
 

Ανάλυση γονιδιακής έκφρασης µικροσυστοιχιών σε 

 

ΕΘΝΙΚΟ 

ΣΧΟΛΗ 

      ΚΑΙ 

      ΤΟΜΕΑΣ 

      ΚΑΙ 

∆ΙΠΛΩΜΑΤΙΚΗ ΕΡΓΑΣΙΑ

Επιβλέπων : Κουτσούρης ∆ηµήτριος

  Καθηγητής ΕΜΠ

 

της 
 

ΑΙΚΑΤΕΡΙΝΗΣ Ε. ΣΚΟΥΤΑ 

Ανάλυση γονιδιακής έκφρασης µικροσυστοιχιών σε 
σειρές λευχαιµίας 

  

ΘΝΙΚΟ ΜΕΤΣΟΒΙΟ ΠΟΛΥΤΕΧΝΕΙΟ 
ΧΟΛΗ ΗΛΕΚΤΡΟΛΟΓΩΝ ΜΗΧΑΝΙΚΩΝ 

ΚΑΙ ΜΗΧΑΝΙΚΩΝ ΥΠΟΛΟΓΙΣΤΩΝ 

ΟΜΕΑΣ ΣΥΣΤΗΜΑΤΩΝ ΜΕΤΑ∆ΟΣΗΣ ΠΛΗΡΟΦΟΡΙΑΣ

ΚΑΙ ΤΕΧΝΟΛΟΓΙΑΣ ΥΛΙΚΩΝ 

∆ΙΠΛΩΜΑΤΙΚΗ ΕΡΓΑΣΙΑ 
 

Κουτσούρης ∆ηµήτριος 

Καθηγητής ΕΜΠ 

Αθήνα, Ιούλιος 2009 
 

 

Ανάλυση γονιδιακής έκφρασης µικροσυστοιχιών σε κυτταρικές 

 

ΛΗΡΟΦΟΡΙΑΣ 



2 

 

 
  



 

 ΑΙΚΑΤΕΡΙΝΗΣ Ε. ΣΚΟΥΤΑ
 

Ανάλυση γονιδιακής έκφρασης µικροσυστοιχιών σε κυτταρικές 

 

 

ΕΘΝΙΚΟ 

ΣΧΟΛΗ 

        ΚΑΙ 

       ΤΟΜΕΑΣ 

       ΚΑΙ 

∆ΙΠΛΩΜΑΤΙΚΗ ΕΡΓΑΣΙΑ

Επιβλέπων : Κουτσούρης ∆ηµήτριος

  Καθηγητής

 

Εγκρίθηκε από την τριµελή εξεταστική επιτροπή την 

 

 

 

............................ 
Κουτσούρης ∆ηµήτριος 
Καθηγητής ΕΜΠ 

της 
 

ΑΙΚΑΤΕΡΙΝΗΣ Ε. ΣΚΟΥΤΑ 

Ανάλυση γονιδιακής έκφρασης µικροσυστοιχιών σε κυτταρικές 
σειρές λευχαιµίας 

 

 

ΘΝΙΚΟ ΜΕΤΣΟΒΙΟ ΠΟΛΥΤΕΧΝΕΙΟ 
ΧΟΛΗ ΗΛΕΚΤΡΟΛΟΓΩΝ ΜΗΧΑΝΙΚΩΝ 
ΚΑΙ ΜΗΧΑΝΙΚΩΝ ΥΠΟΛΟΓΙΣΤΩΝ 

ΟΜΕΑΣ ΣΥΣΤΗΜΑΤΩΝ ΜΕΤΑ∆ΟΣΗΣ ΠΛΗΡΟΦΟΡΙΑΣ

ΚΑΙ ΤΕΧΝΟΛΟΓΙΑΣ ΥΛΙΚΩΝ 

∆ΙΠΛΩΜΑΤΙΚΗ ΕΡΓΑΣΙΑ 

Κουτσούρης ∆ηµήτριος  

Καθηγητής ΕΜΠ 

Εγκρίθηκε από την τριµελή εξεταστική επιτροπή την 8η Ιουλίου 2009. 

Αθήνα, Ιούλιος 2009 

............................ 
Νικήτα Κωνσταντίνα 
Καθηγήτρια ΕΜΠ 

3 

Ανάλυση γονιδιακής έκφρασης µικροσυστοιχιών σε κυτταρικές 

 

ΛΗΡΟΦΟΡΙΑΣ 

............................ 
Τσανάκας Παναγιώτης 
Καθηγητής ΕΜΠ 



4 

 

Copyright © Αικατερίνη Σκούτα, Ιούλιος 2009 
Με επιφύλαξη παντός δικαιώµατος. All rights reserved. 

 

Απαγορεύεται η αντιγραφή, αποθήκευση και διανοµή της παρούσας εργασίας, εξ ολοκλήρου ή 
τµήµατος αυτής, για εµπορικό σκοπό.  Επιτρέπεται η ανατύπωση, αποθήκευση και διανοµή για 
σκοπό µη κερδοσκοπικό, εκπαιδευτικής ή ερευνητικής φύσης, υπό την προϋπόθεση να αναφέρεται 
η πηγή προέλευσης και να διατηρείται το παρόν µήνυµα.  Ερωτήµατα που αφορούν τη χρήση της 
εργασίας για κερδοσκοπικό σκοπό πρέπει να απευθύνονται προς τον συγγραφέα. 

Οι απόψεις και τα συµπεράσµατα που περιέχονται σε αυτό το έγγραφο εκφράζουν τον συγγραφέα 
και δεν πρέπει να ερµηνευθεί ότι αντιπροσωπεύουν τις επίσηµες θέσεις του Εθνικού Μετσόβιου 
Πολυτεχνείου. 

 

 

 
................................... 
Αικατερίνη Ε.  Σκούτα 

∆ιπλωµατούχος Ηλεκτρολόγος Μηχανικός και Μηχανικός Υπολογιστών Ε.Μ.Π. 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 



5 

 

ΕΥΧΑΡΙΣΤΙΕΣ 

 
Θα ήθελα να ευχαριστήσω τον επιβλέποντα καθηγητή, κ. ∆ηµήτριο Κουτσούρη και 
την κ. Ανδριάνα Πρέντζα, Επίκουρη Καθηγήτρια στο Πανεπιστήµιο Πειραιώς, για 
την ευκαιρία που µου έδωσαν να εκπονήσω την παρούσα διπλωµατική εργασία σε 
έναν ενδιαφέροντα τοµέα της βιοϊατρικής, καθώς και για την πολύτιµη βοήθειά τους. 
Επίσης, θα ήθελα να ευχαριστήσω θερµά τον υποψήφιο διδάκτορα κ. Εµµανουήλ 
Σηφάκη για την καθοδήγηση, τις πολύτιµες συµβουλές και τον χρόνο που µου 
αφιέρωσε κατά τη διάρκεια της εκπόνησης και συγγραφής της εργασίας αυτή. Τέλος, 
θα ήθελα να ευχαριστήσω την καθηγήτρια Παιδιατρικής Αιµατολογίας/Ογκολογίας 
του Πανεπιστηµίου Αθηνών κ. Φωτεινή Τζωρτζάτου - Σταθοπούλου και τον 
υποψήφιο διδάκτορά της κ. Γιώργο Λάµπρου, Μονάδα Αιµατολογίας/Ογκολογίας, Α’ 
Παιδιατρική Κλινική Πανεπιστηµίου Αθηνών, Νοσοκοµείο Παίδων «Αγία Σοφία» 
για τη συνεργασία. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



6 

 

  



7 

 

 

ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 
Σκοπός της παρούσας εργασίας είναι η ανάπτυξη ενός αλγορίθµου επεξεργασίας και 
ανάλυσης δεδοµένων από τυπωµένες cDNA µικροσυστοιχίες. Η τεχνολογία 
µικροσυστοιχιών επιτρέπει τη µέτρηση των επιπέδων έκφρασης χιλιάδων γονιδίων 
µόνο σε ένα πείραµα, δηµιουργώντας έτσι µια αφθονία δεδοµένων. Για να είναι 
δυνατή η εξαγωγή πληροφοριών που είναι σηµαντικές για το βιολογικό σύστηµα που 
µελετάται, υπάρχουν διάφορες µέθοδοι προεπεξεργασίας και ανάλυσης των 
δεδοµένων. Στο πλαίσιο της ανάπτυξης του λογισµικού αυτού, υλοποιήθηκαν σε 
περιβάλλον Matlab® µια σειρά απαραίτητων βηµάτων προεπεξεργασίας, όπως η 
διόρθωση θορύβου υποβάθρου, το φιλτράρισµα και η κανονικοποίηση και δίνεται 
στο χρήστη η δυνατότητα επιλογής µεταξύ διαφόρων εναλλακτικών επιλογών ως 
προς τα επιµέρους βήµατα. Ακολουθεί η υλοποίηση αλγορίθµων οµαδοποίησης και 
συγκεκριµένα του αλγορίθµου k-µέσων, καθώς και ανάλυση πρωτευουσών 
συνιστωσών που παρέχει µια ευκολότερη οπτικοποίηση των δεδοµένων. 
Παρουσιάζονται επίσης τα αποτελέσµατα της εφαρµογής του αλγορίθµου που 
αναπτύχθηκε, χρησιµοποιώντας δεδοµένα από cDNA µικροσυστοιχίες της 
λευχαιµικής σειράς CCRFM-CEM που υφίστανται αγωγή µε διαφορετικές 
συγκεντρώσεις πρεδνιζολόνης. Επειδή οι διαφορετικοί αλγόριθµοι µπορεί να 
παράγουν διαφορετικά αποτελέσµατα, για την εξαγωγή συµπερασµάτων, λαµβάνεται 
υπόψη και το βιολογικό υπόβαθρο κάθε έρευνας. 

 
Λέξεις κλειδιά: γονιδιακή έκφραση, cDNA µικροσυστοιχίες, ανάλυση πρωτευουσών 
συνιστωσών, οµαδοποίηση k-µέσων, οξεία λεµφοβλαστική λευχαιµία. 
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ABSTRACT 

 
The objective of the present thesis is the development of an algorithm such that the 
data from spotted cDNA microarrays can be processed and analyzed. Microarray is a 
high-throughput technology allowing the simultaneous screening of the expression 
levels of thousands of genes in one experiment, creating a vast amount of data. There 
are several methods for data pre-processing and analysis, in order to extract 
meaningful information about the biological system studied. We implement different 
pre-processing methods, such as background correction, filtering and normalization, 
within Matlab programming environment. The user has also the ability to choose 
between alternative choices, moreover implement principal component analysis, 
which reduces the dimensionality of the data and allows a better visualization, and k-
means clustering for grouping genes with similar expression patterns. We then applied 
our algorithm to microarray data from a T-cell leukemia cell line (CCRFM-CEM) 
treated with different prednisolone concentrations.  
 
Keywords: gene expression, cDNA microarrays, principal component analysis, k-
means clustering, acute lymphoblastic leukemia. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



10 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



11 

 

ΠΕΡΙΕΧΟΜΕΝΑ 
 

ΕΥΧΑΡΙΣΤΙΕΣ ....................................................................................................................... 5 

ΠΕΡΙΛΗΨΗ............................................................................................................................. 7 

ABSTRACT ............................................................................................................................. 9 

ΛΙΣΤΑ ΕΙΚΟΝΩΝ................................................................................................................ 14 

ΛΙΣΤΑ ΠΙΝΑΚΩΝ ............................................................................................................... 16 

1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ .................................................................................................................. 17 

2. ΛΕΥΧΑΙΜΙΑ ............................................................................................................... 19 

2.1. ΚΑΡΚΙΝΟΣ ........................................................................................................................19 

2.2. ΤΟ ΑΙΜΑ ΚΑΙ ΤΟ ΣΥΣΤΗΜΑ ΤΗΣ ΛΕΜΦΟΥ ...............................................................20 

2.3. ΛΕΥΧΑΙΜΙΕΣ ....................................................................................................................23 

2.3.1. Γενικά ................................................................................................................................................ 23 

2.3.2. Τύποι  Λευχαιµίας.......................................................................................................................... 24 

2.3.2.1. Οξεία λεµφοβλαστική λευχαιµία (Acute lymphoblastic leukaemia – ALL) ............................ 25 

2.3.2.2. Χρόνια λεµφοβλαστική λευχαιµία (Chronic lymphoblastic leukaemia – CLL) ....................... 25 

2.3.2.3. Οξεία µυελοειδής λευχαιµία (Acute myeloid leukemia –AML) .............................................. 26 

2.3.2.4. Χρόνια µυελοειδής λευχαιµία (Chronic myeloid leukemia – CML) ........................................ 26 

2.4. ΟΞΕΙΑ ΛΕΜΦΟΒΛΑΣΤΙΚΗ ΛΕΥΧΑΙΜΙΑ .....................................................................26 

2.4.1. Αιτίες .................................................................................................................................................. 27 

2.4.2. ∆ιάγνωση– Πρόγνωση ................................................................................................................. 29 

2.4.3. Ταξινόµηση ...................................................................................................................................... 29 

2.4.3.1. Ταξινόµηση κατά FAB (French American British Cooperative Group) .................................. 30 

2.4.3.2. Ταξινόµηση βασισµένη σε ανοσοφαινοτυποποίηση ................................................................ 30 

2.4.3.3. Ταξινόµηση κατά WHO .......................................................................................................... 31 

2.4.4. Θεραπευτικές αγωγές ................................................................................................................... 33 

2.4.4.1. Χηµειοθεραπεία ....................................................................................................................... 33 

2.4.4.2. Μεταµόσχευση αρχέγονων κυττάρων ή µυελού των οστών .................................................... 34 

3. DNA, RNA, ΠΡΩΤΕΪΝΕΣ ΚΑΙ ΓΟΝΙ∆ΙΑΚΗ ΕΚΦΡΑΣΗ .................................... 35 

3.1. ΚΕΝΤΡΙΚΟ ∆ΟΓΜΑ ΤΗΣ ΒΙΟΛΟΓΙΑΣ ...........................................................................35 

3.2. ΓΟΝΙ∆ΙΑ.............................................................................................................................36 

3.3. DNA ....................................................................................................................................36 

3.3.1. Γενικά ................................................................................................................................................ 36 

3.3.2. Το µοντέλο της διπλής έλικας ................................................................................................... 38 

3.4. RNA ....................................................................................................................................40 

3.5. ΓΕΝΕΤΙΚΟΣ ΚΩ∆ΙΚΑΣ ....................................................................................................41 

3.6. ΠΡΩΤΕΪΝΕΣ .......................................................................................................................41 

3.7. ΓΟΝΙ∆ΙΑΚΗ ΕΚΦΡΑΣΗ ....................................................................................................43 

4. ΜΙΚΡΟΣΥΣΤΟΙΧΙΕΣ ................................................................................................ 45 



12 

 

4.1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ .........................................................................................................................45 

4.2. ΕΠΙΛΟΓΗ ΚΑΙ ΣΥΝΘΕΣΗ ΑΚΟΛΟΥΘΙΑΣ ΑΝΙΧΝΕΥΣΗΣ ..........................................47 

4.3. ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ MRNA ΚΑΙ ΑΝΤΙΣΤΡΟΦΗ ΜΕΤΑΓΡΑΦΗ .............................................48 

4.4. ΦΘΟΡΙΖΟΥΣΑ ΣΗΜΑΝΣΗ ΤΩΝ CDNA ..........................................................................49 

4.5. ΚΑΤΑΣΚΕΥΗ ΤΗΣ CDNA ΜΙΚΡΟΣΥΣΤΟΙΧΙΑΣ ...........................................................50 

4.6. ΥΒΡΙ∆ΙΣΜΟΣ .....................................................................................................................50 

4.7. ΣΑΡΩΣΗ ΚΑΙ ΑΝΑΛΥΣΗ ΕΙΚΟΝΑΣ ...............................................................................51 

4.8. ΕΠΑΛΗΘΕΥΣΗ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ .............................................................................53 

5. ΕΠΙΣΚΟΠΗΣΗ ΑΛΓΟΡΙΘΜΩΝ ΕΠΕΞΕΡΓΑΣΙΑΣ ∆Ε∆ΟΜΕΝΩΝ .................. 54 

5.1. ∆ΙΟΡΘΩΣΗ ΘΟΡΥΒΟΥ ΥΠΟΒΑΘΡΟΥ ...........................................................................54 

5.1.1. Μέθοδοι διόρθωσης υποβάθρου .............................................................................................. 55 

5.2. ΜΕΤΑΣΧΗΜΑΤΙΣΜΟΣ ....................................................................................................56 

5.2.1. Λογαριθµικός µετασχηµατισµός ............................................................................................... 56 

5.2.2. Μετασχηµατισµός τετραγωνικής ρίζας .................................................................................. 57 

5.2.3. Box-Cox µετασχηµατισµός ......................................................................................................... 57 

5.2.4. Μετασχηµατισµός οµοιότητας (affine transformation ) ................................................. 57 

5.3. ΚΑΝΟΝΙΚΟΠΟΙΗΣΗ ........................................................................................................58 

5.3.1. Γενικά ................................................................................................................................................ 58 

5.3.2. Ολική κανονικοποίηση ................................................................................................................ 61 

5.3.3. Κανονικοποίηση εξαρτώµενη από την ένταση ................................................................... 62 

5.3.4. Κανονικοποίηση σε κάθε υποπλέγµα (print-tip group) .................................................. 62 

5.3.5. Κανονικοποίηση σε κάθε υποπλέγµα µε κλιµακοποίηση ................................................ 63 

5.3.6. Κανονικοποίηση µε εναλλαγή της χρωστικής (dye swap) ............................................. 64 

5.3.7. Κανονικοποίηση ανάµεσα στα πλακίδια ............................................................................... 65 

5.4. ΦΙΛΤΡΑΡΙΣΜΑ ∆Ε∆ΟΜΕΝΩΝ ........................................................................................65 

5.4.1. Φιλτράρισµα δεδοµένων χαµηλής έντασης .......................................................................... 66 

5.4.2. Καθορισµός κατώτατου και ανώτατου ορίου ..................................................................... 66 

5.4.3. Εκτύπωση πολλαπλών κουκίδων (multiple spotting)...................................................... 66 

5.5. ΜΗ ΕΠΙΒΛΕΠΟΜΕΝΗ ΜΑΘΗΣΗ ...................................................................................67 

5.5.1. Μέτρηση της απόστασης (Αλγόριθµοι Οµαδοποίησης) ................................................... 67 

5.5.2. Ιεραρχική οµαδοποίηση (Hierarchical clustering) .......................................................... 68 

5.5.2.1. Οµαδοποίηση απλής σύνδεσης  ( single linkage clustering) .................................................... 69 

5.5.2.2. Οµαδοποίηση πλήρους σύνδεσης ( complete linkage clustering) ............................................ 70 

5.5.2.3. Οµαδοποίηση µέσου όρου σύνδεσης  ( average linkage clustering) ........................................ 70 

5.5.2.4. Μέθοδος Ward. ........................................................................................................................ 70 

5.5.3. Οµαδοποίηση k-µέσων (k-means clustering) ..................................................................... 72 

5.5.4. Αυτο-οργανούµενοι χάρτες (Self-organizing maps- SOM). .......................................... 73 

5.5.5. Ανάλυση Πρωτευουσών Συνιστωσών (principal components analysis) ................. 74 



13 

 

5.6. ΜΕΘΟ∆ΟΙ ΕΠΙΒΛΕΠΟΜΕΝΗΣ ΜΑΘΗΣΗΣ ...................................................................76 

5.6.1. Γραµµικοί διαχωριστές (linear discriminants) .................................................................. 77 

5.6.2. Μηχανές υποστήριξης διανυσµάτων (Support vector machines – SVM) ................ 77 

5.6.3. Μέθοδος k-κοντινότερων γειτόνων (k-nearest neighbors) ........................................... 78 

6. ΜΕΘΟ∆ΟΛΟΓΙΑ ........................................................................................................ 79 

6.1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ .........................................................................................................................79 

6.2. ΥΛΙΚΟ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ .....................................................................................................79 

6.2.1. Συλλογή δεδοµένων ...................................................................................................................... 79 

6.2.2. Σάρωση µικροσυστοιχίας ........................................................................................................... 81 

6.2.3. Ανάλυση εικόνας µε χρήση του ImaGene ............................................................................. 82 

6.3. ΠΡΟΕΠΕΞΕΡΓΑΣΙΑ ..........................................................................................................84 

6.3.1. ∆ιόρθωση υποβάθρου .................................................................................................................. 85 

6.3.2. Φιλτράρισµα δεδοµένων χαµηλής έντασης .......................................................................... 85 

6.3.3. Κανονικοποίηση ............................................................................................................................. 86 

6.4. ΠΕΡΑΙΤΕΡΩ ΕΠΙΛΟΓΗ ΤΩΝ ΣΤΟΙΧΕΙΩΝ ΤΗΣ ΜΙΚΡΟΣΥΣΤΟΙΧΙΑΣ ........................90 

6.5. ΑΝΑΛΥΣΗ ∆Ε∆ΟΜΕΝΩΝ ...............................................................................................90 

6.5.1. Ανάλυση πρωτευουσών συνιστωσών (PCA) ....................................................................... 91 

6.5.2. Οµαδοποίηση k-means ................................................................................................................ 92 

7. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ .................................................................................................... 94 

8. ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ ΚΑΙ ΠΡΟΕΚΤΑΣΕΙΣ ............................................................. 97 

9. ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ ......................................................................................................... 98 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



14 

 

ΛΙΣΤΑ ΕΙΚΟΝΩΝ 

 
Εικόνα 2.1: Αίµα (Παγκύπριος Αντιλευχαιµικός Σύνδεσµος "ΖΩΗ" 2009). ........................................ 21 

Εικόνα 2.2: Σχηµατισµός των διαφοροποιηµένων κυττάρων του αίµατος από αρχέγονο αιµοποιητικό 
κύτταρο, στο µυελό των οστών (Medical Library 2008). ....................................................................... 22 

Εικόνα 2.3: Κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης, τα ευκαρυωτικά κύτταρα συνεχώς περνούν από τις 

τέσσερις φάσεις του κυτταρικού κύκλου, δηµιουργώντας νέα θυγατρικά κύτταρα (Lodish, Darnell & 

etc. 2003). ............................................................................................................................................... 23 

Εικόνα 2.4: Οξεία Λεµφοβλαστική Λευχαιµία. Μυελός των οστών. (IBMS - The Institute of 

Biomedical Science 2009). ..................................................................................................................... 27 

Εικόνα 2.5: Μετασχηµατισµός των αιµατοποιητικών κυττάρων στην παθογένεση της ALL. (Pui et al. 

2004). ...................................................................................................................................................... 28 

Εικόνα 2.6: Εκτιµώµενη συχνότητα συγκεκριµένων γονοτύπων ALL σε παιδιά. (Pui, Relling & 

Downing 2004). ...................................................................................................................................... 33 

Εικόνα 3.1: Κεντρικό δόγµα της βιολογίας (Κεντρικό δόγµα Μοριακής Βιολογίας - Βικιπαίδεια 2008).

 ................................................................................................................................................................ 35 

Εικόνα 3.2: Επισκόπηση των τεσσάρων βασικών µοριακών γενετικών διαδικασιών (Lodish, Darnell & 

etc. 2003). ............................................................................................................................................... 36 

Εικόνα 3.3: Νουκλεοτίδιο του DNA (Life Sciences Cyberbridge 2007)............................................... 37 

Εικόνα 3.4: Το βέλος δείχνει τον φωσφοδιεστερικό σκελετό µε προσανατολισµό  5'->3' (Μαρµάρα Β., 

Λαµπροπούλου- Μαρµάρα Μ. 2005). .................................................................................................... 37 

Εικόνα 3.5: Μοντέλο διπλής έλικας του DNA (Lodish, Darnell & etc. 2003). ..................................... 38 

Εικόνα 3.6: Τα χρωµατισµένα χρωµοσώµατα είναι χρήσιµα στην αποκάλυψη χρωµοσωµατικών 
ανωµαλιών και στη σύγκριση καρυοτύπων διαφορετικών ειδών (Lodish, Darnell & etc. 2003)........... 39 

Εικόνα 3.7: Μικροσκοπική εµφάνιση ενός µεταφασικού χρωµοσώµατος (Lodish, Darnell & etc. 

