμοσφαιρίων. Διοχετεύει τα αιμοσφαίρια στο κυκλοφορικό σύστημα όταν αυτά είναι ώριμα ή όταν είναι απαραίτητα για τον ανθρώπινο οργανισμό. Σε ένα υγιές σώμα, ο μυελός των οστών παράγει τους περισσότερους από τους τρεις τύπους αιμοσφαιρίων. Αυτοί είναι τα ερυθρά αιμοσφαίρια, τα λευκά αιμοσφαίρια και τα αιμοπετάλια. Η ανάπτυξη και εξέλιξη των αιμοσφαιρίων ελέγχεται προσεκτικά για την παραγωγή του σωστού αριθμού κάθε τύπου κυττάρου προκειμένου να εξασφαλίζεται η υγεία του σώματος. Στην εικόνα 2.1 φαίνεται που βρίσκεται ο μυελός των οστών σε ένα οστό και ποια είδη αιμοσφαιρίων παράγει αυτός.

Σε ένα ανθρώπινο σώμα εκατομμύρια ερυθρών και λευκών αιμοσφαιρίων παράγονται κάθε δευτερόλεπτο. Τα κύτταρα κανονικά παραμένουν στο μυελό των οστών έως ότου είναι αρκετά ώριμα για να κυκλοφορήσουν στο αίμα και να εκτελέσουν κανονικά τις διάφορες λειτουργίες τους. Όλα τα αιμοσφαίρια γερνούν και πεθαίνουν, αλλά η διάρκεια ζωής ποικίλλει ευρέως. Πιο συγκεκριμένα, τα ερυθρά αιμοσφαίρια είναι μακρόβια, ζουν για περίπου τέσσερις μήνες μετά την απομάκρυνσή τους από το μυελό των οστών, τα λευκά αιμοσφαίρια είναι βραχύβια, ζουν μόνο για λίγες ώρες και ομοίως τα αιμοπετάλια είναι βραχύβια, ζουν για λίγες ημέρες. Λόγω της τόσο μικρής διάρκειας ζωής των λευκών αιμοσφαιρίων και των αιμοπεταλίων δεν είναι εύκολο να αντικατασταθούν αυτά με μετάγγιση αίματος (Πορίχη 2000).
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Εικόνα 2.1: Ο μυελός των οστών και τα είδη αιμοσφαιρίων που παράγει (Rush University Medical Center 2008).

2.1.2.1 Ερυθρά αιμοσφαίρια
Τα ερυθρά αιμοσφαίρια περιέχουν την αιμοσφαιρίνη, η οποία είναι υπεύθυνη για τη μεταφορά οξυγόνου από τους πνεύμονες σε όλα τα μέρη του σώματος. Παίρνουν τα άχρηστα προϊόντα ανταλλαγής της ύλης καθώς κυκλοφορούν και τα μεταφέρουν στους πνεύμονες, από όπου εκπνέονται ως διοξείδιο του άνθρακα. Αν δεν υπάρχουν αρκετά ερυθρά αιμοσφαίρια μπορεί ένα άτομο να αισθάνεται καταβεβλημένο και αδύναμο. Μπορεί κάποιος να είναι ωχρός και να κουράζεται εύκολα επειδή το σώμα δεν παίρνει όλο το οξυγόνο που χρειάζεται. Η έλλειψη ερυθρών αιμοσφαιρίων αποκαλείται αναιμία (Πορίχη 2000).
2.1.2.2 Λευκά αιμοσφαίρια

Τα λευκά αιμοσφαίρια καταπολεμούν τις λοιμώξεις, απελευθερώνοντας το σώμα από μικρόβια (μικροοργανισμούς) που προκαλούν ασθένειες και ελαττωματικά κύτταρα στο σώμα. Υπάρχουν τρία είδη λευκών αιμοσφαιρίων:

· Τα T-λεμφοκύτταρα που ρυθμίζουν την ανοσία, δηλαδή μπορούν να εξολοθρεύουν ιούς και καρκινικά κύτταρα.

· Τα B-λεμφοκύτταρα που συνθέτουν αντισώματα.

· Τα Ουδετερόφιλα, Ηωσινόφιλα και Βασεόφιλα, ανάλογα με τα χρωστικά με τα οποία χρωματίζονται. Αυτά καταπολεμούν λοιμώξεις, εξολοθρεύουν βακτηρίδια και αφαιρούν φθαρμένο ιστό.

· Τα Μονοκύτταρα που σε συνεργασία με τα λεμφοκύτταρα καταπολεμούν μία λοίμωξη του οργανισμού. Παρεμβαίνουν στην ρύθμιση ορισμένων μεταβολισμών, στην παραγωγή αντισωμάτων και, κυρίως, στην καταστροφή κυττάρων ή ξένων σωμάτων.

Η ανεπάρκεια λευκών αιμοσφαιρίων αυξάνει τη συχνότητα και οξύτητα των λοιμώξεων που μπορούν να απειλήσουν και τη ζωή ενός ανθρώπινου οργανισμού (Πορίχη 2000).

2.1.2.3 Αιμοπετάλια

Τα αιμοπετάλια έχουν πολύ σημαντικό ρόλο στη λειτουργία της αιμόστασης και στο μηχανισμό πήξης του αίματος. Περιέχουν σερετονίνη που είναι ουσία με ισχυρές αγγειοσυσταλτικές ιδιότητες. Σε περίπτωση βλάβης ή ρήξης των αγγείων, ελευθερώνουν παράγοντες απαραίτητους για την πήξη του αίματος και το σχηματισμό θρόμβων. Ανεπαρκής αριθμός αιμοπεταλίων μπορεί να προκαλέσει συχνές ρινορραγίες, παρατεταμένη αιμορραγία από τραύμα, ανώμαλο μώλωπα, ή αιμορραγία από το έντερο, τα ούρα ή το δέρμα. Σε σοβαρές περιπτώσεις, όπου ο αριθμός τους είναι πολύ χαμηλός, υπάρχει κίνδυνος αιμορραγίας στα εσωτερικά όργανα και στον εγκέφαλο (Πορίχη 2000).
2.1.3 Οικογένειες αιμοσφαιρίων

Όλα τα αιμοσφαίρια προέρχονται από το ίδιο αρχικό αρχέγονο ή πρόδρομο κύτταρο. Ωστόσο, νωρίς στην ανάπτυξή τους αυτά τα κύτταρα χωρίζονται σε δύο κύριες οικογένειες - τη μυελοειδή και τη λεμφοειδή οικογένεια.

Η μυελοειδής οικογένεια περιλαμβάνει όλα τα ερυθρά αιμοσφαίρια, αιμοπετάλια και ορισμένα λευκά αιμοσφαίρια. Τα λευκά αιμοσφαίρια αυτής της οικογένειας αποκαλούνται κοκκιοκύτταρα ή μονοκύτταρα, ανάλογα με τη λειτουργία τους.

Η λεμφοειδής οικογένεια περιλαμβάνει όλα τα άλλα λευκά αιμοσφαίρια. Όταν είναι ώριμα, αυτά τα κύτταρα αποκαλούνται λεμφοκύτταρα (Εικόνα 2.2)

Αν και τα λευκά αιμοσφαίρια αυτών των δύο οικογενειών καταπολεμούν από κοινού τους λοιμώδεις παράγοντες, οι μέθοδοί τους διαφέρουν. Τα μυελοειδή λευκά αιμοσφαίρια είναι η άμεση "υπεράσπιση κατά της λοίμωξης" του σώματος. Τα λεμφοειδή κύτταρα χρειάζονται περισσότερο χρόνο για να επιδράσουν αλλά είναι πιο ειδικευμένη η δράση τους ενάντια σε εισβάλλοντες οργανισμούς. 

Τα λεμφοειδή κύτταρα απαντώνται επίσης στο λεμφικό ιστό σε όλα τα μέρη του σώματος. Ειδικές  μεγάλες συγκεντρώσεις λεμφικού ιστού απαντώνται στους λεμφαδένες, ήπαρ, σπλήνα, και κατά μήκος των εντερικών και πνευμονικών πόρων. Το λεμφικό σύστημα είναι το σύστημα συλλογής, φιλτραρίσματος και παροχέτευσης αποβλήτων του σώματος. Ωστόσο, ακριβώς όπως το κυκλοφορικό σύστημα μεταφέρει το αίμα, το λεμφικό σύστημα μεταφέρει το διαφανές ρευστό που αποκαλείται λέμφος, το οποίο βοηθά στη μεταφορά λεμφοκυττάρων. Έτσι, τα λεμφοκύτταρα απαντώνται και στο αίμα και στη λέμφο (Πορίχη 2000).
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Εικόνα 2.2: Οι κατηγορίες των αιμοσφαιρίων στον ανθρώπινο οργανισμό (National Cancer Institute 2008)

2.2 Λευχαιμία

2.2.1 Γενικά για τη λευχαιμία

Η λευχαιμία εμφανίζεται όταν αρχίζει το σώμα να συσσωρεύει εμφανώς μη φυσιολογικά λευκά αιμοσφαίρια. Στη διαδικασία αυτή, τα ώριμα αιμοσφαίρια μειώνονται σε αριθμό και ικανότητα. Τα κύτταρα είναι "ανώμαλα" επειδή δεν μπορούν να ωριμάσουν κανονικά. Αυτή η ανικανότητα ωρίμανσης είναι μια σημαντική ανωμαλία στη λευχαιμία. Αυτά τα "βρεφικά", ή ανώριμα, κύτταρα συσσωρεύονται στο σώμα επειδή δεν πεθαίνουν και δεν μπορούν να χρησιμοποιηθούν.

Η λευχαιμία χαρακτηρίζεται από διάχυτη προσβολή του μυελού των οστών από αυτά τα νεοπλασματικά κύτταρα (Εικόνα 2.3)  Τελικά όλα τα φυσιολογικά λευκά και ερυθρά αιμοσφαίρια και αιμοπετάλια εξωθούνται ή δεν αντικαθίστανται. Ο υγιής μυελός των οστών αντικαθίσταται από ανώριμα κύτταρα που χύνονται τελικά στο αίμα και μεταφέρονται σ' όλο το σώμα. Επίσης, τα κακοήθη κύτταρα μπορούν να διηθήσουν το ήπαρ, τη σπλήνα, τους λεμφαδένες και άλλους ιστούς.  Επομένως, ενώ ο αριθμός ανώριμων κυττάρων στο αίμα αυξάνεται, ο αριθμός φυσιολογικών ερυθρών και λευκών αιμοσφαιρίων και αιμοπεταλίων μειώνεται. Ο ασθενής μπορεί επομένως να έχει ορισμένα από τα συμπτώματα ή ενδείξεις συγκεκριμένων ελλείψεων αιμοσφαιρίων. Για παράδειγμα, η απώλεια ερυθρών αιμοσφαιρίων θα οδηγούσε στην κόπωση και ωχρότητα (αναιμία), η απώλεια λευκών αιμοσφαιρίων θα οδηγούσε σε επαναλαμβανόμενες λοιμώξεις, και η απώλεια αιμοπεταλίων θα οδηγούσε σε κόκκινες κηλίδες του δέρματος, πολυάριθμους μώλωπες, και ρινορραγίες. Αυτό εξηγεί γιατί η αναιμία, η αιμορραγία και οι λοιμώξεις είναι συνηθισμένες σε περίπτωση που κάποιος πάσχει από λευχαιμία (Πορίχη 2000).
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Εικόνα 2.3 : Απεικόνιση φυσιολογικού μυελού (αριστερά) και μυελού με λευχαιμική διήθηση (δεξιά) (Πορίχη 2000).

2.2.2 Τύποι λευχαιμίας

Τέσσερις είναι οι συνήθεις τύποι λευχαιμίας :

· Οξεία Λεμφοβλαστική Λευχαιμία - ΟΛΛ (Acute Lymphoblastic Leukemia - ALL)
· Χρόνια Λεμφοβλαστική Λευχαιμία - ΧΛΛ (Chronic Lymphoblastic Leukemia - CLL)

· Οξεία Μυελοειδής Λευχαιμία - ΟΜΛ (Acute Myeloid Leukemia - AML)

· Χρόνια Μυελοειδής Λευχαιμία - ΧΜΛ  (Chronic Myeloid Leukemia - CML)

Η oξεία λευχαιμία (Acute leukemia) εμφανίζεται όταν η λευχαιμία προσβάλλει κύτταρα πολύ νωρίς στη ζωή τους. Αυτό σημαίνει ότι τα κύτταρα παραμένουν ανώριμα και δεν λειτουργούν καθόλου. Ο ασθενής με οξεία μορφή λευχαιμίας είναι επομένως πιθανότερο να πάσχει από λοίμωξη, αιμορραγία, και αναιμία, και σχεδόν πάντα χρειάζεται άμεση θεραπευτική αγωγή. Η οξεία λευχαιμία χαρακτηρίζεται από ταχύτατο πολλαπλασιασμό των κακόηθων  κυττάρων και ταχύτατη θανατηφόρο εξέλιξη της νόσου. Συνήθως οι ασθενείς που πάσχουν από αυτήν πεθαίνουν μέσα σε λιγότερο από 6 μήνες, αν δεν ακολουθήσουν κάποια θεραπεία.

Η xρόνια λευχαιμία εμφανίζεται όταν η νόσος προσβάλλει πιο "ώριμα" κύτταρα. Συχνά αυτά τα κύτταρα διατηρούν μεγάλο μέρος της φυσιολογικής τους λειτουργίας, και είναι λιγότερο πιθανή η αναιμία, αιμορραγία και λοίμωξη. Αυτοί οι ασθενείς δεν χρειάζονται πάντα άμεση θεραπεία και ορισμένοι μπορεί να μη χρειαστούν ποτέ θεραπευτική αγωγή. Η χρόνια λευχαιμία χαρακτηρίζεται από βραδύτερο πολλαπλασιασμό κυττάρων και ηπιότερη εξέλιξη της νόσου. Ένας ασθενής που πάσχει από χρόνια λευχαιμία μπορεί να πεθάνει μετά από 2 έως 6 χρόνια, αν δεν ακολουθήσει κάποια θεραπεία.

Οι λευχαιμίες είναι είτε μυελοειδείς είτε λεμφοβλαστική. Όταν η λευχαιμία προσβάλλει τα κύτταρα, που πρόκειται να σχηματίσουν τελικά αιμοπετάλια, ερυθρά αιμοσφαίρια, κοκκιοκύτταρα και μονοκύτταρα, αποκαλείται μυελοειδής, μυελοκυτταρική, μυελογενή, ή κοκκιοκυτταρική λευχαιμία. Όταν η λευχαιμία προσβάλλει τα κύτταρα που πρόκειται να γίνουν λεμφοκύτταρα αποκαλείται λεμφοβλαστική (lymphoblastic), λεμφοειδής (lymphoid), λεμφοκυτταρική (lymphocytic), ή λεμφική (lymphatic) λευχαιμία (Χατζηγιάννης et al. 2002).

2.2.3 Συχνότητα εμφάνισης των λευχαιμιών

Οι λευχαιμίες αποτελούν το 10% περίπου των κακόηθων νεοπλασμάτων. Η οξεία μυελοειδής λευχαιμία προσβάλλει κυρίως ενήλικες, ηλικίας 15–39 ετών. Συνιστά το συχνότερο τύπο λευχαιμίας στους ενήλικες (70–80%) και μόνο 20% των λευχαιμιών της παιδικής ηλικίας (<15 ετών). Η επίπτωσή της αυξάνει με την ηλικία. Η οξεία λεμφοβλαστική λευχαιμία αποτελεί το 4-10% των λευχαιμιών και προσβάλλει κυρίως παιδιά (μέγιστη συχνότητα εμφάνισης της νόσου παρατηρείται στην ηλικία των τεσσάρων ετών). Η χρόνια λεμφοβλαστική λευχαιμία αποτελεί το 30% των λευχαιμιών και η συχνότητά της αυξάνεται στην προχωρημένη ηλικία, ενώ είναι σπάνια ή δεν συναντάται καθόλου κατά την παιδική ηλικία. Η χρόνια μυελοειδής λευχαιμία προσβάλλει κυρίως άτομα ηλικίας 30–50 ετών, αλλά μπορεί να εμφανιστεί και σε άλλες ηλικίες. Αποτελεί το 15% των λευχαιμιών. 

Όσον αφορά το φύλο είναι χαρακτηριστικό ότι οι άνδρες προσβάλλονται συχνότερα από οξεία μυελοειδής λευχαιμία από ότι οι γυναίκες, σε οποιαδήποτε ηλικιακή ομάδα. Επίσης, έχει παρατηρηθεί ότι πολλά περιστατικά οξείας μυελοειδούς λευχαιμίας συναντώνται σε βαριά βιομηχανικές και κοσμοπολίτικες περιοχές (Πορίχη 2000). 
2.3 Οξεία Λεμφοβλαστική Λευχαιμία

2.3.1 Αιτιολογία – Παθογένεια

Το αίτιο που προκαλεί οξεία λεμφοβλαστική λευχαιμία στον άνθρωπο είναι άγνωστο. Διάφοροι όμως περιβαλλοντικοί παράγοντες έχουν ενοχοποιηθεί για την εκδήλωση της οξείας λεμφοβλαστικής λευχαιμίας (Χατζηγιάννης et al. 2002).

2.3.1.1 Ιονίζουσα ακτινοβολία

Η έκθεση ενός ατόμου σε μεγάλη δόση ιονίζουσας ακτινοβολίας ευνοεί την εμφάνιση λευχαιμίας. Πρώτη επιβεβαίωση υπήρξε η διαπίστωση της αυξήσεως της συχνότητας της λευχαιμίας στους επιζώντες μετά την έκρηξη της ατομικής βόμβας στη Χιροσίμα και το Ναγκασάκι. Αυξημένη συχνότητα εμφανίζουν και οι ασθενείς με αγκυλοποιητική σπονδυλίτιδα που υποβλήθηκαν σε θεραπευτική ακτινοβολία. Τα τελευταία χρόνια αναφέρονται αρκετές περιπτώσεις ασθενών που θεραπεύθηκαν με ακτινοβολία ή συνδυασμό ακτινοβολίας και χημειοθεραπείας για άλλα νεοπλάσματα (νόσος Hodgkin, καρκίνος του μαστού) και αργότερα ανέπτυξαν οξεία λευχαιμία (Χατζηγιάννης et al. 2002).

2.3.1.2 Γενετικοί παράγοντες

Μερικά άτομα εμφανίζουν κληρονομούμενη ευαισθησία στην προσβολή οξείας λεμφοβλαστικής λευχαιμίας. Εάν εμφανιστεί οξεία λεμφοβλαστική λευχαιμία σε ασθενή που έχει δίδυμο αδερφό (μονοωογενή), τότε ο μη προσβληθείς αδερφός έχει πέντε φορές μεγαλύτερες πιθανότητες να αναπτύξει οξεία λεμφοβλαστική λευχαιμία. Αρκετές συγγενείς παθήσεις με χρωμοσωμιακές διαταραχές συνοδεύονται από αυξημένη συχνότητα εμφανίσεως οξείας λεμφοβλαστικής λευχαιμία, π.χ. Σύνδρομο Down, αναιμία Fanconi, σύνδρομο Bloom κλπ. (Χατζηγιάννης et al. 2002).

2.3.1.3 Ογκογόνοι ιοί

Είναι βέβαιο ότι διάφοροι ιοί προκαλούν λευχαιμία σε πειραματόζωα (πουλερικά, τρωκτικά, πίθηκοι). Κάτι τέτοιο δεν έχει αποδεχθεί με βεβαιότητα για τον άνθρωπο. Δεν υπάρχουν σαφείς και επαρκείς ενδείξεις για τον ρόλο των ογκογόνων ιών στην αιτιολογία της οξείας λευχαιμίας, εκτός από δύο σπάνιους τύπους λευχαιμίας, που έχουν σχέση με ρετροϊούς: τον ανθρώπινο T-cell λεμφοτρόπο ιό τύπου Ι (HTLV-I), που συνδέεται, με την οξεία λευχαιμία των ενηλίκων από Τ λεμφοκύτταρα (Ιαπωνία, Αφρική) και τον ρετροϊό HTLV-II που έχει απομονωθεί από μερικούς ασθενείς με σύνδρομο παρόμοιο με λευχαιμία από τριχωτά κύτταρα.

Ο ακριβής παθογενετικός μηχανισμός της δημιουργίας της λευχαιμίας δεν είναι γνωστός. Η επίδραση χημικών, φυσικών παραγόντων και ιών είναι δυνατόν να προκαλεί μία μόνιμη μεταβολή στη δομή και τη λειτουργία του DNA του πρωτογονικού κυττάρου του μυελού των οστών η οποία, πιθανόν, δεν είναι δυνατόν να ανιχνευτεί. Το τελικό γεγονός όμως είναι ο ανεξέλεγκτος πολλαπλασιασμός αώρων αιμοποιητικών κυττάρων, που έχουν χάσει την ικανότητα να διαφοροποιούνται φυσιολογικά (Χατζηγιάννης et al. 2002).

2.3.2 Ταξινόμηση οξείων λεμφοβλαστικών λευχαιμιών

2.3.2.1 Μορφολογική ταξινόμηση

Οι βλάστες στην ΟΛΛ είναι μικρά σχετικά κύτταρα με λίγα κοκκία, αραιή διάταξη της χρωματίνης με ένα ή και κανένα πυρήνιο. Με βάση τα μορφολογικά κριτήρια που θέσπισε η Γαλλική-Αμερικάνικη-Βρεταννική ομάδα συνεργασίας (FAB), η ΟΛΛ χωρίζεται σε τρεις υποκατηγορίες L1, L2, L3. 

Στην κατηγορία L1, οι βλάστες είναι μικροί, με ελάχιστο πρωτόπλασμα και δυσδιάκριτο πυρήνιο. Στην κατηγορία L2, οι βλάστες είναι μικροί έως μεσαίου μεγέθους, με περισσότερο πρωτόπλασμα από τους βλάστες της L1 και εμφανές πυρήνιο. Τέλος στην κατηγορία L3 οι βλάστες είναι μεγάλοι, με μέτριο έντονα βασεόφιλο πρωτόπλασμα και με κενοτόπια. Στον πυρήνα παρατηρούνται 3-5 πυρήνια (Χατζηγιάννης et al. 2002).

2.3.2.2 Ανοσολογική ταξινόμηση

Η πρόοδος της ανοσολογίας τα τελευταία χρόνια κατέστησε δυνατή την αναγνώριση ειδικών υποδοχέων για αντιγόνα και άλλα μόρια στη μεμβράνη ή και το κυτταρόπλασμα των κυττάρων. Η παραγωγή μονοκλωνικών αντισωμάτων που αντιδρούν με τα αντιγόνα επιφανείας των κυττάρων συνέβαλε στην ανοσολογική ταξινόμηση των οξειών λευχαιμιών (Χατζηγιάννης et al. 2002).

Η ΟΛΛ διακρίνεται σε δύο κύριες κατηγορίες ανάλογα με την κυτταρική προέλευση : Στην ΟΛΛ Β κυτταρικής σειράς (Β-ΟΛΛ) και στην ΟΛΛ Τ κυτταρικής σειράς (Τ-ΟΛΛ). Η ταξινόμησή τους με βάση τα ανοσοφαινοτυπικά χαρακτηριστικά στηρίζεται στις προτάσεις της Ευρωπαϊκής ομάδας μελέτης γνωστής ως EGIL (European Group for the Immunological characterization of Leukemias) (Καψιμάλη-Βαϊοπούλου 2004).

2.3.3 Κλινική εικόνα

Η κλινική εικόνα των οξειών λεμφοβλαστικών λευχαιμιών δεν είναι ειδική και είναι το αποτέλεσμα της ανεπαρκούς αιμοποιήσεως του μυελού των οστών και της διηθήσεως των διαφόρων οργάνων από τα λευχαιμικά κύτταρα. Χαρακτηριστικά, εμφανίζεται άλλοτε άλλου βαθμού αναιμία, θρομβοπενία και ουδετεροπενία. Στους περισσότερους ασθενείς η αναιμία εμφανίζεται κατά τη διάγνωση και αποτελεί την κυριότερη αιτία που ο ασθενής επισκέπτεται τον ιατρό. Στο ένα τρίτο των ασθενών η θρομβοπενία εμφανίζεται κατά τη διάγνωση και κλινικά παρουσιάζεται με αιμορραγικές εκδηλώσεις, επίσταξη, αιμορραγίες ούλων και σπανιότερα με μείζονες αιμορραγίες από το πεπτικό ή το κεντρικό νευρικό σύστημα. Η ουδετεροπενία (παρά το συνήθως μεγάλο αριθμό λευκών, που αποτελείται κυρίως από βλάστες) ανευρίσκεται κατά την διάγνωση στους περισσότερους ασθενείς.  

Κατά την πορεία της νόσου συνήθως εμφανίζεται διήθηση σε διάφορα όργανα και ανάλογες κλινικές εκδηλώσεις. Στην ΟΛΛ οι διηθήσεις διαφόρων οργάνων είναι συνηθέστερες και κατά τη διάγνωση μπορεί να υπάρχει διόγκωση λεμφαδένων, διήθηση ήπατος, σπλήνας, μηνίγγων και σπάνια των όρχεων. Η λευχαιμική μηνιγγίτιδα εμφανίζεται στο 5% περίπου των περιπτώσεων κατά τη διάγνωση, ενώ το Κεντρικό Νευρικό Σύστημα (ΚΝΣ) αποτελεί εστία υποτροπής στην ΟΛΛ. Τέλος η Τ-ΟΛΛ χαρακτηρίζεται από διόγκωση αδένων του μεσοθωρακίου, που εμφανίζεται στο 20% των περιπτώσεων (Χατζηγιάννης et al. 2002).

2.3.4 Διάγνωση της οξείας λεμφοβλαστικής λευχαιμίας

Η διάγνωση της οξείας λεμφοβλαστικής λευχαιμίας γίνεται τις περισσότερες φορές με την προσεκτική εξέταση του περιφερικού αίματος στο μικροσκόπιο, όπου ανευρίσκεται μη φυσιολογικός αριθμός βλαστών, δηλαδή αώρων προγονικών κυττάρων του μυελού των οστών που είναι λεμφικής προέλευσης (Εικόνα 2.4). Η σφραγίδα όμως της διαγνώσεως τίθεται με την εξέταση του μυελού των οστών, που λαμβάνεται με στερνική παρακέντηση ή οστεομυελική βιοψία. Ο μυελός των οστών είναι συνήθως υπερπλαστικός και παρατηρείται διήθηση από βλάστες, σε ποσοστό από 30-100%, που υποκαθιστούν το φυσιολογικό μυελό (Χατζηγιάννης et al. 2002).
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Εικόνα 2.4: Περιφερικό αίμα παιδιού που πάσχει από οξεία λεμφοβλαστική λευχαιμία, όπως φαίνεται στο μικροσκόπιο (Madison High School 2005).

2.3.5 Θεραπεία

2.3.5.1 Θεραπεία της οξείας λευχαιμίας γενικά

Χωρίς έγκαιρη θεραπευτική αντιμετώπιση η οξεία λευχαιμία οδηγεί αναπόφευκτα στο θάνατο του ασθενούς εντός ολίγων εβδομάδων ή μηνών. Ο βασικός σκοπός της θεραπευτικής αγωγής της οξείας λευχαιμίας είναι η καταστροφή των λευχαιμικών κυττάρων και η επίτευξη πλήρους ύφεσης. Πλήρης ύφεση θεωρείται η αποκατάσταση φυσιολογικών παραμέτρων στο περιφερικό αίμα και η φυσιολογική κυτταροβριθεία του μυελού των οστών, με ποσοστό βλαστών μικρότερο του 5% καθώς και η πλήρης αποκατάσταση των φυσικών ικανοτήτων του ασθενούς. Η στρατηγική της θεραπευτικής προσεγγίσεως της οξείας λευχαιμίας περιλαμβάνει τρεις βασικές φάσεις : 

α. Θεραπεία εφόδου : Με αντικειμενικό σκοπό την επίτευξη πλήρους
    υφέσεως.

β. Θεραπεία σταθεροποιήσεως : Αποσκοπεί στη σταθεροποίηση της

    πλήρους υφέσεως και την καταστροφή των βλαστικών κυττάρων 

    της υπολειπόμενης νόσου.

γ. Θεραπεία συντηρήσεως : Σκοπός η διατήρηση της πλήρους

    υφέσεως.

Πριν την έναρξη της θεραπείας εφόδου θα πρέπει να επιδιώκεται η σταθεροποίηση του άρρωστου με μεταγγίσεις αίματος ή αιμοπεταλίων και τη χορήγηση της αλλοπουρινόλης για την πρόληψη της νεφροπάθειας, εξ’ ουρικού οξέως. Καθ’ όλη τη διάρκεια της θεραπείας χρειάζεται καλή υποστηρικτική αγωγή για την αποφυγή επιπλοκών της νόσου και των χημειοθεραπευτικών φαρμάκων. Αυτή περιλαμβάνει χορήγηση αιμοπεταλίων για την προστασία από τις αιμορραγίες και αντιμετώπιση των λοιμώξεων με χορήγηση συνδυασμού ευρέως φάσματος αντιβιοτικών. Προ της ενάρξεως της θεραπείας θεωρείται σκόπιμος ο έλεγχος ιστοσυμβατότητας του ασθενούς και των άμεσων συγγενών, για το ενδεχόμενο μεταμόσχευσης μυελού των οστών (Χατζηγιάννης et al. 2002).

2.3.5.2 Θεραπεία της οξείας λεμφοβλαστικής λευχαιμίας

Η θεραπεία της ΟΛΛ περιλαμβάνει πλην της θεραπείας εφόδου, σταθεροποιήσεως και συντηρήσεως και την προφυλακτική θεραπεία του κεντρικού νευρικού συστήματος (ΚΝΣ).

Η θεραπεία εφόδου περιλαμβάνει το συνδυασμό δύο ή περισσοτέρων χημειοθεραπευτικών φαρμάκων που χορηγούνται ανά 3 ή 4 εβδομάδες που αποτελούν τους χημειοθεραπευτικούς κύκλους. Ο συνηθέστερος συνδυασμός περιλαμβάνει βινκριστίνη, πρεδνιζόνη και L-ασπαραγινάση, με ή χωρίς ανθρακυκλίνη. Με τη χρήση ενός τέτοιου συνδυασμού φαρμάκων επιτυγχάνεται πλήρης ύφεση σε ποσοστό 90% των περιπτώσεων ΟΛΛ σε παιδιά και στο 70% περίπου των ενηλίκων. Νεώτερες απόψεις θέλουν τον καθορισμό προγνωστικών ομάδων και την χορήγηση αναλόγως συνδυασμού φαρμάκων, στα πλαίσια θεραπευτικών πρωτοκόλλων από οργανωμένα αιματολογικά κέντρα. Η θεραπεία σταθεροποιήσεως περιλαμβάνει τη χορήγηση ποικίλων χημειοθεραπευτικών κύκλων με φάρμακα που χρησιμοποιήθηκαν στη θεραπεία εφόδου ή και άλλων. Η θεραπεία συντηρήσεως περιλαμβάνει τη χορήγηση χαμηλών δόσεων χημειοθεραπευτικών φαρμάκων (6-μερκαπτοπυρίνη, μεθοτρεξάτη) σε ημερήσια ή εβδομαδιαία βάση στους ασθενείς, εκτός νοσοκομείου και για μακρά χρονική περίοδο. Η διάρκεια της θεραπείας συντηρήσεως δεν έχει καθορισθεί επακριβώς, θεωρείται όμως ότι πρέπει να φτάνει τα 2-3 χρόνια.

Η προφύλαξη του κεντρικού νευρικού συστήματος στους ασθενείς με ΟΛΛ είναι απαραίτητη. Χωρίς αυτήν το 50% των ασθενών θα εμφανίσουν λευχαιμία του ΚΝΣ μετά τον πρώτο χρόνο. Παράγοντες που αυξάνουν την πιθανότητα εντόπισης της ΟΛΛ στο ΚΝΣ, είναι ο υψηλός αριθμός λευκών, ο ανοσολογικός φαινότυπος Τ και η μορφολογία L3 των λευχαιμικών κυττάρων. Η προφυλακτική θεραπεία του ΚΝΣ περιλαμβάνει την ενδορραχιαία χορήγηση μεθοτρεξάτης σε συνδυασμό με ακτινοβολία του κρανίου ή κρανίου και σπονδυλικής στήλης. Η ενδορραχιαία χορήγηση μεθοτρεξάτης αρχίζει, αν είναι δυνατόν, την πρώτη εβδομάδα της θεραπείας εφόδου. Χορηγούνται έξι δόσεις κατά τη θεραπεία εφόδου, 2-4 δόσεις κατά τη φάση σταθεροποιήσεως και μερικοί χορηγούν 1-2 δόσεις ανά δίμηνο κατά τη θεραπεία συντηρήσεως.

Η θεραπεία των ασθενών που υποτροπιάζουν μπορεί να περιλαμβάνει τα ίδια φάρμακα που χρησιμοποιήθηκαν στη θεραπεία εφόδου ή άλλα χημειοθεραπευτικά σχήματα. Δεύτερη πλήρης ύφεση μπορεί να επιτευχθεί σε ποσοστό 50-65%. Η πρόγνωση αυτών των αρρώστων δεν είναι καλή. Για αυτό το τελευταίο όπλο στις περιπτώσεις αυτές είναι η μεταμόσχευση μυελού των οστών (ΜΜΟ) από HLA ιστοσυμβατό δότη, μπορεί γενικώς να θεραπεύσει το 20-40% των ασθενών. Μειονέκτημα όμως αποτελεί η εμφάνιση επιπλοκών όπως, η αντίδραση του μοσχεύματος έναντι του ξενιστή, η διάμεση πνευμονία κλπ. Οι ασθενείς που υπάγονται σε ομάδες καλής προγνώσεως μπορούν να υποβάλλονται σε ΜΜΟ στην δεύτερη πλήρη ύφεση ή στην υποτροπή, ενώ οι ασθενείς υψηλού κινδύνου πρέπει να υποβάλλονται σε ΜΜΟ κατά την πρώτη ύφεση (Χατζηγιάννης et al. 2002).

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3ο
3 Γενετικό υλικό (DNA-RNA) και έκφραση της γενετικής πληροφορίας

3.1 DNA – Το γενετικό υλικό

3.1.1 «Το μόριο της ζωής»

Το DNA ή  δεοξυριβονουκλεϊκό οξύ εντοπίστηκε  στον πυρήνα των κυττάρων το 1869, αλλά μόλις το 1944 κατανοήθηκε πόσο σημαντικός είναι ο ρόλος του στη διαδικασία της ζωής, αφού αποτελεί το γενετικό υλικών όλων των οργανισμών. Για αυτόν το λόγο ονομάζεται και  «το μόριο της ζωής». Η οριστική επιβεβαίωση ότι το DNA είναι το γενετικό υλικό των οργανισμών ήλθε το 1952 με τα κλασσικά πειράματα των Hershey και Chase οι οποίοι μελέτησαν τον κύκλο ζωής του βακτηριοφάγου (φάγου) Τ2. Εξαίρεση σε αυτόν τον κανόνα αποτελούν κάποιοι ιοί που έχουν ως γενετικό υλικό RNA, οι λεγόμενοι και RNA-ιοί (Αλεπόρου-Μαρίνου et al. 2001).

Το γενετικό υλικό είναι εκείνο στο οποίο είναι αποθηκευμένες όλες οι γενετικές πληροφορίες που ελέγχουν την παραγωγή των πρωτεϊνών και άλλων μορίων απαραίτητων για τη λειτουργία ενός κυττάρου. Η συλλογή όλων αυτών των πληροφοριών λέγεται γονιδίωμα (genome) του οργανισμού. Ένα μικρό μόνο μέρος του γενετικού υλικού του οργανισμού αποτελεί τα γονίδια (genes). Τα γονίδια είναι τμήματα του μορίου του DNA που είτε μεταφράζονται σε πρωτεΐνες μέσω του γενετικού κώδικα, ο οποίος καθορίζει την σύνθεση των πρωτεϊνών και τη σειρά με την οποία θα παραχθούν αυτές, είτε μεταφράζονται σε τρία από τα τέσσερα είδη RNA (tRNA, rRNA, snRNA). Στο εδάφιο 3.2.2 αναλύονται τα είδη RNA και η λειτουργία τους. 