2003). ...................................................................................................................................................... 39 

Εικόνα 3.8: Οι κωδικοποιηµένες πληροφορίες στο DNA µετατρέπονται σε µια ακολουθία αµινοξέων 

στις πρωτεΐνες  µε µια διαδικασία πολλαπλών βηµάτων (Lodish, Darnell & etc. 2003). ...................... 40 

Εικόνα 3.9: ∆οµή αµινοξέων (Lodish, Darnell & etc. 2003). ................................................................ 41 

Εικόνα 3.10: Οι τρεις ρόλοι του RNA στην πρωτεϊνοσύνθεση (Lodish, Darnell & etc. 2003). ............ 42 

Εικόνα 3.11: Επτά τύποι πρωτεϊνών που συµµετέχουν στον έλεγχο της αύξησης και του 

πολλαπλασιασµού κυττάρων (Lodish, Darnell & etc. 2003). ................................................................. 43 

Εικόνα 4.1: Παράδειγµα µικροσυστοιχίας µε περίπου 40.000 ακολουθίες ανίχνευσης, µε µεγεθυµένο 

τµήµα της για να φανούν οι λεπτοµέρειες (Prasad 2003). ...................................................................... 46 

Εικόνα 4.2: Παράδειγµα εκτέλεσης ενός πειράµατος µικροσυστοιχίας (Lodish, Darnell & etc. 2003).48 

Εικόνα 5.1: Τα βήµατα της ιεραρχικής οµαδοποίησης. (Causton, Quackenbush & Brazma 2003). ..... 69 



15 

 

Εικόνα 5.2:Απλή σύνδεση, πλήρης σύνδεση και σύνδεση µέσου όρου (Causton, Quackenbush & 

Brazma 2003). ........................................................................................................................................ 70 

Εικόνα 5.3: Παράδειγµα εφαρµογής Ιεραρχικής οµαδοποίησης σε δεδοµένα (Quackenbush 2001). ... 71 

Εικόνα 5.4: Οµαδοποίηση k-µέσων (Causton, Quackenbush & Brazma 2003). ................................... 72 

Εικόνα 5.5: Αυτο-οργανούµενοι χάρτες (Causton, Quackenbush & Brazma 2003). ............................. 74 

Εικόνα 5.6: Απεικόνιση της PCA ανάλυσης (Kavraki 2007). ............................................................... 76 

Εικόνα 6.1: IntelliGeneTM Human Cancer CHIP Version 4.0 (IntelliGene™ Human Cancer CHIP 

2009). ...................................................................................................................................................... 80 

Εικόνα 6.2: Packard Bioscience ScanArray 4000XL (GSI Lumonics ScanArray 4000 chip scanner 

2009). ...................................................................................................................................................... 82 

Εικόνα 6.3: Παράδειγµα Αρχείου εξόδου ImaGene v 6.1.0. ................................................................. 83 

Εικόνα 6.4: ∆ιάγραµµα διασποράς του καναλιού Cy3 ως προς το Cy5. ............................................... 86 

Εικόνα 6.5: Η συνάρτηση βάρους για ένα τελικό και ένα εσωτερικό σηµείο του πεδίου τιµών (The 

MathWorks Incorporated 2009). ............................................................................................................ 88 

Εικόνα 6.6: Το γράφηµα (α) δείχνει ότι η έκτροπη τιµή επηρεάζει τις οµαλοποιηµένες τιµές αρκετών 
κοντινών γειτονικών σηµείων. Το γράφηµα (β) δείχνει ότι το υπόλοιπο της εκτροπης τιµής (outlier) 

είναι µεγαλύτερο από 6 MAD. Το γράφηµα (γ) δείχνει ότι οι οµαλοποιηµένες τιµές των γειτονικών της 

έκτροπης τιµής σηµείων, απεικονίζουν το µεγαλύτερο µέρος των δεδοµένων (The MathWorks 

Incorporated 2009). ................................................................................................................................ 89 

Εικόνα 7.1: IR-διάγραµµα διασποράς πριν (α)  και µετά (β)  την loess κανονικοποίηση των δεδοµένων 
του πειράµατος «0vs1». .......................................................................................................................... 94 

Εικόνα 7.2: (α) οµαδοποίηση k-µέσων των διορθωµένων για θόρυβο υποβάθρου και 

κανονικοποιηµένων δεδοµένων, (β) προφίλ των γονιδίων που ανήκουν στις τρεις οµάδες και (γ) 

προφίλ των κεντροειδών των οµάδων. ................................................................................................... 95 

Εικόνα 7.3: (α) Απεικόνιση των δεδοµένων µετά την ανάλυση πρωτευουσών συνιστωσών, ως προς τις 
δύο κύριες συνιστώσες και µε οµαδοποίηση k-µέσων, (β) προφίλ των γονιδίων που ανήκουν στις τρεις 

οµάδες και (γ) προφίλ των αντίστοιχων κεντροειδών των οµάδων. ....................................................... 96 

 
 
 

 

 

 



16 

 

ΛΙΣΤΑ ΠΙΝΑΚΩΝ 

 
Πίνακας 2.1: Κυτταρογενετικές µετατοπίσεις συνδέονται µε συγκεκριµένες µοριακές γενετικές 

ανωµαλίες στην ALL (Stams et al. 2005,McWhirter et al. 1999,Den Boer et al., Martin-Subero et al. 

2005, Caslini et al. 2004). ....................................................................................................................... 31 

Πίνακας 2.2: Σχέση της πρόγνωσης µε την κυτταρογενετική αλλαγή που εµφανίζεται (Acute 
lymphoblastic leukemia - Wikipedia, the free encyclopedia 2009). ....................................................... 32 

Πίνακας 2.3: Συσχετισµός της πρόγνωσης µε τα κυτταρογενετικά ευρήµατα στο µυελών των οστών 
στην οξεία λεµφοβλαστική λευχαιµία (Den Boer et al.). ....................................................................... 32 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



17 

 

1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 
Τα τελευταία χρόνια η ανάπτυξη της τεχνολογίας των µικροσυστοιχιών επέτρεψε 

τον ταυτόχρονο υβριδισµό χιλιάδων γονιδίων σε ένα µόνο πείραµα. Η ανάλυση της 
γονιδιακής έκφρασης όλων αυτών των γονιδίων, παίζει σηµαντικό ρόλο στον 
προσδιορισµό προτύπων γονιδιακής έκφρασης και κοινών µεταβολικών οδών, 
καθιστώντας δυνατή την ανάπτυξη διαγνωστικών δεικτών για πιο ακριβή διάγνωση 
και πρόγνωση ασθενειών, όπως η λευχαιµία, καθώς και την ανάπτυξη νέων 
θεραπευτικών στόχων, που θα επιτρέψουν την στοχευµένη και ειδική θεραπεία του 
ασθενούς. 

 
Για τη δηµιουργία των cDNA µικροσυστοιχιών, ανάλογα µε το βιολογικό 

σύστηµα που µελετάται, επιλέγονται κατάλληλα δείγµατα RNA (δείγµα αναφοράς 
και προς εξέταση δείγµα) και µετατρέπονται σε cDNA µε παράλληλη σήµανση τους 
µε χρωστικές ουσίες που έχουν διαφορετικά µήκη κύµατος διέγερσης και εκποµπής. 
Στη συνέχεια τα δείγµατα αυτά τυπώνονται στις µικροσυστοιχίες, σε κουκίδες που 
καθεµία αντιστοιχεί συνήθως σε ένα γονίδιο. Ακολουθεί η σάρωση των 
µικροσυστοιχιών µε συνεστιακό µικροσκόπιο και η εξαγωγή των επιπέδων έκφρασης 
κάθε γονιδίου.  

 
Τα ακατέργαστα δεδοµένα (raw data) που προκύπτουν από τις µικροσυστοιχίες 

είναι µεγάλα σε αριθµό και απαιτείται η ανάπτυξη µεθόδων επεξεργασίας και 
ανάλυσης, ώστε να είναι δυνατή η εξαγωγή σηµαντικής πληροφορίας σχετικά µε το 
βιολογικό σύστηµα που µελετάται. Συνήθως τα δεδοµένα αυτά είναι αρκετά 
θορυβώδη εξαιτίας διαφόρων πηγών διακύµανσης στα πειράµατα. Για την απόκτηση 
αξιόπιστων δεδοµένων γονιδιακής έκφρασης που να µπορούν να χρησιµοποιηθούν 
στην περαιτέρω ανάλυση και ερµηνεία απαιτείται οι πειραµατικές διαδικασίες να 
είναι αυστηρά τυποποιηµένες. 

 
Εκτός από την τυποποίηση των πειραµατικών διαδικασιών, έχουν αναπτυχθεί  

διάφορες µέθοδοι επεξεργασίας που ελαχιστοποιούν το θόρυβο και τη διακύµανση 
που δεν οφείλονται στη διαφορική έκφραση των γονιδίων. Πρόκειται για µεθόδους 
διόρθωσης του θορύβου υποβάθρου, φιλτραρίσµατος και κανονικοποίησης. 

 
Επειδή ο προσδιορισµός προτύπων γονιδιακής έκφρασης και η ταξινόµηση των 

γονιδίων σε οµάδες έκφρασης παρέχει καλύτερη κατανόηση του βιολογικού τους 
ρόλου και της µεταξύ τους σχέσης, µετά την προεπεξεργασία των δεδοµένων 
χρησιµοποιούνται διάφορες τεχνικές ανάλυσης των δεδοµένων, τόσο µη 
επιβλεπόµενης µάθησης, όπως η ιεραρχική οµαδοποίηση (hierarchical clustering), η 
οµαδοποίηση k-µέσων (k-means clustering) και οι αυτο-οργανούµενοι χάρτες (SOM-
Self Organizing Maps), όσο και επιβλεπόµενης µάθησης, όπως οι µηχανές 
υποστήριξης διανυσµάτων (SVM-Support Vector Machines), που βασίζονται στην 
τεχνολογία των νευρωνικών δικτύων. Επίσης για τη µείωση της διαστατικότητας των 
δεδοµένων, για άµεση οπτικοποίηση και για την ανακάλυψη των γονιδίων που 
συνεισφέρουν από κοινού περισσότερο στη διακύµανση των δεδοµένων, 
χρησιµοποιείται η ανάλυση πρωτευουσών συνιστωσών (PCA-principal component 
analysis). 

 
Η οµαδοποίηση των γονιδίων µπορεί να οδηγήσει στον προσδιορισµό των 

παρόµοια εκφρασµένων γονίδιων. ∆εδοµένου ότι υπάρχουν ενδείξεις ότι πολλά 
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λειτουργικά συνδεδεµένα γονίδια εκφράζονται παρόµοια, καθώς επίσης και για το ότι 
η παρόµοια έκφραση γονιδίων µπορεί να είναι αποτέλεσµα της παρόµοιας ρύθµισης 
(π.χ. δύο γονίδια που είναι όµοια εκφρασµένα µπορεί να ρυθµίζονται από τον ίδιο 
µεταγραφικό παράγοντα), είναι σηµαντική η ανάπτυξη εργαλείων επεξεργασίας και 
ανάλυσης δεδοµένων, που θα συντελούν στην εξαγωγή ορθών συµπερασµάτων. Η 
χρήση διαφορετικών τύπων προεπεξεργασίας και οµαδοποίησης, µπορούν να 
αποκαλύψουν διαφορετικές όψεις της γονιδιακής έκφρασης. Για το λόγο αυτό η 
επιλογή τους πρέπει να συνδυάζεται µε άρτια γνώση του βιολογικού υπόβαθρου.  

 
Στην παρούσα εργασία έχει αναπτυχθεί σε περιβάλλον Matlab, ένα εργαλείο 

επεξεργασίας και ανάλυσης δεδοµένων από τυπωµένες cDNA µικροσυστοιχίες, µε 
δυνατότητα επιλογής από το χρήστη τόσο µεταξύ διαφορετικών αλγορίθµων 
προεπεξεργασίας και οµαδοποίησης, όσο και διαφορετικών παραµέτρων τους. Τέλος 
παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα της εφαρµογής του σε δεδοµένα από cDNA 
µικροσυστοιχίες κυτταρικών σειρών λευχαιµίας Τ-λεµφοκυττάρων (CCRFM-CEM).   
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2. ΛΕΥΧΑΙΜΙΑ 

 
 

2.1. ΚΑΡΚΙΝΟΣ 

 
Ο καρκίνος προκαλείται από µεταλλάξεις γονιδίων που ελέγχουν τον κυτταρικό 

πολλαπλασιασµό και χαρακτηρίζεται από τον ανεξέλεγκτο πολλαπλασιασµό των 
κυττάρων ενός ιστού. Αυτά σχηµατίζουν µάζες κυττάρων (καρκινικοί όγκοι) ή 
µεταναστεύουν στο αίµα, όπως στις διάφορες µορφές λευχαιµίας (Alison 2001). 

 
Υπάρχουν δύο τύποι γονιδίων που σχετίζονται µε την καρκινογένεση. Τα 

ογκογονίδια και τα ογκοκατοσταλτικά γονίδια. Τα ογκογονίδια "προέρχονται" από 
γονίδια που υπάρχουν φυσιολογικά στο ανθρώπινο γονιδίωµα και ονοµάζονται 
πρωτο-ογκογονίδια. Στα φυσιολογικά κύτταρα, τα πρωτο-ογκογονίδια κωδικοποιούν 
πρωτεΐνες οι οποίες εµπλέκονται στον έλεγχο της αύξησης. Η ακολουθία των 
γεγονότων που οδηγούν σε αύξηση του κυττάρου, αρχίζει µε την αλληλεπίδραση 
σηµατοδοτικών µορίων (π.χ. αυξητικών παραγόντων, ορµονών, νευροδιαβιβαστών) 
µε ειδικούς υποδοχείς, είτε στην επιφάνεια είτε στο εσωτερικό του κυττάρου. Το 
κύτταρο ερµηνεύει το σήµα και παράγει µεταγωγικά µόρια (transducers), ή, αλλιώς, 
δεύτερους αγγελιοφόρους (second messengers), τα οποία τροποποιούν τη µεταγραφή 
των γονιδίων στον πυρήνα ή επιδρούν µε άµεσο τρόπο σε διάφορες κυτταρικές 
πρωτεΐνες, µε αποτέλεσµα να επέρχονται καθορισµένες φαινοτυπικές µεταβολές. 

 
Όµως διάφορα είδη µεταλλάξεων, που µπορεί να προκληθούν από 

µεταλλαξογόνους παράγοντες, µετατρέπουν τα πρωτο-ογκογονίδια σε ογκογονίδια, 
τα οποία υπερλειτουργούν και οδηγούν το κύτταρο σε ανεξέλεγκτο πολλαπλασιασµό 
και στη δηµιουργία καρκίνου. Η µετατροπή ενός πρωτο-ογκογονιδίου σε ογκογονίδιο 
µπορεί να είναι το αποτέλεσµα µιας σηµειακής µετάλλαξης ή µιας χρωµοσωµικής 
ανωµαλίας, συνηθέστερα µετατόπισης. 

 
Τα ογκοκατασταλτικά γονίδια είναι γονίδια που ελέγχουν την κυτταρική 

διαίρεση, καταστέλλοντας την, όποτε είναι απαραίτητο. Η αναστολή της δράσης τους 
που είναι συνήθως αποτέλεσµα µετάλλαξης, κυρίως έλλειψης, αφαιρεί από το 
κύτταρο τη δυνατότητα ελέγχου του πολλαπλασιασµού και οδηγεί σε καρκινογένεση 
(Greaves, Wiemels 2003, Mullighan et al. 2007). 

 
Σε γενετικό επίπεδο ο καρκίνος είναι το αποτέλεσµα: 
 

• Μετατροπής πρωτο-ογκογονιδίων σε ογκογονίδια 
• Απουσίας λειτουργικότητας ογκοκατασταλτικών γονιδίων και 
• Αδρανοποίησης των µηχανισµών επιδιόρθωσης του DNA. 
 
Τα καρκινικά κύτταρα ταξιδεύουν συχνά µέσω της κυκλοφορίας του αίµατος ή 

µέσω του συστήµατος λέµφων σε άλλα µέρη του σώµατος, όπου αρχίζουν να 
µεγαλώνουν και να αντικαθιστούν τους φυσιολογικούς ιστούς. Αυτή η διαδικασία 
εξάπλωσης ονοµάζεται µετάσταση. Οι καλοήθεις (µη-καρκινοειδείς) όγκοι δεν 
εξαπλώνονται σε άλλα µέρη του σώµατος (µεταστατικοί) και είναι πολύ σπάνια 
απειλητικοί για τη ζωή. 
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2.2. ΤΟ ΑΙΜΑ ΚΑΙ ΤΟ ΣΥΣΤΗΜΑ ΤΗΣ ΛΕΜΦΟΥ 

 
Το αίµα είναι το υγρό που κυκλοφορεί στο αγγειακό σύστηµα των ανθρώπων και 

των ζώων. Η κυκλοφορία του διαµέσου της καρδιάς, των αρτηριών, των φλεβών και 
των τριχοειδών αγγείων επιτελεί διάφορες λειτουργίες όπως η µεταφορά θρεπτικών 
ουσιών, ορµονών, βιταµινών, θερµότητας και οξυγόνου στους ιστούς και την 
αποµάκρυνση άχρηστων ουσιών που παράγονται κατά τον µεταβολισµό και του 
διοξειδίου του άνθρακα. Επιπρόσθετα, παρέχει άµυνα κατά των λοιµώξεων µέσω της 
δράσης των λευκών αιµοσφαιρίων και των αντισωµάτων. Το αίµα αποτελεί έναν 
εξαιρετικά εξειδικευµένο κυκλοφορούντα ιστό, ο οποίος αποτελείται από διάφορους 
τύπους κυττάρων που συγκρατούνται µέσα σε ένα υγρό µέσο που ονοµάζεται 
πλάσµα. 

 
Ο µυελός των οστών είναι το µαλακό εσωτερικό τµήµα µερικών οστών όπως το 

κρανίο, η ωµοπλάτη, τα πλευρά, η λεκάνη, και η σπονδυλική στήλη. Μακροσκοπικά, 
ανάλογα µε την εµφάνισή τους έχουν περιγραφεί δύο τύποι: ο ερυθρός ή ενεργός 
µυελός των οστών, που το χρώµα του οφείλεται στην παρουσία πολλών 
ερυθροκυττάρων και των πρόδροµων µορφών τους και ο κίτρινος µυελός των οστών, 
πλούσιος σε λιποκύτταρα, που δεν παράγει κύτταρα του αίµατος. Ο κίτρινος µυελός 
των οστών διατηρεί το αιµοποιητικό του δυναµικό. 

 
Ο ερυθρός µυελός των οστών αποτελείται από διακλαδιζόµενα τριχοειδικά 

κολποειδή και δικτυωτό υπόστρωµα. Οι διάµεσοι χώροι ανάµεσα στα κολποειδή 
καταλαµβάνονται από τις αιµοποιητικές χορδές, που περιέχουν αρχέγονα και 
πρόδροµα κύτταρα του αίµατος, τα οποία βρίσκονται σε διάφορα στάδια 
διαφοροποίησης και ωρίµανσης. Το δικτυωτό υπόστρωµα, αποτελεί ένα πλέγµα 
στήριξης των αιµοποιητικών κυττάρων.  

 
Ο µυελός των οστών παίζει σηµαντικό ρόλο στην αιµοποιητική λειτουργία, αφού 

παράγει αιµοποιητικούς αυξητικούς παράγοντες που είναι σηµαντικοί για το 
µηχανισµό ελέγχου της αύξησης των διαφόρων τύπων αιµοποιητικών αρχέγονων 
κυττάρων και συµµετέχει ενεργά στο ανοσοποιητικό σύστηµα, γιατί αποτελεί τη θέση 
ωρίµανσης των Β λεµφοκυττάρων (Ιστολογία – Εµβρυολογία  2009).  

  
Όλα τα αιµοσφαίρια προέρχονται από το ίδιο αρχικό αρχέγονο ή πρόδροµο 

κύτταρο, και νωρίς στην ανάπτυξή τους χωρίζονται σε δύο κύριες οικογένειες - τη 
µυελοειδή (myeloid) και τη λεµφοειδή (lymphoid) οικογένεια. 

 
Η µυελοειδής οικογένεια περιλαµβάνει όλα τα ερυθρά αιµοσφαίρια, αιµοπετάλια 

και ορισµένα λευκά αιµοσφαίρια, τα κοκκιοκύτταρα (granulocytes) και τα 
µονοκύτταρα (monocytes). Η λεµφοειδής οικογένεια περιλαµβάνει όλα τα άλλα λευκά 
αιµοσφαίρια. 

 
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.  
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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 (Pui 2006, Keene 2002).  

 
 
 

 
 

Εικόνα 2.1: Αίµα (Παγκύπριος Αντιλευχαιµικός Σύνδεσµος "ΖΩΗ" 2009). 

 
 

Τα ερυθρά αιµοσφαίρια περιέχουν αιµοσφαιρίνη για τη µεταφορά οξυγόνου από 
τους πνεύµονες σε όλα τα µέρη του σώµατος. Παίρνουν τα απόβλητα καθώς 
κυκλοφορούν και τα µεταφέρουν στους πνεύµονες, όπου εκπνέονται ως διοξείδιο του 
άνθρακα. Η έλλειψη ερυθρών αιµοσφαιρίων αποκαλείται αναιµία. 

 
Τα αιµοπετάλια είναι στην πραγµατικότητα κυτταρικά τµήµατα που παράγονται 

από έναν τύπο κυττάρου του µυελού των οστών που ονοµάζεται µεγακαρυοκύτταρο. 
Τα αιµοπετάλια είναι σηµαντικά για την πήξη του αίµατος και την αιµόσταση. 
Βοηθούν την επούλωση, στα αιµοφόρα αγγεία, τραυµάτων που έχουν προκληθεί από 
τραύµατα ή µώλωπες. Η έλλειψη των αιµοπεταλίων καλείται θροµβοπενία.  

 
Τα λευκά αιµοσφαίρια είναι σηµαντικά για την υπεράσπιση του σώµατος ενάντια 

στις µολύνσεις. Τα λεµφοκύτταρα είναι ένας τύπος λευκών κυττάρων του αίµατος. 
Οι άλλοι τύποι λευκών κυττάρων του αίµατος είναι τα κοκκιοκύτταρα (ουδετερόφιλα, 
βασεόφιλα, και ηωσινόφιλα) και τα µονοκύτταρα.  

 
Τα λεµφοκύτταρα είναι τα βασικά κύτταρα του λεµφικού ιστού, ένα σηµαντικό 

τµήµα του ανοσοποιητικού συστήµατος. Ο λεµφικός ιστός βρίσκεται στους 
λεµφαδένες, στο θύµο αδένα, τον σπλήνα, τις αµυγδαλές και τις αδενοειδείς 
εκβλαστήσεις, και υπάρχει και σε όλο το γαστρεντερικό και αναπνευστικό σύστηµα 
και στο µυελό των οστών. 

 
Τα λεµφοκύτταρα αναπτύσσονται από τα κύτταρα που καλούνται λεµφοβλάστες 

για να γίνουν ώριµα κύτταρα που καταπολεµούν τις µολύνσεις. Οι δύο τύποι 
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λεµφοκυττάρων είναι Β-λεµφοκύτταρα και τα Τ-λεµφοκύτταρα. Τα Β- 
λεµφοκύτταρα προστατεύουν το σώµα από την εισβολή µικροβίων µε το να 
αναπτύσσονται (ωριµάζουν) στα κύτταρα του πλάσµατος, δηµιουργώντας τα 
αντισώµατα. Αυτά τα αντισώµατα προσκολλώνται στα µικρόβια, όπως τα βακτηρίδια, 
τους ιούς, και τους µύκητες. Μόλις το µικρόβιο «περικυκλωθεί» από τα αντισώµατα, 
άλλα λευκά αιµοσφαίρια αποκαλούµενα κοκκιοκύτταρα µπορούν να το 
αναγνωρίσουν και να το καταστρέψουν. Τα Τ-λεµφοκύτταρα µπορούν να 
αναγνωρίσουν τα κύτταρα που µολύνονται από ιούς και να τα καταστρέψουν άµεσα. 

 
Τα κοκκιοκύτταρα είναι λευκά αιµοσφαίρια µε εµφανή κυτταροπλασµατικά 

κοκκία, που µπορούν να διακριθούν στο µικροσκόπιο. Αυτά τα κοκκία περιέχουν 
ένζυµα και άλλες ουσίες που µπορούν να καταστρέψουν µικρόβια, όπως τα 
βακτηρίδια. Οι τρεις τύποι κοκκιοκυττάρων είναι τα ουδετερόφιλα, τα βασεόφιλα, και 
τα ηωσινόφιλα, που διακρίνονται από το µέγεθος και το χρώµα των κοκκίων τους. Τα 
κοκκιοκύτταρα δηµιουργούνται από τα αιµοποιητικά κύτταρα που καλούνται 
µυελοβλάστες, για να γίνουν ώριµα κύτταρα ενάντια των µολύνσεων. 

 
Τα µονοκύτταρα, που συσχετίζονται µε τα κοκκιοκύτταρα, είναι επίσης 

σηµαντικά για την προστασία του σώµατος από τα βακτηρίδια. Αρχίζουν να 
παράγονται στο µυελό των οστών ως αιµοποιητικοί µονοβλάστες και αναπτύσσονται 
σε ώριµα µονοκύτταρα. Αφού κυκλοφορήσουν στο αίµα για µια ηµέρα, τα 
µονοκύτταρα εισέρχονται στους ιστούς του σώµατος και γίνονται µακρόφαγα, τα 
οποία µπορούν να καταστρέψουν µερικά µικρόβια περικυκλώνοντας τα και 
αφοµοιώνοντας τα. Τα µακρόφαγα επίσης βοηθούν σηµαντικά τα λεµφοκύτταρα στο 
να αναγνωρίζουν τα µικρόβια και να αρχίσουν να παράγουν αντισώµατα για να τα 
καταπολεµήσουν (Pui 2006, Keene 2002). 

 

 
 

Εικόνα 2.2: Σχηµατισµός των διαφοροποιηµένων κυττάρων του αίµατος από αρχέγονο αιµοποιητικό 
κύτταρο, στο µυελό των οστών (Medical Library 2008).  
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2.3. ΛΕΥΧΑΙΜΙΕΣ 

 

2.3.1. Γενικά 

 
Η λευχαιµία εµφανίζεται όταν το σώµα αρχίζει να συσσωρεύει εµφανώς µη 

φυσιολογικά λευκά αιµοσφαίρια. Τα «ανώµαλα» αυτά λευχαιµικά κύτταρα, επειδή 
δεν µπορούν να ωριµάσουν κανονικά, συσσωρεύονται στο µυελό των οστών. Τελικά 
όλα τα φυσιολογικά λευκά και ερυθρά αιµοσφαίρια και αιµοπετάλια εξωθούνται ή 
δεν αντικαθίστανται. Ο υγιής µυελός των οστών αντικαθίσταται από τα ανώριµα 
κύτταρα που εισέρχονται τελικά στο αίµα και µεταφέρονται σ' όλο το σώµα. Έτσι, 
ενώ ο αριθµός ανώριµων κυττάρων στο αίµα αυξάνεται, ο αριθµός φυσιολογικών 
ερυθρών και λευκών αιµοσφαιρίων και αιµοπεταλίων µειώνεται.  

 
Οι λευχαιµίες και τα λεµφώµατα αποτελούν παραδείγµατα ελαττωµατικής 

διαφοροποίησης που οδηγεί σε ανάπτυξη κακοήθων όγκων. ∆εδοµένου ότι όλοι οι 
διαφορετικοί τύποι κυττάρων αίµατος προέρχονται από ένα κοινό αρχέγονο κύτταρο 
στο µυελό των οστών, οι απόγονοι αυτών των κυττάρων δηµιουργούν τις διάφορες 
λεµφικές σειρές κυττάρων, µε τη δέσµευση τους σε συγκεκριµένες διαδικασίες 
διαφοροποίησης. Τα κύτταρα κάθε τύπου υποβάλλονται σε διαφορετικούς κύκλους 
διαίρεσης καθώς διαφοροποιούνται, αλλά µόλις διαφοροποιηθούν πλήρως, η 
κυτταρική διαίρεση παύει. 

 
 

 
 

Εικόνα 2.3: Κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης, τα ευκαρυωτικά κύτταρα συνεχώς περνούν από τις τέσσερις 
φάσεις του κυτταρικού κύκλου, δηµιουργώντας νέα θυγατρικά κύτταρα (Lodish, Darnell & etc. 2003). 

 
 
Αντίθετα, τα λευχαιµικά κύτταρα ή τα κύτταρα λεµφωµάτων αποτυγχάνουν να 

υποβληθούν στην τελική διαφοροποίηση. Αντ' αυτού, σταµατούν στα πρώτα στάδια 
της ωρίµανσης, και διατηρούν την ικανότητά τους για πολλαπλασιασµό, συνεχίζουν 
να αναπαράγονται και συσσωρεύονται. Έτσι µε την πάροδο του χρόνου, αυτά τα 
κύτταρα εισέρχονται στην κυκλοφορία του αίµατος και διαδίδονται σε άλλα όργανα, 
όπου µπορούν να αποτρέπουν άλλα κύτταρα του σώµατος από τη φυσιολογική τους 
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λειτουργία. Οποιοδήποτε αιµοποιητικό κύτταρο ή λεµφοκύτταρο από το µυελό των 
οστών µπορεί να µετατραπεί σε λευχαιµικό κύτταρο (Alison 2001). 

 
Κάθε ένα από αυτά τα κύτταρα έχει τη λειτουργία του, διαφέρει µορφολογικά από 

τα άλλα και έχει µια διάρκεια ζωής χαρακτηριστική για εκείνο τον ιδιαίτερο τύπο 
κυττάρων. Στους υγιείς ανθρώπους η καταστροφή και η παραγωγή των 
λεµφοκυττάρων είναι ισορροπηµένες και, εποµένως, ο αριθµός κυττάρων που 
υπάρχουν στο αίµα σε µια συγκεκριµένη χρονική στιγµή είναι σχετικά σταθερός. Σε 
ένα υγιές άτοµο, µόνο τα ώριµα ενήλικα κύτταρα βρίσκονται στο περιφερικό αίµα, 
ενώ σε πολλές ασθένειες, µπορεί να υπάρχουν ανώριµες και µη φυσιολογικές µορφές 
των κυττάρων. 

  
Κατά τη διάρκεια της διαφοροποίησης και της ωρίµανσης των αιµατοποιητικών 

αρχέγονων κυττάρων, τα κύτταρα υφίστανται αξιοσηµείωτες αλλαγές στη δοµή, το 
µέγεθος και τη µορφή τους. Η µετάβαση από το ένα στάδιο στο άλλο δεν εµφανίζεται 
να έχει σαφή όρια, αλλά η έκφραση διαφορετικών µορίων στην επιφάνεια των 
κυττάρων επιτρέπει τη διάκριση των διαφορετικών προδρόµων σταδίων. Επιπλέον, οι 
µεταβολικές οδοί, το κυτταροπλασµατικό περιεχόµενο και η δοµή χρωµατίνης του 
πυρήνα διαφέρουν µεταξύ των διαφορετικών σταδίων και εξαρτώνται από τη 
οικογένεια στην οποία ανήκουν. 

 
Η αιµοποίηση ελέγχεται στενά από πολυάριθµες κυτταροκίνες και αυξητικούς 

παράγοντες. Στις αιµατολογικές κακοήθειες τα πρωτεύοντα και δευτερεύοντα όργανα 
της αιµοποίησης (περιοχές της εξωµυελικής αιµοποίησης) µπορούν να διεισδυθούν 
από τα κακοήθη κύτταρα, µε συνέπεια την απώλεια της αιµοποιητικής τους 
δυνατότητας. 

 
Η διαφοροποίηση των αιµατοποιητικών κυττάρων σε µια συγκεκριµένη 

κατηγορία καθορίζεται σε µεγάλο βαθµό από ειδικούς αιµοποιητικούς παράγοντες 
αύξησης και των κυτταρικών τους υποδοχέων. Μόλις αυτοί οι αιµοποιητικοί 
αυξητικοί παράγοντες προσδεθούν στους υποδοχείς τους, η ιδιαιτερότητα τους 
επιτυγχάνεται µε την ενεργοποίηση συγκεκριµένων ενδοκυτταρικών σηµάτων. Αυτό 
επιτρέπει µόνο ένας περιορισµένος αριθµός κυττάρων που βρίσκεται σε ένα 
συγκεκριµένο στάδιο διαφοροποίησης, να ανταποκριθεί στον αυξητικό παράγοντα 
στο κυτταρικό περιβάλλον. Ο έλεγχος της αιµοποίησης απαιτεί και αυστηρούς 
κανονισµούς για τον περιορισµό του πολλαπλασιασµού τους. Η µίτωση µπορεί να 
περιοριστεί από διάφορους ανασταλτικούς παράγοντες, όπως ο µετασχηµατισµένος 
παράγοντας αύξησης -/3 (TGF-/3) (Secker-Walker 1996). 

 
 

2.3.2. Τύποι  Λευχαιµίας 

 
Οι τέσσερις συνήθεις τύποι λευχαιµίας είναι: 
 

1. Οξεία Λεµφοβλαστική Λευχαιµία  (Acute Lymphoblastic Leukaemia - 
ALL) 

2. Χρόνια Λεµφοβλαστική Λευχαιµία  (Chronic Lymphoblastic Leukaemia - 
CLL) 

3. Οξεία Μυελοειδής Λευχαιµία  (Acute Myeloid Leukaemia - AML) 
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4. Χρόνια Μυελοειδής Λευχαιµία  (Chronic Myeloid Leukaemia - CML) 
 

Ο πρώτος παράγοντας που εξετάζεται για την ταξινόµηση της λευχαιµίας ενός 
ασθενή είναι εάν τα περισσότερα από τα ανώµαλα κύτταρα είναι ώριµα (µοιάζουν µε 
κανονικά λευκά αιµοσφαίρια) ή ανώριµα (µοιάζουν περισσότερο µε αρχέγονα 
κύτταρα).  

 
Στην οξεία λευχαιµία (Acute leukaemia), τα κύτταρα του µυελού των οστών δεν 

µπορούν να ωριµάσουν κατάλληλα. Τα ανώριµα κύτταρα λευχαιµίας συνεχίζουν να 
αναπαράγονται και να αναπτύσσονται. Μερικοί τύποι οξειών λευχαιµιών 
αποκρίνονται καλά στην θεραπεία, και πολλοί ασθενείς µπορούν να θεραπευτούν. 
Άλλοι τύποι οξειών λευχαιµιών έχουν µια λιγότερο ευνοϊκή προοπτική. 

 
Στην χρόνια λευχαιµία (Chronic leukaemia), τα κύτταρα µπορούν να ωριµάσουν 

εν µέρει αλλά όχι εντελώς. Αυτά τα κύτταρα δεν είναι πραγµατικά κανονικά. Γενικά 
δεν αντιµετωπίζουν τη µόλυνση τόσο καλά όσο τα κανονικά λευκά αιµοσφαίρια. Και 
φυσικά, επιζούν περισσότερο, αναπτύσσονται, και υπερνικούν τα κανονικά κύτταρα. 
Οι χρόνιες λευχαιµίες εξελίσσονται µε το πέρασµα του χρόνου και οι περισσότεροι 
ασθενείς µπορούν να ζήσουν για πολλά έτη. Ωστόσο, είναι γενικά πιο δύσκολο να 
θεραπευτούν από ότι οι οξείες. 

 
Οι λευχαιµίες είναι είτε µυελοειδείς είτε λεµφοειδείς. Έτσι, όταν η λευχαιµία 

προσβάλλει τα κύτταρα, που πρόκειται να σχηµατίσουν τελικά αιµοπετάλια, ερυθρά 
αιµοσφαίρια, κοκκιοκύτταρα και µονοκύτταρα, αποκαλείται µυελοειδής (myeloid), 
µυελοκυτταρική (myelocytic), µυελογενής (myelogenous), ή κοκκιοκυτταρική 
(granulocytic) λευχαιµία. Αντιθέτως όταν η λευχαιµία προσβάλλει τα κύτταρα που 
πρόκειται να γίνουν λεµφοκύτταρα αποκαλείται λεµφοβλαστική (lymphoblastic), 
λεµφοειδής (lymphoid), λεµφοκυτταρική (lymphocytic), ή λεµφική (lymphatic) 
λευχαιµία (Keene 2002). 

 
 

2.3.2.1.Οξεία λεµφοβλαστική λευχαιµία (Acute lymphoblastic leukaemia – 

ALL) 

 
Αυτός ο τύπος λευχαιµίας είναι η πιο κοινή παιδική λευχαιµία, αλλά εµφανίζεται 

και σε ενήλικες. Τα µη φυσιολογικά κύτταρα στην ALL είναι ανώριµα λεµφοκύτταρα  
που αποκαλούνται λεµφοβλάστες (lymphoblasts). Τα λεµφοκύτταρα ενεργούν για να 
προστατεύουν το σώµα από λοίµωξη. Όταν ο µυελός των οστών προσβάλλεται από 
ALL, η παραγωγή κυττάρων που καταπολεµούν τη λοίµωξη µειώνεται, και µπορεί να 
επέλθει σοβαρή λοίµωξη. Επιπλέον, η λευχαιµία µπορεί επίσης να εξωθήσει τα 
αιµοπετάλια και τα κύτταρα που παράγουν ερυθρά αιµοσφαίρια. 

 
 

2.3.2.2.Χρόνια λεµφοβλαστική λευχαιµία (Chronic lymphoblastic 

leukaemia – CLL) 

 
Είναι χρόνιος ή αργά εξελισσόµενος τύπος λευχαιµίας. Όπως και µε την ALL, 

προσβάλλονται τα λεµφοκυτταρικά κύτταρα. Αυτή η ασθένεια εµφανίζεται συνήθως 
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σε ηλικιωµένους ασθενείς. Επειδή η ασθένεια εξελίσσεται αργά, τα φυσιολογικά 
λεµφοκύτταρα δεν εξωθούνται τόσο γρήγορα όσο στην οξεία µορφή. Αυτό σηµαίνει 
ότι ασθενείς µε CLL µπορεί να µην αισθανθούν καθόλου ασυνήθιστα συµπτώµατα 
µέχρι τα µεταγενέστερα στάδια της ασθένειας. 

 
 

2.3.2.3.Οξεία µυελοειδής λευχαιµία (Acute myeloid leukemia –AML) 

 
Η οξεία µυελοειδής λευχαιµία προσβάλλει τη µυελοειδή κατηγορία κυττάρων. Σ' 

αυτό τον τύπο λευχαιµίας προσβάλλονται κυρίως τα κοκκιοκύτταρα. Τα µυελοειδή 
κύτταρα κυκλοφορούν στο αίµα και ψάχνουν για λοιµώδεις εισβολείς στο αίµα και 
στο γύρω ιστό. Τα κοκκιοκύτταρα αντιδρούν γρήγορα σ' όλους τους τύπους 
εισβολέων ενώ τα λεµφοειδή κύτταρα χρειάζονται περισσότερο χρόνο να 
αντιδράσουν και ο ρόλος τους στην καταπολέµηση της λοίµωξης είναι πιο 
εξειδικευµένος. Όταν τα µονοκύτταρα της µυελοειδούς οικογένειας ανακαλύπτουν 
εισβολείς, τους «περικυκλώνουν» ή τους απορροφούν και τους καταστρέφουν. Η 
συσσώρευση ανώριµων ή "βρεφικών" µυελοειδών κυττάρων µπορεί να προκαλέσει 
αποφράξεις των αιµοφόρων αγγείων.  

 
 

2.3.2.4.Χρόνια µυελοειδής λευχαιµία (Chronic myeloid leukemia – CML) 

 
Τα µη φυσιολογικά µυελοειδή κύτταρα αυτού του τύπου λευχαιµίας είναι 

συνήθως ώριµα στην εµφάνιση αλλά δεν λειτουργούν φυσιολογικά. Αυτή η λευχαιµία 
συνδέεται µε έναν ανώµαλο δείκτη στα κύτταρα που αποκαλείται «χρωµόσωµα 
Φιλαδέλφειας» (Philadelphia chromosome) και προσβάλλει νεαρότερους ασθενείς 
συχνότερα από την CLL. Η CML διαφέρει επίσης από τους πιο κοινούς τύπους 
λευχαιµίας επειδή έχει δύο στάδια. Το πρώτο είναι ο αργός, χρόνιος 
πολλαπλασιασµός (chronic multiplication) των µη φυσιολογικών κυττάρων. 
Ορισµένες φορές, η ασθένεια µπορεί ξαφνικά να µεταστραφεί σε οξύ στάδιο όπου και 
γίνεται όπως ακριβώς και η οξεία λευχαιµία (Pui 2006, Keene 2002, Pui et al. 2004). 

 
 

2.4. ΟΞΕΙΑ ΛΕΜΦΟΒΛΑΣΤΙΚΗ ΛΕΥΧΑΙΜΙΑ 

 
Η  οξεία λεµφοβλαστική λευχαιµία είναι, κατά κύριο λόγο νόσος της παιδικής 

ηλικίας και λιγότερο συχνά των ενηλίκων. Όπως αναφέρθηκε, αποτελεί 
νεοπλασµατική νόσο που προέρχεται από τη µη ελεγχόµενη από ρυθµιστικούς 
µηχανισµούς αύξηση των αώρων κυττάρων της λεµφικής σειράς (λεµφοβλάστες), τα 
οποία καταλαµβάνουν το µυελό των οστών, εκτοπίζοντας τις φυσιολογικές σειρές του 
αίµατος. 
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Εικόνα 2.4: Οξεία Λεµφοβλαστική Λευχαιµία. Μυελός των οστών. Πλήρης αντικατάσταση από 
λεµφοβλάστες µικρού/µεσαίου µεγέθους µε το παραγγειακό κυτταρόπλασµα και στρογγυλοί πυρήνες µε πυκνή 
χρωµατίνη (L1 τύπος κατά FAB, φαινότυπος κοινής- ALL) (IBMS - The Institute of Biomedical Science 2009).  

 
 

2.4.1. Αιτίες 

 
Οι αιτίες της λευχαιµίας, των λεµφωµάτων, του µυελώµατος και των σχετικών 

αιµατολογικών διαταραχών δεν είναι ακριβώς γνωστές. Ωστόσο, παράγοντες όπως η 
κληρονοµικότητα, η ακτινοβολία, διάφορες χηµικές ουσίες και κάποιοι ιοί φαίνεται 
να επηρεάζουν την ανάπτυξή τους. Αυτοί οι παράγοντες κινδύνου αποτελούν µέρος 
µόνο της αιτίας σε ένα συγκεκριµένο ασθενή και εξηγούν έναν πολύ µικρό αριθµό 
του συνόλου των κρουσµάτων. Στις περισσότερες περιπτώσεις η αιτία παραµένει 
άγνωστη (Leukemia & Lymphoma Society 2009). 

 
Οι χρωµοσωµικές µεταθέσεις, αποτελούν συνήθη γενετική βλάβη στις οξείες 

λεµφοβλαστικές λευχαιµίες. Η µοριακή ανάλυση των γονιδίων που βρίσκονται στα 
σηµεία σύνδεσης των χρωµοσωµάτων στις µεταθέσεις των ALL, απέδειξε την 
συµµετοχή στην λευχαιµογένεση, οµάδας γονιδίων που παράγουν µεταγραφικούς 
παράγοντες. Οι µεταγραφικοί παράγοντες παίζουν το ρόλο «διακόπτη», σαν θετικοί ή 
αρνητικοί ρυθµιστές της λειτουργίας άλλων γονιδίων, ρυθµίζοντας κύρια τη 
διαφοροποίηση και λιγότερο τον πολλαπλασιασµό των κυττάρων του αίµατος. Στην 
ίδια οµάδα ανήκουν και τα οµειωτικά γονίδια (homeobox genes), στα οποία 
αποδίδεται η διαφοροποίηση κατά την εµβρυική ανάπτυξη.  

 
Στις µεταθέσεις των λεµφοκυτταρικών λευχαιµιών σταθερός εταίρος εκτός των 

προαναφερθέντων µεταγραφικών και οµειωτικών γονιδίων, εµφανίζονται τα γονίδια 
τα απόλυτα ειδικά των λεµφοκυττάρων, δηλαδή των ανοσοσφαιρινών (IgH, IgK, 
IgA), ή των υποδοχέων των Τ κυττάρων (TCR) στις λευχαιµίες Β και Τ προέλευσης 
αντίστοιχα. Η µεταφορά των µεταγραφικών ή οµειωτικών γονιδίων υπό την επιρροή 
των ισχυρών Ιg ή TCR ενισχυτών, οδηγεί στην απορρύθµιση τους και την 
υπερπαραγωγή ενός κατά τα άλλα φυσιολογικού προϊόντος. 
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Ένα δεύτερο είδος µετάθεσης οδηγεί στην σύντηξη δύο γονιδίων, µεταγραφικών 
και/ή οµειωτικών, µε αποτέλεσµα την παραγωγή µιας παθολογικής, χιµαιρικής 
πρωτεΐνης. Στις περιπτώσεις αυτές, η έκτοπη λόγω της µετάθεσης, έκφραση του ενός 
από τα δύο γονίδια θεωρείται ότι συµβάλλει στην εκτροπή των φυσιολογικών 
γεγονότων που οδηγούν στην διαφοροποίηση, µε αποτέλεσµα την αναστολή της 
(Λουκόπουλος, Σταµατόπουλος 1995). 

 
 

  
 

Εικόνα 2.5: Μετασχηµατισµός των αιµατοποιητικών κυττάρων στην παθογένεση της ALL. Η ανάπτυξη της 
λευχαιµίας απαιτεί ένα αρχέγονο αιµατοποιητικό κύτταρο ή κάποιος από τους εντολοδόχους απογόνους να 
«ξεφύγει» από τους φυσιολογικούς µηχανισµούς του οµοιοστατικού ελέγχου, που ρυθµίζουν τα σήµατα των 

αυξητικών παραγόντων, της διαφοροποίησης, της απόπτωσης και της αυτο-ανανέωσης (Α). Μια κοινή µεταβολική 
οδός που σηµατοδοτείται, από την παραγωγή χιµαιρικών αυξητικών παραγόντων, όπως συντήξεις MLL 

πρωτεϊνών, TEL-AML1, και E2A-PBX1, εξαιτίας µετατόπισης (Β). (Pui et al. 2004). 

 
  

Οι µεταθέσεις που χαρακτηρίζουν τις οξείες λεµβοβλαστικές λευχαιµίες Β ή Τ 
προέλευσης διαφοροποιούνται στη βάση του γονιδίου του αντιγονικού υποδοχέα που 
συµµετέχει στη µετάθεση. Σηµαντικές µεταθέσεις στις Τ-ALL, εµφανίζονται οι 
t(10;14)(q24q11), t(1;14)(p32;q11) και η t(11;14)(p13;q11). Και στις τρεις 
συµµετέχει το γονίδιο του TCRδ (14q11), το οποίο συνδέεται στην πρώτη µε το 
οµειωτικό ΗΟΧ11 γονίδιο προκαλώντας την έκτοπη µεταγραφή του τελευταίου, στις 
δε επόµενες δύο, µε τα µεταγραφικά TAL1/SCL και TAL2. Μια διαφορετική οµάδα 
µεταγραφικών γονιδίων, τα RHOMBE1 και RHOMBE2 (Ttg1 και Ttg2) συνδέονται 
µε τα γονίδια του TCRδ και TCRβ στις µεταθέσεις t(11;14)(p15;q11), 
t(11;14)(p13;q11) και t(7;11)(q35;p13). Στη µετάθεση t(8;14)(q24;q11), το CMYC, 
πρότυπο της οµάδας γονιδίων που ελέγχουν τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό, 
υπερλειτουργεί λόγω της σύνδεσης του µε το TCRa (14q11) γονίδιο. 

 
Εκτός των ειδικών γενετικών βλαβών , παρατηρούνται και άλλες µη ειδικές, όπως 

ο υπερδιπλοειδισµός. Ανάµεσα στις επιπρόσθετες βλάβες που εµφανίζονται συνήθως 
κατά την πορεία της νόσου, συχνά περιγράφονται οι σηµειακές µεταλλάξεις του p53 
γονιδίου. Τέτοιες βλάβες κατά κανόνα σηµατοδοτούν εξέλιξη της νόσου και/ή 
ανάπτυξη αντοχής στη θεραπεία (Λουκόπουλος, Σταµατόπουλος 1995). 
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2.4.2. ∆ιάγνωση– Πρόγνωση 

 
Τα συµπτώµατα της λευχαιµίας και των σχετικών διαταραχών του µυελού των 

οστών είναι χαρακτηριστικά πολλών άλλων ασθενειών. Ορισµένοι τύποι λευχαιµίας 
δεν προκαλούν καθόλου συµπτώµατα µέχρι να φτάσει η ασθένεια σε προχωρηµένο 
στάδιο και µερικές φορές ούτε και τότε. Ωστόσο, αυτό δεν σηµαίνει ότι ακόµη και η 
πολύ έγκαιρη διάγνωση θα απέτρεπε την επέκταση της ασθένειας, επειδή η λευχαιµία 
επεκτείνεται στο µυελό των οστών από τότε που αρχίζει (American Cancer Society 
2007). 

 
Η λευχαιµία εντοπίζεται µε δύο εξετάσεις - εξέταση αίµατος και βιοψία µυελού 

των οστών. Κατά την εξέταση αίµατος λαµβάνεται δείγµα αίµατος, αναλύεται µε το 
µικροσκόπιο και µετριούνται οι αριθµοί λευκών αιµοσφαιρίων και αιµοπεταλίων στο 
δείγµα. Αν ο αριθµός λευκών αιµοσφαιρίων είναι µη φυσιολογικός µπορεί να 
υπάρχει:  

 
1. χαµηλός αριθµός αιµοπεταλίων, 
2. χαµηλοί αριθµοί ερυθρών αιµοσφαιρίων, 
3. Χαµηλός αριθµός ώριµων λευκών αιµοσφαιρίων ή υψηλοί αριθµοί ανώριµων 

ή πρόωρα αποδεσµευµένων λευκών αιµοσφαιρίων (που αποκαλούνται 
βλαστικά (blasts)). 

 
Κατά τη βιοψία µυελού των οστών, λαµβάνεται τµήµα του µυελού των οστών. Το 

δείγµα µυελού των οστών αναλύεται χρησιµοποιώντας µια ευρεία ποικιλία 
εξετάσεων, από µικροσκοπική ανάλυση µέχρι ειδικές µελέτες καλλιέργειας µυελού 
των οστών. Γίνεται έπειτα η διάγνωση.  

 
Αντίθετα από την κοινή αντίληψη, τα λευχαιµικά κύτταρα, δεν αναπτύσσονται 

πάντα γρηγορότερα από τα φυσιολογικά κύτταρα. Οι υψηλοί αριθµοί στο αίµα 
προκαλούνται από τη συσσώρευση λευχαιµικών κυττάρων σε αιµοφόρα αγγεία. Τα 
ανώριµα λευχαιµικά κύτταρα συσσωρεύονται στα αιµοφόρα αγγεία επειδή δεν 
χρησιµοποιούνται από το σώµα. Εποµένως, οι αριθµοί τους όλο και αυξάνονται. 
Πολύ υψηλοί αριθµοί κυττάρων στο αίµα µπορούν να οδηγήσουν στην απόφραξη των 
αιµοφόρων αγγείων και σε φθορά των ιστών του σώµατος. Το αίµα γίνεται πολύ 
πυκνό και κολλώδες, καθιστώντας δύσκολη τη φυσιολογική κυκλοφορία. Αυτό το 
πρόβληµα είναι ένα από τα αποτελέσµατα της λευχαιµίας που επιδιώκει να 
υπερνικήσει η θεραπεία (National Cancer Institute 2008). 

 
 

2.4.3. Ταξινόµηση 

 
Η παθολογική εξέταση, η κυτταρογενετική (ιδιαίτερα η παρουσία του 

χρωµοσώµατος της Φιλαδέλφειας) και  η ανοσοφαινοτυποποίηση καθορίζουν εάν τα 
λεµφοβλαστικά λευχαιµικά κύτταρα ξεκίνησαν από Β-λεµφοκύτταρα ή Τ-
λεµφοκύτταρα. Το τεστ DNA µπορεί να πιστοποιήσει πόσο επιθετική είναι  η 
ασθένεια, διαφορετικές µεταλλάξεις έχουν συνδεθεί µε την σύντοµη ή µακροχρόνια 
επιβίωση (Haferlach et al. 2005, Pediatric Oncology Resource Center 2005, 
Παρασκευόπουλος 1990). 
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Η µορφολογική µελέτη των βλαστικών κυττάρων και η ταξινόµηση τους µε µια 
από τις σήµερα χρησιµοποιούµενες ταξινοµήσεις έχει ουσιαστική αξία, αφού 
σχετίζεται µε την πρόγνωση και την εξέλιξη της νόσου. 

 
 

2.4.3.1.Ταξινόµηση κατά FAB (French American British Cooperative 

Group)  

 
Η κατάταξη που χρησιµοποιείται από το FAB (French American British 

Cooperative Group) (L1 L2, L3) έχει προγνωστική µόνο αξία, αφού ξεχωρίζει τα 
βλαστικά κύτταρα σε µικρά ή µεγάλα (µε αντίστοιχα καλή ή κακή πρόγνωση), χωρίς 
να καλύπτει το σύνολο των ποικιλιών της νόσου. 