Το γονιδίωμα προσδιορίζει τη γενετική κατασκευή ενός οργανισμού ή ενός κυττάρου, ο λεγόμενος γονότυπος. Ο φαινότυπος, από την άλλη, είναι το σύνολο των χαρακτηριστικών που εμφανίζονται σε έναν οργανισμό. Ο φαινότυπος δηλαδή προκύπτει από την έκφραση του γονοτύπου υπό την επίδραση όμως του περιβάλλοντος. Για αυτόν τον λόγο η εξωτερική εμφάνιση ενός οργανισμού (φαινότυπος) δεν αντικατοπτρίζει πάντα τα γονίδια που υπάρχουν στον οργανισμό (γονότυπος) (Lee 2004).

Η ποσότητα του DNA σε κάθε οργανισμό είναι σταθερή και δεν μεταβάλλεται από αλλαγές στο περιβάλλον. Η ποσότητα του DNA είναι επίσης ίδια σε όλα τα είδη των σωματικών κυττάρων ενός οργανισμού, όπως στην περίπτωση του ανθρώπου σε αυτά στην σπλήνα, της καρδιάς, του ήπατος κτλ. Τα κύτταρα των οργανισμών που έχουν μόνο ένα αντίγραφο του γονιδιώματος όπως είναι τα προκαρυωτικά κύτταρα και οι γαμέτες των διπλοειδών οργανισμών λέγονται απλοειδή κύτταρα και περιέχουν την μισή ποσότητα DNA από τα σωματικά κύτταρα των ανώτερων ευκαρυωτικών οργανισμών που έχουν δύο αντίγραφα του γονιδιώματος και ονομάζονται διπλοειδή κύτταρα (Αλεπόρου-Μαρίνου et al. 2001). Η μεγαλύτερη ποσότητα του DNA βρίσκεται στο εσωτερικό του πυρήνα του κυττάρου (στα ευκαρυωτικά κύτταρα τα οποία διαθέτουν πυρήνα, ενώ βρίσκεται ελεύθερο στα προκαρυωτικά κύτταρο τα οποία δεν έχουν πυρήνα). Εκτός όμως από τον πυρήνα του κυττάρου, DNA περιέχεται και στα μιτοχόνδρια και τους χλωροπλάστες (οργανίδια του κυττάρου) τα οποία μετατρέπουν την εξωτερική ενέργεια που λαμβάνει το κύτταρο σε χρησιμοποιήσιμη μορφή, ώστε να καλύψει τις ανάγκες του. Με αυτόν τον τρόπο μπορούν να κωδικοποιήσουν μικρό αριθμό πρωτεϊνών. Οι περισσότερες όμως πρωτεΐνες που είναι απαραίτητες για την λειτουργία τους κωδικοποιούνται από γονίδια που βρίσκονται στο DNA του πυρήνα. Το γεγονός αυτό δείχνει ότι τα οργανίδια αυτά δεν είναι εντελώς ανεξάρτητα από τον πυρήνα του κυττάρου και για το λόγο αυτό χαρακτηρίζονται ως ημιαυτόνομα. Η παρουσία όμως γενετικού υλικού στο εσωτερικό τους, τους επιτρέπει να πολλαπλασιάζονται ανεξάρτητα από το υπόλοιπο κύτταρο ανάλογα με τις ανάγκες του κυττάρου (Περούλη 2006).

Οι λειτουργίες του γενετικού υλικού είναι 1) η αποθήκευση της γενετικής πληροφορίας, 2)  η έκφραση των γενετικών πληροφοριών που επιτυγχάνεται με τον έλεγχο της σύνθεσης των πρωτεϊνών και 3) η διατήρηση και μεταβίβαση της γενετικής πληροφορίας από κύτταρο σε κύτταρο, από οργανισμό σε οργανισμό και από γενιά σε γενιά, που εξασφαλίζονται με τον αυτοδιπλασιασμό του DNA. Το τελευταίο γεγονός βέβαια δεν εμποδίζει τη δημιουργία γενετικής ποικιλομορφίας  (Αλεπόρου-Μαρίνου et al. 2001).
3.1.2  Δομή του DNA
Το DNA, όπως και το RNA, είναι ένα μακρομόριο, που αποτελείται από νουκλεοτίδια. Κάθε νουκλεοτίδιο του DNA αποτελείται από μία πεντόζη (δηλαδή ένα ζάκχαρο με 5 άτομα άνθρακα), τη δεοξυριβόζη, ενωμένη με μια φωσφορική ομάδα και μία αζωτούχα βάση (Εικόνα 3.1). Στα νουκλεοτίδια του DNA η αζωτούχος βάση μπορεί να είναι μία από τις: αδενίνη (Α), γουανίνη (G), κυτοσίνη (C) και θυμίνη (Τ). Τα νουκλεοτίδια διαφέρουν μεταξύ τους μόνο στην αζωτούχα βάση και για αυτό το λόγο τα νουκλεϊκά οξέα αναφέρονται ως ακολουθίες βάσεων και όχι νουκλεοτιδίων (Αλεπόρου-Μαρίνου et al. 2001).
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Εικόνα 3.1: Ένα νουκλεοτίδιο του DNA. H δεσοξυριβόζη είναι χρώματος μαύρου, η φωσφορική ομάδα είναι χρώματος κόκκινου και η αζωτούχος βάση είναι χρώματος μπλε (Trabuco & Villa 2005).
Στους άνθρακες της δεοξυριβόζης του νουκλεοτιδίου αντιστοιχούν κάποια νούμερα (π.χ. 1’, 2’, κτλ.) (Lee 2004). Μια πολυνουκλεοτιδική αλυσίδα σχηματίζεται από την ένωση πολλών νουκλεοτιδίων με ομοιοπολικό δεσμό. Ο δεσμός αυτός δημιουργείται μεταξύ του υδροξυλίου του 3’ άνθρακα της πεντόζης του πρώτου νουκλεοτιδίου και της φωσφορικής ομάδας που είναι συνδεδεμένη με τον 5’ άνθρακα της πεντόζης του επόμενου νουκλεοτιδίου. Για το λόγο αυτίο, ο δεσμός αυτός ονομάζεται 3’-5’ φωσφοδιεστερικός δεσμός. Με τον τρόπο αυτό η πολυνουκλεοτιδική αλυσίδα που δημιουργείται έχει ένα σκελετό, που αποτελείται από επανάληψη των μορίων φωσφορική ομάδα – πεντόζη – φωσφορική ομάδα – πεντόζη. Ανεξάρτητα από τον αριθμό των νουκλεοτιδίων από τα οποία αποτελείται η πολυνουκλεοτιδική αλυσίδα, το πρώτο της νουκλεοτίδιο έχει πάντα μία ελεύθερη φωσφορική ομάδα συνδεδεμένη στον 5’ άνθρακα της πεντόζης του και το τελευταίο νουκλεοτίδιο της έχει ελεύθερο το υδροξύλιο του 3’ άνθρακα της πεντόζης του. Γι αυτό το λόγο αναφέρεται ότι ο προσανατολισμός της πολυνουκλεοτιδικής αλυσίδας είναι 5’[image: image55.png]


3’ (Εικόνα 3.2) (Αλεπόρου-Μαρίνου et al. 2001).
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Εικόνα 3.2: Φωσφοδιεστερικός σκελετός με προσανατολισμό 5’[image: image58.png]


3’ (Trabuco & Villa 2005).
Οι James Watson και Francis Crick διατύπωσαν το μοντέλο της διπλής έλικας του DNA το 1953, που αναφέρεται στη δομή του DNA στο χώρο. Σύμφωνα με αυτό το μοντέλο, το DNA αποτελείται από δύο πολυνουκλεοτιδικές αλυσίδες που σχηματίζουν στο χώρο μία δεξιόστροφη διπλή έλικα. Οι αζωτούχες βάσεις της μίας αλυσίδας συνδέονται με δεσμούς υδρογόνου με τις αζωτούχες βάσεις της απέναντι αλυσίδας με βάση τον κανόνα της συμπληρωματικότητας. Δηλαδή ότι η αδενίνη συνδέεται μόνο με τη θυμίνη και αντίστροφα, ενώ η κυτοσίνη μόνο με τη γουανίνη και αντίστροφα. Ισχύει ότι Α=Τ και G≡C γιατί ανάμεσα στην αδενίνη και στη θυμίνη σχηματίζονται δύο δεσμοί υδρογόνου, ενώ ανάμεσα στη γουανίνη και στην κυτοσίνη σχηματίζονται τρεις δεσμοί υδρογόνου. Οι δύο αλυσίδες ενός μορίου DNA είναι συμπληρωματικές, και αυτό υποδηλώνει ότι η αλληλουχία της μίας καθορίζει την αλληλουχίας της άλλης. Η συμπληρωματικότητα έχει τεράστια σημασία για τον αυτοδιπλασιασμό του DNA, μια ιδιότητα που το καθιστά το καταλληλότερο μόριο για την διατήρηση και την μεταβίβαση της γενετικής πληροφορίας. Κάθε αλυσίδα DNA μπορεί να χρησιμεύει ως καλούπι για τη σύνθεση μιας συμπληρωματικής αλυσίδας, ώστε τελικά να σχηματίζονται δύο δίκλωνα μόρια DNA πανομοιότυπα με το μητρικό μόριο. Τέλος, οι δύο αλυσίδες είναι αντιπαράλληλες, δηλαδή το 3’ άκρο της μίας είναι απέναντι από το 5’ άκρο της άλλης (Αλεπόρου-Μαρίνου et al. 2001).
3.1.3 Το γενετικό υλικό στον άνθρωπο
Στον άνθρωπο το γενετικό υλικό είναι οργανωμένο σε χρωμοσώματα. Τα φυσιολογικά αρσενικά και θηλυκά άτομα έχουν στον πυρήνα των σωματικών τους κυττάρων 23 ζεύγη χρωμοσωμάτων. Το ένα χρωμόσωμα του ζεύγους είναι πατρικής προέλευσης και το άλλο μητρικής προέλευσης, ενώ και τα δύο ελέγχουν τις ίδιες ιδιότητες. Από τα 23 ζεύγη, τα 22 είναι μορφολογικά ίδια στα αρσενικά και στα θηλυκά άτομα και ονομάζονται αυτοσωμικά χρωμοσώματα. Το 23ο ζεύγος στα θηλυκά άτομα αποτελείται από δύο Χ χρωμοσώματα, ενώ στα αρσενικά από ένα Χ χρωμόσωμα και ένα Υ χρωμόσωμα. Το Υ χρωμόσωμα είναι μικρότερο σε μέγεθος από το Χ. Τα χρωμοσώματα αυτά ονομάζονται φυλετικά, γιατί σε πολλούς οργανισμούς και συμπεριλαμβανομένου και του ανθρώπου καθορίζουν το φύλο του οργανισμού. Στον άνθρωπο η παρουσία του Υ χρωμοσώματος καθορίζει το αρσενικό άτομο, ενώ η απουσία του το θηλυκό άτομο. Έτσι, ένα φυσιολογικό αρσενικό άτομο έχει 44 αυτοσωμικά χρωμοσώματα και ένα ζεύγος ΧΥ, ενώ ένα φυσιολογικό θηλυκό 44 αυτοσωμικά χρωμοσώματα και ένα ζεύγος ΧΧ (Εικόνα 3.3) (Αλεπόρου-Μαρίνου et al. 2001).
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Εικόνα 3.3: Προσδιοσμός του φύλου. Ο θηλυκός γονιός δίνει στους απόγονούς πάντα το χρωμόσωμα Χ, ενώ ο αρσενικός γονιός το χρωμόσωμα Χ ή το χρωμόσωμα Υ. Οπότε ο αρσενικός γονίος είναι και αυτός που καθορίζει το φύλο του παιδιού. Το αρσενικό παιδί θα έχει το φυλετικό ζεύγος χρωμοσωμάτων ΧΥ, ενώ το θηλυκό παιδί το ΧΧ (UpToDate 2009).

3.2 Έκφραση της γενετικής πληροφορίας

3.2.1 Η ροή της γενετικής πληροφορίας
Το πρώτο βήμα για την έκφραση της γενετικής πληροφορίας που υπάρχει στο DNA είναι η μεταφορά της στο RNA με τη διαδικασία της μεταγραφής. Το RNA μεταφέρει με τη σειρά του, μέσω της διαδικασίας της μετάφρασης, την πληροφορία από πρωτεΐνες που είναι υπεύθυνες για τη δομή και τη λειτουργία των κυττάρων και κατ’ επέκταση των οργανισμών. Επίσης, το DNA μπορεί να αυτοδιπλαστεί μέσα στο κύτταρο μέσω της αντιγραφής. Οι διαδικασίες αυτές φαίνονται στο διάγραμμα:
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 πρωτεΐνες

Το διάγραμμα αυτό αποτελεί το κεντρικό δόγμα της μοριακής βιολογίας και δείχνει τη ροή της γενετικής πληροφορίας στους οργανισμούς. Οι πορείες της μεταγραφής και της μετάφρασης αποτελούν την γονιδιακή έκφραση. Αναφέρεται, δηλαδή αυτός ο όρος στην διαδικασία με την οποία η γενετική πληροφορία μετατρέπεται σταδιακά στις δομές και λειτουργίες του κυττάρου. Στην εικόνα 3.4 φαίνεται και σχηματικά το κεντρικό δόγμα της μοριακής βιολογίας (Αλεπόρου-Μαρίνου et al. 2001).
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Εικόνα 3.4: Κεντρικό δόγμα μοριακής βιολογίας (Περούλη 2006).
3.2.2 RNA
Το απλοειδές ανθρώπινο γονιδίωμα (δηλαδή αν πάρουμε ένα μόνο αντίγραφό του) έχει μήκος 3[image: image66.png]


109 ζεύγη βάσεων. Όλα τα κύτταρα ενός πολυκύτταρου οργανισμού έχουν το ίδιο DNA. Το κάθε ανθρώπινο κύτταρο περιέχει σύμφωνα με τελευταίες εκτιμήσεις όχι περισσότερο από 40.000 γονίδια. Τα γονίδια αυτά διακρίνονται σε δύο κατηγορίες:
α) Στα γονίδια που μεταγράφονται σε «πληροφοριακό RNA»

β) Στα γονίδια που μεταγράφονται σε «λειτουργικό RNA»

Με τον παραπάνω τρόπο διαχωρίζονται δύο γενικά είδη RNA (ριβονουκλεοτίδια). Το πρώτο είδος, λοιπόν, είναι το «πληροφοριακό RNA» που ονομάζεται και αγγελιοφόρο RNA (mRNA) που είναι τα μόρια που μεταφέρουν την πληροφορία από το DNA για τη παραγωγή μίας πολυπεπτιδικής αλυσίδας. Το δεύτερο είδος είναι το «λειτουργικό RNA» που το ίδιο το RNA είναι το τελικό προϊόν. Ένα «λειτουργικό RNA» μπορεί να είναι:

· Ριβοσωμικό RNA (rRNA): Τα μόρια αυτά συνδέονται με πρωτεΐνες και σχηματίζουν το ριβόσωμα, ένα δομικό συστατικό του κυττάρου απαραίτητο για την πραγματοποίηση της πρωτεϊνοσύνθεσης.

· Μεταφορικό RNA (tRNA): Κάθε μεταφορικό RNA συνδέεται με ένα συγκεκριμένο αμινοξύ και το μεταφέρει στη θέση της πρωτεϊνοσύνθεσης.

Μικρό πυρηνικό RNA (snRNA): Είναι μικρά μόρια RNA, τα οποία συνδέονται με πρωτεΐνες και σχηματίζουν μικρά ριβονουκλεοπρωτεϊνικά σωματίδια. Τα σωματίδια αυτά καταλύουν την «ωρίμανση» του mRNA, διαδικασία που πραγματοποιείται μόνο στους ευκαρυωτικούς οργανισμούς.

To DNA και το RNA παρουσιάζουν κάποιες διαφορές παρ’ όλο που η σύστασή τους είναι πολύ παρόμοια. Τα νουκλεοτίδια του RNA έχουν μια φωσφορική ριβόζη , ενώ τα νουκλεοτίδια του DNA μία δεοξυριβόζη στην οποία περιέχεται ένα παραπάνω οξυγόνο. Για αυτόν το λόγο το DNA λέγεται δεοξυριβονουκλεϊνικό, ενώ το RNA ριβονουκλεϊκό οξύ. Επίσης, αντί για τη θυμίνη (Τ), το RNA έχει σαν αντίστοιχη βάση την ουρακίλη (U), η οποία έχεί τις ίδιες ιδιότητες με τη θυμίνη όσον αναφορά τους υδρογονικούς δεσμούς των βάσεων αυτών. Οπότε οι βάσεις του RNA είναι οι G, C, A και U. Το RNA είναι λιγότερο σταθερό από το DNA. Τέλος, το RNA είναι μία απλή πολυνουκλεοτιδική αλυσίδα σε αντίθεση με το DNA που είναι ένας διπλός έλικας (Αλεπόρου-Μαρίνου et al. 2001). Οι διαφορές των δύο νουκλεϊκών οξέων γίνονται καλύτερα αντιληπτές παρατηρώντας την εικόνα που ακολουθεί (Εικόνα 3.5).
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Εικόνα 3.5: Οι έλικες των δύο ειδών νουκλεϊκών οξέων DNA και RNA (Αλεπόρου-Μαρίνου et al. 2001).
3.2.3 Η μεταγραφή του DNA
Για  να δημιουργηθούν οι πρωτεΐνες στα ριβοσώματα του κυττάρου σύμφωνα με τις οδηγίες του γενετικού υλικού οι οποίες βρίσκονται στον πυρήνα του, οι γενετικές πληροφορίες μεταφέρονται μέσω του mRNA στο κυτταρόπλασμα, δηλαδή εκτός του πυρήνα. Αυτός είναι και ο λόγος που το συγκεκριμένο είδος RNA ονομάζεται αγγελιοφόρο. Η διαδικασία με την οποία παράγεται το mRNA ονομάζεται μεταγραφή.
Ο μηχανισμός της μεταγραφής είναι ο ίδιος στους προκαρυωτικούς και ευκαρυωτικούς οργανισμούς. Η μεταγραφή καταλύεται από ένα ένζυμο, την RNA πολυμεράση. Η RNA πολυμεράση προσδένεται σε ειδικές περιοχές του DNA, που ονομάζονται υποκινητές (promoters) που βρίσκονται πάντα πριν από την αρχή κάθε γονιδίου. Κατά την έναρξη της μεταγραφής ενός γονιδίου η RNA πολυμεράση προσδένεται στον υποκινητή και προκαλεί τοπικό ξετύλιγμα της διπλής έλικας του DNA. Στη συνέχεια, τοποθετεί τα ριβονουκλεοτίδια απέναντι από τα δεσοξυριβονουκλεοτίδια μίας αλυσίδας του DNA σύμφωνα με τον κανόνα της συμπληρωματικότητας των βάσεων, με τη διαφορά ότι εδώ απέναντι από την αδενίνη τοποθετείται το ριβονουκλεοτίδιο που περιέχει ουρακίλη. Η RNA πολυμεράση συνδέει τα ριβονουκλεοτίδια μεταξύ τους και με αυτό τον τρόπο συντίθεται το RNA με προσανατολισμό 5’[image: image69.png]


3’. Η σύνθεση του RNA σταματά στο τέλος του γονιδίου, όπου ειδικές αλληλουχίες οι οποίες ονομάζονται αλληλουχίες λήξης της μεταγραφής (terminators), επιτρέπουν την απελευθέρωση του RNA.

Το RNA είναι το κινητό αντίγραφο της πληροφορίας ενός γονιδίου. Το μόριο RNA που συντίθεται είναι συμπληρωματικό προς τη μία αλυσίδα της διπλής έλικας του DNA του γονιδίου. Η αλυσίδα αυτή είναι η μεταγραφόμενη και ονομάζεται μη κωδική. Η συμπληρωματική αλυσίδα του DNA του γονιδίου ονομάζεται κωδική. (Εικόνα 3.6) (Αλεπόρου-Μαρίνου et al. 2001).
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Εικόνα 3.6: Η σύνθεση του RNA. Η κόκκινη πολυνουκλεοτιδική αλυσίδα του DNA αποτελεί τη μη κωδική αλυσίδα. Η μπλε αλυσίδα είναι η κωδική αλυσίδα, ενώ η πράσινη αλυσίδα είναι το παραγόμενο RNA. Παρατηρούμε ότι η μπλε αλυσίδα είναι σχεδόν ίδια με το παραγόμενο RNA με τη μόνη διαφορά ότι στη θέση της θυμίνης (Τ) υπάρχει ουρακίλη (U) (Lee 2004).

Στους ευκαρυωτικούς οργανισμούς, το RNA που παράγεται κατά τη μεταγραφή ενός γονιδίου συνήθως δεν είναι έτοιμο να μεταφραστεί αμέσως σε πρωτεΐνες, αλλά υφίσταται πρώτα μία πολύπλοκη διαδικασία ωρίμανσης. Τα περισσότερα γονίδια των ευκαρυωτικών οργανισμών είναι ασυνεχή ή διακεκομμένα. Δηλαδή, η αλληλουχία που μεταφράζεται σε αμινοξέα διακόπτεται από ενδιάμεσες αλληλουχίες που δε μεταφράζονται σε αμινοξέα. Οι αλληλουχίες που μεταφράζονται σε αμινοξέα ονομάζονται εξώνια (exons) και οι ενδιάμεσες αλληλουχίες ονομάζονται εσώνια (introns). Όταν ένα γονίδιο που περιέχει εσώνια μεταγράφεται, τότε δημιουργείται το πρόδρομο mRNA που περιέχει και εξώνια και εσώνια. Το πρόδρομο mRNA μετατρέπεται σε mRNA με τη διαδικασία της ωρίμανσης, κατά την οποία τα εσώνια κόβονται και απομακρύνονται από την αλυσίδα και τα εξώνια συρράπτονται μεταξύ τους. Έτσι σχηματίζεται το «ώριμο» mRNA, το οποίο μεταφέρεται από το πυρήνα του κυττάρου στο κυτταρόπλασμά του, όπου και πραγματοποιείται η πρωτεϊνοσύνθεση (Αλεπόρου-Μαρίνου et al. 2001). Στην Εικόνα 3.7 φαίνονται συνοπτικά οι διαδικασίες που ακολουθούνται κατά την μεταγραφή και την μετάφραση.

Στους προκαρυωτικούς οργανισμούς δεν υπάρχει το στάδιο της ωρίμανσης. Μάλιστα, από τη στιγμή που δεν υπάρχει καν πυρηνική μεμβράνη, η διαδικασία της μετάφρασης (που αναλύεται παρακάτω) αρχίζει προτού τελείωση η μεταγραφή του mRNA (Αλεπόρου-Μαρίνου et al. 2001).
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Εικόνα 3.7: Μεταγραφή -  μετάφραση στους ευκαρυωτικούς οργανισμούς (Περούλη 2006).
3.2.4 Ο γενετικός κώδικας
Με τη μεταγραφή, οι πληροφορίες που βρίσκονται στα γονίδια μεταφέρονται στο mRNA με βάση τη συμπληρωματικότητα των νουκλεοτιδικών βάσεων. Η αλληλουχία των βάσεων του mRNA καθορίζει την αλληλουχία των αμινοξέων στις πρωτεΐνες με βάση έναν κώδικα αντιστοίχησης νουκλεοτιδίων RNA με αμινοξέα πρωτεϊνών ο οποίος ονομάζεται γενετικός κώδικας. Για αυτό το λόγο η πρωτεϊνοσύνθεση είναι στην πραγματικότητα μία διαδικασία «μετάφρασης» από τη γλώσσα των βάσεων στη γλώσσα των αμινοξέων.

Ο γενετικός κώδικας είναι κώδικας τριπλέτας, δηλαδή μια τριάδα νουκλεοτιδίων, το λεγόμενο κωδικόνιο, κωδικοποιεί ένα αμινοξύ. Επειδή έχουμε 4 διαφορετικά νουκλεοτίδια που συγκροτούν το RNA και επειδή αυτά συνδυάζονται ανά τρία για να μας δώσουν ένα αμινοξύ, προκύπτουν 43=64 συνδυασμοί κωδικονίων. Ο αριθμός όμως των διαφορετικών αμινοξέων που συγκροτούν τις πρωτεΐνες είναι 20, και για αυτό το λόγο υπάρχουν διαφορετικά κωδικόνια που αντιστοιχούν στο ίδιο αμινοξύ. Ο γενετικός κώδικας χαρακτηρίζεται ως εκφυλισμένος. Με εξαίρεση δύο αμινοξέα (μεθειονίνη και τρυπτοφάνη) τα υπόλοιπα 18 κωδικοποιούνται από δύο μέχρι έξι διαφορετικά κωδικόνια. Τα κωδικόνια που κωδικοποιούν το ίδιο αμινοξύ ονομάζονται συνώνυμα. Επίσης, ο γενετικός κώδικας είναι συνεχής (δεν παραλείπεται κανένα νουκλεοτίδιο του mRNA), μη επικαλυπτόμενος (ένα νουκλεοτίδιο μπορεί να ανήκει σε ένα μόνο κωδικόνιο) και σχεδόν καθολικός (ισχύει σχεδόν σε όλους τους οργανισμούς).

Ο γενετικός κώδικας έχει κωδικόνιο έναρξης και κωδικόνιο λήξης. Το κωδικόνιο έναρξης σε όλους τους οργανισμούς είναι το AUG και κωδικοποιεί το αμινοξύ μεθειονίνη. Υπάρχουν τρία κωδικόνια λήξης, τα UAG, UGA και UAA. Η παρουσία των κωδικονίων αυτών στο μόριο του mRNA οδηγεί στον τερματισμό της σύνθεσης της πολυπεπτιδικής αλυσίδας. Η αλληλουχία βάσεων ενός γονιδίου, και του mRNA του, που κωδικοποιεί μια πολυπεπτιδική αλυσίδα, αρχίζει με το κωδικόνιο έναρξης και τελειώνει με το κωδικόνιο λήξης. Η διαδρομή με βήμα τριπλέτας από το κωδικόνιο λήξης ορίζεται ως ανοικτό πλαίσιο ανάγνωσης (το κωδικόνιο έναρξης περιλαμβάνεται στο πλαίσιο ανάγνωσης ενώ το κωδικόνιο λήξης όχι) (Αλεπόρου-Μαρίνου et al. 2001).

3.2.5 Πρωτεΐνες


Οι πρωτεΐνες είτε αποτελούν το δομικό συστατικό του κυττάρου είτε συνεργούν σε κάποια συγκεκριμένη λειτουργία του κυττάρου. Θεωρείται ότι είναι το πιο διαδεδομένο και πολυδιάστατο σε μορφή και λειτουργία μόριο. Οι διάφορες λειτουργίες που παρατηρούνται στους οργανισμούς γίνονται χάρη στις πρωτεΐνες. Ο βιολογικός τους ρόλος καθορίζεται κάθε φορά από την τρισδιάστατη δομή τους που είναι συνέπεια της αλληλουχίας των αμινοξέων, η οποία καθορίζεται από το γονίδιο του DNA που έχει μεταφραστεί. Οι πρωτεΐνες είναι απαραίτητες για όλους τους ζωντανούς οργανισμούς και συμμετέχουν σε κάθε διαδικασία μέσα στα κύτταρα. Πολλές πρωτεΐνες δρουν ως ένζυμα που καταλύουν τις βιοχημικές αντιδράσεις, και είναι ζωτικής σημασίας στο μεταβολισμό. Άλλες πρωτεΐνες έχουν δομικές ή μηχανικές λειτουργίες, όπως οι πρωτεΐνες του κυτταρικού σκελετού, οι οποίες συμβάλλουν στη διατήρηση της μορφής των κυττάρων και γενικότερα καθορίζουν τη δομή, τη μορφή και τη φυσιολογία ενός οργανισμού γενικότερα, δηλαδή το φαινότυπό του. Οι πρωτεΐνες είναι επίσης σημαντικές στη διακυτταρική επικοινωνία, τη δράση του ανοσοποιητικού συστήματος, τον σχηματισμό κυτταρικών ιστών, και τον κυτταρικό κύκλο (Lee 2004).
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Εικόνα 3.8: Η χημική σύσταση ενός αμινοξέως (Περούλη 2006).

Οι πρωτεΐνες είναι μακρομόρια των οποίων η δομική μονάδα είναι τα αμινοξέα. Παρότι έχουν ανιχνευτεί περισσότερα από 170 αμινοξέα, πιστεύεται ότι μόνο τα 20 χρησιμοποιούνται για τη σύνθεση πρωτεϊνών. Από την πλευρά της χημικής τους δομής, τα αμινοξέα διαφέρουν μεταξύ τους μόνο κατά τη λεγόμενη πλευρική ομάδα R. Όπως φαίνεται και στην Εικόνα 3.8, κάθε αμινοξύ αποτελείται από ένα άτομο άνθρακα, στο οποίο συνδέεται μία αμινομάδα, μία καρβοξυλομάδα, ένα άτομο υδρογόνου και μία πλευρική ομάδα. Για τη σύσταση των πρωτεϊνών τα αμινοξέα ενώνονται μεταξύ τους με πεπτιδικούς δεσμούς σχηματίζοντας μία γραμμική αλυσίδα, τη λεγόμενη πολυπεπτιδική αλυσίδα. Πεπτιδικός δεσμός είναι ο χημικός δεσμός που συνδέει δυο αμινοξέα. Συγκεκριμένα, αυτός ο δεσμός είναι ένας ομοιοπολικός δεσμός, άνθρακα (C) - αζώτου (N) που συνδέει την ομάδα καρβοξυλίου    (-COOH) του ενός αμινοξέος με την αμινική ομάδα (-NH2) του επόμενου αμινοξέος, εκλύοντας ένα μόριο ύδατος (Η2Ο). Οπότε πάντα οι πρωτεΐνες έχουν μια ομάδα καρβοξυλίου (-COOH) στο ένα τους άκρο και μία αμινική ομάδα (-NH2) στο άλλο τους άκρο (Lee 2004).

Η λειτουργία μίας πρωτεΐνης είναι αποτέλεσμα όχι μόνο της ακολουθίας των αμινοξέων στην πολυπεπτιδική αλυσίδα αλλά και της μορφής που έχει η πρωτεΐνη στον χώρο. Ανάλογα με τον βιολογικό της ρόλο παίρνει και το κατάλληλο σχήμα. Διακρίνονται τέσσερα επίπεδα οργάνωσης των πρωτεϊνικών μορίων, όπως φαίνεται και στην Εικόνα 3.9. Η πρωτοταγής δομή είναι η σειρά που έχουν τα αμινοξέα στην πολυπεπτιδική αλυσίδα. Η δευτεροταγής δομή είναι η αναδίπλωση του μορίου στο χώρο, που έχει σαν αποτέλεσμα ελικοειδή ή πτυχωτή μορφή. Στο τρίτο επίπεδο, που είναι η τριτοταγής δομή, η πρωτεΐνη αναδιπλώνεται ξανά και λαμβάνει καθορισμένη μορφή. Τέλος, αν η πρωτεΐνη αποτελείται από περισσότερες από μία αλυσίδες, τότε η τεταρτοταγής δομή είναι ο συνδυασμός των επιμέρους πολυπεπτιδικών αλυσίδων σε ένα ενιαίο μόριο (Αλεπόρου-Μαρίνου et al. 2001).
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Εικόνα 3.9: Η οργάνωση της πρωτεΐνης στον χώρο (Αλεπόρου-Μαρίνου et al. 2001).

Επομένως, υπάρχει μεγάλη ποικιλία πρωτεϊνών λόγω των τόσων διαφορετικών συνδυασμών που μπορούν να προκύψουν από 20 διαφορετικά αμινοξέα σε πολυπεπτίδια. Στο ανθρώπινο σώμα υπάρχουν περισσότερες από 30,000 διαφορετικές πρωτεΐνες, οι οποίες είναι δομικές, δηλαδή αποτελούν δομικά συστατικά των κυττάρων, ή λειτουργικές, δηλαδή συμμετέχουν στις διάφορες διαδικασίες του (Αλεπόρου-Μαρίνου et al. 2001).
3.2.6 Μετάφραση
Η μετάφραση του mRNA, δηλαδή η αντιστοίχηση κωδικονίων σε αμινοξέα και η διαδοχική σύνδεση των αμινοξέων σε πεπτιδική αλυσίδα, πραγματοποιείται στα ριβοσώματα με τη βοήθεια των tRNA και τη συμμετοχή αρκετών πρωτεϊνών και ενέργειας (Αλεπόρου-Μαρίνου et al. 2001). Το ριβόσωμα είναι μία μικρή δομική μονάδα του κυττάρου που αποτελείται από ριβοσωμικό RNA (rRNA) και από ριβοσωμικές πρωτεΐνες (Lee 2004).

Κάθε ριβόσωμα αποτελείται από δύο υπομονάδες, μία μικρή και μία μεγάλη. Στην μικρή υπομονάδα υπάρχει μία θέση πρόσδεσης του mRNA που θα μεταφραστεί και στη μεγάλη υπομονάδα δύο θέσεις εισδοχής για tRNA. Κάθε μόριο tRNA έχει μία ειδική τριπλέτα νουκλεοτιδίων, το αντικωδικόνιο, με την οποία προσδένεται λόγω συμπληρωματικότητας, με το αντίστοιχο κωδικόνιο του mRNA. Επιπλέον κάθε μόριο tRNA διαθέτει μία ειδική θέση σύνδεσης με ένα συγκεκριμένο αμινοξύ.
Για να ξεκινήσει η μετάφραση πρέπει το mRNA να συνδεθεί στη μικρή υπομονάδα του ριβοσώματος και οπότε σηματοδοτείται η έναρξη της μετάφρασης. Το πρώτο κωδικόνιο του mRNA είναι πάντοτε το AUG και σε αυτό προσδένεται το tRNA που φέρει το αμινοξύ μεθειονίνη (Εικόνα 3.10). Όμως δεν έχουν όλες οι πρωτεΐνες του οργανισμού ως πρώτο αμινοξύ μεθειονίνη. Αυτό συμβαίνει γιατί σε πολλές πρωτεΐνες μετά τη σύνθεσή τους απομακρύνονται ορισμένα αμινοξέα από το αρχικό αμινικό τους άκρο. Στη συνέχεια, ένα δεύτερο μόριο tRNA με αντικωδικόνιο συμπληρωματικό του δεύτερου κωδικονίου mRNA τοποθετείται στην δεύτερη εισδοχή της μεγάλης υπομονάδας του ριβοσώματος, μεταφέροντας το δεύτερο αμινοξύ. Μεταξύ της μεθειονίνης και του δεύτερου αμινοξέος σχηματίζεται πεπτιδικός δεσμός και αμέσως μετά το πρώτο tRNA αποσυνδέεται από το ριβόσωμα και απελευθερώνεται και πάλι στο κυτταρόπλασμα όπου συνδέεται πάλι με μεθειονίνη, έτοιμο για την επόμενη χρήση. Με παρόμοιο τρόπο συνεχίζεται η επιμήκυνση της πολυπεπτιδικής αλυσίδας, η οποία και σταματά σε ένα από τα κωδικόνια λήξης επειδή δεν υπάρχουν tRNA που να αντιστοιχούν σε αυτά (Εικόνα 3.11). Το τελευταίο tRNA απομακρύνεται από το ριβόσωμα, και η πολυπεπτιδική αλυσίδα απελευθερώνεται και ολοκληρώνεται η διαδικασία της μετάφρασης. Η πρωτεϊνοσύνθεση είναι μία «οικονομική διαδικασία». Ένα κύτταρο μπορεί να παράγει μεγάλα ποσά πρωτεΐνης από ένα ή από δύο μόνο αντίγραφα ενός γονιδίου (Αλεπόρου-Μαρίνου et al. 2001).
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Εικόνα 3.10: Έναρξη της μετάφρασης του mRNA. Το μεταφορικό RNA (tRNA) που μεταφέρει το αμινοξύ μεθειονίνη έχει προσδεθεί στην μεγάλη υπομονάδα του ριβοσώματος απέναντι στο κωδικόνιο έναρξης AUG (WebBooks 2009).
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Εικόνα 3.11 : Μετάφραση του mRNA (Περούλη 2006).
3.3 Συμπληρωματικό DNA
Στους ανώτερους ευκαρυωτικούς οργανισμούς, λόγω επιλεκτικής έκφρασης της γενετικής πληροφορίας, πολλά γονίδια μεταγράφονται σε ορισμένους μόνο κυτταρικούς τύπους. Για παράδειγμα, τα γονίδια των αλυσίδων των αιμοσφαιρίνων εκφράζονται μόνο στα πρόδρομα ερυθροκύτταρα του ανθρώπου. Αν θέλουμε να κλωνοποιήσουμε μόνο τα γονίδια που βρίσκονται σε συγκεκριμένα κύτταρα, τότε κατασκευάζουμε τις cDNA βιβλιοθήκες. Οι cDNA βιβλιοθήκες περιέχουν αντίγραφα των mRNA όλων των γονιδίων που εκφράζονται στα κύτταρα και έχουν το πλεονέκτημα απομόνωσης μόνο των αλληλουχιών των γονιδίων που μεταφράζονται σε αμινοξέα, δηλαδή των εξωνίων (Αλεπόρου-Μαρίνου et al. 2001).

Για να κατασκευαστεί μία cDNA βιβλιοθήκη, απομονώνεται το ολικό mRNA από τα κύτταρα που εκφράζουν το συγκεκριμένο γονίδιο που μας ενδιαφέρει. Αυτό το mRNA χρησιμοποιείται σαν καλούπι για την σύνθεση μίας συμπληρωματικής αλυσίδας DNA (cDNA: complementary DNA). Η σύνθεση του cDNA γίνεται από το ένζυμο αντίστροφη μεταγραφάση. Παράγονται έτσι τα υβριδικά μόρια cDNA-mRNA. Το mRNA διασπάται με κατάλληλες χημικές ουσίες ή αποδιατάσεται με θέρμανση και τα cDNA χρησιμεύουν σαν καλούπι για την σύνθεση μίας συμπληρωματικής αλυσίδας DNA. Το αποτέλεσμα είναι η δημιουργία δίκλωνων μορίων DNA. Τα δίκλωνα μόρια DNA εισάγονται σε πλασμίδια ή βακτηριοφάγους. Με αυτόν τον τρόπο δίνεται η δυνατότητα σύνθεσης της πρωτεΐνης ενός συγκεκριμένου γονιδίου σε ένα κύτταρο ξενιστή (Αλεπόρου-Μαρίνου et al. 2001).
3.4 Τεχνικές και πειραματικές μέθοδοι

3.4.1 Όροι
Για να περιγραφούν οι συνθήκες στις οποίες πραγματοποιείται μία διαδικασία, που είναι συνήθως πειραματική, χρησιμοποιούνται συχνά οι όροι που διευκρινίζονται παρακάτω.
· In vivo :  Η βιολογική διαδικασία πραγματοποιείται σε ένα ζωντανό οργανισμό.
· In vitro : Η βιολογική διαδικασία πραγματοποιείται σε δοκιμαστικό σωλήνα.

· In silico : Η βιολογική διαδικασία προσομοιώνεται σε ηλεκτρονικό υπολογιστή (Περούλη 2006).

3.4.2 Υβριδοποίηση των νουκλεϊκών οξέων

Η απομόνωση του συνολικού DNA από κύτταρα προκαρυωτικού ή ευκαρυωτικού οργανισμού στο δοκιμαστικό σωλήνα είναι πλέον μία πολύ εύκολη διαδικασία. Αν επιδράσουμε στο DNA που απομονώθηκε με κατάλληλες χημικές ουσίες ή αυξήσουμε τη θερμοκρασία, τότε σπάζουν οι υδρογονικοί δεσμοί μεταξύ των δύο συμπληρωματικών αλυσίδων και οι δύο αλυσίδες αποχωρίζονται η μία από την άλλη. Η διαδικασία αυτή λέγεται αποδιάταξη. Οι δύο μονόκλωνες συμπληρωματικές αλυσίδες σε κατάλληλες συνθήκες μπορούν να επανασυνδεθούν. Στην ιδιότητα αυτή στηρίζεται η διαδικασία της υβριδοποίησης, που ουσιαστικά είναι η σύνδεση μονόκλωνων συμπληρωματικών αλυσίδων DNA ή συμπληρωματικών DNA-RNA. Η υβριδοποίηση είναι πολύ σημαντική ιδιότητα του DNA και μας δίνει την δυνατότητα αν έχουμε ένα γνωστό μόριο DNA, να το χρησιμοποιήσουμε ως ανιχνευτή για τον εντοπισμό του συμπληρωματικού του όταν το τελευταίο βρίσκεται μαζί με χιλιάδες άλλα κομμάτια.

Μία cDNA βιβλιοθήκη περιέχει ένα τεράστιο αριθμό δίκλωνων μορίων DNA. Από όλα αυτά τα μόρια θέλουμε να εντοπίσουμε το μόριο DNA που είναι σε κάθε περίπτωση υπό μελέτη. Η τεχνική που χρησιμοποιείται συνήθως περιλαμβάνει τη χρήση ιχνηθετημένων ανιχνευτών μορίων DNA ή RNA που περιέχουν αλληλουχίες συμπληρωματικές προς το μόριο που μας ενδιαφέρει. Οι ανιχνευτές αναμιγνύονται με το DNA της βιβλιοθήκης, το οποίο έχει αποδιαταχθεί και υβριδοποιούν μόνο το συμπληρωματικό τους DNA. Με αυτό τον τρόπο απομονώνουμε, λοιπόν ένα συγκεκριμένο γονίδιο από μία cDNA βιβλιοθήκη (Αλεπόρου-Μαρίνου et al. 2001).

3.4.3 Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης
Με την κατασκευή μίας cDNA βιβλιοθήκης μας δίνεται η δυνατότητα να απομονώσουμε ένα συγκεκριμένο γονίδιο. Η δημιουργία πολλών αντιγράφων του συγκεκριμένου γονιδίου είναι απαραίτητη προϋπόθεση τόσο για τη μελέτη του συγκεκριμένου γονιδίου όσο και για την παραγωγή της πρωτεΐνης που αυτό κωδικοποιεί.

 Η μέθοδος αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης (PCR : Polymerase Chain Reaction) μας επιτρέπει να αντιγράψουμε επιλεκτικά, εκατομμύρια φορές, ειδικές αλληλουχίες DNA από ένα σύνθετο μείγμα μορίων DNA, χωρίς τη μεσολάβηση ζωντανού κυττάρου, χωρίς δηλαδή την επίπονη διαδικασία της κλωνοποίησης (Εικόνα 3.12).  Η μέθοδος αυτή αποτελείται από τρεις φάσης. Η πρώτη φάση περιλαμβάνει τον διαχωρισμό της διπλής αλυσίδας του μορίου DNA που θέλουμε να αντιγράψουμε με τη βοήθεια θερμότητας. Κάθε μία από τις μονόκλωνες τώρα αλυσίδες ονομάζεται εκκινητής (primer). Στην δεύτερη φάση, νουκλεοτίδια συνδέονται σύμφωνα με τον κανόνα της συμπληρωματικότητας στις μονόκλωνες αλυσίδες, οι οποίες λειτουργούν ως καλούπι σύνθεσης νέων αλυσίδων, με τη χρήση του ενζύμου DNA πολυμεράση που λειτουργεί ως καταλύτης σε αυτήν την αντίδραση. Με αυτόν τον τρόπο, κάθε μονόκλωνη αλυσίδα DNA μετατρέπεται σε ένα δίκλωνο μόριο DNA. Στην τρίτη φάση, όλα τα μόρια DNA που έχουν σχηματιστεί αποδιατάσσονται και πάλι. Με την διαδοχική επανάληψη της δεύτερης και της τρίτης φάσης είναι δυνατόν να σχηματιστούν πάρα πολλά πιστά αντίγραφα ενός μορίου DNA.

Η τεχνική αυτή, που άρχισε να εφαρμόζεται ευρέως από το 1985, έχει αυξήσει την ευαισθησία των γενετικών αναλύσεων και έχει πολλές πρακτικές εφαρμογές. Για παράδειγμα χρησιμοποιείται στην Ιατρική για την διάγνωση των ασθενειών του AIDS, στη μελέτη DNA από απολιθώματα καθώς και στην τεχνολογία των μικροσυστοιχιών (Αλεπόρου-Μαρίνου et al. 2001).
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Εικόνα 3.12: Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR) και η ταχύτητα αναπαραγωγής αντιγράφων του γονιδίου (University of Ghent 2004).

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4o
4 Τεχνολογία μικροσυστοιχιών
4.1 Εισαγωγή

Η τεχνολογία των μικροσυστοιχιών αναπτύχθηκε την δεκαετία του '90 και αποτέλεσε καθοριστικό παράγοντα στην ανάπτυξη που σημειώνεται τα τελευταία χρόνια στους τομείς της μοριακής βιολογίας και γενετικής μηχανικής. Εφαρμόστηκε επιτυχώς σε πάρα πολλές βιολογικές μελέτες, αφού κάνει δυνατή την ταυτόχρονη παρακολούθηση χιλιάδων διαφορετικών γονιδίων κατά τη διάρκεια βιολογικών διαδικασιών της ζωής ενός οργανισμού, ενός ιστού ή ενός κυττάρου (Lee 2004). Μία από τις πιο διαδεδομένες βιολογικές εφαρμογές αυτής της τεχνολογίας είναι η σύγκριση των επιπέδων έκφρασης ενός συνόλου γονιδίων που διατηρούνται υπό συγκεκριμένες συνθήκες (κατάσταση Α) με τα επίπεδα έκφρασης ίδιου συνόλου γονιδίων που προέρχονται από ένα κύτταρο αναφοράς που διατηρείται υπό φυσιολογικές συνθήκες (κατάσταση Β) (Grant 2004). Επίσης, η σύγκριση υγειών κυττάρων και κυττάρων που νοσούν μπορεί να δώσει ζωτικές πληροφορίες για τις αιτίες που προκαλούν την νόσο (Lee 2004). Στις μέρες μας, αποτελεί ένα αναντικατάστατο εργαλείο για τους βιολόγους που θέλουν να παρακολουθήσουν τα επίπεδα έκφρασης του γονιδιώματος ενός οργανισμού και έτσι η ζήτηση για την συγκεκριμένη τεχνολογία συνεχώς αυξάνεται (Grant 2004). 

Για να γίνει σωστή επεξεργασία των πειραματικών δεδομένων, είναι πολύ σημαντικό να γίνουν πλήρως κατανοητά τα πειράματα από τα οποία προέκυψαν αυτά. Τα πειράματα των μικροσυστοιχιών αποτελούνται από πολλά βήματα, το καθένα από τα οποία εισάγει το δικό του θόρυβο και τη δική του απόκλιση στο σύστημα. Επειδή το τελικό αποτέλεσμα που προκύπτει μπορεί να επηρεαστεί από κάθε βήμα των πειραμάτων, απαιτείται καλός σχεδιασμός του πειράματος και προσεκτική στατιστική επεξεργασία των δεδομένων των μικροσυστοιχιών για την επιτυχή ερμηνεία τους. 

Ο τεράστιος αριθμός τον γονιδίων, τα οποία επεξεργάζονται οι μικροσυστοιχίες αυξάνει τις προκλήσεις για κατανόηση και μετάφραση των μαζικών αποτελεσμάτων, που προκύπτουν συχνά από χιλιάδες μετρήσεις. Οι απαιτήσεις για κατάλληλα εργαλεία στατιστικής ανάλυσης αυτών των δεδομένων συνεχώς θα αυξάνονται όσο αυξάνονται και οι εφαρμογές αυτής της τεχνολογίας (Lee 2004).
4.2 Προφίλ γονιδιακής έκφρασης

Οι μεταβολές στην συμπεριφορά των κυττάρων, όταν υπάρχει αλλαγή των συνθηκών κάτω από τις οποίες βρίσκονται αυτά, είναι μία συνάρτηση της διαφορικής έκφρασης των γονιδίων. Υπό μία δεδομένη εσωτερική ή εξωτερική κατάσταση, τα κύτταρα παράγουν τις πρωτεΐνες που χρειάζονται για τη σωστή λειτουργία τους. Μέσω της τεχνολογίας των μικροσυστοιχιών, υπάρχει η δυνατότητα να συγκεντρώσουμε πληροφορίες για το κύτταρο και συγκεκριμένα για ένα στιγμιότυπο της διαδικασίας του κυττάρου, εκτιμώντας τις συγκεντρώσεις των αντιγράφων του αγγελιοφόρου mRNA (Τσακανίκας 2005). Με αυτόν τον τρόπο, δημιουργούνται πολύ μεγάλα σύνολα δεδομένων που αφορούν την γονιδιακή έκφραση του κυττάρου, που ονομάζονται προφίλ γονιδιακής έκφρασης (gene expression profiles) ή προφίλ μεταγραφής (transcriptional profiles). Η συγκέντρωση αυτών των δεδομένων μπορεί να γίνει με δύο τρόπους: είτε με μεθόδους βασισμένες στην ανάλυση της αλληλουχίας (π.χ. SAGE – Serial Analysis of Gene Expression) είτε με μεθόδους βασισμένες στην υβριδοποίηση (Lee 2004). Παρακάτω αναλύεται μία από τις μεθόδους που στηρίζονται στην υβριδοποίηση, όπως αυτή των μικροσυστοιχιών, διαδικασία που ακολουθήθηκε και στα πειράματα που μελετούνται στην παρούσα εργασία.

4.3 Πλατφόρμες των μικροσυστοιχιών 

Η υβριδοποίηση επιτρέπει σε ένα «ερευνητικό» DNA να αναγνωρίσει ένα αντίγραφο της συμπληρωματικής του ακολουθίας που προέρχεται από ένα βιολογικό δείγμα. Η αρχική χρήση της υβριδοποίησης ήταν, λοιπόν, η αναγνώριση ενός γονιδίου και ο υπολογισμός της συγκέντρωσης αυτού του γονιδίου μέσα στο δείγμα.

Ένα σύστημα μικροσυστοιχιών αποτελείται από συγκεκριμένες αλληλουχίες που είναι ειδικές για συγκεκριμένα γονίδια, τους ανιχνευτές (probes), οι οποίοι είναι ακινητοποιημένοι σε μία κουκκίδα (spot) ενός συμπαγούς υποστρώματος που είναι συνήθως ένα πλακίδιο (chip) από γυαλί. Αυτές οι αλληλουχίες, στην συνέχεια, υποβάλλονται σε υβριδοποίηση με αντίγραφα νουκλεϊκών οξέων από βιολογικά δείγματα που είναι ιχνηθετημένα με φθορίζουσες ουσίες, τους στόχους (targets) (Lee 2004). Χάρη στον φθορισμό, η ένταση της υβριδοποίησης, η οποία είναι ανάλογη του αριθμού των αντιγράφων κάθε είδους RNA που υπάρχει στο δείγμα, μπορεί να μετρηθεί με έναν σαρωτή με λέιζερ και να μετατραπεί σε μία ποσοτική τελική έξοδο. Με αυτόν τον τρόπο οι μικροσυστοιχίες επιτρέπουν την ταυτόχρονη μέτρηση των επιπέδων γονιδιακής έκφρασης χιλιάδων γονιδίων σε ένα και μόνο πείραμα υβριδοποίησης (Τσακανίκας 2005).

Υπάρχουν τρεις κύριες κατηγορίες πλατφορμών μικροσυστοιχιών : οι τυπωμένες cDNA μικροσυστοιχίες (spotted cDNA microarrays), οι τυπωμένες ολιγονουκλεοτιδικές μικροσυστοιχίες (spotted oligonucleotide microarrays) και οι in-situ ολιγονουκλεοτιδικές μικοσυστοιχίες (in-situ oligonucleotide microarrays). Οι διαφορές αυτών των τριών πλατφορμών βρίσκονται στο γεγονός ότι είναι διαφορετικά τα είδη ανιχνευτών που χρησιμοποιούνται, καθώς και η τεχνολογία με την οποία κατασκευάζεται η μικροσυστοιχία (Εικόνα 4.1) (Lee 2004).


ΑΝΙΧΝΕΥΤΗΣ        
   ΤΕΧΝΟΛΟΓΙΑ     
                    ΠΛΑΤΦΟΡΜΑ
cDNA                    
Τοποθέτηση από    

         Τυπωμένες cDNA
                                         ρομπότ                                          μικροσυστοιχίες

                                      Τοποθέτηση από    
                           Τυπωμένες

                                              ρομπότ                                  ολιγονουκλεοτιδικές

                                                                                               μικροσυστοιχίες

Ολιγονουκλεοτίδια
                                          In-situ σύνθεση
    
                 In-situ
                                                                                           ολιγονουκλεοτιδικές

                                                                                               μικροσυστοιχίες


Εικόνα 4.1: Τα τρία κύρια είδη πλατφόρμας διακρίνονται από το είδος του ανιχνευτή (probe) που χρησιμοποιείται, καθώς και την τεχνολογία με την οποία κατασκευάζεται αυτή (Lee 2004).
4.3.1 Τυπωμένες cDNA μικροσυστοιχίες
Οι πρώτες τυπωμένες cDNA μικροσυστοιχίες αναπτύχθηκαν στο πανεπιστήμιο του Stanford και εκεί περιγράφθηκαν για πρώτη φορά. Σε ότι αφορά τον τρόπο κατασκευής τους, ένα ρομπότ εναποθέτει μηχανικά σε μια επιφάνεια γυαλιού ειδικές αλληλουχίες cDNA  σε συγκεκριμένες θέσεις, τις κουκκίδες, και σε ίσες ποσότητες σε κάθε θέση. Οι αλληλουχίες cDNA είναι προϊόντα πολλαπλασιασμού από την αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR) (Σπάθης 2007).
Ας υποθέτουμε ότι πρέπει για ένα πείραμα να τυπωθούν 100 πλακίδια με κουκκίδες. Ένα πρότυπο ακίδων (π.χ. 4x4 ή 8x4), βυθίζεται σε δοχεία που περιέχουν (16 ή 32 αντίστοιχα) ξεχωριστά υποδοχεία γονιδίων και στην συνέχεια αυτές οι ακίδες αποτυπώνουν κουκκίδες με τα γονίδια πάνω στο πλακίδιο. Με αυτόν τον τρόπο τα γονίδια αποτυπώνονται στο πλακίδιο σε ομάδες των δεκαέξι ή τριάντα δύο, όπου η πρώτη κουκκίδα της πρώτης ομάδας δημιουργείται στην τοποθεσία [1,1] του πλακιδίου αντιστοιχώντας στην πρώτη γραμμή και στήλη της ομάδας. Στην συνέχεια αφού και τα 100 πλακίδια έχουν τυπωθεί στην πρώτη τοποθεσία, οι ακίδες ξεπλένονται και βυθίζονται σε διαφορετική συλλογή γονιδίων και επαναλαμβάνεται η διαδικασία, τοποθετώντας τα νέα γονίδια σε διπλανές θέσεις της μικροσυστοιχίας. Η διαδικασία αυτή επαναλαμβάνεται για έναν αριθμό γραμμών και στηλών, συνήθως 16 με 24 γραμμές και στήλες αντίστοιχα, και συχνά σε τετράγωνη διάταξη (Τσακανίκας 2005).
Πάρα πολλά εργαστήρια έχουν ήδη στη διάθεσή τους cDNA βιβλιοθήκες, οπότε το μόνο που απαιτείται για την αναπαραγωγή της συγκεκριμένης πλατφόρμας μικροσυστοιχιών είναι η απόκτηση του ρομποτικού εξοπλισμού που θα τοποθετήσει τις αλληλουχίες cDNA  πάνω στις μικροσυστοιχίες (Εικόνα 4.2). Το πλεονέκτημα αυτής της πλατφόρμας έναντι των άλλων πλατφορμών είναι ότι μπορούν να τοποθετηθούν πάνω στις μικροσυστοιχίες και άγνωστες αλληλουχίες βάσεων. Κατ’ αυτόν τον τρόπο, για οργανισμούς για τους οποίους δεν υπάρχει καθόλου ή υπάρχει περιορισμένη γνώση για την αλληλουχία των βάσεων των γονιδίων τους, οι τυπωμένες cDNA μικροσυστοιχίες είναι η μόνη επιλογή για τη δημιουργία των προφίλ της γονιδιακής τους έκφρασης (Lee 2004).
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Εικόνα 4.2: α) Το ρομπότ DAFL's GeneMachine OmniGrid300 που χρησιμοποιείται για τη δημιουργία των τυπωμένων cDNA μικροσυστοιχιών, β) η κεφαλή του μοντέλου που τοποθετεί τις αλληλουχίες cDNA στις μικροσυστοιχίες σε κοντινή λήψη, γ) δεύτερη κοντινή λήψη της κεφαλής και δ) ακίδα που βρίσκεται στην κεφαλή του συτήματος τύπωσης cDNA μικροσυστοιχιών (University of Lausanne 2008).

4.3.2 Τυπωμένες ολιγονουκλεοτιδικές μικροσυστοιχίες
Η μόνη διαφορά που έχουν οι τυπωμένες ολιγονουκλεοτιδικές μικροσυστοιχίες από τις τυπωμένες cDNA μικροσυστοιχίες είναι ότι σαν ανιχνευτές χρησιμοποιούνται συνθετικά ολιγονουκλεοτίδια αντί για cDNA αλληλουχίες.  Όταν είναι γνωστές οι επιθυμητές αλληλουχίες βάσεων, τότε υπάρχει η δυνατότητα σχεδίασης και σύνθεσης ολιγονουκλεοτιδικών ανιχνευτών που αποτελούνται από 20 έως 70 νουκλεοτιδίων με τη βοήθεια ειδικής συσκευής σύνθεσης ολιγονουκλεοτιδίων (Εικόνα 4.3). Μετά την σύνθεση αυτών των νουκλεοτιδίων τα ίδια ρομπότ που χρησιμοποιούνται και στις τυπωμένες cDNA μικροσυστοιχίες μπορούν να χρησιμοποιηθούν και στην τοποθέτηση των ολιγονουκλεοτιδίων στην επιφάνεια του πλακιδίου.
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Εικόνα 4.3: Συσκευή σύνθεσης ολιγονουκλεοτιδίων (Arrayit Store 2009).

Όταν χρησιμοποιούμε ολιγονουκλεοτιδικούς ανιχνευτές, έχουμε τη δυνατότητα να ελέγξουμε ακριβώς πιο μέρος του γονιδίου θα υβριδοποιηθεί. Τα ολιγονουκλεοτίδια μπορούν να σχεδιαστούν ούτως ώστε να αποφευχθεί κάποια ενδεχόμενη διασταυρούμενη υβριδοποίηση (cross hybridization), όπως θα μπορούσε να συμβεί στην περίπτωση των τυπωμένων cDNA μικροσυστοιχιών και την ύπαρξη δύο παρόμοιων μεταγραφών (Lee 2004).

4.3.3 In-situ ολιγονουκλεοτιδικές μικροσυστοιχίες
Αυτός ο τύπος πλατφόρμας αναπτύχθηκε κυρίως από την εταιρεία Affymetrix. Τα ολιγονουκλεοτίδια, που είναι 25μερή, συντίθενται απευθείας πάνω στη γυάλινη επιφάνεια του πλακιδίου με τη μέθοδο της φωτολιθογραφίας, η οποία χρησιμοποιείται κυρίως στην μικροηλεκτρονική.

Η διαδικασία σύνθεσης των ολιγονουκλεοτιδίων περιλαμβάνει την τοποθέτηση μεμονωμένων βάσεων στην επιφάνεια της μικροσυστοιχίας και, στη συνέχεια, τη χημική σύζευξη νέων βάσεων πάνω στις προηγούμενες. Όλα τα 25μερή συντίθενται παράλληλα και με υψηλή ακρίβεια. Αυτό επιτυγχάνεται χάρη στην εκλεκτική κάλυψη συγκεκριμένων θέσεων που αντιστοιχούν σε συγκεκριμένα νεοσυντιθέμενα ολιγονουκλεοτίδια, αποκαλύπτοντας έτσι  μόνο τις επιθυμητές θέσεις σε επίδραση υπεριώδους φωτός. Στις θέσεις αυτές, το φως ενεργοποιεί τα νεοσυντιθέμενα ολιγονουκλεοτίδια για τη σύνθεση DNA, οπότε μία νέα βάση (αδενίνη, θυμίνη, κυτοσίνη ή γουανίνη) προστίθεται στις επιθυμητές συντεταγμένες. Οι θέσεις αυτές καλύπτονται και η ίδια διαδικασία επαναλαμβάνεται για τις άλλες βάσεις, αποκαλύπτοντας κάθε φορά τις επιθυμητές θέσεις (Εικόνα 4.4). Αυτός ο τρόπος κάλυψης, επιτρέπει σε κάθε κύκλο την ενσωμάτωση πρόσθετων νουκλεοτιδίων στις νεοσυντιθέμενες αλυσίδες με ειδικό και στοχευμένο τρόπο για κάθε ανιχνευτή της μικροσυστοιχίας. Οι κύκλοι επαναλαμβάνονται και η φωτοκατευθυνόμενη αυτή σύνθεση των ολιγονουκλεοτιδίων ολοκληρώνεται με την τελική σύνθεση όλων των 25μερών στις αντίστοιχες θέσεις της μικροσυστοιχίας (Σπάθης 2007).
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Εικόνα 4.4: Ψηφιακή συσκευή μικροκατόπτρων που χρησιμοποιείται κατά τη in-situ σύνθεση ολιγονουκλεοτιδίων. Σε αυτήν την εικόνα φαίνονται τα τρία στάδια σύνθεσης των ολιγονουκλεοτιδιών. Το πρώτο στάδιο περιλαμβάνει την τοποθέτηση μεμονωμένων βάσεων πάνω στο πλακίδιο. Στο δεύτερο στάδιο, ενεργοποιούνται, με τη βοήθεια του φωτός, οι επιθυμητές βάσεις και στο τρίτο στάδιο μία νέα βάση προστίθεται στα ενεργοποιημένα ολιγονουκλεοτίδια (Functional Genomics Center Zurich 2009).

4.3.4 Νεότερες τεχνολογίες
Τα τελευταία χρόνια, όπως είναι φυσικό, παρατηρήθηκε ραγδαία ανάπτυξη διαφορετικών τεχνικών υπολογισμού της γονιδιακής έκφρασης. Αυτό συμβαίνει γιατί γίνεται γενικότερα μία προσπάθεια να βρεθούν τεχνολογίες που να είναι πιο αξιόπιστες, πιο παραγωγικές, πιο ακριβής και πιο οικονομικές. Ο τελικός στόχος είναι άλλωστε να έχουμε τη δυνατότητα να υπολογίζουμε τα επίπεδα γονιδιακής έκφρασης με μικρά σχετικά κόστη. Οι τεχνικές αυτές θα πρέπει να είναι αρκετά οικονομικές και τόσο αξιόπιστες ώστε να μπορούν να χρησιμοποιηθούν ευρέως σε τομείς της ιατρικής και μικροβιολογίας, για την αντιμετώπιση και πρόληψη διαφόρων ασθενειών.

Εδώ αναφέρονται κάποιες από τις νέες πλατφόρμες που έχουν κατασκευαστεί και υπάρχει προοπτική να χρησιμοποιηθούν τα επόμενα χρόνια (Kohane, Kho & Butte 2003).

4.3.4.1 Ηλεκτρονική τοποθέτηση των μορίων-στόχων

Τα περισσότερα βιολογικά μόρια έχουν ένα εγγενές θετικό ή αρνητικό φορτίο. Αν αυτά τα μόρια αφεθούν ελεύθερα σε ένα ηλεκτρικό πεδίο, τότε τα θετικά φορτισμένα μόρια θα κινηθούν προς την περιοχή που είναι αρνητικά φορτισμένη, και αντίστροφα. Καινοτόμες τεχνολογίες μικροσυστοιχιών χρησιμοποιούν αυτή την ιδιότητα των φορτισμένων μορίων για να τοποθετήσουν μόρια-στόχους πάνω σε ένα ηλεκτρονικό μικροπλακίδιο. Φορτίζοντας κάθε φορά διαφορετικά ηλεκτρόδια από όλο το πλέγμα ηλεκτροδίων, που βρίσκεται πάνω σε μία μικροσυστοιχία, τα μόρια-στόχοι οδηγούνται σε συγκεκριμένες θέσεις πάνω στο πλακίδιο. 

Όσον αναφορά τη μέτρηση της γονιδιακής έκφρασης, ένα αρνητικά φορτισμένο μόριο cDNA μέσα σε ένα ηλεκτρικό πεδίο θα κινείται προς την περιοχή του πεδίου που έχει συνολικά θετικό φορτίο. Με το πέρασμα του χρόνου, η συγκέντρωση του δείγματος DNA αυξάνεται στη θετικά φορτισμένη περιοχή. Τα μόρια DNA που δεν έχουν τον κατάλληλο λόγο μάζας προς φορτίο, με κατάλληλους ηλεκτρικούς χειρισμούς, απομακρύνονται από την περιοχή (Εικόνα 4.5).  Η τεχνική είναι ενεργητική και μπορεί να οδηγήσει σε πολύ πιο γρήγορη υβριδοποίηση των μορίων ανιχνευτών με τους στόχους από τις μεθόδους παθητικής υβριδοποίησης. Τα μειονεκτήματα της τεχνικής είναι ότι προσφέρει μικρότερη πυκνότητα εν συγκρίσει με άλλες τεχνικές, όπως τις in-situ σύνθεσης ολιγονουκλεοτιδικές μικροσυστοιχίες (Kohane, Kho & Butte 2003).
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Εικόνα 4.5: Το αρνητικά φορτισμένο μόριο cDNA έλκεται από την θετικά φορτισμένη κουκκίδα και οπότε πραγματοποιείται γρηγορότερα η υβριδοποίηση ανιχνευτή-στόχου (Kohane, Kho & Butte 2003).

4.3.4.2 Τύπωση μικροσυστοιχιών με τη βοήθεια εκτοξευτήρα
Τα τελευταία χρόνια έχει αναπτυχθεί μία τεχνολογία έγχυσης ολιγονουκλεοτιδίων πάνω στο πλακίδιο των μικροσυστοιχιών. Τα ολιγονουκλεοτίδια, μάλιστα, εγχύονται πάνω στο πλακίδιο σε ένα πολύ περιορισμένο χώρο (Εικόνα 4.6). Αυτό συμβαίνει γιατί τα νουκλεοτίδια εγχύονται το καθένα ξεχωριστά από τις κεφαλές των εκτοξευτήρων και ενώνονται μεταξύ τους in-situ πάνω στο γυάλινο πλακίδιο σχηματίζοντας τα ολιγονουκλεοτίδια. Αυτή η τεχνολογία επιτρέπει τη μελέτη μέχρι και 25,000 γονιδίων ανά πλακίδιο, όταν κάθε γονίδιο καταλαμβάνει όγκο μόνο μερικών πικολίτρων. Επειδή κάθε γονίδιο προκύπτει από σχετικά μεγάλα σε μήκος νουκλεοτίδια, αντιστοιχίζεται συνήθως ένα γονίδιο σε κάθε ολιγονουκλεοτίδιο. Αυτό έρχεται σε αντίθεση με τις σύγχρονες τεχνολογίες ολιγονουκλεοτιδικών μικροσυστοιχιών, που χρησιμοποιούν κοντύτερα ολιγονουκλεοτίδια, και επομένως λιγότερο συγκεκριμένα ως προς τον στόχο με τον οποίο θέλουν να υβριδοποιηθούν (Kohane, Kho & Butte 2003).  
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Εικόνα 4.6: Αριστερά φαίνονται τα μεγέθη τις κουκκίδας που μπορεί να έχει μία μικροσυστοιχία που είναι τυπωμένη με εκτοξευτήρα. Δεξιά φαίνεται η σύγκριση της μορφολογίας των κουκκίδων των μικροσυστοιχιών που τυπώνονται με εκτοξευτήρα με αυτών που τυπώνονται με ακίδες (Kohane, Kho & Butte 2003).

4.3.4.3 Ολιγονουκλεοτίδια σε κωδικοποιημένα μικροσφαιρίδια
Αυτή τεχνολογία χρησιμοποιεί ολιγονουκλεοτίδια  συνδεδεμένα σε σφαιρίδια που ενώνονται με τις κορυφές οπτικών ινών μίας δεσμίδας οπτικών ινών (Εικόνα 4.7). Με αυτόν τον τρόπο, δημιουργείται μία μικροσυστοιχία οπτικών ινών. Περίπου 2,000 διαφορετικά γονίδια μπορούν να αναπαρασταθούν σε κάθε τέτοια δεσμίδα οπτικών ινών. Κάθε μικροσυστοιχία μπορεί να περιέχει από 96 έως 1536 δεσμίδες (Kohane, Kho & Butte 2003). 
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Εικόνα 4.7: Τεχνολογία ολιγονουκλεοτιδίων σε κωδικοποιημένα μικροσφαιρίδια (Kohane, Kho & Butte 2003).

4.4 Επιλογή των ανιχνευτών και σύνθεσή τους

Το πρώτο βήμα για τη δημιουργία ενός προφίλ γονιδιακής έκφρασης είναι η επιλογή και η προετοιμασία ειδικών ανιχνευτών υβριδοποίησης. 

Η τεχνολογία cDNA μικροσυστοιχίων προσφέρει μεγάλη ευελιξία στην επιλογή και παραγωγή των διατάξεων που χρησιμοποιούνται, αφού οι ανιχνευτές μπορούν να παραχθούν μέσα από cDNA βιβλιοθήκες. Μία cDNA βιβλιοθήκη είναι ένα σύνολο πλασμιδιακών φορέων που αποτελούνται από τμήματα mRNA, τα οποία έχουν μετατραπεί σε cDNA μέσω της αντίστροφης μεταγραφής, και συνήθως συντηρούνται σε βακτηριακούς κλώνους. Τα πλασμίδια είναι μικρά ανεξάρτητα εξωχρωμοσωμικά μόρια DNA. Ο ανιχνευτής, ο οποίος θα χρησιμοποιηθεί σε μία cDNA μικροσυστοιχία μπορεί να πολλαπλασιαστεί μέσω της μεθόδου της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης (Εικόνα 4.9). Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης επιτρέπει τον πολλαπλασιασμό ενός συγκεκριμένου τμήματος DNA μεταξύ δύο πρωταρχικών τμημάτων με συγκεκριμένη αλληλουχία βάσεων. Πολλά εργαστήρια έχουν ήδη δημιουργήσει cDNA βιβλιοθήκες για μία μεγάλη ποικιλία οργανισμών, κυττάρων και ιστών. Για τους οργανισμούς, των οποίων το γονιδίωμα έχει πλήρως αποκωδικοποιηθεί, κάποιος έχει τη δυνατότητα να πολλαπλασιάσει οποιοδήποτε γνωστό ανοικτό πλαίσιο ανάγνωσης (open reading frame - ORF) σε ένα γονίδιο χρησιμοποιώντας την αντίστροφη μεταγραφή σε συνδυασμό με την αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (reverse transcription(RT)-PCR) και πρωταρχικά τμήματα με συγκεκριμένη αλληλουχία βάσεων (Lee 2004). 

Όταν πρέπει να ασχοληθούμε με τεράστια γονιδιώματα και γονίδια, που μεγάλο μέρος αυτών αποτελείται από εσώνια, όπως αυτά του ανθρώπου και του ποντικιού, μπορούμε να χρησιμοποιήσουμε σαν ανιχνευτές, για τον εντοπισμό των επιθυμητών γονιδίων, συγκεκριμένες αλληλουχίες βάσεων. Τέτοιες αλληλουχίες μπορεί να είναι αλληλουχίες έκφρασης επισήμανσης (expressed sequence tags -EST) που αποτελούνται μόνο από τμήματα DNA που μεταγράφονται και ταυτόχρονα δεν περιέχουν εσώνια. Για αυτό το λόγο αντιστοιχίζονται ακριβώς σε ένα μόνο γονίδιο. Το μέγεθός τους είναι μικρό, περίπου 200 με 500 νουκλεοτίδια (Lee 2004, Περούλη 2006).