 
• L1, η πιο κοινή υποκατηγορία στα παιδιά. Οι λεµφοβλάστες, είναι 

µικρά κύτταρα. 
• L2, αποτελεί 10% των ALL περιπτώσεων. Αυτά τα κύτταρα είναι 

µεγαλύτερα. 
• L3, είναι η σπανιότερη υποκατηγορία. 

 
 

2.4.3.2.Ταξινόµηση βασισµένη σε ανοσοφαινοτυποποίηση 

 
Οι κυτταρογενετικές µελέτες, η κυτταροµετρία ροής, και οι µοριακές γενετικές 

µελέτες παρέχουν περισσότερες αναλυτικές πληροφορίες για τις υποκατηγορίες της 
ALL. Με τη βοήθεια αυτών των τεστ η ALL διαιρείται σε οµάδες, σύµφωνα µε την 
ανοσοφαινοτυποποίηση (Immunophenotype) της λευχαιµίας, η οποία λαµβάνει 
υπόψη τον τύπο λεµφοκυττάρου (κύτταρο Β ή κύτταρο Τ) και το επίπεδο ωρίµανσης 
των λευχαιµικών κυττάρων. Αυτές οι οµάδες έχουν αντικαταστήσει κατά ένα µεγάλο 
µέρος την ταξινόµηση κατά FAB. 

 
Κάθε υποκατηγορία ταξινοµείται µε τον καθορισµό των δεικτών επιφάνειας 

(surface markers) των ανώµαλων λεµφοκυττάρων. Υπάρχουν 2 κύριοι 
ανοσοποιητικοί τύποι: τα pre-B και pre-T λευχαιµικά λεµφοκύτταρα. Τα ώριµα Β 
λευχαιµικά λεµφοκύτταρα (L3) ταξινοµούνται πλέον ως λέµφωµα Burkitt 
(American Cancer Society 2007). 

 
ALL των B-λεµφοκυττάρων  
 
• πρώιµη pre-B ALL (συχνά ονοµάζεται pro-B ALL) – περίπου το 10% των 

περιπτώσεων  
• κοινή ALL - περίπου το 50% των περιπτώσεων  
• pre-B ALL - περίπου το 10% των περιπτώσεων  
• ώριµα B-λεµφοκύτταρα ALL (Burkitt λέµφωµα) - περίπου το 4% των 

περιπτώσεων  
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ALL των T-λεµφοκυττάρων 
 
• pre-T ALL - περίπου το 5% έως 10% των περιπτώσεων 
• ALL των ώριµων T-λεµφοκυττάρων– περίπου 5% έως 20% των περιπτώσεων 

 
 

2.4.3.3.Ταξινόµηση κατά WHO  

 
Η κατάταξη του WHO είναι περισσότερο κατατοπιστική µε τις περισσότερες 

υποκατηγορίες βλαστικών κυττάρων. Σύµφωνα µε την κατάταξη αυτή: 
 
1. Οξεία λεµφοβλαστική λευχαιµία: Προηγούµενοι τύποι κατά FΑΒ L1/L2. 

 
a. Οξεία λεµφοβλαστική λευχαιµία των προδρόµων Β κυττάρων. 

 Κυτταρογενετικές υποκατηγορίες: 
i. t(12;21)(p12,q22) TEL/AML-1  
ii. t(1;19)(q23;p13) PBX/E2A  
iii. t(9;22)(q34;q11) ABL/BCR  
iv. T(V,11)(V;q23) V/MLL 

  
b. Οξεία λεµφοβλαστική λευχαιµία των προδρόµων Τ κυττάρων. 

 
2. Οξεία λεµφοβλαστική λευχαιµία: Προηγούµενοι τύποι κατά FΑΒ L3. 
3. Οξεία λευχαιµία Biphenotypic 

 
Η κυτταρογενετική ανάλυση αποτελεί ανεξάρτητο προγνωστικό δείκτη, 

συµβάλλοντας στη διάγνωση και τυποποίηση της νόσου, στην επιλογή της θεραπείας 
και στον έλεγχο του θεραπευτικού αποτελέσµατος. Ο προσδιορισµός των ειδικών, 
κλωνικών χρωµοσωµατικών αλλοιώσεων συµβάλει στη διερεύνηση της παθογένεσης, 
στην ταυτοποίηση των γονιδίων που εµπλέκονται στη λευχαιµογένεση και στην 
ακριβή ταυτοποίηση οµάδων ασθενών υψηλού κινδύνου (American Cancer Society 
2007). 

 
 
 

 
Πίνακας 2.1: Κυτταρογενετικές µετατοπίσεις συνδέονται µε συγκεκριµένες µοριακές γενετικές ανωµαλίες 

στην ALL (Stams et al. 2005,McWhirter et al. 1999,Den Boer et al., Martin-Subero et al. 2005, Caslini et al. 
2004). 

 
 

Κυτταρογενετική 
µετατόπιση 

Μοριακή γενετική ανωµαλία 

t(12;21)CRYPTIC  TEL-AML1 fusion 
t(1;19)(q23;p13) E2A-PBX (PBX1) fusion 
t(9;22)(q34;q11) BCR-ABL fusion(P185)  
t(4;11)(q21;q23) MLL-AF4 fusion  
t(8;14)(q24;q32) IGH-MYC fusion 
t(11;14)(p13;q11) TCR-RBTN2 fusion  
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Η κλασική κυτταρογενετική ανάλυση (καρυότυπος: απεικόνιση των 
χρωµοσωµάτων σε ζεύγη και κατά ελαττούµενο µέγεθος) αποτελεί την κύρια µέθοδο 
µελέτης της ύπαρξης χρωµοσωµατικών ανωµαλιών (Moorman et al. 2007). 

 
Μερικές κυτταρογενετικές υποκατηγορίες έχουν χειρότερη πρόγνωση από άλλες. 

Αυτές περιλαµβάνουν: 
 
• Μια µετατόπιση µεταξύ των χρωµοσωµάτων 9 και 22, γνωστή ως 

χρωµόσωµα της Φιλαδέλφειας, που εµφανίζεται σε περίπου 20% των 
ενηλίκων και 5% των παιδιατρικών περιπτώσεων της ALL. 

• Μια µετατόπιση µεταξύ των χρωµοσωµάτων  4 και 11 που εµφανίζεται σε 
περίπου 4% των περιπτώσεων και είναι η πιο κοινή σε παιδιά µικρότερα των 
12 µηνών.  

• ∆εν έχουν όλες οι περιπτώσεις µετατοπίσεων των χρωµοσωµάτων ανεπαρκή 
πρόγνωση. Μερικές µετατοπίσεις είναι σχετικά πιο ευνοϊκές. Για παράδειγµα, 
ο υπερδιπλοειδισµός (>50 χρωµοσώµατα) είναι ένας καλός προγνωστικός 
παράγοντας. 
 
 
Κυτταρογενετική αλλαγή Κατηγορία 

επικινδυνότητας 
Χρωµόσωµα Φιλαδέλφειας  Κακή πρόγνωση 
t(4;11)(q21;q23)  Κακή πρόγνωση 
t(8;14)(q24.1;q32) Κακή πρόγνωση 
Σύνθετος καρυότυπος (περισσότερες 

από 4 ανωµαλίες) 
Κακή πρόγνωση 

Χαµηλός Υπερδιπλοειδισµός ή σχεδόν 
τριπλοειδισµός  

Κακή πρόγνωση  

Υψηλός Υπερδιπλοειδισµός Καλή πρόγνωση 
απαλοιφή (9p) Καλή πρόγνωση 

 
Πίνακας 2.2: Σχέση της πρόγνωσης µε την κυτταρογενετική αλλαγή που εµφανίζεται (Acute lymphoblastic 

leukemia - Wikipedia, the free encyclopedia 2009). 

 
 

Πρόγνωση Κυτταρογενετικά ευρήµατα 
Ευνοϊκή  Υπερδιπλοειδισµός > 50 , t (12;21) 
Ενδιάµεση   Υπερδιπλοειδισµός 47 -50; φυσιολογικά 

(διπλοειδής); del (6q); Αναδιάταξη του 8q24 
Μη ευνοϊκή Υποδιπλοειδισµός – σχεδόν απλοειδής, σχεδόν 

τετραπλοειδισµός, απαλοιφή (17p); t (9;22); t (11q23) 
 

Πίνακας 2.3: Συσχετισµός της πρόγνωσης µε τα κυτταρογενετικά ευρήµατα στο µυελών των οστών στην 
οξεία λεµφοβλαστική λευχαιµία (Den Boer et al.). 
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Εικόνα 2.6: Εκτιµώµενη συχνότητα συγκεκριµένων γονοτύπων ALL σε παιδιά. Οι γενετικές αλλοιώσεις που 
εµφανίζονται αποκλειστικά σε περιπτώσεις οξείας λευχαιµίας Τ-Λεµφοκυττάρων, φαίνονται µε µοβ. Όλες οι 
άλλες γενετικές υποκατηγορίες, είτε είναι αποκλειστικές είτε εµφανίζονται πρώτιστα σε περιπτώσεις οξείας  
λευχαιµίας Β-Λεµφοκυττάρων (Pui, Relling & Downing 2004). 

 
 
Ορισµένοι παράγοντες που επηρεάζουν την πρόγνωση (πιθανότητα 

αποκατάστασης) και τη θεραπεία είναι οι:  
 
• Η ηλικία και ο αριθµός των λευκών κυττάρων  κατά τη διάγνωση.  
• Πόσο γρήγορα και πόσο χαµηλά µειώνεται ο αριθµός των λευχαιµικών 

κυττάρων, µετά από την αρχική θεραπεία.  
• Το φύλο και η φυλή.  
• Εάν τα λευχαιµικά κύτταρα ξεκίνησαν από τα Β-λεµφοκύτταρα ή τα Τ-

λεµφοκύτταρα.  
• Εάν υπάρχουν ορισµένες αλλαγές στα χρωµοσώµατα των λεµφοκυττάρων.  
• Εάν η λευχαιµία έχει κάνει µετάσταση στον εγκέφαλο και στην σπονδυλική 

στήλη. 
• Εάν το παιδί έχει σύνδροµο Down. 

 
 

2.4.4. Θεραπευτικές αγωγές 

 
Η οξεία λευχαιµία σχεδόν πάντα χρειάζεται θεραπευτική αγωγή µε συνδυασµούς 

αντικαρκινικών φαρµάκων που αποκαλείται συνδυασµός χηµειοθεραπείας. 
 
 

2.4.4.1.Χηµειοθεραπεία 
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Η χηµειοθεραπεία περιλαµβάνει τη συνεχή χρήση φαρµάκων που καταστρέφουν 
ή θέτουν υπό έλεγχο την ανάπτυξη κακοήθων κυττάρων. Μπορεί να χορηγείται ως 
ένα µόνο φάρµακο ή ως συνδυασµός φαρµάκων. Τα φάρµακα πρέπει να 
κυκλοφορήσουν στο αίµα για να φθάσουν στα µη φυσιολογικά κύτταρα. Τα φάρµακα 
χηµειοθεραπείας παρεµποδίζουν ή καταστρέφουν την αναπαραγωγή και την 
ανάπτυξη µη φυσιολογικών κυττάρων. 

 
Η θεραπευτική αγωγή έχει αρχικά στόχο να εξαλείψει τα περισσότερα µη 

φυσιολογικά κύτταρα και να επιτρέψει σε φυσιολογικά κύτταρα να επανέλθουν στο 
µυελό των οστών και αποκαλείται θεραπεία εφόδου (induction therapy). Όταν η 
χηµειοθεραπεία επιφέρει τη φυσιολογική εµφάνιση του αίµατος και του µυελού των 
οστών και ο ασθενής αισθάνεται καλά λέγεται ότι υπάρχει πλήρης ύφεση. Πλήρης 
ύφεση δεν σηµαίνει ότι έχει εξαλειφθεί όλη η λευχαιµία και πολλές έρευνες είναι 
αφιερωµένες στην ανάπτυξη καλύτερων τεχνικών εντοπισµού µικρότερων αριθµών 
υπολειπόµενων λευχαιµικών κυττάρων στο µυελό των οστών. 

 
Θεραπεία σταθεροποίηση (Consolidation therapy) χορηγείται όταν η ασθένεια 

δεν είναι πλέον εµφανής ως αποτέλεσµα της εισαγωγικής θεραπείας, αλλά είναι 
γνωστό ότι είναι παρούσα. Επαναλαµβανόµενοι κύκλοι χηµειοθεραπείας χορηγούνται 
µε µειωµένες δόσεις για την περαιτέρω µείωση του αριθµού µη φυσιολογικών 
κυττάρων. Σε πολλές περιπτώσεις, αν και τα µη φυσιολογικά κύτταρα δεν µπορούν 
να εντοπιστούν, υπάρχουν ακόµη µικροί αριθµοί στο µυελό των οστών. Αν συµβαίνει 
αυτό, η λευχαιµία µπορεί να επανεµφανιστεί. Αυτό αποκαλείται υποτροπή ή 
επανεµφάνιση της νόσου. Η επαναληπτική θεραπευτική αγωγή µπορεί να εµφανίσει 
και άλλη πλήρη ύφεση ή όχι. 

 
Στην προσπάθεια περαιτέρω µείωσης της υπολειπόµενης ασθένειας (minimal 

residual disease), µπορεί να χορηγούνται χαµηλές δόσεις φαρµάκων, πράγµα που 
αποκαλείται συντηρητική χηµειοθεραπεία (maintenance chemotherapy). Σ' αυτό το 
στάδιο, η χηµειοθεραπεία εισαγωγής και σταθεροποίησης έχει µειώσει τον αριθµό µη 
φυσιολογικών κυττάρων στο ελάχιστο και οι επαναλαµβανόµενοι κύκλοι 
συντηρητικής θεραπείας στοχεύουν να διατηρήσουν την ασθένεια υπό έλεγχο µέχρι 
να επιτευχθεί είτε η εξάλειψή της είτε η καταστροφή της από το ανοσοποιητικό 
σύστηµα. 

 
 

2.4.4.2.Μεταµόσχευση αρχέγονων κυττάρων ή µυελού των οστών 

 
Ο όρος µεταµόσχευση µυελού των οστών χρησιµοποιείται κατά παράδοση για να 

περιγραφεί η διαδικασία αφαίρεσης κυττάρων από το µυελό των οστών για 
επανέγχυση στον ασθενή µετά τη χορήγηση υψηλών δόσεων χηµειοθεραπείας ή/και 
ακτινοθεραπείας. Αυτή η διαδικασία αποκαλείται τώρα µεταµόσχευση αρχέγονων 
κυττάρων (stem cell transplantation). 

 
Τα αρχέγονα κύτταρα είναι σηµαντικά από όπου κι αν συλλέγονται, είτε στο αίµα 

όπου κινούνται, είτε στο µυελό των οστών όπου αναπαύονται και διαιρούνται. Τα 
αρχέγονα κύτταρα µπορούν να συλλέγονται µε ποικίλους τρόπους από διαφορετικούς 
δότες (αυτόλογος, αδελφός, µη συγγενής) (Keene 2002, Leukemia & Lymphoma 
Society 2009, National Cancer Institute 2008). 
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3. DNA, RNA, ΠΡΩΤΕΪΝΕΣ ΚΑΙ ΓΟΝΙ∆ΙΑΚΗ ΕΚΦΡΑΣΗ 

 
 

3.1. ΚΕΝΤΡΙΚΟ ∆ΟΓΜΑ ΤΗΣ ΒΙΟΛΟΓΙΑΣ  

 
 
Το κύτταρο είναι η ελάχιστη µονάδα της ζωής. Υπάρχει ένα πλήθος 

συγκεκριµένων χηµικών µετασχηµατισµών που όχι µόνο παρέχουν την ενέργεια που 
απαιτείται από ένα κύτταρο, αλλά και συντονίζουν όλες τις δραστηριότητες του 
κύτταρο. Η διαδικασία της ζωής περιλαµβάνει µια ποικιλία µορίων, από το νερό ως 
τις µικρές οργανικές ενώσεις (π.χ., λιπαρά οξέα και σάκχαρα), και τα µακροµόρια 
(DNA, πρωτεΐνες, και πολυσακχαρίτες) που καθορίζουν τη δοµή των κυττάρων. Τα 
µακροµόρια ελέγχουν και κυβερνούν τις περισσότερες από τις δραστηριότητες της 
ζωής.  

 
 

 
 

Εικόνα 3.1: Κεντρικό δόγµα της βιολογίας (Κεντρικό δόγµα Μοριακής Βιολογίας - Βικιπαίδεια 2008). 

 
 

Το DNA ενός οργανισµού είναι το µοριακό πρόγραµµα  που περιέχει ακριβείς 
οδηγίες, οι οποίες καθορίζουν τη δοµή και τη λειτουργία του κυττάρου. Ταυτόχρονα 
περιέχει την πληροφορία για τον αυτοδιπλασιασµό του, εξασφαλίζοντας έτσι τη 
µεταβίβαση των γενετικών πληροφοριών από το µητρικό στα θυγατρικά κύτταρα και 
από τον οργανισµό στους απογόνους του µέσω της διαδικασίας της αντιγραφής 
(replication). Οι εντολές που λαµβάνει το κύτταρο για να εκτελέσει ορισµένες 
διαδικασίες δίδονται µέσω των παραγοµένων πρωτεϊνών. 

  
 Το πρώτο βήµα για την έκφραση της πληροφορίας που υπάρχει στο DNA είναι η 

µεταφορά της στο RNA µε τη διαδικασία της µεταγραφής (transcription). Το RNA 
µεταφέρει µε τη σειρά του, µέσω της διαδικασίας της µετάφρασης (translation), την 
πληροφορία στις πρωτεΐνες που είναι υπεύθυνες για τη δοµή και λειτουργία των 
κυττάρων και κατ’ επέκταση και των οργανισµών. 

 
Η γενετική πληροφορία είναι η καθορισµένη σειρά των αζωτούχων βάσεων των 

νουκλεοτιδίων. Η πληροφορία υπάρχει σε τµήµατα του DNA µε συγκεκριµένη 
ακολουθία, τα γονίδια. Αυτά, διαµέσου της µεταγραφής και της µετάφρασης, 
καθορίζουν τη σειρά των αµινοξέων στις πολυπεπτιδικές αλυσίδες. Οι πορείες της 
µεταγραφής και της µετάφρασης των γονιδίων αποτελούν τη γονιδιακή έκφραση (Lee 
2004). 
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Εικόνα 3.2: Επισκόπηση των τεσσάρων βασικών µοριακών γενετικών διαδικασιών (Lodish, Darnell & etc. 
2003). 

 
 

3.2. ΓΟΝΙ∆ΙΑ 

 
Γονίδια ονοµάζονται οι αλληλουχίες νουκλεοτιδίων τµήµατος του DNA, οι 

οποίες ελέγχουν τα κληρονοµικά γνωρίσµατα ενός οργανισµού. Ένα γονίδιο αποτελεί 
πρότυπο για τη σύνθεση ενός λειτουργικού µορίου RNA. Το γενετικό υλικό ενός 
κυττάρου αποτελεί το γονιδίωµά του. Το γονιδίωµα καθορίζει τη γενετική κατασκευή 
ενός οργανισµού ή ενός κυττάρου, το γονότυπο του. Ο φαινότυπος, είναι το σύνολο 
των χαρακτηριστικών που εµφανίζει ένας οργανισµός υπό την επιρροή ενός συνόλου 
περιβαλλοντικών παραγόντων (Lee 2004). 

 
 

3.3. DNA 

 
 

3.3.1.  Γενικά 

Τo DNA, όπως και το RNA, είναι ένα µακροµόριο, που αποτελείται από 
νουκλεοτίδια. Κάθε νουκλεοτίδιο του DNA αποτελείται από µία πεντόζη, τη 
δεοξυριβόζη, ενωµένη µε µια φωσφορική οµάδα και µια αζωτούχο βάση. Στα 
νουκλεοτίδια του DNA η αζωτούχος βάση µπορεί να είναι µια από τις: αδενίνη (Α), 
γουανίνη (G), κυτοσίνη (C) και θυµίνη (Τ). Σε κάθε νουκλεοτίδιο η αζωτούχος βάση 
συνδέεται µε τον 1' άνθρακα της δεοξυριβόζης και η φωσφορική οµάδα µε τον 5' 
άνθρακα. 
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Εικόνα 3.3: Νουκλεοτίδιο του DNA (Life Sciences Cyberbridge 2007). 

 
 

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 στον 5' άνθρακα της πεντόζης του 
επόµενου νουκλεοτιδίου. 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 µια 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. Για το αυτό αναφέρεται ότι ο προσανατολισµός της 
πολυνουκλεοτιδικής αλυσίδας είναι 5'→ 3'.  

 

 

Εικόνα 3.4: Το βέλος δείχνει τον φωσφοδιεστερικό σκελετό µε προσανατολισµό  
5'->3' (Μαρµάρα Β., Λαµπροπούλου- Μαρµάρα Μ. 2005). 
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3.3.2. Το µοντέλο της διπλής έλικας 

 
Το 1953 οι Watson και Crick διατύπωσαν το µοντέλο της διπλής έλικας του 

DNA, που αναφέρεται στη δοµή του DNA στο χώρο. Σύµφωνα µε το µοντέλο αυτό 
το DNA αποτελείται από δύο πολυνουκλεοτιδικές αλυσίδες που σχηµατίζουν στο 
χώρο µία δεξιόστροφη διπλή έλικα. Η διπλή έλικα έχει ένα σταθερό σκελετό, που 
αποτελείται από επαναλαµβανόµενα µόρια φωσφορικής οµάδας-δεοξυριβόζης 
ενωµένων µε φωσφοδιεστερικό δεσµό. Ο σκελετός αυτός είναι υδρόφιλος και 
βρίσκεται στο εξωτερικό του µορίου. Προς το εσωτερικό του σταθερού αυτού 
σκελετού βρίσκονται οι αζωτούχες βάσεις που είναι υδρόφοβες. Οι αζωτούχες βάσεις 
της µιας αλυσίδας συνδέονται µε δεσµούς υδρογόνου µε τις αζωτούχες βάσεις της 
απέναντι αλυσίδας µε βάση τον κανόνα της συµπληρωµατικότητας. Η αδενίνη 
συνδέεται µόνο µε θυµίνη µε δύο δεσµούς υδρογόνου και αντίστροφα, ενώ η 
κυτοσίνη µόνο µε γουανίνη µε τρεις δεσµούς και αντίστροφα. Οι δεσµοί υδρογόνου 
που αναπτύσσονται µεταξύ των βάσεων σταθεροποιούν τη δευτεροταγή δοµή του 
µορίου. Οι δύο αλυσίδες ενός µορίου DNA είναι συµπληρωµατικές, και αυτό 
υποδηλώνει ότι η αλληλουχία της µιας καθορίζει την αλληλουχία της άλλης. Η 
συµπληρωµατικότητα έχει τεράστια σηµασία για τον αυτοδιπλασιασµό του DΝA, µια 
ιδιότητα που το καθιστά το καταλληλότερο µόριο για τη διατήρηση και τη 
µεταβίβαση της γενετικής πληροφορίας (Lee 2004, Alberts 2008, Μαρµάρα Β., 
Λαµπροπούλου-Μαρµάρα Μ. 2005). 

 
 

 
 

Εικόνα 3.5: Μοντέλο διπλής έλικας του DNA (Lodish, Darnell & etc. 2003). 

 
 

Το ανθρώπινο γονιδίωµα σε ένα απλοειδές κύτταρο (γαµέτη) αποτελείται από 
περίπου 3x109 ζεύγη βάσεων DNA, που είναι οργανωµένα σε 23 χρωµοσώµατα. Τα 
κύτταρα στα οποία το γονιδίωµα υπάρχει σε ένα µόνο αντίγραφο. όπως είναι τα 
προκαρυωτικά κύτταρα και οι γαµέτες των διπλοειδών οργανισµών, ονοµάζονται 
απλοειδή. Τα κύτταρα στα οποία το γονιδίωµα υπάρχει σε δύο αντίγραφα, όπως είναι 
τα σωµατικά κύτταρα των ανώτερων ευκαρυωτικών οργανισµών, ονοµάζονται 
διπλοειδή. 

 
Στον άνθρωπο τα φυσιολογικά αρσενικά και θηλυκά άτοµα έχουν στον πυρήνα 

των σωµατικών τους κυττάρων 23 ζεύγη χρωµοσωµάτων. Το ένα χρωµόσωµα κάθε 
ζεύγους είναι πατρικής και το άλλο µητρικής προέλευσης και ελέγχουν τις ίδιες 
ιδιότητες. Από τα 23 ζεύγη τα 22 είναι µορφολογικά ίδια στα αρσενικά και στα 
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θηλυκά άτοµα και ονοµάζονται αυτοσωµικά χρωµοσώµατα. Το 23ο ζεύγος στα 
θηλυκά άτοµα αποτελείται από δύο Χ χρωµοσώµατα, ενώ στα αρσενικά από ένα Χ 
και ένα Υ χρωµόσωµα. 

 
 

 
 

Εικόνα 3.6: Τα χρωµατισµένα χρωµοσώµατα είναι χρήσιµα στην αποκάλυψη χρωµοσωµατικών ανωµαλιών και 
στη σύγκριση καρυοτύπων διαφορετικών ειδών (Lodish, Darnell & etc. 2003). 

 
 

Τα ζευγάρια χρωµοσωµάτων στα διπλοειδή κύτταρα µπορούν να µην είναι ίδια 
και µπορούν να περιέχουν παραλλαγές του ίδιου γονιδίου. Οι παραλλαγές έχουν 
δηµιουργηθεί από τυχαίες µεταλλάξεις µε την πάροδο του χρόνου. Μια µετάλλαξη 
αποτελείται από µια αλλαγή στην ακολουθία των ζευγαριών βάσεων στο DNA. Μια 
µετάλλαξη σε µια ακολουθία σε περιοχή κωδικοποίησης µπορεί να αλλάξει την 
ακολουθία αµινοξέων στην πρωτεΐνη. Παραλλαγές γονιδίων όπως σε αυτά που 
καταλαµβάνουν την ίδια θέση σε ένα χρωµόσωµα καλούνται αλληλόµορφα γονίδια. 
∆ύο χρωµοσώµατα µε τα ίδια τµήµατα γονιδίων θεωρούνται οµόλογα. 