Στην περίπτωση των τυπωμένων ολιγονουκλεοτιδικών μικροσυστοιχιών, μπορούν να χρησιμοποιηθούν ως ανιχνευτές ολιγονουκλεοτίδια τα οποία έχουν συντεθεί στο εργαστήριο (Εικόνα 4.10). Τα γονίδια τα οποία μας ενδιαφέρουν επιλέγονται από βάσεις δεδομένων προσιτές στο κοινό που έχουν καταγεγραμμένες τις αλληλουχίες των βάσεων των γονιδίων διαφόρων οργανισμών. Τέτοιες βάσεις δεδομένων είναι οι GeneBank, dbEST, και UniGene. Πρέπει να ληφθούν υπόψιν πολλές συνιστώσες του εκάστοτε πειράματος για την αλληλουχία των βάσεων των ολιγονουκλεοτιδιών που θα συντεθούν. Πρώτα απ’ όλα, θα πρέπει να επιλεχθεί το μήκος του ολιγονουκλεοτιδίου. Όσο πιο μεγάλο είναι το μήκος του ολιγονουκλεοτιδίου, τόσο πιο συγκεκριμένο θα είναι ως προς το γονίδιο που προσπαθεί να ανιχνεύσει. Ωστόσο, τα ολιγονουκλεοτίδια με μεγαλύτερο μήκος κοστίζουν συνήθως περισσότερο και η δυσκολία σύνθεσής τους είναι πολύ μεγάλη. Πλέον, υπάρχουν ορισμένα σύνολα ολιγονουκλεοτιδίων για το ποντίκι, τον άνθρωπο και άλλους οργανισμούς που είναι διαθέσιμα στην αγορά και επομένως υπάρχει η δυνατότητα κάποιος να τα προμηθευτεί. Το μήκος αυτών των ολιγονουκλεοτιδίων κυμαίνεται από 20 έως 70 νουκλεοτίδια. Στη συνέχεια, θα πρέπει να γίνει η κατάλληλη επιλογή των ανιχνευτών για τα επιθυμητά γονίδια-στόχους (target genes). Αν υπάρχουν ομοιότητες ανάμεσα στις αλληλουχίες των βάσεων διαφορετικών ανιχνευτών στην ίδια μικροσυστοιχία,  τότε υπάρχει η πιθανότητα ένας από τους ανιχνευτές να υβριδοποιηθεί με παραπάνω από ένα γονίδιο-στόχο, γεγονός που θα αλλοιώσει τα αποτελέσματα του πειράματος και θα κάνει την ανάλυσή τους πολύ δύσκολη. Επίσης, όλα τα ολιγονουκλεοτίδια θα πρέπει να έχουν τις ίδιες ιδιότητες όσον αναφορά την υβριδοποίησή τους. Συνήθως όλοι οι ανιχνευτές σχεδιάζονται έτσι ώστε να έχουν σημείο τήξεως τους 1 έως 2 oC και να έχουν παρόμοια  αναλογία των ζευγαριών βάσεων γουανίνη (G) και κυτοσίνη (C). Έχουν αναπτυχθεί διάφοροι αλγόριθμοι επιλογής ανιχνευτών, αλλά μέχρι τώρα δεν υπάρχει ομοφωνία για τις αποτελεσματικότερες αρχές σχεδιασμού ενός ανιχνευτή. Για παράδειγμα, υπάρχουν αλγόριθμοι οι οποίοι υπολογίζουν το σημείο τήξης των ολιγονουκλεοτιδίων. Τέλος, ένας άλλος παράγοντας που πρέπει να ληφθεί υπόψιν κατά τον σχεδιασμό των ανιχνευτών είναι η περίπτωση υβριδοποίησης του ανιχνευτή με τον εαυτό του. Αυτό μπορεί να συμβεί αν κατά μήκος του ανιχνευτή εμφανίζονται συμπληρωματικές αλληλουχίες βάσεων (palindromic sequences) (Lee 2004).

Οι ανιχνευτές στις in-situ ολιγονουκλεοτιδικές μικροσυστοιχίες συντίθενται απευθείας πάνω στην επιφάνεια των μικροσυστοιχίων (Εικόνα 4.11). Κάθε γονίδιο αντιπροσωπεύεται στη μικροσυστοιχία από ένα σύνολο διαφορετικών 25μερών ανιχνευτών, σχεδιασμένων έτσι ώστε να αντιστοιχίζονται ακριβώς σε αυτό το γονίδιο. Τα 25μερή αυτά αποκαλούνται ανιχνευτές πλήρους υβριδοποίησης (Perfect Match-PM) και είναι σχεδιασμένα έτσι ώστε να αναγνωρίζουν τμήματα του 3’ άκρου του γονιδίου. Εκτός από τους ανιχνευτές πλήρους υβριδοποίησης, για κάθε γονίδιο υπάρχει και μία σειρά ανιχνευτών που αποκαλούνται ανιχνευτές ατελούς υβριδοποίησης (Mismatch-MM). Ο ανιχνευτής ατελούς υβριδοποίησης σχεδιάζεται ακριβώς όπως ο ανιχνευτής πλήρους υβριδοποίησης, ωστόσο το κεντρικό του νουκλεοτίδιο έχει αντικατασταθεί από κάποιο άλλο. Η σκοπιμότητα των ανιχνευτών ατελούς υβριδοποίησης είναι να παρέχουν τη δυνατότητα εκτίμησης της μη ειδικής υβριδοποίησης που συνεισφέρει στο σήμα του ανιχνευτή. Τα σύνολα των ανιχνευτών πλήρους και ατελούς υβριδοποίησης για κάθε γονίδιο συνιστούν όλο το σύνολο των ανιχνευτών. Οι ανιχνευτές πλήρους και ατελούς υβριδοποίησης κάθε συνόλου ανιχνευτών ενσωματώνονται σε έναν αλγόριθμο, με βάση τον οποίο αφαιρούνται οι τιμές υβριδοποίησης των ανιχνευτών ατελούς υβριδοποίησης από αυτές των ανιχνευτών πλήρους υβριδοποίησης, έτσι ώστε να καθοριστεί η ακριβής ένταση του σήματος για κάθε σύνολο ανιχνευτών. Ένα σύνολο ανιχνευτών συνήθως αποτελείται από 16 έως 20 ζευγάρια ανιχνευτών (πλήρους και ατελούς υβριδοποίησης) (Σπάθης 2007).

Η Affymetrix κατασκευάζει in-situ ολιγονουκλεοτιδικές μικροσυστοιχίες οι οποίες περιέχουν ανιχνευτές που αντιστοιχούν σε κάθε γνωστή απλή νουκλεοτιδική πολυμορφία (single nucleotide polymorphism - SNP) στο ανθρώπινο γονιδίωμα. Μία απλή νουκλεοτιδική πολυμορφία είναι μία μόνο αλλαγή στην αλληλουχία των νουκλεοτιδίων σε ένα μόριο DNA, όταν ένα μόνο νουκλεοτίδιο (αδενίνη, θυμίνη, γουανίνη ή κυτοσίνη) σε ένα συγκεκριμένο γονίδιο είναι διαφορετικό μεταξύ δύο οργανισμών του ίδιου είδους (ή μεταξύ ενός ζεύγους χρωμοσωμάτων στον ίδιο οργανισμό) (Εικόνα 4.8).  Η απλή νουκλεοτιδική πολυμορφία μπορεί να είναι μία από τις σημαντικότερες αιτίες που μπορούν μέσω της κληρονομικότητας να προκαλέσουν την εμφάνιση μίας ασθένειας (Lee 2004).
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Εικόνα 4.8: Απλή νουκλεοτιδική πολυμορφία (The Science Creative Quarterly 2008).
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Εικόνα 4.9: Τυπωμένες cDNA μικροσυστοιχίες (Lee 2004).

[image: image88.png]TYNQMENEZ OAITONOYKAEOTIAIKEZ MIKPOZYZTOIXIED

ZYEBINOHGE TwY aVIRVEUTGY

!

ZuvBeon Twy ohiyovoUKheoTIdiy

|

Zubdoyn Twy
ohiyovouKkeoTIBiuoy

|

il

Tunewon pe popndT

YBpidenainan
LR 7 N
NA ‘Jéngzmuzw LA R 3 LA X cDNA yvnBeTnpéva
pe &y . w e o HEOB
1 1
AyTioTpOEN LETaYpaPR & xvnBETnan
! 1
Zuvohikd RNA M

T anconoon rourna 1

e shévio e 0o ovasopis

KuTTapa i 1oT6¢




Εικόνα 4.10: Τυπωμένες ολιγονουκλεοτιδικές μικροσυστοιχίες (Lee 2004).
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Εικόνα 4.11: Επι τόπου σύνθεσης ολιγονουκλεοτιδικές μικροσυστοιχίες (LEE, 2004).

4.5 Ιχνηθέτηση του στόχου
Οι περισσότεροι από τις μεθόδους ιχνηθέτησης του στόχου περιλαμβάνουν κάποια μορφή αντίστροφης μεταγραφής του mRNA.  Η επιλογή της μεθόδου ιχνηθέτησης του στόχου και για τις τρεις πιο ευρέως χρησιμοποιούμενες πλατφόρμες μικροσυστοιχίων που υπάρχουν πρέπει να εξασφαλίζει ότι οι ανιχνευτές και οι ιχνηθετιμένοι στόχοι είναι συμπληρωματικοί μεταξύ τους. Η πιο απλή μέθοδος ιχνηθέτησης περιλαμβάνει την χρήση νουκλεοτιδιών, που έχουν ήδη ιχνηθετηθεί με φθορίζουσα ουσία, στην διαδικασία της αντίστροφης μεταγραφής από mRNA σε cDNA. Μία πολύ διαφορετική στρατηγική περιλαμβάνει τον πολλαπλασιασμό μορίων RNA πραγματοποιώντας μεταγραφή in vitro (δηλαδή σε δοκιμαστικό σωλήνα) και στη συνέχεια την ιχνηθέτηση με φθορίζουσα ουσία των μορίων cRNA που έχουν παραχθεί.

Στις τυπωμένες cDNA και ολιγονουκελοτιδικές μικροσυστοιχίες χρησιμοποιούνται πάντα δύο δείγματα: ένα δείγμα αναφοράς και ένα δείγμα ελέγχου. Τα δείγματα mRNA ελέγχου και αναφοράς (για παράδειγμα, ένας ιστός που ασθενεί και ένας υγιής ιστός) μεταγράφονται σε cDNA με τη χρήση του ενζύμου αντίστροφη μεταγραφάση, ενώ ταυτοχρόνως γίνεται ιχνηθέτηση των μορίων cDNA, σε ξεχωριστούς σωλήνες, με τη χρήση δύο διαφορετικών ιχνηθετών. Οι πιο δημοφιλείς επιλογές φθορίζουσων ουσιών είναι η Cy3 (πράσινο) και η Cy5 (κόκκινο). Το Cy5 χρησιμοποιείται συνήθως για την ιχνηθέτηση του δείγματος ελέγχου, ενώ το Cy3 για την ιχνηθέτηση του δείγματος αναφοράς. Τέλος, τα μόρια cDNA μεταφέρονται στις διατάξεις των μικροσυστοιχιών με σκοπό να υβριδοποιηθούν με τους ανιχνευτές. Οι σχετικές ποσότητες του κάθε μεταγράφου των γονιδίων στα δύο δείγματα εκτιμώνται μετρώντας την ένταση του σήματος φθορισμού από τα φάσματα εκπομπής, που προκύπτουν από τη διέγερση των ιχνηθετών στα αντίστοιχα μήκη κύματος αυτών.

Παλαιότερα, απαιτούνταν περίπου 50 έως 100 μg συνολικού RNA (mRNA, rRNA, και tRNA) ώστε οι μετρήσεις από τα πειράματα των μικροσυστοιχιών να είναι ικανοποιητικές. Με την σύνθεση καλύτερων ενζύμων που καταλύουν την αντίστροφη μεταγραφή και την ανάπτυξη καλύτερων μεθόδων ιχνηθέτησης, οι απαιτήσεις για την ποσότητα του συνολικού RNA που χρησιμοποιείται στα πειράματα μειώθηκε στα 10 έως 20 μg. Κάποια, όμως, βιολογικά δείγματα είναι τόσο μικρά που δεν μπορούν να προσφέρουν τέτοιες ποσότητες RNA. Για αυτό το λόγο, αναπτύχθηκαν α) η μέθοδος της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης (PCR) και β) οι μέθοδοι μεταγραφής in vitro με στόχο τον πολλαπλασιασμό του mRNA. Με την αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης, οποιαδήποτε αλληλουχία νουκλεοτιδίων είναι δυνατόν να ενισχυθεί. Ένα σημαντικό μειονέκτημα της μεθόδου αυτής είναι όμως ότι κατά την διαδικασία της αναπαραγωγής του συνολικού mRNA ενός οργανισμού, οι τελικές σχετικές ποσότητες των διαφορετικών ειδών mRNA μπορεί να μην κυμαίνονται στα ίδια επίπεδα με αυτά του αρχικού δείγματος. Γενικότερα, οι μέθοδοι μεταγραφής in vitro θεωρούνται μέθοδοι ενίσχυσης του mRNA με μικρότερο συστηματικό σφάλμα. Μετά τη δημιουργία του συμπληρωματικού DNA (cDNA) μέσω της διαδικασίας της αντίστροφης μεταγραφής, ένα συμπληρωματικό RNA (cRNA) μπορεί να δημιουργηθεί μέσω της διαδικασίας της μεταγραφής στον δοκιμαστικό σωλήνα. Από κάθε μόριο cDNA διπλής έλικας μπορούν να παραχθούν μέσω της μεταγραφής αρκετά  μόρια cRNA.

Οι in-situ ολιγονουκλεοτιδικές μικροσυστοιχίες κατασκευάζονται με μεγάλη ακρίβεια και για το λόγο αυτό επιτρέπουν τη σύγκριση ανάμεσα σε πλακίδια που έχουν υβριδοποιηθεί με μόνο το ένα ιχνηθετημένο δείγμα. Η συνήθης μέθοδος ιχνηθέτησης στόχων στις in-situ ολιγονουκλεοτιδικές μικροσυστοιχίες αποτελεί η ιχνηθέτηση με μεταγραφή in vitro (in vitro transcription – IVT) (Lee 2004).

4.6 Υβριδοποίηση

Για να πραγματοποιηθεί η υβριδοποίηση του ιχνηθετημένου στόχου με τον αντίστοιχο ανιχνευτή, τοποθετούνται οι στόχοι, οι οποίοι βρίσκονται σε κατάλληλο ρυθμιστικό διάλυμα, πάνω στη διάταξη της μικροσυστοιχίας. Στην συνέχεια, οι στόχοι με τους ανιχνευτές επωάζονται για ένα συγκεκριμένο χρονικό διάστημα και σε μία συγκεκριμένη θερμοκρασία. Ο χώρος  που τοποθετούνται οι στόχοι επιλέγεται να είναι πολύ μικρός ώστε να μειωθεί και ο χρόνος υβριδοποίησης. Έχουν κατασκευαστεί σταθμοί αυτόματης υβριδοποίησης που ενεργοποιούν την διαδικασία της υβριδοποίησης πάνω στο υπόστρωμα της μικροσυστοιχίας και δίνουν τη δυνατότητα καλύτερου ελέγχου των συνθηκών υβριδοποίησης, γεγονός που προσφέρει χαμηλότερες τιμές στην ένταση φθορισμού του υποβάθρου (η περιοχή που βρίσκεται γύρω από τη κάθε κουκκίδα) καθώς και καλύτερη αναπαραγωγικότητα (reproducibility). Οι συνθήκες υβριδοποίησης θα πρέπει να είναι τέτοιες ώστε να ευδοκιμάζουν οι ειδικές υβριδοποιήσεις (specific hybridization) μεταξύ των στόχων και των ανιχνευτών και να περιορίζονται οποιοιδήποτε άλλες μη ειδικές υβριδοποιήσεις (non specific hybridization), για παράδειγμα, μεταξύ των στόχων και του υποστρώματος. Αυτό μπορεί να επιτευχθεί μεταβάλλοντας κυρίως την θερμοκρασία και την ιονική ισχύ του ρυθμιστικού διαλύματος υβριδοποίησης. Η θερμοκρασία θα πρέπει να είναι χαμηλότερη από το σημείο τήξης των ανιχνευτών αλλά αρκετά υψηλή ώστε να περιορίζεται ο αριθμός των μη ειδικών υβριδοποιήσεων. Η συγκέντρωση άλατος, το pH, και άλλα χαρακτηριστικά του ρυθμιστικού διαλύματος υβριδοποίησης μπορούν επίσης να ευνοήσουν ειδικές υβριδοποιήσεις. Μετά την υβριδοποίηση, η οποία δύναται να διαρκέσαι από λίγες μέχρι αρκετές ώρες, το διάλυμα υβριδοποίησης αποβάλλεται και γίνονται πλύσεις των επιφανειών των μικροσυστοιχιών για την απομάκρυνση μη ειδικών υβριδοποιήσεων που έχουν τυχόν πραγματοποιηθεί. Ύστερα από τις επαναλαμβανόμενες πλύσεις, το πλακίδιο είναι έτοιμο για να σαρωθεί από ειδικό μηχάνημα. Οι φθορίζουσες ουσίες που χρησιμοποιούνται αλλοιώνονται από το φως, και για αυτόν το λόγο τα υβριδοποιημένα πλακίδια και τα διαλύματα των ιχνηθετημένων στόχων πρέπει να διατηρούνται στο σκοτάδι (Lee 2004).
4.7 Δημιουργία σαρωμένων εικόνων από τα πειράματα των μικροσυστοιχιών

Μία μικροσυστοιχία αποτελείται από χιλιάδες μεμονωμένες ακολουθίες DNA τοποθετημένες σε μια μεγάλης πυκνότητας διάταξη, που μπορεί να είναι ένα πλακίδιο όπως το γυαλί μικροσκοπίου. Έχοντας ως παράδειγμα τις τυπωμένες cDNA μικροσυστοιχίες, η σχετική πληθώρα αυτών των ακολουθιών του DNA σε δύο δείγματα DNA μπορεί να εκτιμηθεί με την καταγραφή (monitoring) της διαφορικής υβριδοποίησης των δύο δειγμάτων στις ακολουθίες DNA της διάταξης των κουκκίδων. Μετά από την ανταγωνιστική υβριδοποίηση των δύο δειγμάτων (ελέγχου και αναφοράς) με τους ανιχνευτές (που περιγράφτηκε και παραπάνω), η πληροφορία των πειραμάτων των μικροσυστοιχιών μετατρέπεται σε εικόνες σαρώνοντας τα πλακίδια στα μήκη κύματος των δύο φθορίζουσων ουσιών και μετρώντας τον αντίστοιχο φθορισμό της κάθε ουσίας. Η αναλογία των εντάσεων φθορισμού για την κάθε κουκκίδα είναι ενδεικτική της σχετικής πληθώρας της αντίστοιχης ακολουθίας του DNA στα δύο δείγματα νουκλεϊκού οξέος.
Οι φθορίζουσες εικόνες μπορούν να αποκτηθούν με την βοήθεια μιας σειράς οργάνων, συμπεριλαμβανομένων ενός σαρωτή και μιας CCD κάμερας. Ένας σαρωτής μικροσυστοιχιών εκτελεί σάρωση μιας περιοχής του πλακιδίου και παράγει για κάθε χρώμα ένα ψηφιακό χάρτη, δηλαδή μια εικόνα, των εντάσεων φθορισμού για κάθε εικονοστοιχείο. Στο σχήμα που ακολουθεί (Εικόνα 4.12) περιγράφεται σχηματικά ο τρόπος με τον οποίο η πληροφορία των φθοριζόντων μορίων μετατρέπεται σε ψηφιακό σήμα.
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Εικόνα 4.12: Σχηματική διάταξη όπου παρουσιάζονται όλες οι διαδικασίες που πραγματοποιούνται για την απεικόνιση ενός πειραματικού πλακιδίου. Οι φθορίζουσες ουσίες απορροφούν ενέργεια από τα φωτόνια του σαρωτή και εκπέμπουν με την σειρά τους φωτόνια με διαφορετικά μήκη κύματος. Ο PMT ανιχνευτής μετατρέπει τα φωτόνια σε ηλεκτρόνια και τα ενισχύει. Τέλος ένας μετατροπέας σήματος από αναλογικό σε ψηφιακό σήμα μετατρέπει το παραγόμενο από τον PMT ανιχνευτή αναλογικό σήμα σε ψηφιακό (Τσακανίκας 2005).

Ο σαρωτής με λέιζερ, που χρησιμοποιείται στα πειράματα μικροσυστοιχίων παράγει ακτινοβολία διέγερσης η οποία εστιάζεται πάνω στο πλακίδιο. Τα φθορίζοντα μόρια του πλακιδίου απορροφούν τα φωτόνια διέγερσης, τα οποία προέρχονται από το λέιζερ, και στη συνεχεία αποδιεγείρονται εκπέμποντας φωτόνια φθορισμού. Αυτά τα φωτόνια δεν έχουν συγκεκριμένη κατεύθυνση, διαχέονται στο χώρο, και επομένως ένα μόνο κλάσμα αυτών συγκεντρώνεται από τους φακούς. Καθώς το ενδιαφέρον του πειράματος εστιάζεται στον αριθμό των εκπεμπομένων φωτονίων φθορισμού, μπορούμε να πούμε ότι αυτά που τελικά συλλέγουμε είναι τάξεις μεγέθους λιγότερα από αυτά που πραγματικά εκπέμπονται από την αποδιέγερση των φθορίζοντων μορίων. Έχοντας ως στόχο την αποτροπή της ανίχνευσης ενός μεγάλου ποσοστού της ακτινοβολίας διέγερσης, κάτι το οποίο θα αλλοίωνε ιδιαίτερα τα αποτελέσματα, τοποθετούμε μπροστά από τον ανιχνευτή έναν διχρωϊκό διαχωριστή ακτίνας και έναν ζωνοδιαβατό φίλτρο, με σκοπό το διαχωρισμό των φωτονίων διέγερσης και εκπομπής. Αυτός ο διαχωρισμός είναι εφικτός γιατί η ακτινοβολία διέγερσης έχει συνήθως ένα ελαφρώς μικρότερο μήκος κύματος από την ακτινοβολία εκπομπής. Ο ανιχνευτής του σαρωτή μετατρέπει την ακτινοβολία των εκπεμπομένων φωτονίων σε ηλεκτρικό ρεύμα. Ένας κοινός τύπος ανιχνευτή είναι ο φωτοπολλαπλασιαστής σωλήνας (PhotoMultiplier Tube – PMT). Ο PMT μετατρέπει κάθε φωτόνιο σε έναν αριθμό ηλεκτρονίων – έως και ένα εκατομμύριο για κάθε φωτόνιο. Το ποσό της ενίσχυσης μπορεί να ρυθμιστεί μεταβάλλοντας την τάση εισόδου του PMT. Τελικά, όπως φαίνεται και στο προηγούμενο σχήμα (Εικόνα 4.12), γίνεται χρήση ενός μετατροπέα σήματος από αναλογικό σε ψηφιακό, όπου τα ηλεκτρόνια μετατρέπονται σε μια ακολουθία ψηφιακών σημάτων. 

Στην Εικόνα 4.13 φαίνεται το σχηματικό διάγραμμα της τυπικής διάταξης σάρωσης για ένα σαρωτή που χρησιμοποιείται σε πειράματα μικροσυστοιχιών.

[image: image100.png]oy .

onrikeg
avgveuThc

®BopiZouon ousia

agpuwiksg
BioxwpioTic
aKTivag

:‘ néitep

AvTiKeEvIKoc
gaksg

Mhakidio




Εικόνα 4.13: Σάρωση μίας μικροσυστοιχίας (Τσακανίκας 2005).
Για ένα τυπικό πείραμα μικροσυστοιχιών, ο σαρωτής παράγει δύο 16-bit εικόνες τύπου tiff, μία για κάθε χρώμα φθορισμού. Όπως είναι γνωστό, διαφορετικά χρώματα απορροφούν (για να διεγερθούν) και εκπέμπουν (για να αποδιεγερθούν), διαφορετικό φάσμα ακτινοβολίας. Για να μετρήσουμε τη συγκέντρωση των δύο χρωμάτων φθορισμού για κάθε κουκκίδα, οι σαρωτές σχεδιάζονται να εκπέμπουν ακτινοβολία διέγερσης σε διαφορετικά μήκη κύματος και να ανιχνεύουν διαφορετικά μήκη κύματος εκπομπής των διεγερμένων φθορίζοντων μορίων. Οι ευρέως χρησιμοποιούμενες φθορίζουσες ουσίες Cy3 και Cy5 έχουν εκπομπή στα 510 – 550 nm και στα 630 – 660 nm αντίστοιχα. Ένας σειριακός σαρωτής θα σαρώσει πρώτα το πλακίδιο με ένα μήκος κύματος και στην συνέχεια θα το σαρώσει με ένα άλλο. Εναλλακτικά, ένας διπλός σαρωτής, έχοντας δύο λέιζερ και δύο ανιχνευτές μπορεί να σαρώσει το πλακίδιο και στα δύο μήκη κύματος ταυτόχρονα.

Μια μικροσκοπική οπή τοποθετείται μπροστά από τον PMT ανιχνευτή με σκοπό τον έλεγχο του βάθους εστίασης των φακών έτσι ώστε μόνο η ακτινοβολία εκπομπής από το πλακίδιο να ανιχνεύεται. Ακτινοβολία που προέρχεται από άλλες πηγές, για παράδειγμα μόρια σκόνης, θα είναι εκτός της εστίασης καθώς θα πλησιάζει την μικροσκοπική οπή και επομένως μόνο ένα πολύ μικρό κλάσμα ανεπιθύμητης ακτινοβολίας θα ανιχνεύεται από τον

ανιχνευτή. Έτσι με αυτήν την ρύθμιση αποφεύγουμε την απεικόνιση των τεχνουργημάτων (artifacts) πάνω στο πλακίδιο. Παρόλα αυτά, είναι σημαντικό να διατηρούμε την ακτίνα σάρωσης επίπεδη γιατί το αντίθετο έχει ως αποτέλεσμα την απώλεια σήματος.

Υπάρχουν διαφόρων ειδών θόρυβοι που επηρεάζουν το τελικό σήμα που παράγεται από τον σαρωτή, και γενικά μπορούν να διαχωριστούν σε δύο κατηγορίες : θόρυβος πηγής και θόρυβος ανίχνευσης. Παραδείγματα θορύβου πηγής είναι ο θόρυβος φωτονίων, η σκόνη στα πλακίδια, και η επεξεργασία του πλακιδίου και η προετοιμασία αυτού για το πείραμα. Ο θόρυβος ανίχνευσης περιλαμβάνει χαρακτηριστικά από τις διαδικασίες ενίσχυσης και ψηφιοποίησης. Μια ιδανική εικόνα θα πρέπει να αντανακλά μόνο τα μέτρα των εντάσεων φθορισμού των χρωμάτων για τα οποία ενδιαφερόμαστε. Παρ’ όλα αυτά, πρακτικά, έχουμε ένα μη ιδανικό σύστημα και οι εικόνες που παίρνουμε από αυτό είναι συνήθως συνδυασμός ανεπιθύμητων σημάτων όπως θόρυβος φωτονίων, ηλεκτρονικός θόρυβος, ανάκλαση ακτινοβολίας του λέιζερ, ο φθορισμός του υποβάθρου των κουκίδων καθώς βέβαια, και του επιθυμητού σήματος.

Εξαρτωμένου του τύπου του σαρωτή, ένας αριθμός ρυθμίσεων, όπως ο ρυθμός σάρωσης, η ισχύς του λέιζερ και η τάση εισόδου του PMT, μπορούν να εφαρμοστούν από τον χρήστη για την εξαγωγή χρησιμοτέρων πληροφοριών. Γενικά, μια υψηλή ισχύς του λέιζερ διεγείρει περισσότερα φωτόνια και παράγει περισσότερο σήμα πηγής καθώς όμως και περισσότερο θόρυβο πηγής. Μια μεγάλη τάση PMT, ενισχύει περισσότερα ηλεκτρόνια ανά φωτόνιο και παράγει περισσότερο ωφέλιμο σήμα αλλά και θόρυβο ανίχνευσης. Ίσως είναι επιθυμητό να χρησιμοποιήσει κάποιος μεγάλη ισχύ στο λέιζερ αντί για μεγαλύτερη τάση στον PMT καθώς με αυτές τις ρυθμίσεις θα δημιουργηθούν περισσότερα φωτόνια σήματος παρά περισσότερο σήμα για κάθε φωτόνιο που εκπέμπεται. Όμως, θα πρέπει κανείς να έχει υπ’ όψιν του ότι μια υψηλή ισχύς λέιζερ μπορεί να προκαλέσει την καταστροφή των υβριδοποιημένων δειγμάτων κάτι το οποίο εξαρτάται και από τον αριθμό των σαρώσεων που θα πραγματοποιηθούν για κάθε δείγμα. Συνεπώς, είναι προφανές ότι θα πρέπει να γίνει μια ανάλογη ρύθμιση της ισχύος του λέιζερ ώστε να αποφευχθούν τέτοιες καταστάσεις. 

Σε μερικούς σαρωτές έχουμε την δυνατότητα να ρυθμίσουμε μόνο την τάση εισόδου του PMT και όχι την ισχύ του λέιζερ η οποία είναι προκαθορισμένη από τον κατασκευαστή του σαρωτή. Θέτοντας μια ιδιαίτερα υψηλή τάση εισόδου, ενδέχεται να κορεστούν, να καταστραφούν τα εικονοστοιχεία. Πρακτικά, ο χρήστης ρυθμίζει την τάση του PMT έτσι ώστε το εικονοστοιχείο με την μεγαλύτερη ένταση να πάρει τιμή λίγο κάτω από το σημείο κορεσμού. Από τα παραπάνω συνάγεται το ερώτημα του κατά πόσο η επιλογή της εφαρμοζόμενης τάσης επηρεάζει την ορθότητα των τελικών αποτελεσμάτων, ιδιαίτερα στην περίπτωση όπου κάποιος χρησιμοποιεί ή θέλει να χρησιμοποιήσει διαφορετικές τάσεις για την σάρωση στα δύο χρωματικά κανάλια. Η απάντηση σε αυτό το ερώτημα δίνεται μετά από μια σειρά πειραμάτων με τα οποία αποδείχθηκε ότι σαρώνοντας μια μικρή περιοχή ενός πλακιδίου εφτά φορές με διαφορετικές τάσεις κάθε φορά και σε κάθε κανάλι, μετά την κανονικοποίηση των λογαριθμικών λόγων, προέκυψε ότι η πλειονότητα των γονιδίων παρέμειναν τα ίδια (Τσακανίκας 2005).

4.8 Κατανόηση των δεδομένων 

Μετά από τη δημιουργία των εικόνων ενός πειράματος μικροσυστοιχιών, που περιγράφτηκε παραπάνω, έπεται η διαδικασία εξόρυξης των δεδομένων από την εικόνα αυτή που τα ονομάζουμε ακατέργαστα δεδομένα (raw data). Αυτά τα δεδομένα που έχουν τη μορφή πολύ μεγάλων πινάκων περιέχουν διάφορες πληροφορίες για κάθε κουκκίδα ενός πλακιδίου όπου κάθε κουκκίδα του πλακιδίου αντιστοιχεί σε ένα γονίδιο. 

Μια τυπική εικόνα τυπωμένης cDNA μικροσυστοιχίας έχει την ακόλουθη μορφή όπως στην Εικόνα 4.14, όπου παρατίθεται ένα μικρό μέρος αυτής.
[image: image101.emf]
Εικόνα 4.14: Μέρος εικόνας τυπωμένης cDNA μικροσυστοιχίας (Τσακανίκας, 2005).
Στην Εικόνα 4.14, μια κουκκίδα εμφανίζεται με χρώμα αντίστοιχο με την πληθώρα του δείγματος ελέγχου και του δείγματος αναφοράς. Έτσι, προκύπτουν οι εξής ερμηνείες για τα χρώματα των κουκίδων:

· Με κόκκινο χρώμα εμφανίζεται μια κουκκίδα, αν σε αυτήν η ποσότητα (πληθώρα) του δείγματος ελέγχου είναι μεγαλύτερο.

· Με πράσινο χρώμα εμφανίζεται μια κουκκίδα, αν σε αυτήν η ποσότητα (πληθώρα) του δείγματος αναφοράς είναι μεγαλύτερο.

· Με κίτρινο χρώμα εμφανίζεται μια κουκκίδα, αν σε αυτήν οι ποσότητες (πληθώρα) του δείγματος ελέγχου και του δείγματος αναφοράς είναι ίσες.

· Με μαύρο χρώμα εμφανίζεται μία κουκκίδα αν κανένα δείγμα δεν έχει υβριδοποιηθεί.

· Οι υπόλοιπες αποχρώσεις συμβαίνουν για αντίστοιχες πληθώρες των δύο δειγμάτων.

Στην συνέχεια, συλλέγονται οι πληροφορίες έκφρασης των γονιδίων της μικροσυστοιχίας με τη βοήθεια ενός λογισμικού επεξεργασίας και ανάλυσης εικόνων μικροσυστοιχιών. Ορισμένα από αυτά τα λογισμικά είναι τα: ArrayWorx, Dapple, GenePix, ImaGene, ScanAlyze (Michael Eisen’s lab), Spot (Terry Speed’s lab), UCSF Spot (Ajay Jain’s lab). Το αποτέλεσμα της επεξεργασίας των εικόνων μίας μικροσυστοιχίας είναι ένας πίνακας με τις εκφράσεις όλων των γονιδίων της διάταξης της μικροσυστοιχίας. Αυτός ο πίνακας περιέχει πληροφορίες για κάθε κουκκίδα, όπως:

· Όνομα του κάθε γονιδίου.

· Εντάσεις φθορισμού του σήματος ενδιαφέροντος (foreground) για το πράσινο και κόκκινο κανάλι.

· Θέσεις των κουκκίδων: στήλη, γραμμή, πλέγμα, κ.τ.λ.

· Εντάσεις φθορισμού του υποβάθρου για το κόκκινο και πράσινο κανάλι.

· Σημαίες που δείχνουν αν ένα γονίδιο (κουκκίδα) είναι αποδεκτό ή όχι, λόγω αποδεκτής ή κακής ποιότητας της κουκκίδας (Τσακανίκας 2005). 
ΚΕΦΑΛΑΙΟ 5ο
5 Επισκόπηση Αλγορίθμων

5.1 Εισαγωγή


Η τεχνολογία των μικροσυστοιχιών κάνει δυνατή τη συλλογή δεδομένων γονιδιακής έκφρασης, εξετάζοντας την συμπεριφορά χιλιάδων γονιδίων σε ένα μόνο πείραμα. Μετά την επεξεργασία των εικόνων, που προκύπτουν από ένα πείραμα μικροσυστοιχιών, από ειδικά λογισμικά επεξεργασίας εικόνας, προκύπτει ένας πίνακας δεδομένων που περιέχει τα αποτελέσματα αυτής της επεξεργασίας. Με την ανάλυση αυτών των δεδομένων, μπορεί κάποιος να εντοπίσει γονίδια που είναι διαφορικά εκφρασμένα, να βρει προφίλ γονιδιακής έκφρασης, ή να αποκαλύψει γονίδια των οποίων τα προφίλ έκφρασης μπορούν να χρησιμοποιηθούν στην κατηγοριοποίηση δειγμάτων. Σε αυτό το κεφάλαιο περιγράφονται τα βήματα και οι αλγόριθμοι ανάλυσης των δεδομένων που μας παρέχονται από την επεξεργασία των εικόνων που προέρχονται από τυπωμένες cDNA μικροσυστοιχίες.

5.2 Διόρθωση υποβάθρου

Η ένδειξη που παίρνουμε για τις τιμές έκφρασης των γονιδίων [image: image103.png]


, από τον πίνακα δεδομένων που προκύπτει από την επεξεργασία μίας εικόνας μικροσυστοιχιών, είναι μέτρηση της έντασης φθορισμού στην κουκκίδα της μικροσυστοιχίας που αντιστοιχεί στο γονίδιο [image: image105.png]


 για το πείραμα [image: image107.png]


. Η μέτρηση αυτή περιέχει συνήθως μία συνιστώσα που αναπαριστά το θόρυβο του υποβάθρου, δηλαδή τον φθορισμό που προέρχεται από την περιοχή του υποβάθρου της κουκκίδας. Πρέπει πάντα να λαμβάνουμε υπόψιν μας τη φύση αυτού του θορύβου και να βρούμε μία μέθοδο απομάκρυνσής του. Στην παρακάτω εικόνα φαίνεται σε ποιες περιοχές χωρίζεται μία κουκκίδα. Η μάσκα στόχου (mask target) χωρίζει το σήμα ενδιαφέροντος (foreground) από το υπόβαθρο (background) της κουκκίδας (Εικόνα 5.1) (Lee 2004, Τσακανίκας 2005).
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Εικόνα 5.1: Διάφορα μέρη της κουκκίδας και του περιβάλλοντός της (Τσακανίκας 2005).

5.2.1 Θόρυβος υποβάθρου

Μπορούμε να θεωρήσουμε ότι η ένδειξη των τιμών έκφρασης των γονιδίων [image: image110.png]


, όπου [image: image112.png]


 είναι το επιθυμητό γονίδιο και [image: image114.png]


 το πείραμα, είναι το άθροισμα δύο συνιστωσών. Η μία συνιστώσα αντιπροσωπεύει την αληθινή τιμή έκφρασης του γονιδίου [image: image116.png]


 και η άλλη τον θόρυβο του υποβάθρου [image: image118.png]


. Οπότε θα ισχύει ότι:

[image: image119.png]



Θεωρούμε, επίσης, ότι η αληθινή τιμή έκφρασης του κάθε γονιδίου, που μας είναι και άγνωστη, αυξάνεται ανάλογα με το [image: image121.png]


, που είναι η αληθινή συγκέντρωση του γονιδίου [image: image123.png]


 στην κουκκίδα στο πείραμα [image: image125.png]


. Όπως είναι φυσικό, ισχύει:

[image: image126.png]



Με άλλα λόγια, δεν υπάρχει η συνιστώσα [image: image128.png]


 στην ένδειξη [image: image130.png]


, εάν στο πείραμα [image: image132.png]


 δεν έχει εκφραστεί καθόλου το γονίδιο [image: image134.png]


, δηλαδή:

[image: image135.png]



Ο θόρυβος υποβάθρου [image: image137.png]


 είναι ανεξάρτητος από το [image: image139.png]


 και ανεξάρτητος από το [image: image141.png]


. Τέλος, θεωρούμε ότι και οι δύο συνιστώσες, [image: image143.png]


 και [image: image145.png]


, είναι θετικές.

Για να κάνουμε διόρθωση του υποβάθρου, μπορούμε να αφαιρέσουμε τον εκτιμώμενο θόρυβο υποβάθρου [image: image147.png]


  για κάθε κουκκίδα από την ένδειξη [image: image149.png]


. Εντούτοις, παραμένει ως επιλογή η χρήση του σήματος ενδιαφέροντος χωρίς διόρθωση υποβάθρου, λόγω αμφιβολιών εκ μέρους αρκετών επιστημόνων σχετικά με την αποτελεσματικότητα υπολογισμού του θορύβου υποβάθρου (Lee 2004).
5.3 Φιλτράρισμα δεδομένων


Για την περαιτέρω ανάλυση των δεδομένων γονιδιακής έκφρασης που παίρνουμε από ένα πείραμα μικροσυστοιχιών είναι απαραίτητο το φιλτράρισμά τους, η σημασία του οποίου γίνεται φανερή στα παρακάτω παραδείγματα. Για παράδειγμα, για να είναι αξιόπιστος ο υπολογισμός του συντελεστή συσχέτισης ενός συνόλου δεδομένων, θα πρέπει τα δεδομένα να ακολουθούν κανονική κατανομή και να μην περιλαμβάνονται σε αυτά άτυπα σημεία (outliers) (βλέπε Εικόνα 5.2). Ένα άλλο παράδειγμα είναι η περίπτωση γονιδίων των οποίων τα επίπεδα έκφρασής διατηρούνται σταθερά από πείραμα σε πείραμα, εντούτοις μπορεί να εμφανίζουν διακύμανση λόγω θορύβου. Αν αυτά τα γονίδια δεν φιλτραριστούν και απομακρυνθούν, ο θόρυβός αυτός μπορεί να πολλαπλασιαστεί μέσω της κανονικοποίησης και να ερμηνευτεί στη συνέχεια σαν πραγματικό σήμα. Παρουσιάζονται παρακάτω τέσσερις βασικές μέθοδοι φιλτραρίσματος, σύμφωνα με (Kohane, Kho & Butte 2003).

[image: image150.png]100-





Εικόνα 5.2: Σε αυτές τις εικόνες φαίνεται πως ένα μόνο άτυπο σημείο μπορεί να αλλοιώσει τη συνολική συσχέτιση ενός συνόλου σημείων. Στην αριστερή εικόνα φαίνεται η γραφική παράσταση μίας αρνητικής συσχέτισης. Η δεξιά γραφική παράσταση είναι ακριβώς η ίδια με την αριστερή με ένα μόνο επιπλέον άτυπο σημείο. Αν οι τιμές ενός μόνο σημείου είναι πολύ διαφορετικές από τις τιμές των υπόλοιπων σημείων, ο συντελεστής συσχέτισης αλλοιώνεται σημαντικά. Αυτό συμβαίνει, κυρίως, γιατί ο συντελεστής συσχέτισης θεωρεί ότι τα δεδομένα ακολουθούν κανονική κατανομή (Kohane, Kho & Butte 2003).

5.3.1 Φίλτρο διακύμανσης

Ένας τρόπος να αντιμετωπιστεί η εκφυλισμένη συσταδοποίηση είναι η απομάκρυνση γονιδίων ή δειγμάτων που παρουσιάζουν μικρή διακύμανση. Το φίλτρο διακύμανσης χρησιμοποιείται έτσι ώστε τα προς ανάλυση γονίδια να έχουν ένα αρκετά μεγάλο δυναμικό εύρος τιμών. Μπορούν να χρησιμοποιηθούν σχετικά ή απόλυτα κριτήρια. Για παράδειγμα, ένα γονίδιο δύναται απομακρυνθεί από την περαιτέρω ανάλυση αν η σχετική έκφραση είναι μικρότερη από δύο στις μετρήσεις του σε όλα τα δείγματα (σχετικό κριτήριο) ή αν η διαφορά της μεγαλύτερης από τη μικρότερη μέτρηση δεν είναι μεγαλύτερη από 35 μονάδες έκφρασης (απόλυτο κριτήριο). Δηλαδή, θα πρέπει για να μην απομακρυνθεί ένα γονίδιο από το σύνολο των δεδομένων να ισχύει:
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, όπου [image: image153.png]


 είναι το μεγαλύτερο και [image: image155.png]Min



 το μικρότερο επίπεδο έκφρασης του γονιδίου σε όλα τα δείγματα που μελετώνται.


Το συγκεκριμένο φίλτρο δεν είναι αποδεκτό από μία μερίδα ερευνητών, μιας και είναι δυνατό μικρές διακυμάνσεις στην έκφραση γονιδίων να είναι μεγάλης βιολογικής σημασίας. Εντούτοις, στον καθαρισμό του αρχικού πειραματικού σχεδιασμού ως προς τις «αποδοτικότερες» στατιστικές υποθέσεις, θα πρέπει να ληφθεί υπόψιν και το αντίστοιχο οικονομικό κόστος (Kohane, Kho & Butte 2003).

5.3.2 Φίλτρο χαμηλής εντροπίας


Σε ένα σύνολο γονιδιακών εκφράσεων μπορεί να παρουσιαστεί το ακριβώς αντίθετο πρόβλημα από αυτό που προσπαθεί να αντιμετωπίσει το φίλτρο διακύμανσης. Μπορεί, δηλαδή, να υπάρχουν γονίδια που εμφανίζουν εντελώς ανομοιόμορφη συμπεριφορά («αιχμές»), όταν τα επίπεδα έκφρασής τους είναι χαμηλά σε όλα τα δείγματα εκτός από ένα ή δύο δείγματα (spiking behaviour). Αυτές οι «αιχμές» στα επίπεδα έκφρασης των γονιδίων θα επηρεάσουν πολύ τα αποτελέσματα μίας ανάλυσης που στηρίζεται, για παράδειγμα, στον υπολογισμό συντελεστών συσχέτισης (Εικόνα 5.2).


Σε αυτήν την περίπτωση, μπορεί να χρησιμοποιηθεί ένα φίλτρο εντροπίας που θα απομακρύνει τα γονίδια που δεν είναι ομοιόμορφα κατανεμημένα στο σύνολο των δειγμάτων. Η εντροπία είναι το μέτρο ανομοιομορφίας μίας μεταβλητής. Αν οι τιμές μίας μεταβλητής είναι ομοιόμορφα κατανεμημένες στο δυναμικό εύρος τιμών της μεταβλητής, τότε η μεταβλητή αυτή έχει υψηλή εντροπία. Αντιθέτως, μία μεταβλητή η οποία δύναται, για παράδειγμα, να λάβει μόνο δύο τιμές, τότε η τιμή της εντροπίας είναι πολύ χαμηλότερη (Εικόνα 5.3). Ο τύπος που υπολογίζει την εντροπία [image: image157.png]


 της μεταβλητής [image: image159.png]


 είναι : 

[image: image160.png](p(x)
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, όπου [image: image162.png]


 είναι η πιθανότητα μία τιμή της μεταβλητής [image: image164.png]


 να βρεθεί στο ποσοστημόριο [image: image166.png]


.
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Εικόνα 5.3: Το πάνω διάγραμμα (α) δείχνει ένα παράδειγμα ενός γονίδιου που παρουσιάζει ανομοιόμορφη συμπεριφορά. Τα επίπεδα έκφρασης του γονιδίου είναι πολύ μεγάλα σε τρία από τα πειράματα. Το κάτω διάγραμμα (β) δείχνει ένα παράδειγμα ενός άλλου γονίδιο του οποίου τα επίπεδα έκφρασης είναι πιο ομοιόμορφα κατανεμημένα σε όλο το δυναμικό εύρος (Kohane, Kho & Butte 2003).

Αφού υπολογιστεί η εντροπία κάθε γονιδίου, επιλέγεται ένα κατώφλι χαμηλής εντροπίας (threshold low entropy), για παράδειγμα, το 5% των γονιδίων με τη χαμηλότερη εντροπία, που χρησιμοποιείται για το φιλτράρισμα των γονιδίων που δεν εμφανίζουν τιμές έκφρασης σε ένα ικανοποιητικό δυναμικό εύρος τιμών. Εντούτοις, θα πρέπει να σημειωθεί πως ο υπολογισμός της εντροπίας εξαρτάται άμεσα από τον αριθμό των ποσοστημορίων [image: image169.png]


 που επιλέγονται (η επιλογή γίνεται βέβαια τυχαία).


Μία εναλλακτική μέθοδος αντιμετώπισης του προβλήματος ανομοιόμορφης κατανομής είναι ο συντελεστής συσχέτισης Jackknife (Jackknife correlation coefficient). Για τον υπολογισμό της ανομοιότητας δύο γονιδίων όταν έχουν πραγματοποιηθεί [image: image171.png]


 πειράματα, η τεχνική του συντελεστή συσχέτισης Jackknife περιλαμβάνει τον υπολογισμό [image: image173.png]


 διαφορετικών συντελεστών συσχέτισης, όπου σε κάθε υπολογισμό δεν λαμβάνεται υπόψιν ένα από τα πειράματα. Ο συντελεστής συσχέτισης Jackknife είναι ο μικρότερος από τους συντελεστές συσχέτισης που υπολογίστηκαν. Η χρήση αυτής της τεχνικής εντοπίζει αποτελεσματικά άτυπα σημεία. Η απομάκρυνση ενός μόνο τέτοιου άτυπου σημείου, όμως, ενδεχομένως να μην είναι αρκετή, ειδικά όταν χρησιμοποιούνται δείγματα από διαφορετικούς ιστούς και κατά συνέπεια εμφανίζονται αρκετές ανομοιότητες στις μετρήσεις. Τίθεται, τέλος, το ερώτημα το κατά πόσο η απομάκρυνση αυτών των ανομοιομορφίων είναι και επιθυμητή, μιας και γονίδια που εμφανίζουν ανομοιομορφία μπορεί εν τέλει να παρουσιάζουν μεγάλο βιολογικό ενδιαφέρον (Kohane, Kho & Butte 2003).  

5.3.3 Φίλτρο χαμηλού επιπέδου έκφρασης


Συνήθως, τα γονίδια που έχουν χαμηλά επίπεδα έκφρασης θεωρούνται λιγότερο αξιόπιστα από αυτά που έχουν υψηλά επίπεδα έκφρασης. Αυτό σημαίνει, εμπειρικά, ότι το διάστημα εμπιστοσύνης μίας μέτρησης είναι συνάρτηση του επιπέδου έκφρασής της. Στην περίπτωση που τα χαμηλά επιπέδου έκφρασης γονίδια είναι ιδιαιτέρως θορυβώδη, η διατήρηση αυτών των επιπέδων έκφρασης μπορεί να αλλοιώσει τα αποτελέσματα στην περαιτέρω ανάλυση και να οδηγήσει ακόμα και σε λανθασμένη συσταδοποίηση των δεδομένων. Ένα φίλτρο χαμηλού επιπέδου έκφρασης ορίζει συνήθως ένα κατώφλι και τα γονίδια των οποίων τα επίπεδα έκφρασης είναι κάτω από αυτό το κατώφλι απομακρύνονται από το σύνολο των δεδομένων. Ως τιμή αυτού του κατωφλιού μπορεί να χρησιμοποιηθεί και εδώ, για παράδειγμα το 5% των γονιδίων με το χαμηλότερο επίπεδο έκφρασης ή μια τιμή επιλεγμένη εμπειρικά (για παράδειγμα 10 μονάδες έκφρασης). Αξίζει να σημειωθεί πως με το συγκεκριμένο είδος φίλτρου δεν απορρίπτονται από την περαιτέρω ανάλυση τα γονίδια ως μεταβλητές παρά μόνο κάποιες μετρήσεις της έκφρασής τους (Causton, Quackenbush & Brazma 2003). 
5.4 Μετασχηματισμός δεδομένων

Όπως είδαμε παραπάνω, η ανάλυση της εικόνας που προκύπτει από την σάρωση μας δίνει δύο επίπεδα γονιδιακής έκφρασης ένα για το κόκκινο και ένα για το πράσινο χρώμα. Ο πιο συνηθισμένος τρόπος που χρησιμοποιείται για να συσχετιστούν αυτές οι δύο πληροφορίες είναι ο υπολογισμός του λόγου έκφρασης, που δίνεται από τον τύπο:

[image: image174.png]



, όπου [image: image176.png]


 είναι ο λόγος έκφρασης του γονιδίου [image: image178.png]


 στο πείραμα [image: image180.png]


, [image: image182.png]


 το επίπεδο έκφρασης του δείγματος ελέγχου και [image: image184.png]


 το επίπεδο έκφρασης του δείγματος αναφοράς για το γονίδιο [image: image186.png]


 στο πείραμα [image: image188.png]


 

Αν και ο λόγος έκφρασης δύναται να αποκαλύψει επαναλαμβανόμενες δομές (patterns) στα δεδομένα, εντούτοις απομακρύνει όλη την πληροφορία για τις απόλυτες τιμές των επιπέδων έκφρασης των γονιδίων. Για παράδειγμα, γονίδια με λόγο έκφρασης [image: image190.png]4ﬂﬂ/lﬂﬂ



 και [image: image192.png]4,



, θα έχουν τον ίδιο λόγο έκφρασης ίσο με 4, γεγονός που μπορεί να δώσει λανθασμένη εικόνα της διαφορικής τους έκφρασης (Grant 2004).

Οι μετρήσεις των τιμών έκφρασης των γονιδίων [image: image194.png]


, όπου [image: image196.png]


 είναι το επιθυμητό γονίδιο και [image: image198.png]


 το πείραμα, ακόμα και μετά την διόρθωση υποβάθρου συνήθως δεν έχουν τις επιθυμητές στατιστικές ιδιότητες και κατά συνέπεια είναι απαραίτητο να μετασχηματιστούν. Οι επιθυμητές ιδιότητες μπορεί να περιλαμβάνουν, για παράδειγμα, κανονικότητα ή σταθερή διακύμανση. Παρακάτω αναλύονται μετασχηματισμοί των δεδομένων που έχουν αποδειχθεί χρήσιμοι στην ανάλυση δεδομένων μικροσυστοιχιών (Lee 2004).

5.4.1 Μετασχηματισμός του λόγου έκφρασης


Ο λόγος έκφρασης αποτελεί ένα διαισθητικό τρόπο αναπαράστασης των διαφορών των δύο επιπέδων έκφρασης. Για παράδειγμα, τα γονίδια των οποίων τα δύο επίπεδα έκφρασης δεν διαφέρουν έχουν λόγο έκφρασης ίσο προς 1. Η αναπαράσταση, όμως, αυτή μπορεί να μην είναι ιδιαίτερα βοηθητική στην περίπτωση που το επίπεδο έκφρασης του δείγματος ελέγχου είναι μεγαλύτερο ή μικρότερο από το επίπεδο έκφρασης του δείγματος αναφοράς. Για παράδειγμα, ένα γονίδιο που έχει τέσσερις φορές μεγαλύτερο επίπεδο έκφρασης του δείγματος ελέγχου από αυτό του δείγματος αναφοράς έχει λόγο έκφρασης ίσο με 4, αφού:

[image: image199.png]



Αν όμως έχουμε ένα γονίδιο  που το επίπεδο έκφρασης του δείγματος ελέγχου είναι τέσσερις φορές μικρότερο από αυτό του δείγματος αναφοράς, ο λόγος αναφοράς του θα είναι 0.25, αφού:

[image: image200.png]



Οπότε στην περίπτωση που το γονίδιο είναι υπερ-εκφρασμένο, οι τιμές του λόγου έκφρασης κυμαίνονται ανάμεσα στο 1 και το άπειρο, ενώ στην περίπτωση που είναι υπο-εκφρασμένο, οι τιμές του λόγου έκφρασης κυμαίνονται ανάμεσα στο 0 και στο 1. Άρα :
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Για να μην υπάρχει αυτή η ασυνέπεια, μπορούμε να πραγματοποιήσουμε δύο είδη μετασχηματισμού του λόγου έκφρασης, το μετασχηματισμό αντιστρόφου (inverse transformation) και το λογαριθμικό μετασχηματισμό (logarithmic transformation) (Grant 2004).

5.4.1.1 Μετασχηματισμός αντιστρόφου


Σύμφωνα με το μετασχηματισμό αντιστρόφου, εάν η τιμή του λόγου έκφρασης είναι μικρότερη της μονάδας,  τότε αυτή αντιστρέφεται και πολλαπλασιάζεται με το -1. Στην περίπτωση που είναι μεγαλύτερη ή ίση της μονάδας, τότε η τιμή παραμένει η ίδια. Οπότε ισχύει ότι :

[image: image203.png]



Για παράδειγμα:  [image: image205.png]




Αυτός ο μετασχηματισμός έχει το πλεονέκτημα ότι οι τιμές του λόγου έκφρασης των γονιδίων που έχουν υπο-εκφραστεί κυμαίνονται σε παρόμοιο σύνολο τιμών με τιμές του λόγου έκφρασης των γονιδίων που έχουν υπερ-εκφραστεί. Έχουμε, λοιπόν :

[image: image206.png]. Tipig psTacmuatiouivon Adyov sxppacms.
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[image: image207.png]. Tipis pETacymuatiousvoy Adyov sxppacms.
Yro — ékppacy — T (—,—1)




Εντούτοις, ο μετασχηματισμός αυτός το μειονέκτημα ότι παρουσιάζει ασυνέχεια στο διάστημα [-1,1), γεγονός που δημιουργεί τις περισσότερες φορές κάποιες δυσκολίες στην περαιτέρω ανάλυση των δεδομένων (Grant 2004).

5.4.1.2 Λογαριθμικός μετασχηματισμός


Μία καλύτερη διαδικασία μετασχηματισμού είναι ο υπολογισμός του λογαρίθμου με βάση το 2 του λόγου έκφρασης, δηλαδή:

[image: image209.png]


 

Αυτός ο μετασχηματισμός έχει το πλεονέκτημα ότι αντιμετωπίζει με παρόμοιο τρόπο τα γονίδια που έχουν υπο-εκφραστεί και αυτά που έχουν υπερ-εκφραστεί και επίσης ότι έχει συνεχές σύνολο τιμών. Για παράδειγμα, εάν ο λόγος έκφρασης είναι 1, τότε o [image: image211.png]log,(1)



 είναι ίσος με 0, που αναπαριστά την απουσία διαφορικής έκφρασης στα δύο επίπεδα. Εάν ο λόγος έκφρασης είναι 4, τότε θα έχουμε [image: image213.png]log,(4) =2



, ενώ αν είναι [image: image215.png]Y,



, [image: image217.png]log,(1/,) = -2



. Έτσι, το σύνολο τιμών του μετασχηματισμού αυτού είναι συνεχές, ενώ τα γονίδια που έχουν υπερ-εκφραστεί και αυτά που έχουν υπο-εκφραστεί μπορούν εύκολα να συγκριθούν. Πιο συγκεκριμένα ισχύει:

[image: image218.png]. Tipig psTacmuatiouivon Adyov sxppacms.
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[image: image219.png]. Tipis pETacymuatiousvoy Adyov sxppacms.
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Υπάρχουν όμως και μειονεκτήματα από την εφαρμογή αυτής της μεθόδου μετασχηματισμού. Σε περίπτωση που μετά τη διόρθωση υποβάθρου έχουν προκύψει αρνητικές τιμές έκφρασης, για παράδειγμα όπως στην περίπτωση του μη ειδικού υβριδισμού, ο μετασχηματισμός του λόγου έκφρασης δεν ορίζεται. Βέβαια, συνήθως μετά την διόρθωση υποβάθρου απομακρύνουμε τις αρνητικές τιμές από τα δεδομένα που αναλύονται (Grant 2004).

5.5 Κανονικοποίηση δεδομένων

5.5.1 Εισαγωγή

Έχοντας ως αντικειμενικό σκοπό την ακριβή μέτρηση των αλλαγών των επιπέδων έκφρασης των γονιδίων, είναι σημαντικό να λάβουμε υπόψιν τα τυχαία και τα συστηματικά σφάλματα που συμβαίνουν σε ένα πείραμα μικροσυστοιχιών. Για παράδειγμα, μια γνωστή και συνήθης πηγή συστηματικού σφάλματος προκύπτει από τη χρήση διαφορετικών φθορίζουσων ουσιών. Αυτό το φαινόμενο γίνεται φανερό αν πραγματοποιήσουμε ένα πείραμα, όπου δύο πανομοιότυπα mRNA δείγματα ιχνηθέτονται με διαφορετική χρωστική (με Cy3 το ένα και με Cy5 το άλλο) και στη συνέχεια υβριδοποιούνται πάνω στο ίδιο πειραματικό πλακίδιο. Είναι ιδιαίτερα σπάνιο να έχουμε ίσες εντάσεις για τις δύο χρωστικές ουσίες στις κουκκίδες του πλακιδίου, και μάλιστα, συνήθως έχουμε υψηλότερα επίπεδα έκφρασης για τη Cy3 από αυτά της Cy5 (Εικόνα 5.4α). Αν και τέτοιου είδους συστηματικά σφάλματα έχουν σχετικά μικρή τιμή, μπορούν να δημιουργήσουν μεγάλο πρόβλημα όσον αφορά την αξιοπιστία των αποτελεσμάτων, όπως κατά την αναζήτηση μικρών βιολογικών διαφορών. Τα σφάλματα αυτά δύναται να προέρχονται από διάφορους παράγοντες, συμπεριλαμβανομένων των φυσικών ιδιοτήτων των φθορίζουσων ουσιών (π.χ. φωτοευαισθησία, ευαισθησία στη θερμότητα, σχετικός χρόνος ημίσειας ζωής κ.α.), της απόδοσης ενσωμάτωσης των χρωστικών, της μεταβλητότητας στην πειραματική διαδικασία κατά την υβριδοποίηση και των μετέπειτα διαδικασιών επεξεργασίας, ακόμη και των ρυθμίσεων του σαρωτή. Επιπροσθέτως, τα σχετικά επίπεδα έκφρασης των γονιδίων (όπως υπολογίζονται από τον λογαριθμικό μετασχηματισμό, δηλαδή o [image: image221.png]log, (Adyoc éxppaons)



) από επαναλήψεις του ίδιου πειράματος (replicates) μπορεί να έχουν διαφορετική διακύμανση λόγω διαφορετικών πειραματικών συνθηκών. Πολλοί από αυτούς τους παράγοντες που προκαλούν αυτά τα συστηματικά σφάλματα, είτε είναι εσωτερικοί είτε εξωτερικοί της υβριδοποίησης των δειγμάτων του πλακιδίου, καθιστούν τη διάκριση μεταξύ των εκφρασμένων γονιδίων δύσκολη.

Σκοπός της κανονικοποίησης (normalization), είναι η ελαχιστοποίηση των συστηματικών σφαλμάτων που εντοπίζονται στα εκτιμώμενα επίπεδα έκφρασης των γονιδίων, έτσι ώστε οι βιολογικές διαφορές να γίνονται ευκολότερα αντιληπτές, καθώς και για να επιτρέπεται η σύγκριση των επιπέδων έκφρασης μεταξύ δεδομένων που προέρχονται από διαφορετικά πλακίδια. Η βασική ιδέα της κανονικοποίησης δεδομένων που προέρχονται από μικροσυστοιχίες που προκύπτουν από πειράματα με χρήση δύο χρωστικών (συνήθως Cy3 και Cy5), είναι η εξισορρόπηση των υπολογισμένων εντάσεων των δύο χρωστικών. Παρόλο που η διαδικασία της κανονικοποίησης από μόνης της δεν επαρκεί για τον εντοπισμό όλων των συστηματικών σφαλμάτων που μπορεί να εμφανίζει ένα σύνολο δεδομένων γονιδιακής έκφρασης, εντούτοις παίζει έναν πολύ σημαντικό ρόλο στα πρώιμα στάδια της ανάλυσης των δεδομένων από μικροσυστοιχίες. Αποτελέσματα που προκύπτουν από διαφορετικές διαδικασίες κανονικοποήσης του ίδιου σύνολο δεδομένων, μπορεί να διαφέρουν ιδιαίτερα μεταξύ τους. Περαιτέρω ανάλυση των δεδομένων, όπως η συσταδοποίηση (clustering) και η χρήση νευρωνικών δικτύων εξαρτώνται ιδιαίτερα από την επιλογή της διαδικασίας κανονικοποίησης (Yang et al. 2001).
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Εικόνα 5.4: α) Ιστόγραμμα των λογαριθμισμένων με βάση το 2 τιμών των λόγων έκφρασης που προκύπτουν από την υβριδοποίηση δύο όμοιων δειγμάτων. Συνήθως υψηλότερα είναι τα επίπεδα έκφρασης για το πράσινο κανάλι, και κατά συνέπεια, οι τιμές είναι συγκεντρωμένες αριστερά του μηδενός. β) Τα ίδια δεδομένα του ιστογράμματος (α) πριν (κόκκινο χρώμα) και μετά (μπλε χρώμα) την κανονικοποίηση. Η κανονικοποιημένη κατανομή των δεδομένων είναι μετατοπισμένη προς τα δεξιά και βρίσκεται τώρα γύρω από το μηδέν. γ) Γραφική παράσταση των επιπέδων έκφρασης των γονιδίων για τα δύο κανάλια και για το ίδιο πείραμα πριν (κόκκινο χρώμα) και μετά (μπλε χρώμα) την κανονικοποίηση. δ) Γραφική παράσταση των αντίστοιχων λογαριθμισμένων μετασχηματισμών των εντάσεων για τα δύο κανάλια και για το ίδιο πείραμα πριν (κόκκινο χρώμα) και μετά (μπλε χρώμα) την κανονικοποίηση (Quackenbush 2001).

5.5.2 Μέθοδοι κανονικοποίησης

5.5.2.1 Κανονικοποίηση ολικής έντασης

Από όλες τις μεθόδους κανονικοποίησης που χρησιμοποιούνται κατά την ανάλυση δεδομένων των μικροσυστοιχιών, η κανονικοποίηση ολικής έντασης είναι η πιο κατανοητή μέθοδος. Η κανονικοποίηση ολικής έντασης βασίζεται σε δύο υποθέσεις. Η πρώτη υπόθεση είναι ότι η συνολική ποσότητα του αρχικού mRNA είναι η ίδια και στα δύο δείγματα και κατά συνέπεια έχουμε παρόμοιο αριθμό μορίων και στα δύο δείγματα. Έτσι, αν στο δείγμα υπάρχει ένας αριθμός γονιδίων που είναι υπερ-εκφρασμένα, τότε θα πρέπει να υπάρχει και ένας ίσος περίπου αριθμός γονιδίων που είναι υπο-εκφρασμένα γεγονός που ισοδυναμεί με την υπόθεση ότι τα κύτταρα έχουν μία συγκεκριμένη ικανότητα σύνθεσης RNA. Η δεύτερη υπόθεση είναι ότι πάνω στο πλακίδιο υβριδοποιείται ο ίδιος αριθμός μορίων RNA και από τα δύο δείγματα, και κατά συνέπεια θα πρέπει οι συνολικές εντάσεις φθορισμού των δύο δειγμάτων να είναι ίσες μεταξύ τους.


Ακολουθώντας αυτές τις υποθέσεις, μπορεί να υπολογιστεί ένας παράγοντας κανονικοποίησης (normalization factor) από τον τύπο:

[image: image223.png]Neoear = S g
T Gy

ig=1




, όπου [image: image225.png]


 και [image: image227.png]


 είναι οι τιμές έκφρασης του γονιδίου [image: image229.png]


 του πειράματος [image: image231.png]


 στο δείγμα ελέγχου και στο δείγμα αναφοράς, αντίστοιχα, και [image: image233.png]


 ο συνολικός αριθμός των υπό μελέτη γονιδίων. Οι τιμές έκφρασης των γονιδίων για τα δύο δείγματα ορίζονται τώρα ως:

[image: image234.png]Kat Gy = Nypey X Gy





Ο κανονικοποιημένος λόγος έκφρασης για κάθε γονίδιο θα είναι:

[image: image235.png]



, ο οποίος προσαρμόζεται κατά τέτοιο τρόπο ώστε ο μέσος όρος του να είναι ίσος με τη μονάδα.


Ο λογαριθμικός μετασχηματισμός του λόγου έκφρασης, μετά από αυτήν την κανονικοποίηση, θα δώσει:

[image: image236.png]log,(T,,

=10g,(T,,) — log; (N,oear)





Αυτός ο τρόπος κανονικοποίησης αποτελεί παράδειγμα γραμμικής κανονικοποίησης μίας παραμέτρου (single-parameter linear normalization), αφού για τη ρύθμιση των δεδομένων χρησιμοποιείται μόνο ένας παράγοντας (Causton, Quackenbush & Brazma 2003, Grant 2004).

5.5.2.2 Μέση λογαριθμική κεντροποίηση 
Σε αυτήν τη μέθοδο, βασική υπόθεση είναι ότι ο μέσος όρος του [image: image238.png]log, (Adyoc éxppaons)



 θα πρέπει να είναι ίσος με το μηδέν για το σύνολο των γονιδίων. Ορίζεται ένας παράγοντας κανονικοποίησης, που δίνεται από τον τύπο:

[image: image239.png]i





, όπου [image: image241.png]


 και [image: image243.png]


 είναι οι τιμές έκφρασης του γονιδίου [image: image245.png]


 του πειράματος [image: image247.png]


 στο δείγμα ελέγχου και στο δείγμα αναφοράς, αντίστοιχα, και [image: image249.png]


 ο συνολικός αριθμός των υπό μελέτη γονιδίων. Οι τιμές έκφρασης των γονιδίων για τα δύο δείγματα ορίζονται τώρα ως:

[image: image250.png]



Ο κανονικοποιημένος λόγος έκφρασης γίνεται:

[image: image251.png]G, X 2¥mic
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, ενώ ο λογαριθμικός μετασχηματισμός του λόγου έκφρασης θα δώσει:

[image: image252.png]log,(T.,) = 10g5(T,n) — Npuic




Ο λόγος έκφρασης, λοιπόν, ρυθμίζεται κατάλληλα ώστε η μέση τιμή του λογαρίθμου του με βάση το 2 να είναι ίση με το 0. Αυτή η προσέγγιση όμως έχει το μειονέκτημα ότι παρουσιάζει ευαισθησία σε διαφορικά εκφρασμένα γονίδια με ακραίες τιμές. Για παράδειγμα, αν υπάρχει ένας αριθμός γονιδίων που είναι σημαντικά υπερ-εκφρασμένα, τότε ο παράγοντας κανονικοποίησης [image: image254.png]omic



 θα υπερεκτιμηθεί με αποτέλεσμα η διόρθωση στους λόγους έκφρασης να είναι μεγαλύτερη από την απαραίτητη (Causton, Quackenbush & Brazma 2003, Grant 2004).

5.5.2.3 Γραμμική παλινδρόμηση

Μία εναλλακτική προσέγγιση είναι η χρήση της γραμμικής παλινδρόμησης. Για δείγματα που παρουσιάζουν αρκετές ομοιότητες, είναι αναμενόμενο τα επίπεδα έκφρασης πολλών γονιδίων τους να είναι κοντινά μεταξύ τους. Στην γραφική παράσταση των επιπέδων έκφρασης των γονιδίων (ή των λογαρίθμων των επιπέδων έκφρασης των γονιδίων) του ενός δείγματος συναρτήσει του άλλου, οι μετρήσεις αυτών των γονιδίων θα πρέπει να παρατάσσονται πάνω σε μία ευθεία γραμμή με κλίση ίση προς 1, κάτω φυσικά από συγκεκριμένες υποθέσεις. Η κανονικοποίηση αυτών των δεδομένων ισοδυναμεί με τον υπολογισμό της κλίσης βέλτιστης προσαρμογής χρησιμοποιώντας τεχνικές παλινδρόμησης και προσαρμόζοντας τα επίπεδα έκφρασης ούτως ώστε η κλίση να είναι ίση με 1.


Η τεχνική παλινδρόμησης υποθέτει ότι η τιμή έκφρασης κάθε γονιδίου στο δείγμα ελέγχου, [image: image256.png]


, είναι κατά προσέγγιση μία γραμμική συνάρτηση της τιμής έκφρασης για το δείγμα αναφοράς, [image: image258.png]


. Ένα μαθηματικό μοντέλο αυτής της γραμμικής σχέσης δίνεται από τον τύπο:

[image: image259.png]R,, = By + B1G,, + u,,




, όπου [image: image261.png]


 και [image: image263.png]


 είναι σταθερές που συμβολίζουν το σημείο τομής της ευθείας με τον άξονα των [image: image265.png]


 και την κλίση της ευθείας αντίστοιχα, και [image: image267.png]


 είναι τυχαίος, ανεξαρτήτου κατανομής θόρυβος που εμφανίζεται στο σήμα με μέση τιμή 0 και τυπική διακύμανση. O υπολογισμός της κλίσης βέλτιστης προσαρμογής για το πείραμα [image: image269.png]


, [image: image271.png]


, γίνεται με τη βοήθεια του τύπου:

[image: image272.png]



, όπου [image: image274.png]


 και [image: image276.png]


 είναι οι τιμές έκφρασης του γονιδίου[image: image278.png]


 του πειράματος [image: image280.png]


 στο δείγμα ελέγχου και στο δείγμα αναφοράς, αντίστοιχα, [image: image282.png]


 ο συνολικός αριθμός των υπό μελέτη γονιδίων και [image: image284.png]


 και [image: image286.png]


 είναι οι μέσες τιμές των τιμών έκφρασης στο πείραμα [image: image288.png]


 στο δείγμα ελέγχου και στο δείγμα αναφοράς, αντίστοιχα. Για να υπολογίσουμε το σημείο τομής της ευθείας με τον άξονα των [image: image290.png]


 για το πείραμα [image: image292.png]


, [image: image294.png]


, παίρνουμε τον τύπο:

[image: image295.png]



Οι νέες τιμές έκφρασης των γονιδίων μπορούν τώρα να οριστούν από τους τύπους:

[image: image296.png]



και κατά αυτόν τον τρόπο, οι λόγοι έκφρασης λαμβάνουν τιμές γύρω από τη μονάδα (Causton, Quackenbush & Brazma 2003).