Η µονάδα της αντιγραφής είναι το χρωµόσωµα. Όταν ένα κύτταρο διαιρείται, 
όλα τα χρωµοσώµατα και εποµένως τα όλα τα γονίδια του αντιγράφονται. Εκτός από 
τις πληροφορίες για τη σύνθεση των πρωτεϊνών, τα γονίδια περιλαµβάνουν επίσης 
ρυθµιστικά στοιχεία που καθορίζουν πότε και που το εν λόγω γονίδιο πρέπει να 
µεταγραφεί και να µεταφραστεί (Alberts 2008). 

 

 

Εικόνα 3.7: Μικροσκοπική εµφάνιση ενός µεταφασικού χρωµοσώµατος (Lodish, Darnell & etc. 2003). 
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3.4. RNA 

 
Το RNA ή Ριβονουκλεΐκό οξύ είναι ένα πολυµερές νουκλεΐκό οξύ που 

αποτελείται από µονοµερή νουκλεοτίδια που παίζουν σηµαντικό ρόλο στη διαδικασία 
της µετάφρασης από το δεοξυριβονουκλεϊκό οξύ (DNA) σε πρωτεϊνικά προϊόντα. Το 
RNA λειτουργεί  ως ο αγγελιοφόρος του DNA (Αγγελιοφόρο RNA ή mRNA). Το 
RNA αποτελεί δοµικό συστατικό των ριβοσωµάτων (rRNA) και επίσης αποτελεί 
σηµαντικό µεταφορέα αµινοξέων (tRNA - διαθέτει ειδικούς υποδοχείς για την 
πρόσδεση αµινοξέων και µια περιοχή αντικωδικονίου για την αναγνώριση του 
κωδικονίου που δεσµεύεται µε την ειδική ακολουθία του αγγελιοφόρου RNA µε 
ισχυρούς δεσµούς υδρογόνου) που προορίζονται για την διαδικασία της 
πρωτεΐνοσύνθεσης. Το RNA έχει δοµή παρόµοια µε το DNA, αλλά διαφέρει σε 
ορισµένα δοµικά στοιχεία: τα µόρια RNA περιέχουν ριβόζη αντί για δεοξυριβόζη σαν 
το κύριο σάκχαρο και επίσης περιέχει τη βάση ουρακίλη αντί για τη θυµίνη που 
απαντάται στο DNA. Το RNA µεταγράφεται από το DNA µε τη βοήθεια κυρίως 
ενός ενζύµου που ονοµάζεται RNA πολυµεράση και στη συνέχεια επεξεργάζεται µε 
έναν αριθµό άλλων δευτερευόντων ενζύµων. Στη συνέχεια χρησιµοποιείται σαν βάση 
για τη µετάφραση των γονιδίων σε πρωτεΐνες, µεταφέροντας αµινοξέα στα 
ριβοσώµατα για να δηµιουργηθούν πρωτεΐνες (πάντα βάσει της αρχής της 
συµπληρωµατικότητας). 

 
Στους ευκαρυωτικούς οργανισµούς το mRNA που παράγεται µε τη µεταγραφή 

υφίσταται µια διαδικασία ωρίµανσης προτού να είναι έτοιµο να προχωρήσει στα 
ριβοσώµατα για τη µετάφραση. Αυτό γίνεται γιατί τα περισσότερα γονίδια είναι 
ασυνεχή και εκτός των αλληλουχιών που µεταφράζονται υπάρχουν αλληλουχίες οι 
οποίες δε µεταφράζονται σε αµινοξέα. Οι αλληλουχίες που µεταφράζονται είναι τα 
εξώνια και εκείνες που δε µεταφράζονται είναι τα εσώνια. Έτσι, το mRNA που µόλις 
έχει σχηµατιστεί από τη µεταγραφή ενός γονιδίου ονοµάζεται πρόδροµο mRNA και 
περιέχει εσώνια και εξώνια. Το πρόδροµο mRNA µετατρέπεται σε mRNA µε τη 
διαδικασία της ωρίµανσης κατά την οποία τα εσώνια κόβονται από µικρά 
ριβοζονουκλεοπρωτεϊνικά σωµατίδια (snRNPs), που λειτουργούν ως ένζυµα. Τα 
εξώνια που αποµένουν συρράπτονται µεταξύ τους και µε αυτό τον τρόπο 
σχηµατίζεται το ώριµο mRNA που µεταφέρεται στα ριβοσώµατα για την 
πρωτεϊνοσύνθεση. ∆ύο περιοχές του ώριµου mRNA δε µεταφράζονται σε αµινοξέα, 
η µια βρίσκεται στο άκρο 5΄ και η άλλη στο άκρο 3΄  (Lodish, Darnell & etc. 2003). 

 

 
 

Εικόνα 3.8: Οι κωδικοποιηµένες πληροφορίες στο DNA µετατρέπονται σε µια ακολουθία αµινοξέων στις 
πρωτεΐνες  µε µια διαδικασία πολλαπλών βηµάτων (Lodish, Darnell & etc. 2003). 
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3.5. ΓΕΝΕΤΙΚΟΣ ΚΩ∆ΙΚΑΣ 

 
Η αλληλουχία των βάσεων του mRNA καθορίζει την αλληλουχία των αµινοξέων 

στις πρωτεΐνες µε βάση ένα κώδικα αντιστοίχισης νουκλεοτιδίων  RNA µε αµινοξέα 
πρωτεϊνών ο οποίος ονοµάζεται γενετικός κώδικας.  

 
Ο γενετικός κώδικας είναι κώδικας τριπλέτας, δηλαδή µια τριάδα νουκλεοτιδίων 

του mRNA, κωδικόνιο, κωδικοποιεί ένα αµινοξύ (συνολικά είκοσι αµινοξέα). 
Επίσης είναι µη επικαλυπτόµενος, δηλαδή κάθε νουκλεοτίδιο ανήκει σε ένα µόνο 
κωδικόνιο. Η αλληλουχία βάσεων ενός γονιδίου, και του mRNA του, που 
κωδικοποιεί µια πολυπεπτιδική αλυσίδα, αρχίζει µε το κωδικόνιο έναρξης (το AUG 
και κωδικοποιεί το αµινοξύ µεθειονίνη) και τελειώνει µε το κωδικόνιο λήξης (ένα 
από τα UAG, UGA και UAA). Η διαδροµή µε βήµα τριπλέτας από το κωδικόνιο 
έναρξης µέχρι το κωδικόνιο λήξης ορίζεται ως ανοικτό πλαίσιο ανάγνωσης (το 
κωδικόνιο έναρξης περιλαµβάνεται στο πλαίσιο ανάγνωσης ενώ το κωδικόνιο λήξης 
όχι) (Lee 2004). 

 
 
 

3.6. ΠΡΩΤΕΪΝΕΣ 

 
Οι πρωτεΐνες είναι µεγάλα σύνθετα βιοµόρια, αποτελούµενα από αµινοξέα, τα 

οποία ενώνονται µεταξύ τους µε πεπτιδικούς δεσµούς σχηµατίζοντας µια γραµµική 
αλυσίδα, καλούµενη αλυσίδα πολυπεπτιδίων. Ένας πεπτιδικός δεσµός 
δηµιουργείται µέσω αντίδρασης κατά τη διάρκεια της οποίας ένα µόριο νερού 
αφαιρείται. Λόγω του τρόπου µε τον οποίο ο πεπτιδικός δεσµός δηµιουργείται, µια 
πολυπεπτιδική αλυσίδα έχει πάντα ένα άµινο (NH2) και ένα καρβοξυλικό (COOH) 
άκρο. 

 
 

 
 

Εικόνα 3.9: ∆οµή αµινοξέων (Lodish, Darnell & etc. 2003). 

 
 
Η ακολουθία αµινοξέων σε µια πρωτεΐνη καθορίζεται από ένα γονίδιο και 

κωδικοποιείται κατά τον γενετικό κώδικα DNA. Παρόλο που ο γενετικός κώδικας 
κωδικοποιεί 20 αµινοξέα, τα αµινοξέα που συνιστούν την πρωτεΐνη συχνά υφίστανται 
χηµικές αλλαγές κατά τη µετα-µεταγραφική τροποποίηση: είτε προτού να µπορέσει η 
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πρωτεΐνη να λειτουργήσει στο κύτταρο, είτε ως τµήµα των µηχανισµών ελέγχου. Οι 
πρωτεΐνες αποτελούν είτε το δοµικό συστατικό του κυττάρου είτε συνεργούν σε 
κάποια συγκεκριµένη λειτουργία. Ο δε βιολογικός τους ρόλος καθορίζεται κάθε φορά 
από την τρισδιάστατη δοµή τους που είναι συνέπεια της αλληλουχίας των αµινοξέων, 
η οποία και ξεκινά από την πρωτοταγή δοµή. 

 
Η µετάφραση του mRNA, δηλαδή η αντιστοίχιση των κωδικονίων σε αµινοξέα 

και η σύνδεση των αµινοξέων σε πολυπεπτιδική αλυσίδα, πραγµατοποιείται στα 
ριβοσώµατα µε τη βοήθεια των tRNA, αρκετών πρωτεϊνών και ενέργειας. 

 
Η πρωτεϊνοσύνθεση διακρίνεται σε τρία στάδια: την έναρξη, την επιµήκυνση και 

τη λήξη. Κάθε ριβόσωµα αποτελείται από δύο υποµονάδες, µια µικρή και µια µεγάλη 
και έχει µια θέση πρόσδεσης του mRNA στη µικρή υποµονάδα και δύο θέσεις 
εισδοχής των tRNA στη µεγάλη υποµονάδα. Κάθε µόριο tRNA έχει µια ειδική 
τριπλέτα νουκλεοτιδίων, το αντικωδικόνιο µε την οποία προσδένεται, λόγω 
συµπληρωµατικότητας, µε το αντίστοιχο κωδικόνιο του mRNA. Επιπλέον, κάθε 
tRNA διαθέτει µια ειδική θέση σύνδεσης µε ένα συγκεκριµένο αµινοξύ. 

 
 

 
 

Εικόνα 3.10: Οι τρεις ρόλοι του RNA στην πρωτεϊνοσύνθεση (Lodish, Darnell & etc. 2003). 

 
 

Κατά την έναρξη της µετάφρασης το mRNA συνδέεται µέσω µιας αλληλουχίας 
που υπάρχει στην 5΄ αµετάφραστη περιοχή του, µε το ριβοσωµικό RNA της µικρής 
υποµονάδας του ριβοσώµατος, σύµφωνα µε τους κανόνες της συµπληρωµατικότητας 
των βάσεων.       

 
Κατά την επιµήκυνση ένα δεύτερο µόριο tRNA µε αντικωδικόνιο 

συµπληρωµατικό του δεύτερου κωδικονίου του mRNA τοποθετείται στην κατάλληλη 
εισδοχή του ριβοσώµατος, µεταφέροντας το δεύτερο αµινοξύ. Μεταξύ της 
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µεθειονίνης και του δεύτερου αµινοξέος σχηµατίζεται πεπτιδικός δεσµός. Η 
πολυπεπτιδική αλυσίδα συνεχίζει να επιµηκύνεται, καθώς νέα tRNA φέρουν 
αµινοξέα τα οποία προσδένονται µεταξύ τους. 

 
Η επιµήκυνση σταµατά σε ένα κωδίκιο λήξης (UGA, UAG ή UAA), επειδή δεν 

υπάρχουν tRNA που να αντιστοιχούν σε αυτά. Το κωδικόνιο λήξης αναγνωρίζεται 
από τον παράγοντα απελευθέρωσης ο οποίος προκαλεί τη λήξη και την 
απελευθέρωση της πολυπεπτιδικής αλυσίδας καθώς και τον αποχωρισµό των δύο 
υποµονάδων του ριβοσώµατος (Lodish, Darnell & etc. 2003, Lee 2004, Alberts 
2008).  

 
 

3.7. ΓΟΝΙ∆ΙΑΚΗ ΕΚΦΡΑΣΗ 

 
Ο όρος γονιδιακή έκφραση αναφέρεται συνήθως σε όλη τη διαδικασία µε την 

οποία ένα γονίδιο ενεργοποιείται, για να παραγάγει µια πρωτεΐνη. Όµως σε κάθε 
κύτταρο δεν παράγονται όλες οι πρωτεΐνες σε κάθε χρονική στιγµή. Επιπλέον, επειδή 
το κύτταρο χρειάζεται κάθε πρωτεΐνη σε συγκεκριµένη ποσότητα, οι πρωτεΐνες ενός 
κυττάρου δεν παράγονται σε ίσες ποσότητες. Έτσι, είναι απαραίτητη η ύπαρξη και η 
λειτουργία ενός προγράµµατος ρύθµισης της γονιδιακής έκφρασης, που παρέχει τις 
οδηγίες για το είδος και την ποσότητα των πρωτεϊνών οι οποίες πρέπει να παραχθούν 
σε κάθε συγκεκριµένη χρονική στιγµή. 

 

 
 

Εικόνα 3.11: Επτά τύποι πρωτεϊνών που συµµετέχουν στον έλεγχο της αύξησης και του πολλαπλασιασµού 
κυττάρων (Lodish, Darnell & etc. 2003). 
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Στα ευκαρυωτικά κύτταρα η γονιδιακή έκφραση ρυθµίζεται σε τέσσερα επίπεδα: 
 
• Στο επίπεδο της µεταγραφής: Ένας αριθµός µηχανισµών ελέγχουν ποια 

γονίδια θα µεταγραφούν ή/και µε ποια ταχύτητα θα γίνει η µεταγραφή. To 
DNA των ευκαρυωτικών κυττάρων δεν οργανώνεται σε οπερόνια αλλά κάθε 
γονίδιο έχει το δικό του υποκινητή και µεταγράφεται αυτόνοµα. Η RNA 
πολυµεράση λειτουργεί (όπως και στους προκαρυωτικούς οργανισµούς) µε τη 
βοήθεια πρωτεϊνών, που ονοµάζονται µεταγραφικοί παράγοντες. Κάθε 
κυτταρικός τύπος περιέχει διαφορετικά είδη µεταγραφικών παραγόντων. 
∆ιαφορετικός συνδυασµός µεταγραφικών παραγόντων ρυθµίζει τη µεταγραφή 
κάθε γονιδίου. Μόνο όταν ο σωστός συνδυασµός των µεταγραφικών 
παραγόντων προσδεθεί στον υποκινητή ενός γονιδίου, αρχίζει η RNA 
πολυµεράση τη µεταγραφή ενός γονιδίου. 

• Στο επίπεδο µετά τη µεταγραφή: Περιλαµβάνονται οι µηχανισµοί µε τους 
οποίους γίνεται η ωρίµανση του πρόδροµου mRNA και επίσης η ταχύτητα µε 
την οποία το ώριµο mRNA αφήνει τον πυρήνα και εισέρχεται στο 
κυτταρόπλασµα. 

• Στο επίπεδο της µετάφρασης: Ο χρόνος που "ζουν" τα µόρια mRNA στο 
κυτταρόπλασµα δεν είναι ο ίδιος για όλα τα είδη RNA, επειδή µετά από 
κάποιο χρονικό διάστηµα αποικοδοµούνται. Επίσης, ποικίλλει και η 
ικανότητα πρόσδεσης του mRNA στα ριβοσώµατα. 

• Στο επίπεδο µετά τη µετάφραση: Ακόµη και όταν γίνει η πρωτεϊνοσύνθεση 
και παραχθεί η κατάλληλη πρωτεΐνη, µπορεί να πρέπει να υποστεί 
τροποποιήσεις, για να γίνει βιολογικά λειτουργική. 

 
Μερικά γονίδια που κωδικοποιούν πρωτεΐνες µεταγράφονται λιγότερο ή 

περισσότερο συχνά,  και ονοµάζονται «housekeeping» γονίδια και απαιτούνται 
πάντα για τις βασικές αντιδράσεις. Άλλα γονίδια δεν µεταγράφονται ή, 
µεταγράφονται για συγκεκριµένες λειτουργίες του οργανισµού, µόνο σε ιδιαίτερες 
στιγµές και κάτω από ιδιαίτερες εξωτερικές συνθήκες. Το σήµα που «καλύπτει» ή 
«αποκαλύπτει» ένα γονίδιο µπορεί να προέλθει από το εξωτερικού του κυττάρου, 
όπως µια θρεπτική ουσία ή µια ορµόνη. Πρόσθετες ρυθµιστικές ακολουθίες στο DNA 
υπαγορεύουν εάν ένα γονίδιο θα ανταποκριθεί στα σήµατα και στη συνέχεια 
επηρεάζουν την µεταγραφή του γονιδίου που κωδικοποιεί την πρωτεΐνη (Lodish, 
Darnell & etc. 2003). 
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4. ΜΙΚΡΟΣΥΣΤΟΙΧΙΕΣ 

 
 

4.1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 
Οι µικροσυστοιχίες γονιδίων (αλλιώς γνωστές σαν γονιδιακό ή γενωµικό τσιπ, 

DNA chip είτε διάταξη γονιδίων) είναι µία διάταξη µικροσκοπικών κουκίδων που 
αντιπροσωπεύουν µοναδικά γονίδια ακινητοποιηµένα µε οµοιοπολικούς δεσµούς σε 
µία στερεή επιφάνεια (συνήθως γυάλινη). Χρησιµοποιούνται για τη µέτρηση DNA ή 
χρησιµοποιούν DNA για το σύστηµα ανίχνευσής τους. Ποσοτικές και ποιοτικές 
µετρήσεις µε µικροσυστοιχίες γονιδίων εκµεταλλεύονται την εκλεκτική φύση της 
αρχής της συµπληρωµατικότητας µεταξύ νουκλεϊκών οξέων DNA-DNA ή DNA-
RNA, υπό αυστηρά ελεγχόµενες συνθήκες θερµοκρασίας και µε τη χρήση 
φθοριζουσών ουσιών.  

 
Η τεχνολογία των µικροσυστοιχιών επιτρέπει την µέτρηση των επιπέδων 

έκφρασης χιλιάδων διαφορετικών µορίων RNA σε µια συγκεκριµένη στιγµή της ζωής 
ενός οργανισµού, ενός ιστού, ή ενός κυττάρου. Η σύγκριση των επιπέδων των µορίων 
RNA µπορεί να χρησιµοποιηθεί για να αποκρυπτογραφηθούν χιλιάδες διαδικασίες 
που συµβαίνουν ταυτόχρονα στους ζωντανούς οργανισµούς. 

 
Μπορεί να χρησιµοποιηθεί σε κλινικές συνθήκες προκειµένου: 
 
1. Να προσδιοριστούν διαγνωστικοί ή προγνωστικοί βιοδείκτες 
2. Να ταξινοµηθούν ασθένειες (π.χ., καρκινικοί όγκοι µε διαφορετική πρόγνωση 

που δεν µπορούν να διακριθούν µε µικροσκοπική εξέταση) 
3. Να ελεγχθεί η απόκριση στη θεραπεία  και 
4. Να γίνουν κατανοητοί οι µηχανισµοί που σχετίζονται µε την έναρξη της 

ασθένειας. 
 
Τα πειράµατα µε χρήση µικροσυστοιχιών περιέχουν πολλά βήµατα, κάθε ένα από 

τα οποία εισάγει το δικό του θόρυβο και απόκλιση. Το τελικό αποτέλεσµα µπορεί να 
επηρεαστεί από οποιαδήποτε από τα βήµατα της διαδικασίας και απαιτείται καλός 
πειραµατικός σχεδιασµός και προσεκτική στατιστική ανάλυση για την επιτυχή 
ερµηνεία των δεδοµένων. 

 
Οι µικροσυστοιχίες DNA αποτελούνται από «κουκίδες» (spots) µεγέθους 5-

150µm πάνω σε µια στέρεα επιφάνεια, κυρίως γυάλινη. Σε αυτές τις κουκίδες, 
επικολλώνται τµήµατα µονόκλωνου DNA µήκους από 20 έως 1000 ή ακόµα και 
περισσότερες βάσεις. Αυτές οι µικροσυστοιχίες προσδιορίζουν την ακολουθία 
βάσεων DNA ενός γονιδίου σε ένα δείγµα χρησιµοποιώντας  mRNA ή cDNA που 
έχει σηµανθεί µε φθορίζουσες ουσίες. Στη συνέχεια τα ιχνηθετηµένα mRNAs ή 
cDNAs υβριδοποιούνται µε τα ακινητοποιηµένα τµήµατα DNA στο πλακίδιο. Τα 
πλακίδια στη συνέχεια σαρώνονται µε υψηλής ταχύτητας ανιχνευτές φθορισµού 
(Prasad 2003). 
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Εικόνα 4.1: Παράδειγµα µικροσυστοιχίας µε περίπου 40.000 ακολουθίες ανίχνευσης, µε µεγεθυµένο τµήµα 

της για να φανούν οι λεπτοµέρειες (Prasad 2003). 

 
 
Υπάρχουν τρεις βασικές τεχνικές δηµιουργίας µικροσυστοιχιών: 
 
1. τυπωµένες cDNA µικροσυστοιχίες  
2. τυπωµένες ολιγονουκλεοτιδικές µικροσυστοιχίες 
3. in situ ολιγονουκλεοτιδικές µικροσυστοιχίες 

 
Οι δύο κύριες πλατφόρµες για την κατασκευή υψηλής πυκνότητας 

µικροσυστοιχίες (>70,000 ξεχωριστοί κλώνοι) είναι οι τυπωµένες cDNA 
µικροσυστοιχίες και τα GeneChips. Οι πρώτες αφορούν την ροµποτική εκτύπωση 
µορίων DNA (robotic spotting) που συχνά αποµονώνονται από αλληλουχίες EST (µε 
τεχνικές αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης, polymerase chain reaction, PCR, -
υπάρχουν περίπου 1,000,000 EST's που αντιπροσωπεύουν το 60-90% όλων των 
γονιδίων) πάνω σε ένα κατάλληλο συµπαγές υπόστρωµα. Το πλεονέκτηµα της 
πλατφόρµας αυτής είναι ότι µπορούν να τυπωθούν και άγνωστες αλληλουχίες.  

 
Τα GeneChips αφορούν την in-situ σύνθεση οµάδων ειδικών για γονίδια 

ολιγονουκλεοτιδίων πάνω σε ένα παρόµοιο υπόστρωµα µέσω µίας φωτολιθογραφικής 
διαδικασίας, ή µίας άλλης διαδικασίας σύνθεσης, γνωστής ως in-situ light-directed 
combinatorial synthesis, ή µέσω συµβατικής σύνθεσης ακολουθούµενης από 
καθήλωση σε υπόστρωµα. 

 
Να σηµειωθεί ότι στην παρούσα εργασία, ως ανιχνευτές DNA (probes) 

αναφέρονται οι γνωστές ακολουθίες DNA που βρίσκονται ακινητοποιηµένες στη 
µικροσυστοιχία σαν «µονάδες ανίχνευσης», ενώ ως στόχοι (targets), το σύνολο των 
RNA που είναι προς εξέταση, το οποίο ιχνηθετείται µε φθορίζουσες χρωστικές ουσίες 
και στη συνέχεια υβριδίζεται µε τους ανιχνευτές (Lee 2004). 
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4.2. ΕΠΙΛΟΓΗ ΚΑΙ ΣΥΝΘΕΣΗ ΑΚΟΛΟΥΘΙΑΣ ΑΝΙΧΝΕΥΣΗΣ 

 
Για µεγάλης κλίµακας µελέτες έκφρασης γονιδίων, το πρώτο βήµα είναι να 

επιλεγούν και να προετοιµαστούν οι συγκεκριµένοι ανιχνευτές υβριδοποίησης.  
 
Η τεχνολογία µικροσυστοιχιών cDNA παρέχει µεγάλη ευελιξία στην επιλογή και 

την παραγωγή των σειρών, δεδοµένου ότι οι αλληλουχίες ελέγχου µπορούν να 
δηµιουργηθούν από τις βιβλιοθήκες cDNA. Μια cDNA βιβλιοθήκη είναι ένα σύνολο 
πλασµιδίων µε ενσωµατωµένα κοµµάτια mRNA  που έχουν µετατραπεί σε cDNA µε 
τη διαδικασία της αντίστροφης µεταγραφής. Η ακολουθία ανίχνευσης που 
χρησιµοποιείται σε µια µικροσυστοιχία cDNA µπορεί να ενισχυθεί από µια τέτοια 
βιβλιοθήκη cDNA µε τη µέθοδο PCR (αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης). Η 
επιλογή των DNA που θα χρησιµοποιηθούν στις κουκίδες της µικροσυστοιχίας 
καθορίζει το ποια γονίδια θα µπορέσουν να ανιχνευθούν σε µια ανάλυση συγκριτικού 
υβριδισµού (Prasad 2003). 

 
Τα κύρια βήµατα προετοιµασίας των δειγµάτων και εκτέλεσης ενός πειράµατος 

cDNA µικροσυστοιχίας είναι: 
 
1. Αποµόνωση του mRNA και πολυµερισµός του µε τη γνωστή τεχνική 

αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης (PCR), η οποία παράγει πολλά 
αντίγραφα των συγκεκριµένων τµηµάτων mRNA. 

2. Μετατροπή του mRNA σε cDNA µε τη µέθοδο αντίστροφης µεταγραφής, 
µια διαδικασία που είναι η αντίστροφη της κανονικής διαδικασίας 
µεταγραφής, που παράγει mRNA από το DNA. 

3. Σήµανση  του προς εξέταση δείγµατος cDNA µε κόκκινη (Cy5) και του 
δείγµατος ελέγχου (αναφορά) µε πράσινη (Cy3) χρωστική ουσία φθορισµού. 

4. Υβριδισµός µε τις γνωστές αλληλουχίες βάσεων της µικροσυστοιχίας. 
5. Έκπλυση των αδέσµευτων κλώνων. 
6. Σάρωση της µικροσυστοιχίας. 
7. Ανάλυση των δεδοµένων. 
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Εικόνα 4.2: Παράδειγµα εκτέλεσης ενός πειράµατος µικροσυστοιχίας (Lodish, Darnell & etc. 2003). 

 
 

4.3. ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ mRNA και ΑΝΤΙΣΤΡΟΦΗ ΜΕΤΑΓΡΑΦΗ  

 
Ένα µόριο αγγελιοφόρου RNA περιλαµβάνει µια ακολουθία νουκλεοτιδίων που 

αντιστοιχεί στην ακολουθία αµινοξέων στην πρωτεΐνη. Αυτό το τµήµα του 
νουκλεϊνικού οξέος καλείται περιοχή κωδικοποίησης (coding region). Επειδή το 
mRNA, είναι ένα ακριβές αντίγραφο των περιοχών κωδικοποίησης του DNA, η 
ανάλυση του mRNA µπορεί να χρησιµοποιηθεί για να προσδιορίσει πολυµορφισµούς 
στις περιοχές κωδικοποίησης του DNA. Ένας πολυµορφισµός είναι µια περιοχή 
DNA για την οποία υπάρχουν παραλλαγές στις ακολουθίες νουκλεοτιδίων σε έναν 
πληθυσµό οργανισµών. Τέτοιες παραλλαγές µπορούν µερικές φορές να εξηγήσουν 
την ύπαρξη µιας ασθένειας ή την έλλειψη ενός ενζύµου µέσα σε έναν πληθυσµό. 

 
Η προετοιµασία του mRNA που θα χρησιµοποιηθεί σε µια µικροσυστοιχία 

απαιτεί την αποµόνωση του από το υπόλοιπο mRNA. Το mRNA αποτελεί µόνο το 
3% του ολικού RNA ενός κυττάρου, οπότε η αποµόνωσή του σε ικανοποιητικές 
ποσότητες για την εκτέλεση ενός πειράµατος (1-2 µg) µπορεί να είναι δύσκολη. 
Επίσης τα µόρια mRNA είναι δύσκολο να χρησιµοποιηθούν λόγω της ευαισθησίας 
τους που τα καθιστά ευπαθή. Το περιβάλλον είναι γεµάτο από ένζυµα που 
αποικοδοµούν µόρια RNA. Για να αποτραπεί η απώλεια των δειγµάτων, αυτά 
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υπόκεινται σε αντίστροφη µεταγραφή, ώστε να ληφθούν σε DNA µορφή που είναι 
πιο σταθερή. Τα προϊόντα αυτής της αντίδρασης ονοµάζονται συµπληρωµατικά DNA 
(cDNA), διότι οι αλληλουχίες τους είναι συµπληρωµατικές προς τα αρχικά  mRNA. 

 
Ένα πρόβληµα µε την σύνθεση του cDNA είναι ότι δεν µπορούν όλα τα mRNA 

να µεταγραφούν αντίστροφα µε την ίδια αποτελεσµατικότητα. Το γεγονός αυτό 
µπορεί να οδηγήσει σε αλλαγή των σχετικών ποσοτήτων των διαφορετικών mRNA 
που ανιχνεύονται από την µικροσυστοιχία. Ένα πρόσθετο πρόβληµα αποτελεί το ότι 
µερικά mRNA µεταγράφονται αντίστροφα µόνο για µερικό µήκος τους, οπότε είναι 
πιο δύσκολο να δεσµευτούν στα συµπληρωµατικά τους DNA στην µικροσυστοιχία 
(Prasad 2003). 

 
 

4.4. ΦΘΟΡΙΖΟΥΣΑ ΣΗΜΑΝΣΗ ΤΩΝ cDNA  

 
Για να ανιχνευθούν τα cDNA που έχουν δεσµευθεί στη µικροσυστοιχία πρέπει να 

σηµανθούν µε ένα µόριο που να προσδιορίζει την παρουσία τους. Τέτοιου είδους 
µόρια που χρησιµοποιούνται στον συγκριτικό υβριδισµό µε µικροσυστοιχίες είναι 
φθορίζουσες χρωστικές. Μια χρωστική µε διαφορετικό χρώµα συνήθως 
χρησιµοποιείται για κάθε δείγµα, ώστε να µπορούν να διακριθούν τα δύο δείγµατα 
πάνω στην µικροσυστοιχία. 

 
Οι φθορίζουσες χρωστικές εµφανίζουν χρώµα µόνο όταν διεγερθούν από 

συγκεκριµένης συχνότητας φως από λέιζερ. Ακόµη όµως και τότε τα χρώµατα δεν 
είναι άµεσα παρατηρήσιµα: το µήκος κύµατος του εκπεµπόµενου φωτός 
χρησιµοποιείται για να ρυθµίσει έναν ανιχνευτή που µετρά τον φθορισµό. 

 
Ο αριθµός των φθοριζόντων µορίων που σηµαίνουν κάθε cDNA εξαρτάται από το 

µήκος του και πιθανόν από την αλληλουχία του, τα οποία συχνά δεν είναι γνωστά. 
Αυτός είναι ένας λόγος που εξηγεί γιατί οι εντάσεις φθορισµού για διαφορετικά  
cDNA δεν µπορούν να συγκριθούν ποσοτικά. Ωστόσο, πανοµοιότυπα cDNA από 
κάθε κλώνο µπορούν να συγκριθούν αρκεί ο ίδιος αριθµός µορίων σήµανσης να έχει 
προστεθεί στην DNA ακολουθία του κάθε κλώνου. 

 
Για να εξισωθούν οι ολικές συγκεντρώσεις των δύο cDNA, τα διαλύµατα 

αραιώνονται πριν να εφαρµοστούν στη µικροσυστοιχία ώστε να έχουν την ίδια 
συνολική ένταση φθορισµού. Η διαδικασία κάνει δύο πιθανώς αδικαιολόγητες 
υποθέσεις: πρώτον ότι το συνολικό ποσό του mRNA σε κάθε τύπο κυττάρου που 
εξετάζεται είναι το ίδιο και δεύτερον ότι κάθε χρωστική εκπέµπει το ίδιο ποσό φωτός 
σε σχέση µε την συγκέντρωσή της. Η δεύτερη υπόθεση µπορεί να εξαλειφθεί µε 
κατάλληλη κανονικοποίηση, αλλά η πρώτη είναι δύσκολο να ελεγχθεί. 

 
Υπάρχει ποικιλία στις µεθόδους σήµανσης του στόχου και οι πιο συχνά 

χρησιµοποιούµενες είναι:  
 
1. RNA µπορεί να σηµανθεί µέσω της αντίστροφης µεταγραφής (RT) µε την 

ενσωµάτωση τροποποιηµένων νουκλεοτιδίων (nt), είτε άµεσα ιχνηθετηµένων 
µε δείκτες φθορισµού είτε αργότερα χηµικά επικολλώµενων. 
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2. Μια πολύ διαφορετική στρατηγική περιλαµβάνει την ενίσχυση του 
αγγελιοφόρου RNA µε in vitro µεταγραφή (IVT) από µια ακολουθία 
υποκινητών που ενσωµατώνεται στο cDNA κατά την αντίστροφη µεταγραφή 
RT.  

3. Νουκλεοτίδια τροποποιηµένα µε βιοτίνη ενσωµατώνονται στην in vitro 
µεταγραφή και χρησιµοποιούνται στη συνέχεια σαν βάσεις για την σήµανση 
µε την φθορίζουσα ουσία. 

 
Συνήθως τα δύο δείγµατα (ένα προς έλεγχο και ένα ως αναφορά) υβριδίζονται σε 

κάθε αντικειµενοφόρο πλάκα για να αντισταθµίσουν τυχόν διαφορές στη διαδικασία 
επισήµανσης.  Για το προς εξέταση δείγµα και το δείγµα αναφοράς (για παράδειγµα, 
δείγµα ασθενούς και υγιούς ιστού)  µε τη διαδικασία της αντίστροφης µεταγραφής 
δηµιουργούνται cDNA µόρια που ιχνηθετούνται µε δύο διαφορετικές χρωστικές 
ουσίες φθορισµού σε χωριστούς δοκιµαστικούς σωλήνες και στη συνέχεια 
αναµειγνύονται για ταυτόχρονο υβριδισµό µε τις γνωστές ακολουθίες DNA της 
µικροσυστοιχίας. Οι δηµοφιλέστερες επιλογές για τις χρωστικές ουσίες φθορισµού 
είναι Cy3 (πράσινο) και Cy5 (κόκκινο). Το φάσµα εκποµπής όλων των χρωστικών 
ουσιών που χρησιµοποιούνται, βρίσκεται σε επαρκώς διακριτά µήκη κύµατος για να 
είναι δυνατή η ανίχνευσή τους (Lee 2004). 

 
 

4.5. ΚΑΤΑΣΚΕΥΗ ΤΗΣ cDNA ΜΙΚΡΟΣΥΣΤΟΙΧΙΑΣ 

 
Στις τυπωµένες cDNA µικροσυστοιχίες, οι DNA ανιχνευτές τοποθετούνται σαν 

διάλυµα στην επιφάνεια της αντικειµενοφόρου πλάκας και έπειτα προσδένονται. 
Υπάρχουν διάφορες επιλογές των υλικών υποστήριξης, από πλαστικά πολυµερή 
µέχρι γυαλί. Η επιφάνεια των µικροσκοπικών γυάλινων πλακών επικαλύπτεται 
συνήθως µε χηµικές ουσίες για να µειωθεί ο φθορισµός του υποβάθρου από το µη 
ειδικό υβριδισµό του σηµασµένου στόχου. 

 
Υπάρχουν δύο βασικές µέθοδοι για εκτύπωση των cDNA επάνω στην 

αντικειµενοφόρο πλάκα. 
 
1. Η εκτύπωση µε επαφή, στηρίζεται σε ακίδες (τριχοειδή) που παίρνουν 

διάλυµα και το τοποθετούν σαν σταγόνες πάνω στην πλάκα. 
2. Η εκτύπωση χωρίς επαφή, όπου χρησιµοποιούνται παραλλαγές της 

τεχνολογίας έγχυσης, στην οποία µικρές σταγόνες διαλύµατος µπορούν να 
ψεκαστούν µε υψηλή ακρίβεια επάνω σε µια επιφάνεια (Prasad 2003). 
 
 

4.6. ΥΒΡΙ∆ΙΣΜΟΣ 

 
Ο υβριδισµός του ιχνηθετηµένου στόχου µε τους ανιχνευτές DNA στη 

µικροσυστοιχία πραγµατοποιείται µε την προσθήκη των στόχων σε διαλυτή µορφή 
µέσω ρυθµιστικού διαλύµατος στη αντικειµενοφόρο πλάκα, µέσα σε ένα 
περιορισµένο χώρο, που ακολουθείται από επώαση για ένα δεδοµένο χρονικό 
διάστηµα σε ορισµένη θερµοκρασία.  
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Οι συνθήκες υβριδοποίησης πρέπει να είναι τέτοιες ώστε να προωθηθούν οι 
ειδικές υβριδοποιήσεις (specific hybridizations) µεταξύ του στόχου και των 
µεµονωµένων ακολουθιών ανίχνευσης και να περιοριστούν οι µη ειδικές 
υβριδοποιήσεις (non specific hybridizations) µε την ίδια τη βάση ή µε άλλες 
ακολουθίες ανίχνευσης. 

 
Η µικροσυστοιχία διαθέτει εκατοντάδες ή χιλιάδες κουκίδες, καθεµία από τις 

οποίες περιέχει DNA µε διαφορετική αλληλουχία. Εάν ένας κλώνος περιέχει cDNA 
το οποίο είναι συµπληρωµατικό ως προς το DNA µιας κουκίδας, το cDNA αυτό θα 
υβριδιστεί στην κουκίδα και θα είναι ανιχνεύσιµο λόγω του φθορισµού του. Με τον 
τρόπο αυτό κάθε κουκίδα στη µικροσυστοιχία δείχνει την παρουσία ή µη ενός 
συγκεκριµένου cDNA. Σε κάθε κουκίδα υπάρχει αρκετό DNA ώστε και οι δύο 
κλώνοι να µπορούν να υβριδιστούν σε αυτή.  

 
Μετά την υβριδοποίηση και έπειτα από αρκετές ώρες, το διάλυµα προς 

υβριδοποίηση απορρίπτεται και οι αντικειµενοφόρες πλάκες υποβάλλονται σε 
έκπλυση για να αφαιρεθούν οι µη ειδικοί υβριδισµοί των στόχων. Μετά από τη 
διαδικασία έκπλυσης, η αντικειµενοφόρος πλάκα είναι ξηρή και έτοιµη να σαρωθεί. 
Οι χρησιµοποιούµενες χρωστικές ουσίες εξασθενούν µε την πάροδο του χρόνου από 
την έκθεση στο φως.  Έτσι τα υβριδοποιηµένα πλακίδια και τα ιχνηθετηµένα 
διαλύµατα των στόχων πρέπει να αποθηκεύονται στο σκοτάδι (Prasad 2003, 
Quackenbush 2001).  

 
 

4.7. ΣΑΡΩΣΗ ΚΑΙ ΑΝΑΛΥΣΗ ΕΙΚΟΝΑΣ 

  
Όταν οι cDNA κλώνοι έχουν υβριδιστεί στη µικροσυστοιχία και κάθε αδέσµευτος 

κλώνος έχει εκπλυθεί, η µικροσυστοιχία σαρώνεται για να καθοριστεί το ποσοστό 
του κάθε κλώνου που έχει προσδεθεί σε κάθε κουκίδα. Οι κλώνοι είναι σηµασµένοι 
µε φθορίζοντα µόρια που εκπέµπουν ανιχνεύσιµο φως όταν διεγερθούν από λέιζερ. 
Οι ανιχνευτές των µικροσυστοιχιών χρησιµοποιούν συνεστιακά λέιζερ ή άλλες πηγές 
φωτός για να παραγάγουν φως στο µήκος κύµατος που διεγείρει τις χρωστικές ουσίες 
φθορισµού. Το εκπεµπόµενο φως ανιχνεύεται από τον ανιχνευτή, ο οποίος 
καταγράφει και την έντασή του. 

 
Κάθε ένα από τα φθορίζοντα µόρια που έχουν χρησιµοποιηθεί για να σηµανθούν 

τα cDNA έχει ένα χαρακτηριστικό µήκος κύµατος διέγερσης: µόνο φως µε το 
συγκεκριµένο µήκος κύµατος µπορεί να προκαλέσει τον φθορισµό του µορίου. Το 
εκπεµπόµενο φως έχει επίσης χαρακτηριστικό µήκος κύµατος το οποίο είναι 
διαφορετικό από το µήκος κύµατος διέγερσης. Ο ανιχνευτής,  που χρησιµοποιείται 
για τον εκπεµπόµενο από τη µικροσυστοιχία φθορισµό, είναι ευαίσθητος στο µήκος 
κύµατος εκποµπής, αλλά φιλτράρει και το µήκος κύµατος διέγερσης: µε τον τρόπο 
αυτό το φθορίζον φως που µας ενδιαφέρει µπορεί να διαχωριστεί από το φως του 
λέιζερ που διαχέεται από το πλακίδιο. 

 
Ένα καλό ζευγάρι ανιχνευτών για ένα πείραµα συγκριτικού υβριδισµού θα πρέπει 

να διαθέτει πολλά διαφορετικά µήκη κύµατος εκποµπής ή διέγερσης. Φως το οποίο 
εκπέµπεται από τις δύο χρωστικές, µπορεί επιλεκτικά να φιλτραριστεί, και να 
µετρηθεί ξεχωριστά το ποσό που εκπέµπεται από κάθε χρωστική. Τα µήκη κύµατος 
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διέγερσης είναι διαφορετικά, καθιστώντας δυνατή την διέγερση κάθε χρωστικής και 
στη συνέχεια της σάρωση της κάθε µιας, ξεχωριστά.  

 
Με τη σάρωση της µικροσυστοιχίας αποκτάται µια εικόνα της µικροσυστοιχίας 

µε τις υβριδοποιηµένες χρωστικές ουσίες φθορισµού. Η ένταση του φθορισµού 
εκποµπής των χρωστικών ουσιών αποτυπώνεται σε υψηλής ευκρίνειας 
µονοχρωµατικές εικόνες που αποκτώνται για κάθε φθορίζουσα χρωστική ουσία. Το 
λογισµικό των σαρωτών δηµιουργεί έπειτα µια σύνθετη χρωµατισµένη εικόνα για 
υβριδοποιήσεις που περιλαµβάνουν πολλές χρωστικές ουσίες. Ο στόχος είναι να 
µετρηθεί, για κάθε κουκίδα της µικροσυστοιχίας, το σχετικό ποσό φθορισµού από 
κάθε χρωστική ουσία που υβριδοποιείται µε το στόχο της. Έπειτα, προσδιορίζονται οι 
ακολουθίες ανίχνευσης DNA και ποσοτικοποιούνται οι εντάσεις από την υψηλής 
ευκρίνειας εικόνα (Lee 2004, Prasad 2003, Causton, Quackenbush & Brazma 2003). 

 
Η διαδικασία σάρωσης των εικόνων από τυπωµένες cDNA µικροσυστοιχίες 

µπορεί να χωριστεί σε τρία τµήµατα, συµπεριλαµβανοµένου της εφαρµογής 
πλέγµατος (gridding), της κατάτµησης (segmentation), και της εκτίµησης της έντασης 
(intensity extraction).  
 

Η εφαρµογή πλέγµατος είναι η διαδικασία απόδοσης συντεταγµένων σε κάθε µία 
από τις κουκίδες. Ένα πλέγµα τοποθετείται κατά προσέγγιση στην θέση των 
κουκίδων, και ένας αλγόριθµος χρησιµοποιείται για να καθορίσει µε ακρίβεια τη 
θέση των κουκίδων και να ταξινοµήσει τα εικονοστοιχεία (pixels)  ως τµήµα σηµείου 
ενδιαφέροντος ή του υποβάθρου. Επίσης, το αρχείο πλέγµατος περιέχει πληροφορίες 
για την ταυτότητα της κάθε κουκίδας. 

 
Η διαδικασία κατάτµησης, επιτρέπει την ταξινόµηση των εικονοστοιχείων είτε 

ως σηµείο ενδιαφέροντος είτε ως υπόβαθρο. Οι αλγόριθµοι κατάτµησης σχεδιασµένοι 
να ανιχνεύουν τα όρια των κουκίδων, περιλαµβάνουν τους αλγορίθµους ανίχνευσης 
ακµών, τις µεθόδους ιστογράµµατος και την κατάτµηση µε βάση καθορισµένους και 
προσαρµοσµένους κύκλους. 

 
Μόλις αποφασιστούν οι θέσεις των κουκίδων, υπολογίζονται οι εντάσεις 

φθορισµού όλων των εικονοστοιχείων µέσα σε κάθε κουκίδα και έξω από αυτή (δηλ., 
το τοπικό υπόβαθρο) και δηµιουργείται ένα αρχείο αποτελεσµάτων, σε ένα βήµα που 
καλείται εκτίµηση έντασης. Αυτό περιλαµβάνει τον υπολογισµό, για κάθε κουκίδα 
της µικροσυστοιχίας, της εντάσεως φθορισµού του σήµατος ενδιαφέροντος, της 
εντάσεως φθορισµού του υποβάθρου, των θέσεων, των µέσων όρων, των διαµέσων, 
των τυπικών αποκλίσεων, κ.α. και ενδεχοµένως ποιοτικών µέτρων. 

 
Εάν ένα συγκεκριµένο γονίδιο είναι πολύ ενεργό, παράγει πολλά µόρια 

αγγελιοφόρου RNA, τα οποία υβριδοποιούνται µε το DNA στη µικροσυστοιχία και 
παράγουν µια πολύ φωτεινή περιοχή φθορισµού. Γονίδια που είναι λιγότερο ενεργά 
παράγουν λιγότερα µόρια mRNA και οδηγούν σε πιο αµυδρά σήµατα φθορισµού. 
Εάν δεν υπάρχει φθορισµός, κανένα από τα µόρια mRNA δεν έχει υβριδοποιηθεί στο 
DNA, δείχνοντας ότι το γονίδιο είναι ανενεργό. Οι ερευνητές χρησιµοποιούν συχνά 
αυτήν την τεχνική για να εξετάσουν τη δραστηριότητα των διάφορων γονιδίων σε 
διαφορετικές στιγµές. 
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Χρησιµοποιώντας το λογισµικό ανάλυσης εικόνας, καθορίζονται οι εντάσεις των 
σηµάτων κάθε χρωστικής ουσίας σε κάθε κουκίδα της µικροσυστοιχίας και 
προσδιορίζεται ο λόγος (Cy5/Cy3). Μια θετική τιµή για το λόγο (Cy5/Cy3) δείχνει 
µια σχετική περίσσια του αντιγράφου που έχει χρωστεί µε Cy5 στο δείγµα, ενώ µια 
αρνητική τιµή του λόγου (Cy5/Cy3) είναι ενδεικτική µιας σχετικής περίσσειας των 
αντιγράφων του δείγµατος που έχουν σηµανθεί µε Cy3. Στη συνέχεια τα δεδοµένα 
αναλύονται (Lee 2004, Prasad 2003, Causton, Quackenbush & Brazma 2003). 

 
 

4.8. ΕΠΑΛΗΘΕΥΣΗ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ  

 
Η τεχνολογία µικροσυστοιχιών χρησιµοποιήθηκε περισσότερο ως ερευνητική 

µεθοδολογία και τα αποτελέσµατα της επαληθεύονται µε πιο ακριβείς µεθόδους. Η 
δυναµική της έγκειται στο γεγονός ότι δίνει τη δυνατότητα να ερευνηθεί ολόκληρο 
σχεδόν το γονιδίωµα σε ένα µόνο πείραµα, προσφέροντας µια ολιστική προσέγγιση 
που µπορεί να αποκαλύψει πρότυπα έκφρασης που οι παραδοσιακές µέθοδοι δεν 
µπορούν. 

 
Η ανάλυση των µικροσυστοιχιών χρησιµοποιείται συχνά για την ανακάλυψη των 

γονιδίων που είναι υποψήφια για περαιτέρω ανάλυση. Επειδή το κόστος κατασκευής 
των µικροσυστοιχιών είναι µεγάλο στις µέρες µας, πριν την εκτέλεση εκτενέστερων 
πειραµάτων, απαιτείται επαλήθευση των αποτελεσµάτων µε ανεξάρτητες µεθόδους, 
όπως η Nothern blot ανάλυση και η ποσοτική µέθοδος αντίστροφης µεταγραφής PCR 
πραγµατικού χρόνου (quantitative real-time RT-PCR- qRT-PCR). 

 
Η Nothern blot ανάλυση είναι µια µέθοδος στην οποία RNA ανιχνεύεται µε 

υβριδισµό µε ραδιοσηµασµένο cDNA. Πρόκειται για µεταφορά µορίων RNA από 
γέλη αγαρόζης, όπου και προηγήθηκε διαχωρισµός, σε µια µεµβράνη µε τριχοειδή 
προσρόφηση. Μετά τη µεταφορά στη µεµβράνη, πραγµατοποιείται υβριδισµός µε 
ραδιοσηµασµένο cDNA συµπληρωµατικό του υπό µελέτη γονιδίου, και µε τη 
βοήθεια ακτίνων-Χ λαµβάνεται µια εκτίµηση της σχετικής έκφρασης αυτού. 

  
Στην µέθοδο qRT-PCR αρχικά το RNA µεταγράφεται αντίστροφα σε cDNA και 

στη συνέχεια η ενίσχυση καταγράφεται µε φθορισµό σε πραγµατικό χρόνο σε κάθε 
κύκλο επαύξησης. Οι τιµές φθορισµού που καταγράφονται κατά τη διάρκεια κάθε 
κύκλου αντιπροσωπεύουν την ποσότητα των επαυξηµένων προϊόντων µε PCR. Το 
σηµείο στο οποίο καταγράφεται στατιστικά σηµαντικό σήµα σε σχέση µε το 
υπόβαθρο, αποκαλείται κύκλος κατώφλι. Η ποσότητα που καταγράφεται κατά τον 
κύκλο κατώφλι είναι αντιστρόφως ανάλογη του λογαρίθµου της αρχικής ποσότητας. 
Κατασκευάζονται έτσι τυπικές καµπύλες γνωστών ποσοτήτων αρχικών προτύπων, 
που χρησιµοποιούνται στη συνέχεια για να µπορούν µε ακρίβεια να 
ποσοτικοποιηθούν και τα υπό µελέτη άγνωστα δείγµατα (Lee 2004). 
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5. ΕΠΙΣΚΟΠΗΣΗ ΑΛΓΟΡΙΘΜΩΝ ΕΠΕΞΕΡΓΑΣΙΑΣ ∆Ε∆ΟΜΕΝΩΝ 

 
Τα δεδοµένα που λαµβάνονται από τις µικροσυστοιχίες είναι θορυβώδη, εξαιτίας 

διαφόρων πηγών διακύµανσης στα πειράµατα. Προκειµένου να αποκτηθούν 
αξιόπιστα δεδοµένα γονιδιακής έκφρασης για περαιτέρω ανάλυση (π.χ. οµαδοποίηση) 
και ερµηνεία, οι πειραµατικές διαδικασίες πρέπει να είναι αυστηρά τυποποιηµένες, 
ώστε να ελαχιστοποιηθεί ο θόρυβος και έχουν αναπτυχθεί διαφορετικές µέθοδοι για 
τη διόρθωση θορύβου  υποβάθρου, το φιλτράρισµα των «κακής» ποιότητας σηµείων 
και για την κανονικοποίηση δεδοµένων. 

 
 

5.1. ∆ΙΟΡΘΩΣΗ ΘΟΡΥΒΟΥ ΥΠΟΒΑΘΡΟΥ 

 
Η µέση ένταση µιας κουκίδας, υπολογίζεται από το µέσο όρο όλων των 

εικονοστοιχείων της και αποτελείται από το σήµα φθορισµού του cDNA που 
υβριδίζεται στην κουκίδα, το φθορισµό υποβάθρου που προκύπτει από τη µη ειδική 
υβριδοποίηση και από ανεπιθύµητες συνεισφορές από το θόρυβο και το σφάλµα 
µέτρησης φωτονίων (Lee 2004). 