5.5.2.4 Κανονικοποίηση με μέθοδο Lo(w)ess

Έχει παρατηρηθεί ότι ο [image: image298.png]log, (Adyoc éxppaons)



 συχνά παρουσιάζει μία συστηματική εξάρτηση από την ένταση φθορισμού που εμφανίζεται τις περισσότερες φορές ως μία απόκλιση από το 0 για κουκκίδες που εμφανίζουν χαμηλή ένταση φθορισμού. Αυτό γίνεται φανερό από τις γραφικές παραστάσεις του λογαρίθμου του λόγου έκφρασης [image: image300.png]M= tog: ("5 )



 συναρτήσει της ολικής έντασης 
[image: image302.png]lnznvl lniﬂ'l
4 = [109:(R;) +logs (G, )]/2



 . Κατά συνέπεια, είναι εύλογο, η χρήση μεθόδων κανονικοποίησης που εξαρτώνται από την τιμή της [image: image304.png]


, να είναι προτιμότερες της κανονικοποίησης ολικής έντασης. Μία τέτοια μέθοδος κανονικοποίησης είναι η [image: image306.png]lo(w)ess



 (LOcally WEighted Scatter plot Smoothing) (REF Cleveland et al)

Σύμφωνα με αυτήν τη μέθοδο έχουμε τα εξής:

[image: image307.png]log, “n-/gﬂ S log, "m/gﬂ — c(4) = log, R'"/[k(,«)s,,,]




, όπου [image: image309.png]c(A)



 είναι η προσαρμογή της [image: image311.png]lo(w)ess



 που γίνεται στην γραφική παράσταση [image: image313.png]


, και [image: image315.png]


 και [image: image317.png]


 είναι οι τιμές έκφρασης του γονιδίου[image: image319.png]


 του πειράματος [image: image321.png]


 στο δείγμα ελέγχου και στο δείγμα αναφοράς, αντίστοιχα. 

Η ανθεκτική εκδοχή [image: image323.png]lo(w)ess



 εκτελεί ανθεκτικές στο θόρυβο τοπικές γραμμικές προσαρμογές. Πιο συγκεκριμένα, η μέθοδος αυτή δεν επηρεάζεται από κάποιο μικρό ποσοστό διαφορικά εκφρασμένων γονιδίων που εμφανίζονται ως άτυπα σημεία στην γραφική παράσταση [image: image325.png]


 (Yang et al. 2001).

5.5.2.5 Κανονικοποίηση σε κάθε υποπλέγμα 
Κάθε πλέγμα σε μια μικροσυστοιχία όπως έχουμε δει και σε προηγούμενο κεφάλαιο, τυπώνεται από ένα ρομπότ με τη βοήθεια μίας ομάδας ακίδων εκτύπωσης. Διαφορετικά πειράματα μπορούν να γίνουν χρησιμοποιώντας διαφορετικές ρυθμίσεις εκτύπωσης ανάλογα με το σχηματισμό των ακίδων εκτύπωσης στην κεφαλή του ρομπότ που χρησιμοποιείται για την κάθε εκτύπωση (π.χ. 4x4 ή 2x2 κεφαλές εκτύπωσης). Κάποια συστηματικά σφάλματα είναι πιθανόν να  προκύψουν λόγω διαφορετικών χαρακτηριστικών στις ακίδες των κεφαλών, όπως για παράδειγμα μικρές διαφορές στο μήκος ή στη διάμετρο των ακίδων και ίσως σε μερικές περιπτώσεις κάποια παραμόρφωση του σχήματός τους. Κατά συνέπεια, οι ομάδες των ακίδων εκτύπωσης είναι υπεύθυνες για χωρικά φαινόμενα που συμβαίνουν στο πειραματικό πλακίδιο. Η κανονικοποίηση σε κάθε υποπλέγμα είναι απλά μια κανονικοποίηση με τη μέθοδο [image: image327.png]lo(w)ess



, που εξαρτάται από τη διάταξη των ακίδων που χρησιμοποιούνται στην τύπωση της μικροσυστοιχίας. Η λογική αυτής της μεθόδου κανονικοποίησης είναι ο χωρισμός του αρχικού πλέγματος, που μελετάται, σε μικρότερα ίσου μεγέθους υποπλέγματα σύμφωνα και με το σχηματισμό των ακίδων εκτύπωσης στην κεφαλή του ρομπότ. Στην συνέχεια γίνεται κανονικοποίηση με τη μέθοδο [image: image329.png]lo(w)ess



 σε κάθε υποπλέγμα ξεχωριστά σύμφωνα με τον τύπο:

[image: image330.png]01" e, 1082, ~ @) =100: " [ e,




, όπου [image: image332.png]


 είναι η [image: image334.png]lo(w)ess



 προσαρμογή των δεδομένων στην γραφική παράσταση [image: image336.png]


 για το [image: image338.png]


-στό υποπλέγμα όπου [image: image340.png]


, με [image: image342.png]


 τον αριθμό των ακίδων του υποπλέγματος, και [image: image344.png]


 και [image: image346.png]


 είναι οι τιμές έκφρασης του γονιδίου[image: image348.png]


 του πειράματος [image: image350.png]


 στο δείγμα ελέγχου και στο δείγμα αναφοράς, αντίστοιχα. (Yang et al 2001).

5.5.2.6 Κανονικοποίηση με βάση γονίδια σταθερής κατάταξης

Η βασική ιδέα της κανονικοποίησης με βάση γονίδια σταθερής κατάταξης είναι η κανονικοποίηση των δεδομένων να μην γίνει κάνοντας χρήση όλου το αρχικού συνόλου των γονιδίων [image: image352.png]


, αλλά ενός υποσυνόλου αυτού, που αποτελείται από γονίδια που δεν είναι διαφορικά εκφρασμένα (differentially expressed) στα δύο δείγματα. Αυτή η ιδέα εισήχθηκε για πρώτη φορά από (Tseng et al, 2001), ο οποίος πρότεινε μία μέθοδο (rank-invariant method) για την επιλογή του υποσυνόλου των γονιδίων πάνω στο οποίο θα βασιστεί η κανονικοποίηση, το οποίο σύνολο ονομάζεται σύνολο γονιδίων σταθερής κατάταξης (rank-invariant gene-set). Εάν οι κατατάξεις της κόκκινης και πράσινης χρωστικής για ένα γονίδιο [image: image354.png]


 στο πείραμα [image: image356.png]


 είναι περίπου ίσες και εάν η κατάταξη της μέσης έντασης και των δύο καναλιών (Cy5 και Cy3) δεν είναι εξαιρετικά χαμηλή ή υψηλή, τότε κάποιος μπορεί να θεωρήσει ότι το γονίδιο αυτό δεν είναι διαφορικά εκφρασμένο στα δύο δείγματα και κατά συνέπεια μπορεί να συμπεριληφθεί στο σύνολο γονιδίων σταθερής κατάταξης που θα χρησιμοποιηθεί στην κανονικοποίηση.


Οι (Tseng et al, 2001) όρισαν δύο κατώφλια [image: image358.png]


 και [image: image360.png]


 για τα παρακάτω κριτήρια, τα οποία πρέπει να ικανοποιούν τα γονίδια που μπορούν να συμπεριληφθούν στο σύνολο γονιδίων σταθερής κατάταξης:

[image: image362.png]|Rank(R,,) — Rank(G,,)| <d



 , και

[image: image363.png]I < Ras nk{R * /2}<GA—1




, όπου [image: image365.png]


 και [image: image367.png]


 είναι οι τιμές έκφρασης του γονιδίου[image: image369.png]


 του πειράματος [image: image371.png]


 στο δείγμα ελέγχου και στο δείγμα αναφοράς, αντίστοιχα, [image: image373.png]


 ο συνολικός αριθμός των γονιδίων, και [image: image375.png]Rank(I)



 η κατάταξη της έντασης φθορισμού [image: image377.png]


για το σύνολο των γονιδίων [image: image379.png]


 (Lee 2004).

5.6 Ανάλυση δεδομένων γονιδιακής έκφρασης


Η πολυπλοκότητα των αποτελεσμάτων που παράγονται από τα πειράματα με μικροσυστοιχίες από ένα σχετικά μικρό αριθμό δειγμάτων επιβάλει τη χρησιμοποίηση ισχυρών και εκλεπτυσμένων στατιστικών εργαλείων για την ανάλυσή τους. Στόχος της ανάλυσης αυτής είναι η εύρεση τυχόν σχέσεων ή επαναλαμβανόμενων δομών (patterns) που εμφανίζουν τα δεδομένων και τελικώς η απόκτηση νέων γνώσεων πάνω στους αντίστοιχους τομείς της βιολογίας. Για παράδειγμα, κάποιος θα μπορούσε να ψάξει για συστάδες γονιδίων που έχουν κοντινές τιμές έκφρασης κάτω από τις ίδιες συνθήκες και στη συνέχεια να προσπαθήσει να βρει εάν τα γονίδια αυτής της συστάδας ελέγχουν κοινές λειτουργίες του κυττάρου. Ακόμα, κάποιος θα μπορούσε να βρει γονίδια των οποίων τα επίπεδα έκφρασης εξαρτώνται από τη συγκεκριμένη κατάσταση του συστήματος που χρησιμοποιείται στην υλοποίηση του πειράματος και να ελέγξει εάν οι λειτουργίες των προϊόντων του γονιδίου (πρωτεΐνες) μπορούν να βοηθήσουν στην ερμηνεία του συγκεκριμένου φαινοτύπου του κυττάρου.


Πριν αρχίσουμε την ανάλυση δεδομένων των μικροσυστοιχιών, είναι ιδιαίτερα βολικό για την περαιτέρω ανάλυση να εισάγουμε τα δεδομένα αυτά σε έναν πίνακα, τον λεγόμενο πίνακα γονιδιακής έκφρασης (gene expression matrix). Σε αυτόν τον πίνακα, οι γραμμές αναπαριστούν τα γονίδια και οι στήλες τις πειραματικές συνθήκες – δηλαδή τα πειράματα που πραγματοποιήθηκαν -  ή τα δείγματα. Οι τιμές σε κάθε θέση αυτού του πίνακα αντιστοιχούν στις τιμές έκφρασης (expression values) του συγκεκριμένου γονιδίου κάτω από τις συγκεκριμένες πειραματικές συνθήκες. Τις τιμές αυτές θα τις λέμε και επίπεδα γονιδιακής έκφρασης (gene expression levels). Συνήθως αυτές οι τιμές είναι ο λογάριθμος με βάση το 2 του λόγου της έντασης για το κόκκινο κανάλι προς την ένταση για το πράσινο κανάλι ([image: image381.png]log,(Adyoc¢ ékppaanc)



). Τέλος, θα ονομάζουμε τις γραμμές του πίνακα γονιδιακής έκφρασης προφίλ γονιδιακής έκφρασης (gene expression profiles) και τις στήλες προφίλ έκφρασης δειγμάτων (sample expression profiles)  (Causton, Quackenbush & Brazma 2003).

Χρωματίζοντας όλα τα στοιχεία του πίνακα γονιδιακής έκφρασης με βάση τις τιμές έκφρασης μπορούμε να δημιουργήσουμε μία αρχική οπτική αναπαράσταση των επαναλαμβανόμενων δομών που εμφανίζουν τα δεδομένα γονιδιακής έκφρασης σε όλα τα πειράματα, που μπορεί να μας δώσει μία πρώτη εικόνα για τα αποτελέσματα που θα προκύψουν από την ανάλυση των δεδομένων. Υπάρχουν πάρα πολύ τρόποι με τους οποίους μπορούμε να να χρωματίσουμε και να παρουσιάσουμε τον πίνακα γονιδιακής έκφρασης. Η πιο συχνά χρησιμοποιημένη μέθοδος χρωματισμού του πίνακα γονιδιακής έκφρασης, με βάση την τιμή του [image: image383.png]log,(Adyoc ékppaanc)



κάθε γονιδίου για κάθε πείραμα, είναι όταν η τιμή αυτή είναι κοντά στο μηδέν να έχει χρώμα μαύρο, όταν είναι μεγαλύτερη από το μηδέν τότε να έχει χρώμα κόκκινο και όταν είναι αρνητική να έχει χρώμα πράσινο (Quackenbush 2001).
5.6.1 Μη κατευθυνόμενη μάθηση

5.6.1.1 Τεχνικές συσταδοποίησης

Στην περίπτωση που μας ενδιαφέρει να κάνουμε συσταδοποίηση των γονιδίων, ορίζουμε αρχικά ένα διάνυσμα, το οποίο το ονομάζουμε «διάνυσμα εκφράσεων» (expression vector), για κάθε γονίδιο που δείχνει σε ένα σημείο στον «χώρο εκφράσεων» (expression space). Με αυτόν τον τρόπο κάθε πείραμα αντιστοιχίζεται σε ένα ξεχωριστό άξονα στο χώρο, ενώ ο [image: image385.png]log,(Adyoc¢ ékppaanc)



 που έχει υπολογιστεί για κάθε γονίδιο στο συγκεκριμένο πείραμα αποτελεί την αντίστοιχη γεωμετρική συντεταγμένη του πειράματος. Για παράδειγμα, αν έχουμε τρία πειράματα, ο [image: image387.png]log,(Adyoc ékppaanc)



 για ένα γονίδιο του 1ου πειράματος αποτελεί την [image: image389.png]


-συντεταγμένη, ο [image: image391.png]log,(Adyoc¢ ékppaanc)



 του 2ου πειράματος αποτελεί την [image: image393.png]


-συντεταγμένη, και ο [image: image395.png]log,(Adyoc¢ ékppaanc)



του 3ου πειράματος την [image: image397.png]


-συντεταγμένη. Οπότε μπορούμε να αναπαραστήσουμε όλες τις πληροφορίες που έχουμε για αυτό το γονίδιο με ένα σημείο στο τρισδιάστατο χώρο εκφράσεων [image: image399.png]x—y—z



. Ένα γονίδιο του οποίου οι τιμές των [image: image401.png]log,(Adyoc¢ ékppaanc)



 είναι κοντινές στις τιμές του προηγούμενου γονιδίου θα αναπαριστάται από ένα κοντινό σημείο μέσα στο χώρο εκφράσεων, ενώ ένα γονίδιο με πολύ διαφορετικές τιμές θα αναπαριστάται πολύ απομακρυσμένο από το αρχικό γονίδιο. Η γενίκευση σε περισσότερα πειράματα είναι απλή, αν και είναι πολύ πιο δύσκολος ο σχεδιασμός της. Οι διαστάσεις του χώρου έκφρασης είναι ίσες στον αριθμό με τον αριθμό των πειραμάτων. Με αυτόν τον τρόπο, επομένως, τα δεδομένα έκφρασης μπορούν να αναπαρασταθούν σε ένα [image: image403.png]


-διάστατο χώρο έκφρασης, όπου [image: image405.png]


 είναι ο αριθμός των πειραμάτων, και όπου κάθε διάνυσμα έκφρασης γονιδίου αναπαρίσταται από ένα μόνο σημείο στον χώρο αυτό.

Στην περίπτωση που μας ενδιαφέρει, όμως, να κάνουμε συσταδοποίηση των πειραμάτων, μπορούμε να ορίσουμε με αντίστοιχο τρόπο ένα διάνυσμα, το «διάνυσμα πειραμάτων» (experiment vector), που θα έχει συντεταγμένες τις τιμές έκφρασης κάθε γονιδίου για αυτό το πείραμα. Αυτές οι τιμές θα ορίζουν ένα χώρο, το «χώρο πειράματος» (experiment space), οι διαστάσεις του οποίου είναι ίσες σε αριθμό με τον αριθμό των γονιδίων [image: image407.png]


 που αναλύονται σε κάθε πείραμα (Quackenbush 2001).

5.6.1.1.1 Υπολογισμός της απόστασης

Για την ανάλυση των δεδομένων γονιδιακής έκφρασης είναι συνήθως απαραίτητο να υπολογίσουμε την απόσταση (distance) μεταξύ δύο γονιδίων στο χώρο εκφράσεων.

Η απόσταση μεταξύ δύο αντικειμένων [image: image409.png]


 και [image: image411.png]


, [image: image413.png]D(A,B)



 ονομάζεται μετρική (metric) αν ικανοποιεί τις παρακάτω ιδιότητες :

1) Εάν [image: image415.png]


, τότε [image: image417.png]D(A,B)




, δηλαδή η απόσταση ενός αντικειμένου από τον εαυτό του είναι ίση με το μηδέν.

2) Εάν  [image: image419.png]A+B



, τότε [image: image421.png]D(A,B)>0



, δηλαδή η απόσταση δεν είναι ποτέ αρνητική.

3) [image: image423.png]D(A,B) = D(B,A)



, δηλαδή η απόσταση είναι συμμετρική και δεν έχει σημασία με ποια σειρά την υπολογίζουμε.

4) [image: image425.png]D(A,B) +D(B,I') = D(A,IN



, δηλαδή δοσμένου τριών αντικειμένων, το μήκος της διαδρομής από το πρώτο στο τρίτο αντικείμενο δεν μπορεί να είναι μεγαλύτερο από το μήκος της διαδρομής που διέρχεται από το δεύτερο αντικείμενο. Η συγκεκριμένη ιδιότητα ονομάζεται τριγωνική ιδιότητα (Causton, Quackenbush & Brazma 2003).

Μία απόσταση ονομάζεται ημι-μετρική (semi-metric) όταν ικανοποιεί τις τρεις πρώτες, αλλά όχι την τριγωνική ιδιότητα. 

Η πιο ευρέως χρησιμοποιούμενη μετρική απόσταση είναι η Ευκλείδεια απόσταση. Αν θεωρήσουμε ότι θέλουμε να υπολογίσουμε την απόσταση μεταξύ δύο γονιδίων, τότε παίρνουμε τον τύπο:

[image: image426.png]



, όπου [image: image428.png]


 και [image: image430.png]


 είναι οι υπολογισμένες τιμές έκφρασης, αντίστοιχα των γονιδίων [image: image432.png]


 και [image: image434.png]


 στο πείραμα [image: image436.png]


, και το συνολικό άθροισμα υπολογίζεται για τα [image: image438.png]


 πειράματα τα οποία μελετώνται (Quackenbush 2001).

5.6.1.1.2 Υπολογισμός ομοιότητας

Οι περισσότερες από τις μεθόδους ανάλυσης γονιδιακής έκφρασης βασίζονται στις συγκρίσεις μεταξύ των προφίλ γονιδιακής έκφρασης ή των προφίλ έκφρασης δειγμάτων. Για να καταφέρουμε να κάνουμε αυτήν την σύγκριση, πρέπει να βρούμε έναν τρόπο να υπολογίσουμε πόσο όμοια ή ανόμοια είναι μεταξύ τους τα αντικείμενα τα οποία μελετάμε. Η μέτρηση ενός τέτοιου μέτρου ομοιότητας υπολογίζει την εγγύτητα ή όχι μεταξύ δύο αντικειμένων. Για τον υπολογισμό του μέτρου ομοιότητας (similarity) ή της ανομοιότητας (dissimilarity) αυτών των αντικειμένων ακολουθούμε τις διαδικασίες που περιγράφονται στη συνέχεια (Causton, Quackenbush & Brazma 2003).

Εάν κάποιος υπολογίσει την απόσταση μεταξύ δύο αντικειμένων δύναται να υπολογίσει την ομοιότητα των αντικείμενων από την παρακάτω σχέση:

[image: image439.png]



, όπου [image: image441.png]


 είναι η απόσταση μεταξύ των γονιδίων [image: image443.png]


και [image: image445.png]


, και [image: image447.png]


 είναι η αντίστοιχη ομοιότητα (Lee 2004).

Εντούτοις, η ομοιότητα δύναται να υπολογιστεί αυτοδύναμα. Έτσι μία από τις συνηθέστερες μετρικές αντικειμένων αποτελεί ο συντελεστής συσχέτισης Pearson (Pearson’s correlation coefficient - PCC). Θεωρώντας δύο γονίδια [image: image449.png]


 και [image: image451.png]


, ο συντελεστής συσχέτισης Pearson δίνεται από τον τύπο :
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, όπου [image: image454.png]


 και [image: image456.png]


 είναι οι υπολογισμένες τιμές έκφρασης, αντίστοιχα των γονιδίων [image: image458.png]


 και [image: image460.png]


 στο πείραμα [image: image462.png]


 όταν συνολικά έχουν πραγματοποιηθεί [image: image464.png]


 πειράματα, και [image: image466.png]


 και [image: image468.png]


  η μέση τιμή όλων των τιμών έκφρασης σε όλα τα πειράματα των γονιδίων [image: image470.png]


 και [image: image472.png]


, αντίστοιχα (Grant 2004).

5.6.1.1.3 Ιεραρχική συσταδοποίηση

Η ιεραρχική συσταδοποίηση χρησιμοποιείται ευρέως στην ανάλυση δεδομένων γονιδιακής έκφρασης. Κύρια πλεονεκτήματα αυτής της μεθόδου είναι η απλότητά της και η δυνατότητα που προσφέρει για γραφική απεικόνιση των αποτελεσμάτων της. Η ιεραρχική συσταδοποίηση μπορεί να είναι συσσωρευτική ή διαιρετική.


Στην περίπτωση της ιεραρχικής συσσωρευτικής συσταδοποίησης, τα αντικείμενα που συσταδοποιούνται συγχωνεύονται διαδοχικά μεταξύ τους έως ότου να συμπεριληφθούν τελικά όλα σε μία συστάδα. Κατά την εκκίνηση της διαδικασίας που ακολουθείται κατά την ιεραρχική συσσωρευτική συσταδοποίηση κάθε αντικείμενο αποτελεί από μόνο του μία ξεχωριστή συστάδα. Στη συνέχεια, υπολογίζονται όλες οι ανά δύο αποστάσεις όλων των αντικειμένων. Για τον υπολογισμό των αποστάσεων χρησιμοποιείται συνήθως η Ευκλείδεια απόσταση. Βάσει αυτών των αποστάσεων, τα δύο πιο κοντινά αντικείμενα, δηλαδή τα αντικείμενα με την μικρότερη μεταξύ τους απόσταση ενώνονται μεταξύ τους και δημιουργούν μία νέα συστάδα που περιέχει τουλάχιστον δύο αντικείμενα. Υπολογίζονται και πάλι οι αποστάσεις μεταξύ της καινούργιας συστάδας που σχηματίστηκε και των υπολοίπων συστάδων. Δεν είναι απαραίτητο, βέβαια, να υπολογιστούν εκ νέου όλες οι αποστάσεις αφού μόνο οι τιμές των αποστάσεων που περιλαμβάνουν την καινούργια συστάδα έχουν αλλάξει. Η διαδικασία αυτή επαναλαμβάνεται ξανά και ξανά έως ότου όλα τα αντικείμενα να συμπεριληφθούν σε μία συστάδα (Quackenbush 2001).


Υπάρχουν αρκετές διαφοροποιήσεις της ιεραρχικής συσσωρευτικής συσταδοποίησης, οι οποίες διαφέρουν μεταξύ τους στον τρόπο με τον οποίο υπολογίζονται οι αποστάσεις μεταξύ των συστάδων. Κάποιες από αυτές τις διαφοροποιήσεις αναλύονται παρακάτω:

· Συσταδοποίηση απλού συνδέσμου (Single linkage clustering): Σε αυτήν την περίπτωση, η απόσταση μεταξύ δύο συστάδων είναι ίση με την ελάχιστη απόσταση μεταξύ ενός αντικειμένου που ανήκει στη πρώτη συστάδα και ενός άλλου αντικειμένου που ανήκει στη δεύτερη συστάδα. Αυτή η μέθοδος είναι επίσης γνωστή ως σύνδεση εγγύτερης γειτνίασης (nearest neighbour linkage). Έχει, όμως, το μειονέκτημα ότι τείνει να δημιουργεί «χαλαρές» συστάδες, μιας και συστάδες μπορούν να ενωθούν μεταξύ τους αν δύο μόνο μέλη αυτών είναι κοντινά μεταξύ τους. Πιο συγκεκριμένα, η μέθοδος αυτή συχνά δημιουργεί το φαινόμενο, γνωστό ως «φαινόμενο αλυσίδας» (chaining effect), δηλαδή διαδοχική συγχώνευση μονήρων αντικειμένων σε μία προϋπάρχουσα μεγάλη συστάδα (Quackenbush 2001).

· Συσταδοποίηση πλήρους συνδέσμου (Complete linkage clustering): Η απόσταση μεταξύ δύο συστάδων, σε αυτήν την περίπτωση, είναι ίση με την μέγιστη απόσταση μεταξύ δύο αντικειμένων, εκ των οποίο το ένα ανήκει στη πρώτη συστάδα και το δεύτερο στη δεύτερη συστάδα. Η μέθοδος αυτή είναι επίσης γνωστή ως σύνδεση απώτερης γειτνίασης (farthest neighbour linkage). Όπως είναι αναμενόμενο, η μέθοδος αυτή δημιουργεί συμπαγείς συστάδες. Το μειονέκτημα αυτής της μεθόδου όμως είναι ότι είναι ιδιαίτερα ευαίσθητη σε ακραίες τιμές (outliers) (Quackenbush 2001, Grant 2004).

· Συσταδοποίηση μέσου συνδέσμου (Average linkage clustering): Για να υπολογιστεί η απόσταση των συστάδων σε αυτήν την μέθοδο χρησιμοποιούνται οι μέσες τιμές των αντικειμένων που ανήκουν σε μία συστάδα. Εντούτοις, υπάρχουν πολλοί τρόποι υπολογισμού των μέσων τιμών. Ο πιο συνηθισμένος τρόπος είναι η μέθοδος UPGMA (Unweighted pair-group method average). Η απόσταση δύο συστάδων σε αυτήν τη μέθοδο είναι ίση με τη μέση τιμή της απόστασης κάθε αντικειμένου της μίας συστάδας με όλα τα αντικείμενα της άλλης συστάδας (Quackenbush 2001).

· Συσταδοποίηση κεντροειδούς συνδέσμου (Centroid linkage clustering): Σε αυτή τη μέθοδο υπολογίζεται η μέση τιμή όλων των αντικειμένων σε κάθε συστάδα (κεντροειδές), και στη συνέχεια υπολογίζονται οι αποστάσεις μεταξύ αυτών των κεντροειδών που έχουν υπολογιστεί. Μειονέκτημα της μεθόδου αυτής είναι ότι εάν οι συστάδες που τελικά συγχωνεύονται έχουν πολύ διαφορετικά μεγέθη, τότε η τιμή του κεντροειδούς της νέας συστάδας θα είναι πολύ κοντά στην τιμή του κεντροειδούς της μεγαλύτερης από τις δύο πρώτες συστάδες (Lee 2004).

Όταν έχουμε δεδομένα γονιδιακής έκφρασης, η μέθοδος συσταδοποίησης μέσου συνδέσμου δίνει ικανοποιητικά αποτελέσματα, και είναι αυτή που προτιμάται συνήθως για αυτού του είδους τα δεδομένα (Quackenbush 2001).


Η ιεραρχική διαιρετική συσταδοποίηση λειτουργεί αντίθετα από την ιεραρχική συσσωρευτική συσταδοποίηση, όπου όλα τα αντικείμενα θεωρούνται ως μία συστάδα η οποία στη συνέχεια χωρίζεται σε δύο ή περισσότερες συστάδες που έχουν παρόμοια προφίλ έκφρασης. Μετά από αυτό, κάθε συστάδα θεωρείται ξεχωριστή και η διαδικασία επαναλαμβάνεται έως ότου όλα τα αντικείμενα να χωριστούν μεταξύ τους και αποτελούν ξεχωριστές συστάδες. Ο διαχωρισμός των συστάδων μπορεί να γίνει και με τη βοήθεια της ανάλυσης των κυρίων συνιστωσών. Η μέθοδος αυτή είναι λιγότερο δημοφιλής από τη συσσωρευτική, αλλά έχει χρησιμοποιηθεί επιτυχώς στην ανάλυση δεδομένων γονιδιακής έκφρασης (Grant 2004).


Τα αποτελέσματα της ιεραρχικής συσταδοποίησης μπορούν να απεικονιστούν γραφικά με τη χρήση ενός δενδρογράμματος, η θέση των κλαδιών του οποίου αντιστοιχεί σε κάθε συστάδα αντικειμένων που έχει σχηματιστεί. Τα κλαδιά του δενδρογράμματος όχι μόνο καταγράφουν την ανάπτυξη των συστάδων, αλλά ακόμα υποδηλώνουν τις διαφορές των συστάδων. «Κόβωντας» το δενδρόγραμμα σε κάποιο επίπεδο προκύπτει η συσταδοποίηση των δεδομένων σε αντίστοιχο αριθμό συστάδων. Σε δενδρόγραμμα αναπαράστασης δεδομένων γονιδιακής έκφρασης, τα φύλλα που αντιστοιχούν στα γονίδια εμφανίζονται με χρώμα, συνήθως κόκκινο όταν είναι υπερ-εκφρασμένα και με πράσινο όταν είναι υπο-εκφρασμένα. Στην Εικόνα 5.5 φαίνονται τρία διαφορετικά δενδρογράμματα ιεραρχικής συσταδοποίησης στο καθένα από τα οποία έχει χρησιμοποιηθεί διαφορετικός τρόπος συνδέσμου μεταξύ των διαφόρων συστάδων.

Ένα πιθανό πρόβλημα που μπορεί να προκύψει στην ιεραρχική συσταδοποίηση είναι ότι όσο οι συστάδες μεγαλώνουν σε μέγεθος, το διάνυσμα εκφράσεων που αντιπροσωπεύει τη συστάδα μπορεί πλέον να μην αντιπροσωπεύει κανένα από τα αντικείμενα που ανήκουν στη συστάδα. Επιπλέον, αν λάβει χώρα κάποιο λάθος στην αρχή της διαδικασίας, δεν υπάρχει η δυνατότητα μετέπειτα διόρθωσής του. Εναλλακτικές τεχνικές συσταδοποίησης, που δεν παρουσιάζουν αυτά τα μειονεκτήματα, αποτελούν οι μη ιεραρχικές συσταδοποιήσεις (Quackenbush 2001).
[image: image473.png]



Εικόνα 5.5: Ιεραρχική συσταδοποίηση. Δενδρογράμματα του ίδιου συνόλου δεδομένων γονιδιακής έκφρασης όταν σε αυτό έχει πραγματοποιηθεί α) συσταδοποίηση μέσου συνδέσμου β) συσταδοποίηση πλήρους συνδέσμου και γ) συσταδοποίηση απλού συνδέσμου κάνοντας χρήση της Ευκλείδειας απόστασης. Η αναδιάταξη των γονιδίων στο δενδρογραμμα συμβάλλει στην καλύτερη οπτικοποίηση των δεδομένων γονιδιακής έκφρασης (Quackenbush 2001).

5.6.1.1.4 Συσταδοποίηση [image: image475.png]


-μέσων

Ένας από τους σημαντικότερους λόγους για τους οποίους τυγχάνει κριτικής η ιεραρχικής συσταδοποίηση είναι ότι δεν υπάρχει κάποια απόδειξη ότι η ιεραρχική δομή ανταποκρίνεται αρτιότερα στη συσταδοποίηση των προφίλ έκφρασης. Για αυτό τον λόγο έχουν αναπτυχθεί και άλλες τεχνικές συσταδοποίησης που είναι μη-ιεραρχικές. Αυτές οι τεχνικές απαιτούν εκ των προτέρων προκαθορισμό του αριθμού των συστάδων στον οποίο θα χωριστούν τα δεδομένα. Μια μη-ιεραρχική συσταδοποίηση χωρίζει τα δεδομένα σε αυτόν τον προκαθορισμένο αριθμό συστάδων παρά τα οργανώνει σε μία ιεραρχική δομή (Grant 2004).


Μία ιδιαίτερα δημοφιλής μέθοδος μη-ιεραρχικής συσταδοποίησης αποτελεί η συσταδοποίηση [image: image477.png]


-μέσων. Σε αυτήν τη μέθοδο τα αντικείμενα διαμερίζονται σε ένα σταθερό αριθμό ([image: image479.png]


) συστάδων. Σε αυτή την τεχνική δεν μπορεί να σχεδιαστεί δενδρόγραμμα, αλλά ιεραρχικές μέθοδοι μπορούν να εφαρμοστούν σε κάθε συστάδα που έχει σχηματιστεί, οπότε δίνεται η δυνατότητα να σχεδιαστεί ένα δενδρόγραμμα για κάθε συστάδα. Η διαδικασία που ακολουθείται στη συσταδοποίηση [image: image481.png]


-μέσων μπορεί να είναι εύκολα κατανοητή, αλλά υπολογιστικά είναι ιδιαίτερα πολύπλοκη (Quackenbush 2001).

Τα βασικά βήματα αυτή της μεθόδου συσταδοποίησης είναι τα εξής :

· Αρχικά επιλέγεται ένα σύνολο [image: image483.png]


 σημείων (centroids) που αντιπροσωπεύουν μία πρώτη εκτίμηση των κεντροειδών των [image: image485.png]


συστάδων.

· Στη συνέχεια, αντιστοιχίζεται κάθε αντικείμενο στη συστάδα της οποίας το κεντροειδές βρίσκεται πλησιέστερα. Η Ευκλείδεια απόσταση χρησιμοποιείται συνήθως για τον υπολογισμό της απόστασης. Τα κεντροειδή υπολογίζονται εξ αρχής για κάθε συστάδα που περιλαμβάνει ένα νέο αντικείμενο και για κάθε συστάδα που χάνει ένα αντικείμενο.

· Το δεύτερο βήμα επαναλαμβάνεται έως ότου να μη γίνονται άλλες αλλαγές στη σύνθεση των συστάδων ή έως ότου πραγματοποιηθεί ένας προκαθορισμένος αριθμός επαναλήψεων της διαδικασίας. Συνήθως ο αλγόριθμος πραγματοποιεί από 20,000 έως 100,000 επαναλήψεις μέχρι να σταθεροποιηθεί η σύσταση των συστάδων (Lee 2004, Causton, Quackenbush & Brazma 2003).

Η μέθοδος συσταδοποίησης [image: image487.png]


-μέσων λειτουργεί, επίσης, πολύ καλά σε συνδυασμό με άλλες τεχνικές, όπως η ανάλυση των κυρίων συνιστωσών. Η ανάλυση των κυρίων συνιστωσών επιτρέπει μία αρχική οπτική εκτίμηση του αριθμού των συστάδων στον οποίο πρέπει να χωριστούν τα δεδομένα. 

Η μέθοδος αυτή παρουσιάζει, όμως, και κάποια μειονεκτήματα. Είναι γενικά δύσκολο να γνωρίζουμε εξαρχής το πλήθος των συστάδων που θα χρειαστούμε. Σαν λύση, αρκετοί επαναλαμβάνουν τον αλγόριθμο με διαφορετικό [image: image489.png]


 κάθε φορά και συγκρίνουν τα αποτελέσματα. Για μεγάλο πλήθος δεδομένων όμως δεν είναι ιδιαίτερα βολική αυτή η προσέγγιση. Τέλος, αν τα δεδομένα είναι θορυβώδη (όπως συμβαίνει συνήθως), ο αλγόριθμος εξακολουθεί να τοποθετεί τα δεδομένα σε συστάδες, γεγονός που κάνει τη μέθοδο ιδιαίτερα ευαίσθητη στον θόρυβο (Quackenbush 2001).