 
Έτσι τα δεδοµένα των µικροσυστοιχιών πρέπει να διορθωθούν όσον αφορά στο 

θόρυβο του υποβάθρου για να εξαλειφθούν τα φαινόµενα µη ειδικής υβριδοποίησης ή 
της χωρικής ετερογένειας κατά µήκος της συστοιχίας.  

 
Το λογισµικό ανάλυσης εικόνας, µέτρα τις εντάσεις στα κανάλια CH1 και CH2, 

οι οποίες είναι µη διορθωµένες µέσες εντάσεις των εικονοστοιχείων για κάθε κουκίδα 
της µικροσυστοιχίας για τα σήµατα φθορισµού από τον υβριδισµό των δύο 
επισηµασµένων δειγµάτων και επιστρέφει τις εντάσεις του σήµατος ενδιαφέροντος 
και του υποβάθρου για κάθε κουκίδα. Το σήµα ενδιαφέροντος (foreground) είναι 
µια µέτρηση της συνολικής έντασης της κουκίδας, ενώ το υπόβαθρο είναι η µέτρηση 
του περιβαλλοντικού σήµατος (Quackenbush 2001). 

 
Ο φθορισµός του υποβάθρου µπορεί να προκύψει από πολλές πηγές, όπως τη µη 

ειδική υβριδοποίηση του επισηµασµένου δείγµατος στην επιφάνεια της συστοιχίας, 
τον φυσικό φθορισµό της γυάλινης πλάκας, τον οπτικό θόρυβο από τον ανιχνευτή ή 
να είναι αποτέλεσµα της επεξεργασίας. Η αφαίρεση του περιβαλλοντικού, µη ειδικού 
σήµατος υβριδοποίησης από τη συνολική ένταση είναι γνωστή ως διόρθωση 
υποβάθρου. Απαιτείται για το λόγο αυτό µια εκτίµηση του φθορισµού του 
υποβάθρου.  

 
Υπάρχουν διάφορες µέθοδοι εκτίµησής του. Οι τιµές έντασης του τοπικού 

υποβάθρου αποτελούν µια εκτίµηση του υποβάθρου, αν ληφθούν υπόψη τα 
εικονοστοιχεία που περιβάλλουν την κάθε κουκίδα. Είναι ο µέσος όρος ή η µεσαία 
τιµή των εντάσεων αυτών των εικονοστοιχείων. Αυτή η διαδικασία έχει το 
πλεονέκτηµα ότι αντιµετωπίζει κάθε κουκίδα ξεχωριστά, επιτρέποντας να εκτιµηθούν 
διακυµάνσεις στο υπόβαθρο.  

 
Μια άλλη προσέγγιση είναι η εκτίµηση του ολικού (global) υποβάθρου, που 

αποτελεί ουσιαστικά µια µόνο µέτρηση  του υποβάθρου, που χρησιµοποιείται στη 
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συνέχεια σε όλη τη µικροσυστοιχία. Η προσέγγιση αυτή προϋποθέτει την επιλογή 
µιας µεγάλης περιοχής που δεν περιέχει στοιχεία ενδιαφέροντος. Το µειονέκτηµα της 
είναι ότι δεν λαµβάνονται υπόψη διακυµάνσεις στις εντάσεις του τοπικού υποβάθρου 
και µπορεί έτσι να υπάρξει υπέρ ή υπό-εκτίµηση του υποβάθρου. 

 
Αν υπάρχουν µη ειδικοί υβριδισµοί στην επιφάνεια της µικροσυστοιχίας τόσο η 

µέθοδος «τοπικού» όσο και «ολικού» υποβάθρου, υπερεκτιµούν το υπόβαθρο. Γι’ 
αυτό εµφανίζονται στις µικροσυστοιχίες «αρνητικά σηµεία» (negative spots) ή 
«µαύρες τρύπες» (Lee 2004, Causton, Quackenbush & Brazma 2003). 

 
 

5.1.1. Μέθοδοι διόρθωσης υποβάθρου 

 
Η συνηθέστερη πρακτική διόρθωσης του υποβάθρου είναι η αφαίρεση των 

εκτιµήσεων του τοπικού υποβάθρου. Η βασική υπόθεση στη διόρθωση υποβάθρου, 
για µικροσυστοιχίες µε δύο χρωστικές ουσίες, είναι ότι τα σήµατα υποβάθρου, Rb και 
Gb, είναι προσθετικά στα αληθινά σήµατα έντασης, R και G στα ακατέργαστα 
δεδοµένα. ∆εδοµένων των εντάσεων των σηµάτων ενδιαφέροντος, Rf και Gf, το 
πραγµατικό σήµα υπολογίζεται µε την αφαίρεση των τιµών τους, έτσι ώστε  
R = Rf - Rb και G = Gf - Gb. Οι διορθωµένες εντάσεις χρησιµοποιούνται έπειτα για 
να διαµορφώσουν τις λογαριθµικές αναλογίες  

  � � �����	 
� �    και     � �� ����	
  

 
για κάθε κουκίδα. 
 

Η παραδοσιακή αυτή προσέγγιση όµως δηµιουργεί διορθωµένες εντάσεις µε 
ανεπιθύµητες στατιστικές ιδιότητες. Η διαδικασία διορθώσεων µπορεί να παραγάγει 
αρνητικές τιµές για την γονιδιακή έκφραση, ειδικά όταν το στοιχείο είναι µικρό (ή 
µηδέν) ή όταν η εκτίµηση του υποβάθρου είναι µεγάλη, οδηγώντας σε απώλεια 
λόγων έκφρασης, µερικές φορές για ένα σηµαντικό ποσοστό αλληλουχιών ελέγχου 
µιας µικροσυστοιχίας.  Επίσης προκαλεί υψηλή διακύµανση στους λόγους έκφρασης 
των χαµηλών εντάσεων. 

 
Μια εναλλακτική επιλογή αποτελεί η µη διόρθωση του υποβάθρου, κατά την 

οποία δε λαµβάνονται υπόψη τα σήµατα υποβάθρου, δηλαδή Rb = Gb = 0 ,οπότε τα  
σήµατα ενδιαφέροντος είναι οι ακατέργαστες τιµές των εντάσεων που λαµβάνονται 
για τα δύο κανάλια.  

 
Υπάρχουν νέες µέθοδοι για τη διόρθωση του υποβάθρου που κάποιες δίνουν 

καλύτερα και κάποιες χειρότερα αποτελέσµατα σε σχέση µε την παραδοσιακή 
µέθοδο. Η εγκατάλειψη της παραδοσιακής µεθόδου αφαίρεσης του υποβάθρου, θα 
είναι δυνατή όταν οι µέθοδοι αυτές βελτιωθούν και απαλειφθεί το χρόνιο πρόβληµα 
µε τις τιµές που «λείπουν», που περιπλέκουν την ανάλυση των δεδοµένων.  

 
Η απλή αφαίρεση του θορύβου υποβάθρου που παρέχεται από το λογισµικό των 

οργάνων δεν παράγει απαραιτήτως µια καλύτερη ανάγνωση της γονιδιακής 
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έκφρασης. Πρόκειται για µια εκτίµηση του θορύβου του υποβάθρου. Και µια κακή 
εκτίµηση µπορεί να είναι χειρότερη από καµία εκτίµηση (Ritchie et al. 2007). 

 
∆ιαγνωστικοί έλεγχοι είναι διαθέσιµοι για να ελέγξουν εάν η διόρθωση του 

θορύβου του υποβάθρου είναι αποτελεσµατική. Οι έλεγχοι δεν είναι καταληκτικοί 
αλλά µπορούν να είναι χρήσιµοι. Οι αποτελεσµατικότεροι έλεγχοι περιλαµβάνουν 
την εξέταση γονιδίων για τα οποία υπάρχει υποψία ότι δεν είναι εκφρασµένα. Αυτά 
θα είναι γονίδια τα οποία έχουν πολύ µικρή ένταση  φθορισµού  (Lee 2004). 

 
 

5.2. ΜΕΤΑΣΧΗΜΑΤΙΣΜΟΣ  

 
Τα δεδοµένα από κάθε γονίδιο αναφέρονται ως λόγοι έκφρασης (expression 

ratios). Ο λόγος έκφρασης είναι η τιµή του επιπέδου έκφρασης ενός συγκεκριµένου 
γονιδίου στο προς εξέταση δείγµα διαιρούµενο µε την τιµή του στο δείγµα ελέγχου. 
Οι γονιδιακές εκφράσεις δεν θα είχαν τις επιθυµητές στατιστικές ιδιότητες αν δεν 
µετασχηµατίζονταν. Υπάρχουν διάφορες µέθοδοι µετασχηµατισµού. 

 
 

5.2.1. Λογαριθµικός µετασχηµατισµός 

 
Ο πιο κοινός µετασχηµατισµός είναι ο λογαριθµικός µετασχηµατισµός. 
 ��� � ��� ��� 
 

όπου  είναι η µετασχηµατισµένη τιµή της έντασης και   είναι η αρχική τιµή 
έντασης. 

 
Η βάση του λογαρίθµου µπορεί να είναι 2, 10, ή η φυσική λογαριθµική σταθερά 

e. Εάν τα δεδοµένα έχουν υποστεί διόρθωση υποβάθρου, τα µετασχηµατισµένα 
δεδοµένα δεν µπορούν να προσδιοριστούν αν οι αρχικές τους τιµές είναι µηδενικές ή 
αρνητικές. Άρα αυτός ο τύπος µετασχηµατισµού είναι δυνατόν να χρησιµοποιηθεί 
όταν οι εντάσεις σήµατος ξεπερνούν τις εντάσεις του υποβάθρου.  

 
Το πλεονέκτηµα της χρήσης λογαρίθµων ως λόγο έκφρασης είναι κατανοητή, 

αφού γονίδια που είναι υπερεκφρασµένα κατά έναν παράγοντα 2 έχουν λόγο 
έκφρασης 2, ενώ τα υποεκφρασµένα κατά τον ίδιο παράγοντα έχουν λόγο έκφρασης 
0.5 – έτσι τα υποεκφρασµένα γονίδια θα «συνωστίζονταν» µεταξύ των τιµών 1 και 
0.5. Αντιθέτως, µε τη χρήση λογαρίθµων τα υπερεκφρασµένα γονίδια κατά έναν 
παράγοντα 2 έχουν λογαριθµικό λόγο 1, ενώ τα υποεκφρασµένα κατά τον ίδιο 
παράγοντα έχουν λογαριθµικό λόγο - 1, και γονίδια µε σταθερή έκφραση (δηλαδή µε 
λόγο 1) έχουν λογαριθµικό λόγο 0. Έτσι προκύπτουν τιµές που ακολουθούν κατά 
προσέγγιση κανονική κατανοµή.  

 
Οι περισσότερες δηµοσιευµένες µελέτες έχουν χρησιµοποιήσει για την εύρεση 

των  διαφορικά εκφρασµένων γονιδίων, ένα κατώφλι διπλάσιας αύξησης ή µείωσης 
στα µετρηµένα επίπεδα έκφρασης, αν και δεν υπάρχει θεωρητική βάση για αυτή την 
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επιλογή. Εναλλακτικά, υπάρχουν προσεγγίσεις όπως αυτή από των Chen et al., που 
χρησιµοποιούν διαστήµατα εµπιστοσύνης για το σκοπό αυτό. 

 
 

5.2.2. Μετασχηµατισµός τετραγωνικής ρίζας 

 
Τα δεδοµένα των µικροσυστοιχιών συχνά έχουν διακύµανση που τείνει να 

αυξάνεται καθώς αυξάνονται τα επίπεδα έκφρασης. Αν αυτή η σχέση είναι τέτοια που 
η διακύµανση να αυξάνεται σε αναλογία µε τη µέση τιµή, τότε το µοντέλο κατανοµής 
Poisson είναι εφαρµόσιµο και η συνάρτηση τετραγωνικής ρίζας  

 ��� � ���� 
 
είναι ένας µετασχηµατισµός που σταθεροποιεί τη διακύµανση. Συνεπώς οι 
µετασχηµατισµένες τιµές ygn τείνουν να έχουν µια συνεχή διακύµανση. 
 
 

5.2.3. Box-Cox µετασχηµατισµός 

 
Σε αυτή την οικογένεια µετασχηµατισµών που προσδιορίζεται από τη σχέση  
 ��� � �������    

 
ανήκουν και οι προηγούµενοι δύο τύποι µετασχηµατισµών. Όταν d=1/2 έχουµε 
µετασχηµατισµό τετραγωνικής ρίζας, ενώ ο λογαριθµικός µετασχηµατισµός είναι το 
όριο της παραπάνω σχέσης µε d → 0. Όταν d=1 δεν έχουµε µετασχηµατισµό. Αυτός 
ο τύπος µετασχηµατισµού δίνει ένα εύρος µετασχηµατισµών που επιτρέπει µε 
κατάλληλη επιλογή του d να προκύπτουν µετασχηµατισµένες τιµές µε επιθυµητές 
στατιστικές ιδιότητες. 
 
 

5.2.4. Μετασχηµατισµός οµοιότητας (affine transformation ) 

 
Κάποιες φορές είναι απαραίτητο να αλλάξουµε την αρχή (origin) της κλίµακας 

των µετρούµενων εντάσεων κατά µια σταθερή ποσότητα α.  Έτσι αν wgn είναι οι 
αρχικές εντάσεις, α+wgn είναι οι προσαρµοσµένες. Το α αναφέρεται σαν παράµετρος 
µετατόπισης ή αντιστάθµισης (offset). Μπορεί να χρησιµοποιηθεί σε συνδυασµό µε 
άλλους µετασχηµατισµούς, όπως τον λογαριθµικό µετασχηµατισµό για την 
δηµιουργία των θετικών ορισµάτων που απαιτούνται. Επίσης σε µικροσυστοιχίες 
cDNA δύο χρωστικών ουσιών, χρησιµοποιώντας το σχετικό µετασχηµατισµό,  

 

��� � ��� �����	� � ������
� � ��� 
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είναι δυνατό να περιοριστεί η µη γραµµικότητα στο διάγραµµα διασποράς. Η 
παράµετρος αn επιλέγεται ξεχωριστά για κάθε µικροσυστοιχία και εφαρµόζεται σε 
όλα τα γονίδια αυτής. Η παράµετρος αυτή αντιστάθµισης διατηρεί τη µέση ένταση 
των δύο χρωστικών σχεδόν αµετάβλητη, αλλά µετατοπίζει τα δεδοµένα ανάγνωσης 
των εντάσεων φθορισµού το ένα σε σχέση µε το άλλο. Αυτή η αλλαγή είναι 
καταφανής σε χαµηλές εντάσεις (Lee 2004). 

 
Υπάρχουν όµως και µειονεκτήµατα από τη χρήση µόνο λόγων έκφρασης για την 

ανάλυση των δεδοµένων. Αν και οι λόγοι βοηθούν στην αποκάλυψη προτύπων 
(patterns) στα δεδοµένα, αφαιρούν όλες τις πληροφορίες σχετικά µε τις απόλυτες 
τιµές των επιπέδων γονιδιακής έκφρασης. Ποικίλες παράµετροι εξαρτώνται από τις 
µετρούµενες εντάσεις, συµπεριλαµβανοµένων των διαστηµάτων εµπιστοσύνης. Αν 
και οι περισσότερες τεχνικές που έχουν αναπτυχθεί για την ανάλυση των δεδοµένων 
από µικροσυστοιχίες χρησιµοποιούν λόγους έκφρασης, πολλές από αυτές µπορούν να 
προσαρµοστούν για να χρησιµοποιηθούν µε απόλυτες τιµές έντασης (Quackenbush 
2001). 

 
 

5.3. ΚΑΝΟΝΙΚΟΠΟΙΗΣΗ 

 
 

5.3.1. Γενικά 

 
Σκοπός της κανονικοποίησης είναι η ελαχιστοποίηση της επιρροής εξωγενών 

παραγόντων στα µετρούµενα επίπεδα γονιδιακής έκφρασης των υβριδισµένων 
δειγµάτων mRNA, έτσι ώστε να είναι πιο εύκολη η διάκριση βιολογικών διαφορών 
(διαφορικά εκφρασµένα γονίδια - differentially expressed genes). 

 
Η κανονικοποίηση συνήθως βασίζεται στα επίπεδα έκφρασης όλων των γονιδίων 

της µικροσυστοιχίας. Υποθέτοντας ότι τα περισσότερα γονίδια είναι όµοια 
εκφρασµένα τόσο στο προς εξέταση δείγµα όσο και στο δείγµα αναφοράς και ότι ο 
αριθµός των υπερεκφρασµένων γονιδίων ισούται µε αυτό των υποεκφρασµένων, η 
κανονικοποίηση µπορεί να βασιστεί στη συνολική ένταση φθορισµού, στους λόγους 
έκφρασης και στην εµπειρική σχέση µεταξύ των µεταβλητών (regression analysis). 

 
Η κανονικοποίηση διορθώνει διαφορές κατά τη σήµανση των δειγµάτων, ατέλειες 

κατά την ανίχνευση του φθορισµού των χρωστικών ουσιών και διαφορές που 
οφείλονται στην αρχική ποσότητα RNA των δύο δειγµάτων που εξετάζονται. Αυτά τα 
προβλήµατα µπορούν να προκαλέσουν αλλαγή στη µέση τιµή του λόγου  Cy5/Cy3 
και οι εντάσεις πρέπει να επαναταξινοµηθούν πριν αναλυθεί το πείραµα 
(Quackenbush 2001). 

 
Υπάρχουν τρεις ευρέως χρησιµοποιηµένες τεχνικές που µπορούν να 

χρησιµοποιηθούν για να κανονικοποιήσουν τα δεδοµένα γονιδιακής έκφρασης από 
υβριδισµό σε µια µικροσυστοιχία. Όλες υποθέτουν ότι όλα (ή τα περισσότερα) από τα 
γονίδια στη µικροσυστοιχία, κάποια υποσύνολα των γονιδίων, ή ένα σύνολο 
εξωγενών ελέγχων που έχουν εµβολιαστεί (spiked) στο RNA πριν την ιχνηθέτηση, 
έχουν µέση αναλογία έκφρασης ίση µε 1. Προσδιορίζεται έτσι ένας παράγοντας 
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κανονικοποίησης Νtotal και χρησιµοποιείται έπειτα για να ρυθµίσει τα δεδοµένα ώστε 
να αντισταθµιστούν διαφοροποιήσεις κατά την πειραµατική διαδικασία και να 
ισοσκελιστούν τα σήµατα φθορισµού από τα δύο δείγµατα που συγκρίνονται. 

 
Υπάρχουν πολλές πηγές συστηµατικής απόκλισης και τυχαίων λαθών σε 

πειράµατα cDNA µικροσυστοιχιών, που έχουν επιπτώσεις στα µετρούµενα επίπεδα 
της έντασης φθορισµού. Μια γνωστή πηγή συστηµατικής απόκλισης αποτελεί η 
µεροληψία που σχετίζεται µε τις διάφορες χρωστικές ουσίες φθορισµού. Αυτό είναι 
εµφανές σε πειράµατα που δύο ακριβώς ίδια δείγµατα mRNA ιχνηθετούνται µε 
διαφορετικές χρωστικές και στη συνέχεια υβριδίζονται στο ίδιο πλακίδιο. Σε αυτήν 
την περίπτωση, είναι σπάνιο να προκύψουν εντάσεις που είναι ίδιες για τις δύο 
φθορίζουσες ουσίες κατά µήκος όλων των κουκίδων. Αν και τέτοιες συστηµατικές 
αποκλίσεις είναι µικρές, µπορούν να δηµιουργήσουν σύγχυση όταν αναζητούνται 
«δυσδιάκριτες» βιολογικές διαφορές.  

 
Η µεροληψία λόγω των χρωστικών, όπως ονοµάζεται, µπορεί να προκύψει από 

µια ποικιλία παραγόντων συµπεριλαµβανοµένων των φυσικών ιδιοτήτων των 
χρωστικών ουσιών (θερµότητα, ευαισθησία στο φως, χρόνος ηµίσεως ζωής), της 
απόδοσης ενσωµάτωσης των  χρωστικών ουσιών, της πειραµατικής µεταβλητότητας 
κατά τον υβριδισµό και τις διαδικασίες επεξεργασίας, και των ρυθµίσεων σάρωσης 
κατά το βήµα συλλογής των δεδοµένων (Yang et al. 2002, Quackenbush 2002). 

 
Στα πειράµατα βαθµονόµησης-ρύθµισης των µετρητικών διατάξεων (calibration 

experiments), το ίδιο δείγµα ιχνηθετείται και µε τις δύο φθορίζουσες χρωστικές 
ουσίες και υβριδίζεται στο ίδιο πλακίδιο. Τα πειράµατα βαθµονόµησης παρέχουν τη 
δυνατότητα ελέγχου για την εξερεύνηση πιθανών συστηµατικών επιδράσεων, όπως η 
επίδρασης της αυτής µικροσυστοιχίας (slide effect), η επίδραση των χρωστικών και οι 
αλληλεπιδράσεις των ιχνηθετηµένων γονιδίων (Tseng et al. 2001, Yang,Y.H. 2001). 

 
Τα διαφορετικά πλακίδια εισάγουν παραλλαγές τόσο στον υβριδισµό όσο και 

στην απεικόνιση. Οι παράγοντες που έχουν επιπτώσεις στον υβριδισµό 
περιλαµβάνουν την ποσότητα των αλληλουχιών ανίχνευσης DNA που 
ακινητοποιείται στο πλακίδιο κατά τη διάρκεια της επεξεργασίας της 
µικροσυστοιχίας, την ποσότητα ιχνηθετηµένων cDNA που προστίθενται στο πλακίδιο 
και το τοπικό περιβάλλον σε κάθε αίθουσα υβριδοποίησης. 

 
Οι παραλλαγές µέσα στο ίδιο πλακίδιο, οφείλονται σε περιοχές επιµόλυνσης, σε 

υψηλής έντασης υπόβαθρο ή στον µη οµοιόµορφο υβριδισµό στην επιφάνεια των 
πλακιδίων. Στα πειράµατα που χρησιµοποιούν πολλαπλές ακίδες για την 
ακινητοποίηση των αλληλουχιών ανίχνευσης DNA, η παραλλαγή από ακίδα σε ακίδα 
µπορεί να είναι αξιοσηµείωτη. 

 
Κατά τη διάρκεια της απεικόνισης ο παρασιτικός θόρυβος του πλακιδίου και η 

τοπική κυρτότητα της επιφανείας µπορούν να έχουν επιπτώσεις στην ανίχνευση του 
φθορισµού. Οι συνεστιακοί ανιχνευτές είναι ιδιαίτερα ευαίσθητοι στην εστίαση. Η 
επίδραση όλων αυτών των παραγόντων στη µέτρηση της έντασης, ορίζεται ως 
επίδραση της αυτής µικροσυστοιχίας (slide effects) (Tseng et al. 2001, Yang,Y.H. 
2001). 
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Οι συνηθέστερα χρησιµοποιηµένες χρωστικές ουσίες φθορισµού, Cy3 και Cy5, 
είναι σχετικά ασταθείς. Επιπλέον, αυτές οι χρωστικές ουσίες µπορούν να επηρεάσουν 
διαφορετικά την απόδοση ενσωµάτωσης κατά τη διάρκεια της ιχνηθέτησης, να έχουν 
διαφορετική κβαντική απόδοση και να ανιχνεύονται από τον ανιχνευτή µε 
διαφορετική απόδοση. Η επίδραση αυτών των παραγόντων στις µετρούµενες 
εντάσεις, ορίζεται ως επίδραση επισήµανσης (label effect). 

 
Στα πειράµατα συγκριτικού υβριδισµού οι δύο διαφορικά εκφρασµένες 

«δεξαµενές» mRNA ιχνηθετούνται χωριστά µε Cy3 ή Cy5 και υβριδίζονται στο ίδιο 
πλακίδιο. Για να µελετήσουµε την επίδραση της επισήµανσης, σχεδιάζουµε τις 
γραφικές παραστάσεις  M-A σε πειράµατα βαθµονόµησης. Επειδή τα δύο διαλύµατα 
cDNA προέρχονται από την ίδια οµάδα RNA, οι µετρήσεις στα Cy3 και Cy5 κανάλια 
θα έπρεπε να είναι ίδιες, αν η επίδραση της επισήµανσης είναι αµελητέα. Σε αυτήν 
την ιδανική περίπτωση η γραφική παράσταση M-A  βρίσκεται γύρω από τη γραµµή 
Μ = 0. 

 
Η κανονικοποίηση όσον αφορά στην επίδραση της επισήµανσης είναι µη 

γραµµική και εξαρτάται από το πλακίδιο. Για να πραγµατοποιηθεί η κανονικοποίηση 
επισήµανσης σε ένα συγκριτικό πείραµα, πρέπει να προσδιοριστεί ένας 
ικανοποιητικός αριθµός µη-διαφορικά εκφρασµένων γονιδίων σε κάθε πλακίδιο και 
να χρησιµοποιηθούν για την κατασκευή της καµπύλης κανονικοποίησης (Tseng et al. 
2001, Lee 2004, Quackenbush 2002). 

 
Η χρήση δύο χρωστικών µπορεί επίσης να εισαγάγει αλληλεπιδράσεις στα 

ιχνηθετηµένα γονίδια. Για παράδειγµα τα Cy3-dCTP µπορεί να ενσωµατωθούν κατά 
προτίµηση σε µια συγκεκριµένη ακολουθία, σε σχέση µε τα Cy5-dCTP. Εάν υπάρξει 
µια τέτοια αλληλεπίδραση, ορισµένα γονίδια θα παρουσιάζουν πάντα υψηλότερη 
ένταση σε ένα από τα δύο κανάλια, ακόµη και κάτω από συνθήκες µη διαφορικής 
έκφρασης και µετά από την κανονικοποίηση. Θεωρητικά αυτή η αλληλεπίδραση θα 
υπάρχει σε κάποιο βαθµό, ωστόσο εµφανίζεται να είναι ασήµαντη σε µέγεθος, έναντι 
άλλων πηγών θορύβου (Tseng et al. 2001, Yang,Y.H. 2001). 