5.6.1.2 Ανάλυση των κυρίων συνιστωσών

Κατά την ανάλυση δεδομένων των μικροσυστοιχιών, συνήθως αναζητάμε γονίδια με παρόμοια προφίλ έκφρασης που συσχετίζονται μεταξύ τους. Αυτό ενδεχομένως να σημαίνει, όμως, ότι τα δεδομένα αυτά περιέχουν πλεονάζουσα πληροφορία. Για παράδειγμα, αν ένα σύνολο πειραμάτων είναι πιο στενά συνδεδεμένο από όσο είχαμε αρχικά υπολογίσει, θα μπορούσαμε να αγνοήσουμε κάποια πλεονάζοντα πειράματα, ή κάποιο μέρος της πληροφορίας χωρίς να υπάρχει κάποια απώλεια πληροφορίας (Quackenbush 2001).

Η ανάλυση των κυρίων συνιστωσών είναι μία από τις πιο κοινές πολυμεταβλητές μεθόδους που χρησιμοποιούνται κατά την ανάλυση δεδομένων γονιδιακής έκφρασης, που είναι συνήθως μεγάλα πολυδιάστατα σύνολα δεδομένων. Τα δεδομένα αυτά είναι πολυδιάστατα γιατί όπως είδαμε και παραπάνω στα πειράματα μικροσυστοιχιών κάθε γονίδιο ή κάθε πείραμα αναπαρίσταται από μία διάσταση. Ο μεγάλος αριθμός ωστόσο των γονιδίων ή των πειραμάτων που εξετάζεται ταυτόχρονα καθιστά τη γραφική απεικόνιση των γονιδίων του πειράματος αδύνατη. 

Προκειμένου να αντιμετωπιστεί το πρόβλημα αυτό, μία κοινή στατιστική προσέγγιση αποτελεί ο περιορισμός των διαστάσεων απορρίπτοντας εκείνες που δεν παρέχουν σημαντικές πληροφορίες και λαμβάνοντας υπόψιν μόνο τις μεταβλητές που προσδίδουν μεγάλη διακύμανση στα δεδομένα του πειράματος. Σε αυτήν την προσέγγιση στηρίζεται η ανάλυση των κυρίων συνιστωσών, η οποία επιτρέπει τη μείωση του αριθμού των μεταβλητών, προσπαθώντας να διατηρήσει όσο το δυνατόν περισσότερη από τη διακύμανση που εμφανίζεται στο σύνολο των αρχικών δεδομένων.

Παρ’ όλο που σε αυτήν την μέθοδο χρησιμοποιούνται ανώτερα μαθηματικά, οι βασικές αρχές της μεθόδου είναι απλές. Αν θεωρήσουμε ότι μας δίνεται ένα τρισδιάστατο «σύννεφο» από σημεία που αντιστοιχούν σε δεδομένα, μπορούμε να το περιστρέψουμε ώστε να μπορέσουμε να το δούμε από διαφορετικές οπτικές γωνίες. Κάποιες οπτικές γωνίες, όπως είναι φυσικό μπορούν να μας δώσουν μία καλύτερη δυνατότητα διαχωρισμού των δεδομένων σε συστάδες από άλλες οπτικές γωνίες. Η μέθοδος της ανάλυσης των κυρίων συνιστωσών βρίσκει αυτές τις οπτικές γωνίες που προσφέρουν τον ευκολότερο και καλύτερο διαχωρισμό των δεδομένων. Αυτή η μέθοδος μπορεί να χρησιμοποιηθεί και στη συσταδοποίηση των γονιδίων ή των πειραμάτων σε ένα πείραμα μικροσυστοιχιών (Causton, Quackenbush & Brazma 2003).

Έστω ότι έχουμε το [image: image491.png]


-ιοστό πείραμα ενός συνόλου δεδομένων γονιδιακής έκφρασης στο οποίο υπάρχουν συνολικά [image: image493.png]


 γονίδια. Θα μπορούμε τότε να πάρουμε το διάνυσμα πειραμάτων του πειράματος αυτού, που αποτελείται από τις τιμές της [image: image495.png]


-ιοστής στήλης του πίνακα γονιδιακής έκφρασης [image: image497.png]


. Η μέθοδος της ανάλυσης των κυρίων συνιστωσών είναι μία τεχνική μετατροπής του αρχικού συνόλου μεταβλητών σε ένα μικρότερο σύνολο  [image: image499.png]r<G



 ασυσχέτιστων σύνθετων μεταβλητών που ονομάζονται κύριες συνιστώσες. Οι [image: image501.png]


 κύριες συνιστώσες θα πρέπει όλες μαζί να προσδίδουν το μεγαλύτερο μέρος της διακύμανσης των αρχικών [image: image503.png]


 μεταβλητών.

Έστω ότι έχουμε πάλι το ίδιο πείραμα, με διάνυσμα πειραμάτων το [image: image505.png]


, που αποτελείται από τις τιμές έκφρασης των συνολικά [image: image507.png]


 γονιδίων στο πείραμα αυτό [image: image509.png]


 και έστω ότι αυτό έχει μέση τιμή [image: image511.png]E(x) =0



 και διακύμανση [image: image513.png]


, τότε υπάρχει ένας ορθογώνιος γραμμικός μετασχηματισμός 

[image: image514.png]B'-x




έτσι ώστε ο πίνακας συνδιακύμανσης του [image: image516.png]


 να είναι [image: image518.png]E(LL"




, όπου:

[image: image520.png]


 ,

και [image: image522.png]


 είναι οι ιδιοτιμές του πίνακα συνδιακύμανσης [image: image524.png]


.


Η [image: image526.png]


-ιοστή στήλη του πίνακα [image: image528.png]


, που αντιστοιχεί στο διάνυσμα [image: image530.png]


, είναι το ιδιοδιάνυσμα που αντιστοιχεί στην [image: image532.png]


-ιοστή ιδιοτιμή [image: image534.png]


. Έτσι, αυτό το διάνυσμα ικανοποιεί την εξίσωση:

[image: image536.png]r-p* =3, -p%



 .

Ορίζουμε τότε το  [image: image538.png]AR




 ως την [image: image540.png]


-ιοστή κύρια συνιστώσα του [image: image542.png]


, με:

[image: image543.png]Var(L,) = B%'-z- g™ = 2, .




Οι κύριες συνιστώσες θα είναι ορθογώνιες μιας και:

[image: image544.png]Cov(L,,L,) =¥ -z-pW =0, =zavk=+l.




Έτσι, η [image: image546.png]


, που είναι η πρώτη κύρια συνιστώσα αποτελεί το κανονικοποιημένο γραμμικό συνδυασμό με τη μεγαλύτερη διακύμανση. Παρομοίως, η [image: image548.png]


-ιοστή κύρια συνιστώσα του [image: image550.png]


  έχει τη μεγαλύτερη διακύμανση ανάμεσα σε όλους τους κανονικοποιημένους γραμμικούς συνδυασμούς των ασυσχέτιστων με τις [image: image552.png]


 . Το άθροισμα των διακυμάνσεων των κυρίων συνιστωσών είναι ίσο με το άθροισμα των διακυμάνσεων των αρχικών μεταβλητών. Δηλαδή:

[image: image553.png]=
ZV.N(L,,):A,+11+ 4 4 =Trace ()
=1




Το ποσοστό της συνολικής διακύμανσης που αντιστοιχεί στην [image: image555.png]


-ιοστή κύρια συνιστώσα δίνεται από τον τύπο:

[image: image557.png]3
T



 .

Εάν ορίσουμε ως [image: image559.png]rank (Z)



την τάξη του πίνακα [image: image561.png]


, τότε, μόνο οι [image: image563.png]


 ιδιοτιμές του [image: image565.png]


 να είναι μη μηδενικές. Δηλαδή, θα πρέπει να ισχύει:

[image: image566.png]ZA,.>0katA =24,





Αν ισχύει ότι [image: image568.png]p, = A, /2.0 . 5



, τότε το σύνολο των συνιστωσών [image: image570.png]P,P,,.




 αποτελεί την ορθοκανονική βάση του χώρου στον οποίο βρίσκονται οι μεταβλητές [image: image572.png]Xy, Xy, 0, X



 .


Η μέθοδος της ανάλυσης κυρίων συνιστωσών αντιστοιχεί το αρχικό σύνολο δεδομένων σε ένα νέο χώρο χαρακτηριστικών (π.χ. χώρος εκφράσεων), του οποίου τα χαρακτηριστικά είναι γραμμικός συνδυασμός των χαρακτηριστικών του αρχικού χώρου. Αυτά τα νέα χαρακτηριστικά ταξινομούνται ανάλογα με τη διακύμανση που εμφανίζουν τα δεδομένα σε κάθε κατεύθυνση. Η μείωση των διαστάσεων αυτού του χώρου επιτυγχάνεται από την απομάκρυνση χαρακτηριστικών που αντιστοιχούν σε διαστάσεις των οποίων τα δεδομένα παρουσιάζουν μικρή διακύμανση. Πρέπει να ληφθεί, όμως, υπόψιν το γεγονός ότι δεν είναι βέβαιο αν τα χαρακτηριστικά που απομακρύνονται δεν είναι απαραίτητα για την κατανόηση των δεδομένων, και αν δεν περιέχουν σημαντική βιολογική πληροφορία (Lee 2004). Η τεχνική που χρησιμοποιείται για τον εντοπισμό αυτού του χώρου χαρακτηριστικών, ονομάζεται ανάλυση ιδιάζουσας τιμής (singular value decomposition) (Causton, Quackenbush & Brazma 2003).


Η μείωση των διαστάσεων με την μέθοδο της ανάλυσης των κυρίων συνιστωσών χρησιμεύει στην καλύτερη συσταδοποίηση και οπτικοποίηση των δεδομένων. Παρ’ όλα αυτά, στις περισσότερες υλοποιήσεις της ανάλυσης κυρίων συνιστωσών είναι δύσκολο να προσδιοριστούν τα ακριβή όρια των διαφορετικών συστάδων των δεδομένων, ή να προσδιοριστούν τα γονίδια (ή πειράματα) που ανήκουν στην ίδια συστάδα. Η ανάλυση κυρίων συνιστωσών, όμως, αποτελεί αναμφισβήτητα μία πολύ ισχυρή μέθοδο ανάλυσης δεδομένων γονιδιακής έκφρασης και ιδιαίτερα όταν χρησιμοποιείται σε συνδυασμό με μεθόδους συσταδοποίησης (Quackenbush 2001).

5.6.1.3 Αυτο-οργανούμενοι χάρτες

Η συσταδοποίηση με τη χρήση αυτο-οργανούμενων χαρτών είναι μία μέθοδος που προτάθηκε από τον Kohonen και βασίζεται στη χρήση ενός απλού επιπέδου νευρωνικού δικτύου. Αποτελεί διαιρετική τεχνική ομαδοποίησης και μπορεί να οργανώσει τα δεδομένα χωρίς να υπάρχει κάποια εκ των προτέρων πληροφορία για τις επαναλαμβανόμενες δομές των δεδομένων (Lee 2004, Quackenbush 2001).

Αν θεωρήσουμε ότι θέλουμε να αναλύσουμε δεδομένα που προέρχονται από πειράματα μικροσυστοιχιών, η μέθοδος αυτή μπορεί να συσταδοποιήσει είτε γονίδια είτε πειράματα. Έστω, τώρα, ότι θέλουμε να ομαδοποιήσουμε [image: image574.png]


γονίδια στα οποία έχουν πραγματοποιηθεί [image: image576.png]


πειράματα. Ορίζεται το διάνυσμα εκφράσεων [image: image578.png][EFTE
Xy



) του οποίου οι διαστάσεις αντιστοιχούν στις τιμές έκφρασης του γονιδίου [image: image580.png]


 στα [image: image582.png]


 πειράματα. Το σύνολο των διανυσμάτων [image: image584.png]


 αποτελεί το σύνολο δεδομένων ανάλυσης (data set). Τα διανύσματα αυτά ανήκουν στον [image: image586.png]


-διάστατο «χώρο εισόδου» (input space), ο οποίος συμβολίζεται με   [image: image588.png]


 (Lee 2004).

Η μέθοδος αυτή χαρτογραφεί τα δεδομένα από τον [image: image590.png]


-διάστατο χώρο εισόδου [image: image592.png]


 σε ένα χώρο μικρότερων διαστάσεων, το «χώρο εξόδου»  (output space)  [image: image594.png]


, ο οποίος ονομάζεται και χάρτης (map). Ο χάρτης [image: image596.png]


 έχει συνήθως δύο διαστάσεις, αλλά μπορεί να έχει μία, τρεις ή και παραπάνω διαστάσεις. Τα βήματα που ακολουθούνται είναι τα εξής :

1. Στον χάρτη [image: image598.png]


 υπάρχει ένα πλέγμα [image: image600.png]


 σημείων (grid points), όπου [image: image602.png]


είναι ο αριθμός των συστάδων στις οποίες θέλει ο χρήστης να διαμεριστούν τα δεδομένα. Αυτά τα σημεία που ονομάζονται και κόμβοι (nodes) είναι τοποθετημένα ομοιόμορφα επάνω στο χάρτη. Την γεωμετρία αυτής της τοποθέτησης, που είναι συνήθως ένα δισδιάστατο ορθογώνιο ή ένα εξαγωνικό πλέγμα, μπορεί να την προσδιορίσει και αρχικά ο χρήστης (Lee 2004, Quackenbush 2001).

2. Σε κάθε σημείο [image: image604.png]


 του πλέγματος αντιστοιχεί και ένα χαρακτηριστικό διάνυσμα αναφοράς [image: image606.png]


 (κεντροειδές) που βρίσκεται στον [image: image608.png]


-διάστατο χώρο εισόδου [image: image610.png]


, όπου [image: image612.png]


 (Lee 2004).

3. Στη συνέχεια, επιλέγεται τυχαία ένα γονίδιο και υπολογίζεται η απόσταση του από κάθε διάνυσμα αναφοράς των σημείων του πλέγματος. Για τον υπολογισμό της απόστασης χρησιμοποιείται συνήθως η Ευκλείδεια απόσταση (Quackenbush 2001, Causton, Quackenbush & Brazma 2003).

4. Το διάνυσμα αναφοράς, του χώρου εισόδου [image: image614.png]


 , που βρίσκεται πιο κοντά στο επιλεγμένο γονίδιο προσαρμόζεται κατά τέτοιο τρόπο ώστε να προσεγγίζει σε μορφή το διάνυσμα εκφράσεων του γονιδίου αυτού, και ομοίως τα διανύσματα αναφοράς, του χάρτη [image: image616.png]


 , που βρίσκονται κοντά προσαρμόζονται και αυτά ώστε να παρουσιάζουν μεγαλύτερη ομοιότητα με το διάνυσμα έκφρασης του γονιδίου που επιλέχθηκε (Causton, Quackenbush & Brazma 2003).

5. Τα βήματα 3 και 4 επαναλαμβάνονται μερικές χιλιάδες φορές. Σε κάθε επανάληψη, όμως, το μέγεθος της προσαρμογής των διανυσμάτων αναφοράς μειώνεται, και γίνεται περισσότερο αυστηρός ο προσδιορισμός της εγγύτητας ενός γονιδίου με ένα διάνυσμα αναφοράς.

6. Όσο αυτή η διαδικασία προχωράει, τα διανύσματα αναφοράς συγκλίνουν σε σταθερές τιμές, οπότε και σταματά η επανάληψη των βημάτων 3 και 4.

7. Τέλος, τα γονίδια χαρτογραφούνται στον χάρτη [image: image618.png]


 και αντιστοιχίζονται στους κόμβους του χάρτη, ανάλογα με ποιο διάνυσμα αναφοράς του χώρου εισόδου [image: image620.png]


 παρουσιάζουν μεγαλύτερη ομοιότητα (Quackenbush 2001).

Το πλεονέκτημα της συσταδοποίησης με τη χρήση αυτο-οργανούμενωνω χαρτών είναι ότι, αντιθέτως με την συσταδοποίηση [image: image622.png]


-μέσων, δεν επιβάλλεται ο αριθμός των συστάδων που θα διαμεριστούν τα δεδομένα να είναι ίσος με τον αριθμό των κόμβων στο αρχικό πλέγμα. Αυτό συμβαίνει, γιατί κάποιοι κόμβοι μπορεί να μην έχουν κάποιο αντικείμενο που να σχετίζεται με αυτούς όταν ολοκληρωθεί η χαρτογράφηση. Άλλα πλεονεκτήματα αυτής της μεθόδου είναι ότι προσφέρει πολλές πληροφορίες για την ομοιότητα των κόμβων μεταξύ τους, και παρέχει αξιόπιστα αποτελέσματα ακόμα και σε θορυβώδη δεδομένα (Causton, Quackenbush & Brazma 2003).

5.6.2 Κατευθυνόμενη μάθηση


Η μέθοδοι μάθησης που αναλύθηκαν μέχρι τώρα είναι μη κατευθυνόμενες μέθοδοι για την αναγνώριση προφίλ γονιδιακής έκφρασης. Οι κατευθυνόμενες μέθοδοι αντιπροσωπεύουν μία αποτελεσματική εναλλακτική λύση για την ταξινόμηση των γονιδίων που μπορεί να εφαρμοστεί όμως μόνο στην περίπτωση που υπάρχει εξ’αρχής διαθέσιμη πληροφορία για το ποια γονίδια αναμένεται να ανήκουν στην ίδια συστάδα (Quackenbush 2001).
5.6.2.1 Μηχανή Διανυσμάτων Υποστήριξης

Μία ευρέως χρησιμοποιούμενη κατευθυνόμενη μέθοδος μάθησης είναι η μηχανή διανυσμάτων υποστήριξης (Support Vector Machine - SVM).  

Η μηχανή διανυσμάτων υποστήριξης (ΜΔΥ) έχει αποδειχθεί ιδιαίτερα χρήσιμη σε προβλήματα ταξινόμησης δεδομένων μικροσυστοιχιών. Η ΜΔΥ χρησιμοποιεί ένα σύνολο εκπαίδευσης (training set) δύο ομάδων, για παράδειγμα της ομάδας A1 και της ομάδας Α2. Έχει προσδιοριστεί από την αρχή ποια στοιχεία του συνόλου αυτού ανήκουν στην πρώτη και ποια στη δεύτερη ομάδα. Η ΜΔΥ, βασιζόμενη στα επίπεδα έκφρασης των στοιχείων του συνόλου εκπαίδευσης, μαθαίνει να διακρίνει αν κάποιο στοιχείο του συνόλου ανήκει στην ομάδα A1 ή στην ομάδα Α2. Η ΜΔΥ μπορεί στη συνέχεια να χρησιμοποιηθεί για να ταξινομήσει νέα αντικείμενα (που δεν συμπεριλαμβάνονται στο σύνολο εκπαίδευσης) και να τα τοποθετήσει στην ομάδα Α1 ή στην ομάδα Α2. Στην περίπτωση που έχουμε δεδομένα γονιδιακής έκφρασης, τα αντικείμενα που συνήθως ταξινομούνται είναι γονίδια, και οι ΜΔΥ μπορούν να χρησιμοποιηθούν για να προσδιορίσουν τα χαρακτηριστικά έκφρασης μίας ομάδας γονιδίων και να αντιστοιχίσουν γονίδια σε αυτήν την ομάδα. Η ΜΔΥ μπορεί ακόμα να εντοπίσει γονίδια του συνόλου εκπαίδευσης με ακραίες τιμές του επιπέδου έκφρασής τους ή γονίδια που είχαν αρχικά τοποθετηθεί σε λάθος ομάδα.


Όπως αναφέρθηκε και προηγουμένως, τα δεδομένα γονιδιακής έκφρασης μπορούν να οριστούν σε ένα [image: image624.png]


-διάστατο χώρο, το χώρο εκφράσεων, όπου τα διανύσματα εκφράσεων των γονιδίων αναπαριστώνται σα σημεία στον χώρο αυτό. Μία ΜΔΥ είναι ένας δυαδικός ταξινομητής (binary classifier) που επιχειρεί την ταξινόμηση των γονιδίων σε δύο κλάσεις, ορίζοντας ένα βέλτιστο υπερεπίπεδο (hyperplane) διαχωρισμού των δύο κλάσεων. Για τα περισσότερα πειραματικά δεδομένα, όμως, δεν υπάρχει απλή λύση αυτού του προβλήματος στο χώρο εκφράσεων των γονιδίων. Για το λόγο αυτό, η ΜΔΥ αντιστοιχεί τα διανύσματα εκφράσεων των γονιδίων σε ένα μεγαλύτερων διαστάσεων χώρο από το χώρο εκφράσεων, τον λεγόμενο και «χώρο χαρακτηριστικών» (“feature space”). Σε αυτόν το χώρο η απόσταση υπολογίζεται από μία μαθηματική συνάρτηση γνωστή ως συνάρτηση πυρήνα (Kernel function) που αποτελεί μία γενίκευση της μετρικής απόστασης και έτσι τα δεδομένα χωρίζονται σε δύο κλάσεις. Για ορισμένα σύνολα δεδομένων ωστόσο, είναι πιθανόν η ΜΔΥ να μην μπορέσει να επιτύχει απόλυτο διαχωρισμό, είτε λόγω λαθών ταξινόμησης του συνόλου εκπαίδευσης, είτε λόγω θορύβου που μπορεί να υπήρχε στα δεδομένα, είτε λόγω μη κατάλληλης επιλογής της συνάρτησης πυρήνα. Για αυτό το λόγο, οι περισσότερες υλοποιήσεις της μεθόδου αυτής δίνουν στο χρήστη τη δυνατότητα ορισμού ενός «ελαστικού περιθωρίου» (“soft margin”) που επιτρέπει να τοποθετούνται ορισμένα δεδομένα του συνόλου εκπαίδευσης στη λάθος πλευρά του διαχωριστικού υπερεπίπεδου. Επομένως, για τον πλήρη προσδιορισμό της λειτουργίας μία ΜΔΥ, πρέπει να προσδιοριστεί η συνάρτηση πυρήνα που θα χρησιμοποιηθεί καθώς και το κόστος παραβίασης του ελαστικού περιθωρίου.


Παρ’ όλο που οι ΜΔΥ χρησιμοποιούνται για την αναγνώριση γονιδίων που παρουσιάζουν παρόμοια προφίλ έκφρασης, μία εφαρμογή  που θα μπορούσε να είναι μεγάλης σημασίας είναι η χρήση των κατευθυνόμενων μεθόδων για την ταξινόμηση δειγμάτων. Από τη μέτρηση των γονιδιακών προφίλ έκφρασης δειγμάτων που έχουν συλλεχθεί από πολλούς ασθενείς είναι δυνατόν να δημιουργηθεί ένας αλγόριθμος εκπαίδευσης που μπορεί να εφαρμοστεί για την ταξινόμηση άλλων δειγμάτων που δεν έχουν μελετηθεί. Αυτή η προσέγγιση μπορεί να οδηγήσει στην ανάπτυξη μίας μεθόδου ταξινόμησης ασθενειών με βάση τα επίπεδα έκφρασης των γονιδίων. Είναι φανερό ότι αυτή η μέθοδος μπορεί να φανεί ιδιαίτερα χρήσιμη στην περαιτέρω ανάπτυξη της ιατρικής και στην καλύτερη αντιμετώπιση ασθενειών, όπως είναι ο καρκίνος (Quackenbush 2001).

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 6ο 

6 Μεθοδολογία και Αποτελέσματα
6.1 Σκοπός της εργασίας

Σκοπός της παρούσας μελέτης είναι η υλοποίηση ενός αλγορίθμου ανάλυσης δεδομένων cDNA μικροσυστοιχιών που προκύπτουν από κυτταρικές σειρές λευχαιμίας κυττάρων Τ (CCRF-CEM), οι οποίες έχουν υποστεί θεραπευτική αγωγή με διαφορετικές συγκεντρώσεις πρεδνιζολόνης. Ο αλγόριθμος ο οποίος αναπτύχθηκε σε περιβάλλον Matlab®, εφαρμόζει τέσσερις (4) διαφορετικές μεθόδους προ-επεξεργασίας των ανεπεξέργαστων δεδομένων (raw data) ούτως ώστε να αναλύσει τα προφίλ γονιδιακής έκφρασης κάνοντας χρήση της ανάλυσης των κυρίων συνιστωσών και της ιεραρχικής συσταδοποίησης.

6.2 Συλλογή δεδομένων

6.2.1 Συλλογή των καρκινικών κυττάρων

Τα κύτταρα, από τα οποία προκύπτουν οι cDNA μονόκλωνες αλυσίδες που χρησιμοποιήθηκαν στην πειραματική διαδικασία, είναι ανθρώπινα λεμφοβλαστικά κύτταρα που προέρχονται από παιδί που έπασχε από οξεία λεμφοβλαστική λευχαιμία.


Ο συγκεκριμένος ασθενής (C.E.M), θηλυκού γένους, ανέπτυξε στην ηλικία των 2 ετών και 11 μηνών μία μάζα του μεσοθωρακίου. Μετά από βιοψία του λεμφαδένα της αντίστοιχης τραχηλικής χώρας, το Νοέμβριο του 1963, έγινε διάγνωση ότι ήταν λεμφοσάρκωμα. Ύστερα από ακτινοθεραπεία [image: image626.png]


, παρακολουθήθηκε από μία κλινική θεραπείας όγκων το Δεκέμβριο του 1963, όταν ήδη η ασθένειά της είχε εξελιχθεί σε οξεία λευχαιμία. Τότε ο αριθμός των περιφερικών λευκών αιμοσφαιρίων - ΠΛΑ (white blood cells - WBC) ήταν 492.000, από τα οποία το 87% ήταν λεμφοβλάστες. Παρόλο που επιτεύχθηκε αρχικά προσωρινή ύφεση στην αιματολογική και κλινική εικόνα με εντατική θεραπεία και χημειοθεραπεία, με μεθοτρεξάτη και πρεδνιζόνη, που ακολουθήθηκαν μετέπειτα από 6-μερκαπτοπουρίνη, βινκριστίνη και κυτοξάνη, η κατάστασή της συνέχισε να εξελίσσεται, γεγονός που απαιτούσε συνεχείς εισαγωγές της στο νοσοκομείο. Τα παρεμβατικά επεισόδια λευχαιμίας του Κεντρικού Νευρικού Συστήματος (ΚΝΣ) αντιμετωπίζονταν με ενδοραχιαία χορήγηση μεθοτρεξάτης και ακτινοθεραπεία [image: image628.png]


. Στην ηλικία των 3 ετών και 10 μηνών εισήχθηκε και πάλι στην ίδια κλινική θεραπείας όγκων τον Οκτώβριο του 1964, λόγω υποτροπιασμού, με περιφερικά λευκά αιμοσφαίρια 177.000, από τα οποία το 98% ήταν λεμφοβλάστες. Παρ’ όλη την εντατική θεραπεία που δέχτηκε, και την έντονη χημειοθεραπεία με κυτοξάνη και μία ενδορραχιαία δόση μεθοτρεξάτης, η ασθενής συνέχιζε να υποτροπιάζει. Πριν τον θάνατο της ασθενούς στις 13 Νοεμβρίου του 1964, πάρθηκαν από την ασθενή τέσσερα δείγματα των 20 ml από το περιφερικό αίμα για κυτταροκαλλιέργεια. Τα δείγματα αυτά τοποθετήθηκαν σε αποστειρωμένους φυγοκεντρικούς σωλήνες που περιείχαν κιτρικό νάτριο (5 mg ανά 10 ml αίματος) όπως φαίνεται στον πίνακα 6.1 (Foley et al. 1965).
	ΔΕΙΓΜΑΤΑ ΠΕΡΙΦΕΡΙΚΟΥ ΑΙΜΑΤΟΣ ΑΡΧΙΚΗΣ ΚΥΤΤΑΡΟΚΑΛΙΕΡΓΕΙΑΣ

	Δείγμα
	Ημερομηνία
	Συνολικά ΠΛΑ/mm3.
	% λεμφοβλάστες
	Βιώσιμα κύτταρα/ml. μέσα σε κυτταροκαλλιέργιες των 100 ml.

	1
	5/11/64
	545.000
	99
	5×106

	2
	9/11/64
	1.180.000
	100
	5×106

	3
	11/11/64
	1.000.000
	98
	1,5×107

	4
	12/11/64
	990.000
	97
	1,5×107


Πίνακας 6.1: Τα τέσσερα δείγματα αίματος που λήφθησαν από την ασθενή (Foley et al. 1965).

6.2.2 Κατεργασία (αγωγή) της κυτταρικής σειράς λευχαιμίας κυτταρων Τ

Δύο από τα δείγματα της λευχαιμικής κυτταρικής σειράς κυττάρων Τ εκτέθηκαν σε διαφορετικές συγκεντρώσεις πρεδνιζολόνης για τέσσερις ώρες. Έτσι, προέκυψε ένα δείγμα που εκτέθηκε σε 10nM πρεδνιζολόνης και ένα δείγμα που εκτέθηκε σε 701μΜ πρεδιζολόνης (Sifakis et al. 2008).

Σε αυτό το σημείο θα πρέπει να εξηγήσουμε τη διαφορά μεταξύ της πρεδνιζολόνης και πρεδνιζόνης. Παρατηρούμε ότι η πρεδνιζολόνη χρησιμοποιήθηκε κατά την κατεργασία των δειγμάτων της κυτταρικής σειράς σε κυτταροκαλλιέργεια, ενώ η πρεδνιζόνη χρησιμοποιείται στη θεραπεία της οξείας λεμφοβλαστικής λευχαιμίας όπως είδαμε και στο 2ο​ κεφάλαιο. Ουσιαστικά δεν υπάρχουν διαφορές διότι και οι δύο ουσίες ανήκουν στην κατηγορία των γλυκοκορτικοειδών. Η μοναδική διαφορά που έχουν είναι ότι η πρεδνιζόνη έχει ένα διπλό δεσμό με ένα οξυγόνο (=Ο) στον τρίτο δακτύλιο ενώ η πρεδνιζολόνη στην ίδια θέση έχει ένα δεσμό με ένα υδροξείλιο (-ΟΗ) (Εικόνα 6.1). Η πρεδνιζόνη, επίσης, χορηγείται per os (από το στόμα) και μεταβολίζεται σε πρεδνιζολόνη στο ήπαρ. Αντίθετα, η πρεδνιζολόνη χορηγείται ενδοφλεβίως και δεν υπόκειται σε καμία άλλη μεταβολική διεργασία, οπότε και δρα αμέσως. Δηλαδή, ουσιαστικά η πρεδνιζόνη είναι η per os μορφή της πρεδνιζολόνης. Για αυτό το λόγο, στα πειράματα μικροσυστοιχιών χρησιμοποιήθηκε πρεδνιζολόνη για να επιτευχθεί η άμεση δράση της ουσίας αυτής στα λευχαιμικά κύτταρα.

[image: image629.png]


[image: image630.png]



Εικόνα 6.1: Αριστερά, η δομή του φαρμάκου πρεδνιζόνη και δεξιά, η δομή του φαρμάκου πρεδνιζολόνη (Dailymed 2008).

6.2.3 cDNA μικροσυστοιχία

Για την υλοποίηση του πειράματος χρησιμοποιήθηκαν 1,2k cDNA μικροσυστοιχίες IntelliGene® (Human Cancer CHIP Version 4.0) της TAKARA BIO Inc. (Ιαπωνία). Σε αυτό το πλακίδιο περιλαμβάνονται ένα σύνολο γονιδίων που σχετίζονται με την εξέλιξη του καρκίνου, την απόπτωση, την αντι-απόπτωση, τον κυτταρικό κύκλο και την καταστολή ενός καρκινικού όγκου (Sifakis et al. 2008).


Αποτελεί μία τυπωμένη cDNA μικροσυστοιχία στην οποία έχουν τοποθετηθεί και ακινητοποιηθεί σε μία γυάλινη διαφάνεια 886 cDNA θραύσματα ανθρώπινων γονιδίων, 588 από τα οποία αφορούν ανθρώπινα γονίδια που σχετίζονται με τον καρκίνο, και τα υπόλοιπα 298 είναι θραύσματα cDNA που έχουν διαφοροποιηθεί μέσω της τεχνικής διαφορικής παράθεσης ανάμεσα σε καρκινικό και φυσιολογικό ιστό. Όσον αναφορά τα γονίδια που σχετίζονται με τον καρκίνο, περίπου 300 ζεύγη βάσεων cDNA μίας περιοχής κάθε γονίδιου, που παρουσιάζουν ελάχιστη όμως ομολογία με άλλα γονίδια καταχωρημένα στη cDNA βιβλιοθήκη, τυπώνονται σε αυτήν τη μικροσυστοιχία. Τα μέγεθος των θραυσμάτων cDNA που επιλέχθηκαν με τη μέθοδο διαφορικής παράθεσης κυμαίνεται από 250 έως 1200 ζεύγη βάσεων. Αυτή η τυπωμένη cDNA μικροσυστοιχία είναι κατάλληλη για έρευνα του καρκίνου. Στην εικόνα 6.2 φαίνεται η διάταξη του πλακιδίου. Σε αυτό το προϊόν είναι επίσης τυπωμένα θραύσματα DNA που χρησιμοποιούνται για έλεγχο. Αυτά μπορούν να φανούν ιδιαίτερα χρήσιμα στην προ-επεξεργασία των δεδομένων γονιδιακής έκφρασης, τόσο στην κανονικοποίηση όσο και στην εκτίμηση του υποβάθρου. Ακολουθούν τα τμήματα ελέγχου του πλακιδίου.

Θραύσματα θετικού ελέγχου (positive controls):

Αποτελούν θραύσματα cDNA προερχόμενα από ανθρώπινο οργανισμό.

1. beta-actin







4 κουκκίδες
2. ATP synthase, H+ transporting,

mitochondrial F0 complex ,subunit b, isoform 1 


4 κουκκίδες
3. glucose-6-phosphate dehydrogenase


 
4 κουκκίδες
4. glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

 
4 κουκκίδες
5. hexokinase 1






 4 κουκκίδες
6. ribosomal protein S5





 4 κουκκίδες
7. transferrin receptor





 
4 κουκκίδες
8. tubulin, alpha2


 



 4 κουκκίδες
Θραύσματα αρνητικού ελέγχου (negative controls):

Αποτελούν θραύσματα DNA προερχόμενα από άλλα είδη οργανισμών εκτός του ανθρώπινου.

9. lambda-A

 





4 κουκκίδες

10. lambda-B





 

4 κουκκίδες

11. pUC19 







4 κουκκίδες

12. Arabidopsis chlorophyll ab binding protein 


4 κουκκίδες

(TAKARA BIO INC 2009).
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Εικόνα 6.2 : Η διάταξη του πλακιδίου IntelliGene® Human Cancer CHIP Version 4.0. Αποτελείται από τέσσερα υποπλέγματα. Κάθε υποπλέγμα έχει 16 γραμμές και 18 στήλες. Επομένως το πλακίδιο αποτελείται από συνολικά 1152 κουκκίδες (TAKARA BIO INC 2009).

6.2.4 Υβριδοποίηση των μικροσυστοιχιών

Στη συνέχεια του πειράματος, πραγματοποιήθηκε υβριδοποίηση μεταξύ των γονιδίων του παραπάνω πλακιδίου και αλυσίδων cDNA που προέρχονταν από τη λευχαιμική κυτταρική σειρά ενός δείγματος που δεν υπέστει κάποια αγωγή (ακατέργαστο δείγμα) και δύο δειγμάτων που εκτεθηκαν σε 10nM, και 701μΜ πρεδνιζολόνης αντίστοιχα. Οι υβριδοποιήσεις που έγιναν είναι οι παρακάτω:

1) Το ακατέργαστο δείγμα (δείγμα αναφοράς) σε σύγκριση με το δείγμα που είχε εκτεθεί σε 10nM πρεδνιζολόνης (δείγμα ελέγχου) (που ονομάστηκε υβριδοποίηση «[image: image633.png]Ovsl



»)

2) Το δείγμα που είχε εκτεθεί σε 10nM πρεδνιζολόνης (δείγμα αναφοράς) σε σύγκριση με το δείγμα που είχε εκτεθεί σε 701μM πρεδνιζολόνης (δείγμα ελέγχου) (που ονομάστηκε υβριδοποίηση «[image: image635.png]1vs3



»)

3) Το ακατέργαστο δείγμα (δείγμα αναφοράς) σε σύγκριση με κύτταρα που είχαν εκτεθεί σε 701nM πρεδνιζολόνης (δείγμα ελέγχου) (που ονομάστηκε υβριδοποίηση «[image: image637.png]Ovs3



») (Sifakis et al. 2008).

6.2.5 Σάρωση των μικροσυστοιχιών

	          Οι υβριδοποιημένες μικροσυστοιχίες, αφού ξεπλύθηκαν, επωάστηκαν και σαρώθηκαν από τη συσκευή σάρωσης μικροσυστοιχιών ScanArray 4000XL (GSI Lumonics, USA). Αυτή αποτελεί ένα σύστημα ανάλυσης μικροσυστοιχιών τριών χρωμάτων, που δίνει στον χρήστη τη δυνατότητα επιλογής μεταξύ τριών ειδών λέιζερ με μήκη κύματος από 488nm έως 633nm. Διαθέτει έως και επτά φίλτρα εκπομπής (emission filters) με εύρος ανίχνευσης από 500nm έως 700nm, ανάλυση 5μm εικονοστοιχείων και περιοχή σάρωσης με διαστάσεις 22mm×73mm (GMI Incorporated 2009).

	
	

	
	

	
	

	
	

	
	

	
	

	
	


Το ποσό του φθορισμού που εκπέμπεται για κάθε θέση της μικροσυστοιχίας είναι ανάλογο της ποσότητας του δεσμευμένου cDNA στη θέση αυτή. Οι αντίστοιχες εικόνες δημιουργήθηκαν από λογισμικό απόκτησης εικόνων μικροσυστοιχιών (GSI Lumonics, USA).

6.2.6 Επεξεργασία των εικόνων

Για την επεξεργασία των εικόνων, χρησιμοποιήθηκε το πρόγραμμα επεξεργασίας εικόνων μικροσυστοιχιών ImaGene v6.1.0 (Biodiscovery Inc., USA ) για την παραγωγή ακατέργαστων τιμών φθορισμού για το σήμα ενδιαφέροντος και το σήμα υποβάθρου για κάθε κανάλι (Cy3 και Cy5). Από αυτήν την επεξεργασία προέκυψε ένα αρχείο [image: image639.png]txt



 για κάθε μία εκ των τριών υβριδοποιήσεων που πραγματοποιήθηκαν, το οποίο περιείχε πληροφορίες για κάθε πείραμα ξεχωριστά.

6.3 Προ-επεξεργασία των δεδομένων


Η επεξεργασία και ανάλυση των δεδομένων γονιδιακής έκφρασης πραγματοποιήθηκε στο προγραμματιστικό περιβάλλον του Matlab® v.7.6.0, αφού το Matlab® διαθέτει εργαλεία, και πιο συγκεκριμένα ένα εργαλείο βιοπληροφορικής (Bioinformatics ToolboxTM), που δίνουν τη δυνατότητα στο χρήστη να αναπτύξει πολύ εύκολα και γρήγορα έναν αλγόριθμο επεξεργασίας και ανάλυσης των δεδομένων γονιδιακής έκφρασης.


Το λογισμικό επεξεργασίας εικόνας που χρησιμοποιήθηκε (ImaGene v.6.1.0) κάνει μία τοπική εκτίμηση του υποβάθρου, αναγνωρίζοντας έναν αριθμό από εικονοστοιχεία που περιβάλλει κάθε κουκκίδα και υπολογίζει διάφορα στατιστικά στοιχεία των τιμών έντασης των εικονοστοιχείων, μεταξύ άλλων της μέσης τιμής, της διαμέσου, της τυπικής απόκλισης αυτών, κ.α. Στην ανάλυση που πραγματοποιήσαμε χρησιμοποιήσαμε τις τιμές των διαμέσων για το σήμα ενδιαφέροντος και το σήμα υποβάθρου, για κάθε κουκκίδα, μιας και η διάμεσος αποτελεί ένα ανθεκτικό στατιστικό μέτρο εν αντιθέσει με τη μέση τιμή (Samuels & Witmer 2003). Επομένως, όποτε θα γίνεται αναφορά στις τιμές του σήματος ενδιαφέροντος και του υποβάθρου, θα υπονοούνται οι τιμές των διαμέσων του σήματος ενδιαφέροντος και του σήματος υποβάθρου.


Παρακάτω παρουσιάζονται οι μέθοδοι προ-επεξεργασίας που αναπτύχθηκαν, καθώς και κάποια ενδεικτικά αποτελέσματα αυτών των μεθόδων.

6.3.1 Διόρθωση υποβάθρου


Στον αλγόριθμο που αναπτύχθηκε δίνονται τρεις εναλλακτικές δυνατότητες διόρθωσης υποβάθρου:

1) Χρήση της διαμέσου του υποβάθρου – Για την διόρθωση του υποβάθρου,μια συνήθης επιλογή αποτελεί η αφαίρεση της διαμέσου τιμής του υποβάθρου από τη διάμεσο τιμή του σήματος ενδιαφέροντος για κάθε κουκκίδα. Επομένως θα ισχύει ότι η ένταση φθορισμού για κάθε κουκκίδα είναι:

[image: image640.png]gy = 1707€9T0URd _ fbackground





όπου [image: image642.png]


 είναι η διάμεσος της έντασης του σήματος ενδιαφέροντος της κάθε κουκκίδας και [image: image644.png]poackground



 είναι η διάμεσος της έντασης του υποβάθρου για κάθε κουκκίδα, όπως έχει υπολογιστεί από το λογισμικό επεξεργασίας εικόνας.

Αυτή η μέθοδος εκτίμησης του υποβάθρου έχει το πλεονέκτημα ότι υπολογίζει για κάθε κουκκίδα ξεχωριστά το θόρυβο του υποβάθρου. Ένα μειονέκτημα που μπορεί να έχει όμως είναι ότι κατά τον υπολογισμό του υποβάθρου το λογισμικό μπορεί να συμπεριλάβει και τμήματα που ανήκουν στο σήμα ενδιαφέροντος της κουκκίδας, και συνεπώς να γίνει υπερεκτίμηση του θορύβου του υποβάθρου (Causton, Quackenbush & Brazma 2003).

2) Χρήση των κουκκίδων αρνητικού ελέγχου – Σε πολλές μικροσυστοιχίες – και σε αυτήν που χρησιμοποιήσαμε εμείς στα πειράματά μας – κάποιες κουκκίδες θεωρούνται κουκκίδες ελέγχου, όπως αναφέρθηκε και παραπάνω. Η υβριδοποίηση που ενδεχομένως πραγματοποιείται στις κουκκίδες αρνητικού ελέγχου είναι μη-ειδική και θεωρείται ότι αντιπροσωπεύει το θόρυβο του υποβάθρου. Στην περίπτωση που λαμβάνουμε υπόψιν μας τις κουκκίδες αρνητικού ελέγχου, η ένταση φθορισμού για κάθε κουκκίδα θα υπολογίζεται από τον τύπο:
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 είναι η μέση τιμή των διαμέσων του σήματος ενδιαφέροντος όλων των κουκκίδων αρνητικού ελέγχου. Αυτή η μέθοδος έχει το πλεονέκτημα ότι υπολογίζει ακριβώς το θόρυβο του υποβάθρου και τον αφαιρεί από κάθε κουκκίδα (Causton, Quackenbush & Brazma 2003).

3) Καμία διόρθωση υποβάθρου - Στην περίπτωση που επιλέξουμε να μην πραγματοποιήσουμε κάποια διόρθωση υποβάθρου η ένταση της κουκκίδας θα είναι:
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Πολλοί ερευνητές επιλέγουν να μην πραγματοποιούν διόρθωση υποβάθρου κατά την ανάλυση των δεδομένων γονιδιακής έκφρασης λόγω αμφιβολιών σχετικών με την αποτελεσματικότητα αφαίρεσης μίας εκτίμησης του θορύβου υπολογισμένης με αυτόματο τρόπο (Lee 2004).

6.3.2 Φιλτράρισμα των δεδομένων


Μετά τη διόρθωση υποβάθρου γίνεται χρήση του φίλτρου χαμηλού επιπέδου έκφρασης. Όπως περιγράφτηκε και στο εδάφιο 5.3.3, δεδομένα με χαμηλά επίπεδα έκφρασης αντιμετωπίζονται συνήθως ως κακής ποιόττας κουκκίδες (bad spots). Χαμηλό επίπεδο έκφρασης σημαίνει ότι η τιμή του σήματος ενδιαφέροντος είναι μικρότερη ή σχεδόν ίση με την τιμή του σήματος υποβάθρου. Στην παρούσα εργασία χρησιμοποιήσαμε, λοιπόν, σαν κατώφλι τον αριθμό 10 (απόλυτο κριτήριο), έτσι ώστε να απομακρυνθούν οι κουκκίδες των οποίων η τιμή του σήματος ενδιαφέροντος διαφέρει πολύ λίγο ή είναι μικρότερη (οπότε και έχουν προκύψει αρνητικές τιμές) από την τιμή του σήματος υποβάθρου. Μετά το φιλτράρισμα των δεδομένων, απομακρύνονται οι τιμές των κουκκίδων ελέγχου, καθώς και των κουκκίδων στις οποίες δεν είναι τυπωμένη κάποια αλληλουχία βάσεων.

Ακολουθούν οι γραφικές παραστάσεις Cy5 συναρτήσει του Cy3, που προκύπτουν για τις τρεις υβριδοποιήσεις ([image: image651.png]Ovsl



, [image: image653.png]1vs3



, [image: image655.png]Ovs3



) μετά από διόρθωση υποβάθρου (τρεις εναλλακτικές) και μετά τη χρήση του φίλτρου χαμηλού επιπέδου έκφρασης (Εικόνες 6.3, 6.4, 6.5). Ο αρχικός αριθμός των γονιδίων υπενθυμίζουμε πως είναι 1152 γονίδια. 

Όπως είναι φυσικό, όμως, διαφορετικά γονίδια απομακρύνονται σε κάθε μία από τις τρεις υβριδοποιήσεις. Για να έχει κάποια κοινή βάση οποιαδήποτε περαιτέρω επεξεργασία αυτών των δεδομένων είναι απαραίτητο να μελετούνται μόνο τα γονίδια που είναι κοινά και στις τρεις υβριδοποιήσεις. Έτσι απομακρύνεται ένας μεγάλος αριθμός γονιδίων. Πιο συγκεκριμένα, αν πραγματοποιηθεί διόρθωση υποβάθρου με τη χρήση της διαμέσου του υποβάθρου, απομένουν 73 κοινά γονίδια και για τις τρεις υβριδοποιήσεις, ενώ αν πραγματοποιηθεί διόρθωση υποβάθρου με την χρήση των κουκκίδων αρνητικού ελέγχου, απομένουν 173 κοινά γονίδια. Εν αντιθέσει, στην περίπτωση που δεν πραγματοποιείται διόρθωση υποβάθρου, απομένουν 882 γονίδια.

Κατά την ανάλυση των επόμενων μεθόδων προ-επεξεργασίας επιλέξαμε τη μέθοδο για τη διόρθωση υποβάθρου με τη χρήση της διαμέσου του υποβάθρου, αφού αποτελεί την πιο ευρέως διαδεδομένη μέθοδο διόρθωσης υποβάθρου. Τέλος, μετά την διόρθωση υποβάθρου θα εννοείται ότι έχει γίνει και χρήση του φίλτρου του χαμηλού επιπέδου έκφρασης για τα επόμενα στάδια της προ-επεξεργασίας των δεδομένων γονιδιακής έκφρασης.

1) Διόρθωση υποβάθρου με χρήση της διαμέσου του υποβάθρου και στη συνέχεια φιλτράρισμα των δεδομένων

[image: image656.png]10

7
6 = o B G T
5

i :

Gl

gl 8

e

B 3

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 600D
%)




[image: image657.png]10

5
oy

25

x10*





[image: image658.png]-

B ‘. »
%

FI N

i aT

3F s

1000 2000 3000 4000 00D
oy

6000 7000 8000 9000

10000




Εικόνα 6.3: Κατανομή των δεδομένων της υβριδοποίησης α) [image: image660.png]Ovsl



 (222 γονίδια), β) [image: image662.png]1vs3



 (275 γονίδια) και γ) [image: image664.png]Ovs3



 (241 γονίδια), μετά από διόρθωση υποβάθρου με τη χρήση της διαμέσου υποβάθρου και μετά από φιλτράρισμα των δεδομένων με την χρήση φίλτρου χαμηλού επιπέδου έκφρασης (κατώφλι=10).

2) Διόρθωση υποβάθρου με χρήση των κουκκίδων αρνητικού ελέγχου και στη συνέχεια φιλτράρισμα των δεδομένων.

[image: image665.png]x 10’

1000

2000

3000
oy

4000

5000

6000




[image: image666.png]10

35
%10

25

15

o3




[image: image667.png]1000 2000 3000 4000 5000 BOOD 7DDD BOO0 9000
%)

10000




Εικόνα 6.4: Κατανομή των δεδομένων της υβριδοποίησης α) [image: image669.png]Ovsl



 (395 γονίδια), β) [image: image671.png]1vs3



 (346 γονίδια) και γ) [image: image673.png]Ovs3



 (294 γονίδια), μετά από διόρθωση υποβάθρου με τη χρήση των κουκκίδων αρνητικού ελέγχου και μετά από φιλτράρισμα των δεδομένων με τη χρήση φίλτρου χαμηλού επιπέδου έκφρασης (κατώφλι=10).

3) Χωρίς διόρθωση υποβάθρου και στη συνέχεια φιλτράρισμα των δεδομένων.
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Εικόνα 6.5: Κατανομή των δεδομένων της υβριδοποίησης α) [image: image678.png]Ovsl



 (882 γονίδια), β) [image: image680.png]1vs3



 (882 γονίδια) και γ) [image: image682.png]Ovs3



 (882 γονίδια), χωρίς διόρθωση υποβάθρου και μετά από φιλτράρισμα των δεδομένων με την χρήση φίλτρου χαμηλού επιπέδου έκφρασης (κατώφλι=10).
6.3.3 Μετασχηματισμός των δεδομένων


Το επόμενο στάδιο της προ-επεξεργασίας που υλοποιήθηκε είναι ο μετασχηματισμός των δεδομένων, και πιο συγκεκριμένα ο λογαριθμικός μετασχηματισμός, όπως περιγράφηκε και στο εδάφιο 5.4.1.2. Ουσιαστικά, με τη βοήθεια του Matlab® σχεδιάσαμε τις γραφικές παραστάσεις των λογαρίθμων των επιπέδων έκφρασης για το κανάλι Cy5 συναρτήσει των λογαρίθμων των επιπέδων έκφρασης για το κανάλι Cy3 για τις τρεις υβριδοποιήσεις (Εικόνα 6.6). Από τις γραφικές παραστάσεις που παρουσιάζονται μπορούμε να πάρουμε μία πρώτη εικόνα της κατανομής των επιπέδων έκφρασης των γονιδίων.
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Εικόνα 6.6 : Λογαριθμικός μετασχηματισμός για την υβριδοποίηση α) [image: image687.png]Ovsl



 , β) [image: image689.png]1vs3



 και γ) [image: image691.png]Ovs3



.
6.3.4 Κανονικοποίηση των δεδομένων


Εναλλακτικά του απλού μετασχηματισμού, υλοποιήθηκαν τρεις μέθοδοι κανονικοποίησης των δεδομένων έτσι ώστε να ελαχιστοποιηθούν οι συστηματικές αποκλίσεις στα μετρούμενα επίπεδα έντασης φθορισμού και να είναι πιο εύκολη η βιολογική ερμηνεία των αποτελεσμάτων που προκύπτουν από την ανάλυσή τους, όπως περιγράφτηκε και στο εδάφιο 5.5.1.


Στον αλγόριθμο που αναπτύξαμε υλοποιούνται τρεις μέθοδοι κανονικοποίησης και ο χρήστης έχει τη δυνατότητα να επιλέξει ανάμεσα σε αυτές τις μεθόδους αυτή που τον εξυπηρετεί περισσότερο.

1) Κανονικοποίηση ολικής έντασης – Σύμφωνα με τη μέθοδο κανονικοποίησης ολικής έντασης, όπως περιγράφτηκε και στο εδάφιο 5.5.2.1, όλες οι τιμές των επιπέδων έντασης φθορισμού του καναλιού Cy3 πολλαπλασιάζονται με ένα σταθερό παράγοντα κανονικοποίησης. Στην συνέχεια, σχεδιάζονται οι γραφικές παραστάσεις [image: image693.png]


 (Ratio-Intensity plot) – λογάριθμος του λόγου έκφρασης συνάρτησει του λογαρίθμου της ολικής έντασης – και για τις τρεις υβριδοποιήσεις (Εικόνα 6.7). 

2) Κανονικοποίηση με τη μέθοδο loess – Σχεδιάζονται οι γραφικές παραστάσεις [image: image695.png]


 όταν στα δεδομένα έχει γίνει προσαρμογή [image: image697.png]loess



 (Στη μέθοδο [image: image699.png]lowess



γίνεται προσαρμογή με χρήση πολυωνύμου πρώτου βαθμού, ενώ με τη μέθοδο [image: image701.png]loess



 με χρήση πολυωνύμου δευτέρου βαθμού) (Εικόνα 6.8). Ορίζεται και η παράμετρος [image: image703.png]


, η τιμή της οποίας καθορίζεται από τον χρήστη και αποτελεί το ποσοστό των δεδομένων που χρησιμοποιούνται για την προσαρμογή σε κάθε σημείο. Όσο μεγαλύτερη είναι η τιμή του [image: image705.png]


 τόσο πιο ομαλή είναι η προσαρμογή των δεδομένων. Συνήθως η παράμετρος [image: image707.png]


 παίρνει τιμές από 20% έως 40% (Yang et al. 2002, Yang et al. 2001). Στη συγκεκριμένη ανάλυση χρησιμοποιούμε την παράμετρο την τιμή 40%.
3) Κανονικοποίηση σε κάθε υποπλέγμα – Σύμφωνα με τη μέθοδο κανονικοποίησης σε κάθε υποπλέγμα, όπως περιγράφτηκε και στο εδάφιο 5.5.2.5, πραγματοποιούμε κανονικοποίηση [image: image709.png]loess



σε κάθε υπόπλεγμα ξεχωριστά. Στην συνέχεια, κατασκευάζουμε τις γραφικές παραστάσεις [image: image711.png]


 και των τεσσάρων υποπλεγμάτων μαζί για τις τρεις υβριδοποιήσεις (Εικόνα 6.9).

Για την περαιτέρω ανάλυση των δεδομένων επιλέγουμε την κανονικοποίηση με τη μέθοδο [image: image713.png]lowess



 ως την πιο ευρέως χρησιμοποιούμενη μέθοδο.
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Εικόνα 6.7 : Κανονικοποίηση ολικής έντασης για την υβριδοποίηση α) [image: image718.png]Ovsl



 , β) [image: image720.png]1vs3



 και γ) [image: image722.png]Ovs3



.
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Εικόνα 6.8 : Κανονικοποίηση [image: image727.png]


για την υβριδοποίηση α) [image: image729.png]Ovsl



 , β) [image: image731.png]1vs3



 και γ) [image: image733.png]Ovs3



.
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Εικόνα 6.9: Κανονικοποίηση για κάθε υπόπλεγμα για την υβριδοποίηση α) [image: image738.png]Ovsl



 , β) [image: image740.png]1vs3



 και γ) [image: image742.png]Ovs3



.

6.4 Ανάλυση των δεδομένων

6.4.1 Ανάλυση των κυρίων συνιστωσών


Μετά από την προ-επεξεργασία που προηγήθηκε και αφού έχουμε υπολογίσει τον λόγο έκφρασης κάθε γονιδίου, εφαρμόζουμε την ανάλυση των κυρίων συνιστωσών (Εδάφιο 5.6.1.2). Από την εφαρμογή της στα δεδομένα μας παρατηρούμε ότι παίρνοντας τις δύο μόνο πρώτες κύριες συνιστώσες, καλύπτουμε ένα ποσοστό των 88,21% της διακύμανσης των δεδομένων, ποσοστό αρκετά ικανοποιητικό. Στη συνέχεια, αναπαριστούμε τα δεδομένα στο χώρο, όταν δεν έχει πραγματοποιηθεί σε αυτά ανάλυση κυρίων συνιστωσών και όταν έχει πραγματοποιηθεί κάνοντας χρήση των δύο πρώτων κυρίων συνιστωσών, και παίρνουμε τις αντίστοιχες γραφικές παραστάσεις (Εικόνα 6.10 και 6.11α). Επιπροσθέτως, μας δίνεται η δυνατότητα να προσδιορίσουμε το όνομα κάθε γονιδίου ξεχωριστά πάνω στη δισδιάστατη γραφική παράσταση των δεδομένων (Εικόνα 6.11β). Παρατηρούμε ότι η ανάλυση των κυρίων συνιστωσών παρέχει καλύτερη οπτικοποίηση των δεδομένων (δύο διαστάσεις αντί για τρεις), άρα και πιο εύκολη ανάλυση αυτών, χωρίς όμως να χάνετε κάποια σημαντική πληροφορία από αυτά (αφού καλύπτεται σχεδόν το 90% της διακύμανσης των δεδομένων). Επομένως, για την περαιτέρω ανάλυση των δεδομένων της παρούσα εργασίας που έπεται εφαρμόζουμε την ανάλυση των κυρίων συνιστωσών.

[image: image743.png]



Εικόνα 6.10 : Διάγραμμα διασποράς (scatter plot) των δεδομένων στο χώρο εκφράσεων, όταν σε αυτά δεν έχει πραγματοποιηθεί ανάλυση των κυρίων συνιστωσών.
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Εικόνα 6.11: α) Διάγραμμα διασποράς των δεδομένων στα οποία έχει πραγματοποιηθεί ανάλυση κυρίων συνιστωσών, με χρήση των δύο πρώτων κυρίων συνιστωσών. β) Προσδιορισμός των ονομάτων των γονιδίων της γραφικής παράστασης (α). 

6.4.2 Συσταδοποίηση


Το τελευταία στάδιο ανάλυσης των δεδομένων γονιδιακής έκφρασης που υλοποιήθηκε είναι η συσταδοποίηση αυτών των δεδομένων. Για την συσταδοποίηση, αφού δεν έχουμε κάποια βιολογική πληροφορία για τα δεδομένα διαθέσιμη, χρησιμοποιούμε μία μη κατευθυνόμενη τεχνική συσταδοποίησης. Πιο συγκεκριμένα χρησιμοποιούμε τη μέθοδο της ιεραρχικής συγκεντρωτικής συσταδοποίησης (Εδάφιο 5.6.1.1.3), με τη μέθοδο UPGMA υπολογίζοντας την απόσταση μεταξύ των γονιδίων με τη βοήθεια της Ευκλείδειας απόστασης στο χώρο των κυρίων συνιστωσών. Η διαμέριση των δεδομένων σε συστάδες, υλοποιείται με κατάλληλη συνάρτηση, που δίνει τη δυνατότητα στο χρήστη να επιλέξει τον μέγιστο αριθμό συστάδων που θα χωριστούν τα δεδομένα μετά την συσταδοποίηση. Εμείς πραγματοποιήσαμε ιεραρχική συσταδοποίηση για έξι και εννιά ως μέγιστο αριθμό συστάδων και λάβαμε τις αντίστοιχες γραφικές παραστάσεις (Εικόνα 6.12 και 6.13) (υπενθυμίζουμε ότι στα δεδομένα έχει προηγηθεί ανάλυση των κυρίων συνιστωσών). Σε αυτές τις γραφικές παραστάσεις τα γονίδια που ανήκουν στην ίδια συστάδα είναι χρωματισμένα με το ίδιο χρώμα. 
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Εικόνα 6.12: Διάγραμμα διασποράς των δεδομένων στα οποία έχει προηγηθεί ανάλυση των κυρίων συνιστωσών και ιεραρχική συσταδοποίηση. Ο μέγιστος αριθμός συστάδων έχει οριστεί ίσος με έξι. Η 1η συστάδα (μπλε ανοιχτό) αποτελείται από 44 γονίδια, η 2η (κυανό) από 12 γονίδια, η 3η (μπλε σκούρο) από 6 γονίδια, η 4η (κίτρινο) από 5 γονίδια, η 5η (πορτοκαλί) από 5 γονίδια και η 6η (καφέ) από 1 γονίδιο.
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Εικόνα 6.13: Διάγραμμα διασποράς των δεδομένων στα οποία έχει προηγηθεί ανάλυση των κυρίων συνιστωσών και ιεραρχική συσταδοποίηση. Ο μέγιστος αριθμός συστάδων έχει οριστεί ίσος με εννιά. Η 1η συστάδα (κόκκινο) αποτελείται από 44 γονίδια, η 2η (κίτρινο) από 11 γονίδια, η 3η (πορτοκαλί) από 6 γονίδια, η 4η (κυανό) από 4 γονίδια, η 5η (μπλε ανοιχτό) από 3 γονίδια, η 6η (μπλε σκούρο) από 2 γονίδια, η 7η (καφέ) από 1 γονίδιο, η 8η (πράσινο) από 1 γονίδιο και η 9η (γαλάζιο) από 1 γονίδιο.

Παρατηρούμε ότι αν ορίσουμε διαφορετικό αριθμό συστάδων, τότε είναι και διαφορετικός και ο τρόπος που συσταδοποιούνται τα γονίδια. Για παράδειγμα, αν θεωρήσουμε τη συστάδα Α που αποτελείται από δώδεκα γόνιδια (χρώματος κυανού της Εικόνας 6.12) η οποία προέκυψε από τη συσταδοποίηση σε έξι το πολύ συστάδες και τη συστάδα Β που αποτελείται από έντεκα γονίδια (χρώματος κίτρινου της Εικόνας 6.13) η οποία προέκυψε από τη συσταδοποίηση σε εννιά το πολύ συστάδες, τα γονίδια είναι τα ίδια εκτός από ένα επιπλέον γονίδιο που έχει η πρώτη συστάδα (Πίνακας 6.2). Στην περίπτωση που αυτός ο αριθμός διαμερισμού των δεδομένων – η τιμή του οποίου καθορίζεται εμπειρικά – είναι αρκετά μεγάλος μπορεί να προκύψουν διαφορετικές συστάδες με γονίδια, που είναι φανερό ότι θα έπρεπε να ανήκουν στην ίδια συστάδα. Επίσης, ενδέχεται να προκύψουν γονίδια που αποτελούν από μόνα τους μία συστάδα, τα οποία μπορεί είτε να είναι γονίδια με ακραίες τιμές έκφρασης (outliers) είτε να είναι και γονίδια μεγάλης βιολογικής σημασίας. Πρέπει να δοθεί, λοιπόν, ιδιαίτερη προσοχή στην επιλογή του ιδανικού αριθμού των συστάδων, ο οποίος είναι απαραίτητο να προκύπτει ύστερα από έναν αριθμό δοκιμών. 

Εντούτοις, η σημαντικότερη πληροφορία που μας δίνει μία συσταδοποίηση δεν είναι τόσο σε ποια συστάδα ανήκει το κάθε γονίδιο, αλλά η απόσταση μεταξύ των γονιδίων. Δηλαδή γονίδια που ανήκουν σε διαφορετικές συστάδες δεν σημαίνει απαραίτητα ότι είναι γονίδια που είναι διαφορετικά εκφρασμένα. Έτσι, γενικότερα, ακόμη και αν γειτονικά γονίδια ανήκουν σε διαφορετικές συστάδες είναι συνήθως παρόμοια εκφρασμένα γονίδια (coexpressed genes). 

	Συστάδα Α
	Συστάδα Β

	'TAKARA_clone_ID27029'
	'TAKARA_clone_ID27029'

	'TAKARA_clone_ID27100'
	'TAKARA_clone_ID27100'

	'B-cell CLL/lymphoma 2'
	'B-cell CLL/lymphoma 2'

	'"solute carrier family 25 (mitochondrial carrier; adenine nucleotide translocator), member 5"'
	'"solute carrier family 25 (mitochondrial carrier; adenine nucleotide translocator), member 5"'

	'TAKARA_clone_ID27037'
	'TAKARA_clone_ID27037'

	'desmoplakin (DPI, DPII)'
	'desmoplakin (DPI, DPII)'

	'TAKARA_clone_ID27019'
	'TAKARA_clone_ID27019'

	'A kinase (PRKA) anchor protein (gravin) 12'
	'A kinase (PRKA) anchor protein (gravin) 12'

	'osteoclast stimulating factor 1'
	'osteoclast stimulating factor 1'

	'TAKARA_clone_ID27056'
	'TAKARA_clone_ID27056'

	'IGF-II mRNA-binding protein 3'
	

	'heat shock transcription factor 2'
	'heat shock transcription factor 2'


Πίνακας 6.2: Λίστα των γονιδίων στη συστάδα Α με δώδεκα γονίδια που προέκυψε από τη συσταδοποιήση σε έξι το πολύ συστάδες και στη συστάδα Β με έντεκα γονίδια που προέκυψε από τη συσταδοποίηση σε εννιά το πολύ συστάδες. Παρατηρούμε ότι από τη δεύτερη συστάδα λείπει το γονίδιο [image: image749.png]'IGF — Il mRNA — binding protein 3'
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7 Συμπεράσματα και Προεκτάσεις

Με την παρούσα διπλωματική εργασία, δίνεται στο χρήστη μία ολοκληρωμένη πρόταση επεξεργασίας και ανάλυσης δεδομένων γονιδιακής έκφρασης με ένα μεγάλο αριθμό δυνατοτήτων. Οι δυνατότητες που παρέχονται στο χρήστη είναι οι παρακάτω:

· Διόρθωση υποβάθρου – Δύο εναλλακτικές μέθοδοι διόρθωσης υποβάθρου. Μια τέτοιου είδους διόρθωση μπορεί να απομακρύνει την πλειονότητα των κουκκίδων στις οποίες εμφανίζονται τυχαία ή συστηματικά σφάλματα.

· Μετασχηματισμός των δεδομένων – Η γραφική παράσταση των μετασχηματισμένων δεδομένων δίνει στον χρήστη μία πρώτη εικόνα της κατανομής των δεδομένων στο χώρο.

· Κανονικοποίηση των δεδομένων – Τρεις εναλλακτικές μέθοδοι κανονικοποίησης. Η κανονικοποίηση των δεδομένων συμβάλει στην ελαχιστοποίηση των συστηματικών αποκλίσεων στα μετρούμενα επίπεδα έντασης φθορισμού των κουκκίδων των μικροσυστοιχιών.

· Εφαρμογή της ανάλυσης των κυρίων συνιστωσών στα δεδομένα – Η ανάλυση των κυρίων συνιστωσών επιδιώκει τον περιορισμό των διαστάσεων του χώρου εκφράσεων των δεδομένων διατηρώντας όσο το δυνατόν μεγαλύτερο μέρος της πληροφορίας που προσφέρουν αυτά.

· Συσταδοποίηση των δεδομένων – Μέθοδος της ιεραρχικής συσταδοποίησης με δυνατότητα επιλογής του αριθμού των συστάδων στον οποίο θα χωριστούν τα δεδομένα. Η συσταδοποίηση των δεδομένων αποτελεί και τον τελικό στόχο του αλγορίθμου που υλοποιήθηκε.

Η μέθοδος συσταδοποίησης, που επιλέχθηκε για την ανάλυση των δεδομένων γονιδιακής έκφρασης στην παρούσα διπλωματική εργασία, η ιεραρχική συσταδοποίηση, αποτελεί μέχρι στιγμής την πιο συχνά χρησιμοποιούμενη μέθοδο συσταδοποίησης δεδομένων γονιδιακής έκφρασης. Το μεγαλύτερο πλεονέκτημα αυτής της μεθόδου είναι το γεγονός ότι οι μόνες παράμετροι που πρέπει να οριστούν είναι το κριτήριο συνδέσμου (linkage) – στη συγκεκριμένη περίπτωση πραγματοποιήθηκε συσταδοποίηση μέσου συνδέσμου – και η μετρική της απόστασης μεταξύ των γονιδίων – στη συγκεκριμένη περίπτωση χρησιμοποιήθηκε η Ευκλείδεια απόσταση. Καμία άλλη ρύθμιση δεν είναι απαραίτητη από τον ερευνητή. Το αποτέλεσμα της συσταδοποίησης (γραφική παράσταση των γονιδίων, όπου διαφορετικές συστάδες είναι χρωματισμένες με διαφορετικά χρώματα) δίνει μία ξεκάθαρη εικόνα για την κατανομή των δεδομένων γονιδιακής έκφρασης. Εντούτοις, ένα σημαντικό μειονέκτημα της μεθόδου αυτής είναι ότι υπολογιστικά είναι ιδιαίτερα σύνθετη. Η συσταδοποίηση μεγάλων συνόλων δεδομένων είναι δύσκολο ή ακόμα και αδύνατο να υλοποιηθεί, εξαιτίας της μεγάλης μνήμης που απαιτείται για τον υπολογισμό των αποστάσεων μεταξύ των γονιδίων και του μεγάλου χρόνου υλοποίησης της μεθόδου. Ιεραρχική συσταδοποίηση σε σύνολα δεδομένων που αποτελούνται από πάνω από 20.000 γονίδια είναι υλοποιήσιμη μόνο σε πολύ προηγμένης τεχνολογίας υπολογιστικά συστήματα (Sturn 2001).

Ο τρόπος ανάλυσης των δεδομένων γονιδιακής έκφρασης που προτείνεται από την παρούσα εργασία μπορεί να αποτελέσει ένα πολύ χρηστικό εργαλείο για την επεξεργασία και ανάλυση πειραμάτων των μικροσυστοιχιών. Απαραίτητη προϋπόθεση, όμως, για την εξαγωγή ορθών και αξιόπιστων συμπερασμάτων από τέτοιου είδους αναλύσεις είναι η επιβεβαίωση των αποτελεσμάτων που προκύπτουν από τα πειράματα των μικροσυστοιχιών. Η επιβεβαίωση αυτή μπορεί να πραγματοποιηθεί μέσω των επαναλήψεων του ίδιου πειράματος (replicates) ή χρησιμοποιώντας κάποιες άλλες τεχνικές. Η υλοποίηση πολλών πειραματικών επαναλήψεων μπορεί να αυξήσει την ακρίβεια μέτρησης των γονιδιακών εκφράσεων, και κατ’ επέκταση την ακρίβεια της περαιτέρω ανάλυσής τους, αλλά δεν εξυπηρετεί πάντα στον εντοπισμό των πειραματικών τεχνουργημάτων (artifacts). Μέθοδοι που δεν βασίζονται στη μέθοδο των μικροσυστοιχιών μπορούν να αντιμετωπίσουν το τελευταίο πρόβλημα. Οι πιο συνηθισμένοι μέθοδοι για την επιβεβαίωση αποτελεσμάτων που σχετίζονται με ξεχωριστά γονίδια είναι το Northern blot και η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης πραγματικού χρόνου (real time polymerace chain reaction – RT-PCR), μέθοδοι που μπορούν να εκτιμήσουν τα επίπεδα έκφρασης των γονιδίων. 

Κλείνοντας, είναι αξιοσημείωτο να αναφερθεί ότι με πολύ μικρές διαφοροποιήσεις ή προσθήκες στον αλγόριθμο που αναπτύχθηκε μπορεί ο χρήστης να υλοποιήσει παραλλαγές ή επεκτάσεις των παραπάνω μεθόδων προ-επεξεργασίας και ανάλυσης των δεδομένων γονιδιακής έκφρασης. Για παράδειγμα, κάποιος θα μπορούσε να υλοποιήσει ιεραρχική συσταδοποίηση με διαφορετική μέθοδο συνδέσμου και διαφορετική μετρική της απόστασης από αυτές που επιλέχθηκαν κάνοντας ελάχιστες αλλαγές στον κώδικα του αλγορίθμου. Επιπλέον, η επεξεργασία που προτείνεται μπορεί να εφαρμοστεί και σε οποιαδήποτε άλλα δεδομένα γονιδιακής έκφρασης.
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