 
Επιπλέον, τα σχετικά επίπεδα γονιδιακής έκφρασης από πανοµοιότυπα πειράµατα 

µπορούν να έχουν διαφορετικές διακυµάνσεις στα δείγµατα, λόγω διαφορών στις 
πειραµατικές συνθήκες. Μια προσαρµογή κλίµακας απαιτείται έτσι ώστε τα σχετικά 
επίπεδα έκφρασης από ένα συγκεκριµένο πείραµα να µην υπερισχύουν στα µέσα 
σχετικά επίπεδα έκφρασης σε πανοµοιότυπα πειράµατα. Ωστόσο µια τέτοια ολική 
κανονικοποίηση (global normalization) δεν είναι κατάλληλη για περιπτώσεις όπου η 
µεροληψία που υπεισέρχεται λόγω των χρωστικών ουσιών εξαρτάται από τη 
συνολική ένταση της κουκίδας και υπάρχει χωρική εξάρτηση για διαφορετικούς 
τύπους πειραµάτων. 

 
Πολλοί από αυτούς τους παράγοντες, είτε εσωτερικοί είτε εξωτερικοί για το 

δείγµα, κάνουν τη διάκριση µεταξύ των διαφορικά και σταθερά εκφρασµένων 
γονιδίων δύσκολη. 

 
Η κανονικοποίηση µπορεί να γίνει µε διάφορους τρόπους, ανάλογα µε το 

σχεδιασµό του πειράµατος: (i) κανονικοποίηση µέσα στο ίδιο πλακίδιο, (ii) 
κανονικοποίηση σε ζευγάρια πλακιδίων, για πειράµατα µε εναλλαγή της χρωστικής 
ουσίας (dye-swap), και (iii) κανονικοποίηση µεταξύ πολλαπλών πλακιδίων. Σε κάθε 
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περίπτωση πρέπει να βρεθεί το σύνολο γονιδίων  που πρέπει να χρησιµοποιηθούν για 
την κανονικοποίηση. Η επιλογή αυτή εξαρτάται από παράγοντες, όπως το ποσοστό 
των γονιδίων που αναµένεται να είναι διαφορικά εκφρασµένα στα ιχνηθετηµένα 
δείγµατα µε κόκκινη ή πράσινη χρωστική ουσία και η διαθεσιµότητα ακολουθιών 
ελέγχου (Yang et al. 2002, Yang,Y.H. 2001). 

 
Επειδή τις περισσότερες φορές ένα µικρό ποσοστό των γονιδίων αναµένεται να  

είναι διαφορικά εκφρασµένο, τα υπόλοιπα γονίδια αναµένεται να έχουν παρόµοια 
έκφραση και έτσι µπορούν να χρησιµοποιηθούν ως δείκτες των σχετικών εντάσεων 
των δύο χρωστικών ουσιών. ∆ηλαδή χρησιµοποιούµε όλα τα γονίδια για 
κανονικοποίηση, εάν (i) αναµένεται  µόνο ένα σχετικά µικρό ποσοστό των γονιδίων 
να εκφραστεί διαφορικά, ή (ii) υπάρχει συµµετρία στα επίπεδα έκφρασης των υπέρ 
και υπό εκφρασµένων γονιδίων. 

  
Εναλλακτικά, αντί να χρησιµοποιηθούν όλα τα γονίδια της συστοιχίας, µπορεί να 

χρησιµοποιηθεί ένα υποσύνολο των γονιδίων, που συχνά ονοµάζονται γονίδια 
«σταθερής έκφρασης» (housekeeping genes), που θεωρείται ότι έχουν σταθερή 
έκφραση κατά τη διάρκεια ποικίλων συνθηκών (π.χ. β-actin). Αν και είναι δύσκολο 
να προσδιοριστεί ένα τέτοιο σύνολο γονιδίων που δεν αλλάζει σηµαντικά κάτω από 
οποιεσδήποτε συνθήκες, είναι δυνατόν να βρεθούν γονίδια που είναι «προσωρινά» 
γονίδια σταθερής έκφρασης, για συγκεκριµένες πειραµατικές συνθήκες. Ένας 
περιορισµός των γονιδίων σταθερής έκφρασης είναι ότι τείνουν να είναι υψηλά 
εκφρασµένα και συνεπώς δεν είναι αντιπροσωπευτικά των άλλων γονιδίων 
ενδιαφέροντος (Yang,Y.H. 2001, Yang et al. 2002). 

 
Μια άλλη εναλλακτική, είναι η χρήση εµβολιασµένων ελέγχων ή µιας σειράς 

τιτλοδοτηµένων ακολουθιών ελέγχου (titration series). Στη µέθοδο εµβολιασµού, 
συνθετικές ακολουθίες DNA ή οι ακολουθίες DNA από ένα διαφορετικό οργανισµό 
από αυτόν που µελετάται επικολλώνται στη συστοιχία (µε πιθανά αντίγραφα) και 
συµπεριλαµβάνονται στα δύο διαφορετικά δείγµατα mRNA σε ίσες ποσότητες. 
Συνεπώς αυτές οι επισηµασµένες ακολουθίες ελέγχου θα έπρεπε να έχουν ίδιες 
εντάσεις φθορισµού για την κόκκινη και πράσινη χρωστική και θα µπορούσαν να 
χρησιµοποιηθούν για την κανονικοποίηση. Στη µέθοδο µε τιτλοδοτηµένες σειρές, 
κουκίδες που αποτελούνται από διαφορετικές συγκεντρώσεις του ίδιου γονιδίου ή 
EST τυπώνονται στη µικροσυστοιχία. Αυτές οι κουκίδες αναµένεται να έχουν ίδιες 
εντάσεις φθορισµού για την κόκκινη και πράσινη χρωστική για ένα εύρος εντάσεων 
(Yang,Y.H. 2001, Yang et al. 2002). 

 
 

5.3.2. Ολική κανονικοποίηση  

 
Σε αυτή την περίπτωση η κανονικοποίηση γίνεται ξεχωριστά σε κάθε πλακίδιο 

χρησιµοποιώντας µόνο τις εντάσεις φθορισµού της κόκκινης και της πράσινης 
χρωστικής αυτού του πλακιδίου. 

 
Η µέθοδος της ολικής κανονικοποίησης υποθέτει ότι οι εντάσεις της κόκκινης και 

της πράσινης χρωστικής συνδέονται µε ένα σταθερό παράγοντα, δηλ. R= kG και 
πρακτικά το κέντρο της διασποράς των λογαριθµικών λόγων µετατοπίζεται στο 
µηδέν.  
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Μια κοινή επιλογή για την παράµετρο θέσης c= log2k είναι η διάµεσος ή ο µέσος 

όρος των λογαριθµικών αναλογιών για µια συγκεκριµένη οµάδα γονιδίων. Οι µέθοδοι 
ολικής κανονικοποίησης αναφέρονται σαν βήµατα προεπεξεργασίας των δεδοµένων 
για τον προσδιορισµό διαφορικά εκφρασµένων γονιδίων σε πειράµατα cDNA 
µικροσυστοιχιών ενός πλακιδίου. Υποθέτοντας ότι R= kG προτείνεται µια 
επαναληπτική µέθοδος για την εκτίµηση του σταθερού παράγοντα κανονικοποίησης  
k και σηµεία αποκοπής για τις αναλογίες R/G.  

 
 

5.3.3. Κανονικοποίηση εξαρτώµενη από την ένταση 

 
Όπως µπορεί να αποκαλυφθεί από τη γραφική παράσταση του λόγου log2R/G για 

κάθε στοιχείο της µικροσυστοιχίας ως προς το γινόµενο των εντάσεων log10RG, 
µπορεί να υπάρχει εξάρτηση από την ένταση. Η ‘R-I’ γραφική, όπως ονοµάζεται 
µπορεί να αποκαλύψει ατέλειες που σχετίζονται µε την ένταση. Η lowess ανιχνεύει 
συστηµατικές αποκλίσεις στην  ‘R-I’ γραφική ή αντίστοιχα στην ‘Μ-Α’ γραφική και 
τις εξοµαλύνει εφαρµόζοντας γραµµική παλινδρόµηση µε τοπικά βάρη και 
αφαιρώντας την εκτιµώµενη, σύµφωνα µε την καλύτερη προσαρµογή, τιµή έντασης 
από την πειραµατικά παρατηρούµενη τιµή σε κάθε σηµείο. Η συνάρτηση αυτή 
χρησιµοποιεί συναρτήσεις βάρους, οι οποίες µειώνουν τη συνεισφορά δεδοµένων που 
βρίσκονται σε ακραίες θέσεις στη γραφική, αφού η τιµή των βαρών είναι µεγάλη 
όταν το σηµείο βρίσκεται κοντά στην καµπύλη προσαρµογής των δεδοµένων και 
µικρή αν βρίσκεται µακριά από αυτή. 

 
Έτσι έχουµε µια Α-εξαρτώµενη κανονικοποίηση  
 ���� 	 
� � ���� 	 
� �  �"� � ���� 	 �!�#�
��  

 
όπου c(A) είναι η lowess προσαρµογή στην M-A γραφική παράσταση.  
 

Ο χρήστης καθορίζει µια παράµετρο f, για το ποσοστό των δεδοµένων που 
χρησιµοποιούνται για την εξοµάλυνση κάθε σηµείου. Όσο µεγαλύτερη είναι η τιµή 
της παραµέτρου τόσο µεγαλύτερη είναι η εξοµάλυνση (Yang,Y.H. 2001, Yang et al. 
2002). 

 
 

5.3.4. Κανονικοποίηση σε κάθε υποπλέγµα (print-tip group) 

 
Κάθε υποπλέγµα µιας µικροσυστοιχίας εκτυπώνεται χρησιµοποιώντας την ίδια 

κεφαλή. ∆ιαφορετικά πειράµατα µπορούν να διεξαχθούν χρησιµοποιώντας 
διαφορετικές διατάξεις εκτύπωσης, που εξαρτώνται από το σχεδιάγραµµα των ακίδων 
της κεφαλής. (π.χ. 4x4 ή 2x2 κεφαλές εκτύπωσης). 
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Μπορούν να υπάρξουν συστηµατικές διαφορές µεταξύ των ακίδων εκτύπωσης, 
όπως µικρές διαφορές στο µήκος ή στο άνοιγµα των ακίδων και παραµόρφωσης µετά 
από πολλές ώρες εκτύπωσης. Εναλλακτικά, οι οµάδες των ακίδων αντιπροσωπεύουν 
τις χωρικές επιδράσεις στο πλακίδιο. Η κανονικοποίηση µέσα στην ίδια οµάδα 
ακίδων, είναι µια (print-tip+A) εξαρτώµενη κανονικοποίηση, δηλαδή  

 ���� 	 
� � ���� 	 
� �  $�"� � ���� 	 �!%�#�
��  

 
όπου ci (Α) είναι η lowess προσαρµογή στην Μ-Α γραφική παράσταση για το i-ιοστο 
πλέγµα, όπου  i=1,..,Ι αντιπροσωπεύει τον αριθµό των ακίδων εκτύπωσης (Yang,Y.H. 
2001, Yang et al. 2002). 
 
 

5.3.5. Κανονικοποίηση σε κάθε υποπλέγµα µε κλιµακοποίηση  

 
Μετά από την κανονικοποίηση σε κάθε υποπλέγµα, όλοι οι κανονικοποιηµένοι 

λόγοι έκφρασης από τις διαφορετικές οµάδες ακίδων εκτύπωσης θα κεντραριστούν 
γύρω από το µηδέν. Ωστόσο είναι δυνατόν οι λόγοι έκφρασης από τις διάφορες 
οµάδες ακίδων εκτύπωσης να έχουν διαφορετική διασπορά και απαιτείται 
προσαρµογή κλίµακας.  

 
Μια προσέγγιση είναι να υποτεθεί ότι οι λογαριθµικοί λόγοι έκφρασης από την i-

ιοστη οµάδα ακίδων εκτύπωσης ακολουθούν µια κανονική κατανοµή µε µέση τιµή 
µηδέν και διασπορά αi

2σ2 , όπου σ2 είναι η διασπορά των πραγµατικών λογαριθµικών 
λόγων και αi

2 είναι ένας παράγοντας κλίµακας για την i-ιοστη οµάδα. Προκειµένου 
να πραγµατοποιηθεί κανονικοποίηση κλίµακας, ο παράγοντας αi για τις διαφορετικές 
οµάδες ακίδων εκτύπωσης πρέπει να εκτιµηθεί.  

 
Επιβάλλοντας το φυσικό περιορισµό  
 ∑ ��� �%� � '(%)�   

 
όπου το Ι δηλώνει το συνολικό αριθµό των οµάδων στη µικροσυστοιχία, η εκτίµηση 
της µέγιστης πιθανότητας για το αi είναι  
 �*+ � ∑ �%,��%,)�-∏ ∑ �!,��%,)�(!)�(  

 
όπου Μij δηλώνει την j-ιοστή λογαριθµική αναλογία στην i-ιοστή οµάδα ακίδων 
εκτύπωσης, j= 1,…, ni.  
 

Μια εναλλακτική λύση αυτής της εκτίµησης, που θεωρείται προτιµότερη είναι 
 �*+ � �#/%-∏ �#/(!)�(  
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όπου η µέση απόλυτη απόκλιση MAD προσδιορίζεται από τη σχέση 
 �#/% � 01�%��,23�%, � 01�%��,��%,�34 

 
Αυτή η διαδικασία υποθέτει ότι ένα σχετικά µικρό ποσοστό των γονιδίων θα διαφέρει 
σηµαντικά στην έκφραση του στα δύο δείγµατα mRNA. Επιπλέον, υποθέτει ότι η 
διασπορά της διανοµής των λογαριθµικών λόγων έκφρασης θα είναι σχεδόν ίδια για 
όλα τα υποπλέγµατα. Η απόκλιση MAD, δεν επηρεάζεται από ένα µικρό ποσοστό 
διαφορικά εκφρασµένων γονιδίων που εµφανίζονται σε ακραίες θέσεις (Yang,Y.H. 
2001, Yang et al. 2002). 
 
 

5.3.6. Κανονικοποίηση µε εναλλαγή της χρωστικής (dye swap) 

  
Η κανονικοποίηση µε εναλλαγή της χρωστικής έχει ως εξής: δύο υβριδισµοί για 

τα δύο δείγµατα mRNA µε εναλλαγή των χρωστικών ουσιών στο δεύτερο υβριδισµό. 
Έστω ότι οι κανονικοποιηµένες τιµές για το πρώτο πλακίδιο δίνονται από τη σχέση   

 ���� 	 
� �   και στην δεύτερη από την   ���� 	5 
5� �  5. Εδώ τα c και c’  αποτελούν 
τις συναρτήσεις κανονικοποίησης για τα δύο πλακίδια (µπορούν να έχουν ληφθεί µε 
οποιαδήποτε µέθοδο κανονικοποίησης στο πλακίδιο). Αν c ≈ c’  τότε  

 �� 6���� 	 
� �  � 7���� 	8 
8� �  89:
; �� 6���� 	 
� � ���� 
8 	8� : � �� ���� 	
8 
	8� � �� �< � <8� 

 
Συνεπώς, µπορούµε να συνδυάσουµε τα σχετικά επίπεδα έκφρασης για τα δύο 

πλακίδια χωρίς ρητή κανονικοποίηση. Αναφερόµαστε σε αυτή τη διαδικασία ως 
αυτο-κανονικοποίηση (self-normalization). Η βασική υπόθεση εδώ είναι ότι το c ≈ 
c’  και αυτή η µέθοδος µπορεί να εφαρµοστεί σε όλα τα γονίδια, ακόµα κι αν 
εκφράζονται διαφορικά. Σύµφωνα µε την προσέγγιση αυτή, τα γονίδια που δεν 
αναµένεται να εκφράζονται διαφορικά θα είχαν  

 �< � <8� �� � �� ���� 	
8 
	8� ; ' 
 

Η ισχύς αυτής της υπόθεσης µπορεί να ελεγχθεί µε τη χρήση ενός συνόλου 
γονιδίων που αναµένεται να έχουν σταθερά επίπεδα έκφρασης (π.χ. γονίδια σταθερής 
έκφρασης), αν ένα τέτοιο σύνολο είναι διαθέσιµο. 

  
∆εδοµένου ότι οι χρωστικές ουσίες αντιστρέφονται στα δύο πειράµατα, 

αναµένεται ότι οι κανονικοποιηµένοι λόγοι έκφρασης στα δύο πλακίδια θα είναι ίσου 
µεγέθους και αντίθετου προσήµου, δηλαδή 

 ���� 	 
� �  ; �   ����� 	5 
5� �  5�. 
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Συνεπώς, ρυθµίζοντας εκ νέου την εξίσωση και υποθέτοντας πάλι c ≈ c', µπορεί 

να εκτιµηθεί η συνάρτηση κανονικοποίησης c από τη σχέση : 
 = � �� 6���� 	 
� � ���� 	8 
5� : � �� �< � <8� 

 
Πρακτικά, η c = c(Α) εκτιµάται από την lowess προσαρµογή της παράστασης 
 �� �< � <8� � �� ���� 		5 

5�   vs    

�� �" � "8�, 
 

όπου όλα τα γονίδια χρησιµοποιούνται αυτή τη φορά. 
 

Η παραπάνω µέθοδος κανονικοποίησης προσαρµόζει για χωρικές διαφορές µόνο 
και υποθέτει ότι η διασπορά των λογαριθµικών λόγων είναι ίδια και στα δύο πλακίδια 
(Yang,Y.H. 2001, Yang et al. 2002). 

 
 

5.3.7. Κανονικοποίηση ανάµεσα στα πλακίδια  

 
Μετά από την κανονικοποίηση µέσα στο ίδιο πλακίδιο, όλοι οι 

κανονικοποιηµένοι λογαριθµικοί λόγοι, θα έχουν κεντραριστεί στο µηδέν, 
ανεξάρτητα από τη µέθοδο κανονικοποίησης. Η µέθοδος κανονικοποίησης µεταξύ 
των πλακιδίων, που στοχεύει στο να επιτρέπει τη σύγκριση µεταξύ πειραµάτων, 
µπορεί επίσης να απαιτεί ρύθµιση ως προς την κλίµακα, όταν τα διαφορετικά 
πλακίδια έχουν ουσιαστικές διαφορές στη διασπορά των λογαριθµικών τους λόγων. 

 
Η αποτυχία πραγµατοποίησης κανονικοποίησης κλίµακας θα µπορούσε να 

οδηγήσει ένα ή περισσότερα πλακίδια να έχουν αδικαιολόγητο βάρος κατά τον 
υπολογισµό του µέσου όρου των λογαριθµικών λόγων έκφρασης στα πειράµατα 
(Causton, Quackenbush & Brazma 2003, Yang,Y.H. 2001, Yang et al. 2002). 

 
 

5.4. ΦΙΛΤΡΑΡΙΣΜΑ ∆Ε∆ΟΜΕΝΩΝ 

 
Η κανονικοποίηση είναι ένας από τους πολλούς µετασχηµατισµούς που µπορεί να 

εφαρµοστούν στα δεδοµένα. Ο σκοπός των περισσοτέρων άλλων µετασχηµατισµών 
είναι το φιλτράρισµα των δεδοµένων ώστε να µειωθεί η πολυπλοκότητα τους και να 
αυξηθεί η ποιότητά τους γενικά. Πολλοί είναι σχεδιασµένοι να επισηµαίνουν 
αµφισβητήσιµα ή χαµηλής ποιότητας δεδοµένα, ενώ άλλοι χρησιµοποιούνται για να 
προσδιορίσουν διαφορικά εκφρασµένα γονίδια ή για να ενισχύσουν ένα 
συγκεκριµένο χαρακτηριστικό των δεδοµένων. Η επιλογή εξαρτάται από το 
σχεδιασµό του συγκεκριµένου πειράµατος και από τα βιολογικά ερωτήµατα που 
πρέπει να απαντηθούν (Causton, Quackenbush & Brazma 2003). 
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5.4.1. Φιλτράρισµα δεδοµένων χαµηλής έντασης 

 
Ένα φιλτράρισµα που εφαρµόζεται ευρέως στα δεδοµένα περιορίζει τα 

χαρακτηριστικά της µικροσυστοιχίας που έχουν εντάσεις φθορισµού ελαφρώς 
υψηλότερες από αυτές του υποβάθρου. Η εξήγηση αυτής της προσέγγισης είναι απλή: 
αυτά τα σηµεία µε εντάσεις φθορισµού κοντά σε αυτές του υποβάθρου είναι τα 
περισσότερο µετρούµενα χωρίς ακρίβεια και συνεπώς είναι πιθανό να είναι «φτωχής» 
ή αµφισβητήσιµης ποιότητας. Τυπικά υπολογίζεται το τοπικό υπόβαθρο για κάθε 
κουκίδα της µικροσυστοιχίας και η τυπική του απόκλιση, σ, σε κάθε κανάλι. Αν 
χρησιµοποιούµε σαν τιµή έντασης, για τις εντάσεις φθορισµού του υποβάθρου, το 
µέσο, αυτές που είναι δύο φορές µικρότερες από την τυπική απόκλιση σ 
επισηµαίνονται και απαλείφονται, έτσι ώστε η συνθήκη που ικανοποιείται να είναι  

 >?@ABCDEFGH I 2 K�>LCMNOPGQDA�  και  R?@ABCDEFGH I 2 K�RLCMNOPGQDA�. 
 

Σαν εναλλακτική, µπορεί να χρησιµοποιηθεί ένα ακρότατο όριο (cut-off) που 
βασίζεται σε κάποιο ποσοστό, όπου αφαιρούνται κουκίδες αν έχουν εντάσεις 
µικρότερες από ένα αυθαίρετο κλάσµα του µέσου όρου του υποβάθρου. Κάποιες 
οµάδες ερευνητών χρησιµοποιούν καθορισµένες ελάχιστες εντάσεις για να 
προσδιορίσουν και να εξαλείψουν στοιχεία που είναι αµφισβητήσιµα, ή εξαλείφουν 
σηµεία που ανήκουν κάτω από το 5 ή 10% της έντασης σε κάθε κανάλι (Causton, 
Quackenbush & Brazma 2003). 

 
 

5.4.2. Καθορισµός κατώτατου και ανώτατου ορίου 

 
Μια άλλη προσέγγιση είναι ο καθορισµός κατώτατου και ανώτατου ορίου, 

δηλαδή ελάχιστες και µέγιστες ανεκτές τιµές για τις εντάσεις. Τα δεδοµένα που έχουν 
τιµές κάτω από το όριο προσαρµόζονται προς τα πάνω και τίθενται ίσες µε το 
κατώτερο όριο και αυτές που βρίσκονται πάνω από το ανώτερο όριο εξισώνονται µε 
τις τιµές του ανωτάτου ορίου. Χρησιµοποιούνται κυρίως για ανάλυση γονιδίων µε 
χαµηλά επίπεδα έκφρασης, καθώς αυτές οι µετρήσεις είναι πιθανό να µην είναι 
ακριβείς. Είναι καλή πρακτική η επισήµανση των γονιδίων που είναι προσαρµοσµένα 
στις τιµές ανωτάτου και κατώτατου ορίου, καθώς αυτοί οι λόγοι έκφρασης είναι 
τεχνητά κατασκευασµένοι και δεν αντικατοπτρίζουν πειραµατικές µετρήσεις. Ένας 
καλός τρόπος επιλογής των τιµών των ορίων είναι η χρήση µετρούµενων τιµών στις 
οποίες η σχέση µεταξύ των γονιδιακών εκφράσεων των δειγµάτων που συγκρίνονται, 
αρχίζουν να παρεκκλίνουν από τη γραµµικότητα (Causton, Quackenbush & Brazma 
2003). 

 
 

5.4.3. Εκτύπωση πολλαπλών κουκίδων (multiple spotting)  

 
Η εκτύπωση πολλαπλών κουκίδων παρέχει χρήσιµες πληροφορίες για την 

ποιότητα των δεδοµένων. Επιτρέπει το ποιοτικό φιλτράρισµα, δηλαδή την αφαίρεση  
των αποµακρυσµένων σηµείων και των αναξιόπιστων γονιδίων και τον προσδιορισµό 
των προβληµατικών πλακιδίων (Causton, Quackenbush & Brazma 2003). 
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5.5. ΜΗ ΕΠΙΒΛΕΠΟΜΕΝΗ ΜΑΘΗΣΗ 

 
 

5.5.1. Μέτρηση της απόστασης (Αλγόριθµοι Οµαδοποίησης) 

 
Οι αλγόριθµοι οµαδοποίησης χρησιµοποιούνται για την ταξινόµηση των 

δεδοµένων και την οµαδοποίηση των γονιδίων βάση της διασποράς τους στο χώρο 
έκφρασης. ∆ιάφορες τεχνικές οµαδοποίησης έχουν εφαρµοστεί για τον προσδιορισµό 
προτύπων στα δεδοµένα γονιδιακής έκφρασης. Οι περισσότερες τεχνικές είναι 
ιεραρχικές (hierarchical). Σε αυτές η ταξινόµηση που προκύπτει έχει έναν 
αυξανόµενο αριθµό «φωλιασµένων» κατηγοριών και το τελικό αποτέλεσµα µοιάζει 
µε µια φυλογενετική ταξινόµηση. Υπάρχουν επίσης µη-ιεραρχικές τεχνικές 
οµαδοποίησης (flat), όπως η k-µέσων (k-means ), οι οποίες απλά διανέµουν τα 
αντικείµενα σε ξεχωριστές οµάδες χωρίς προσπάθεια να διευκρινιστεί η σχέση 
µεταξύ των µεµονωµένων στοιχείων. Οι τεχνικές οµαδοποίησης ταξινοµούνται 
επίσης σε διαχωριστικές ή συσσωρευτικές. Μια διαχωριστική µέθοδος ξεκινά 
θεωρώντας το σύνολο των δεδοµένων ως µια µεγάλη οµάδα και προχωρά χωρίζοντας 
τα αντικείµενα σε όλο και µικρότερες οµάδες, ξεκινώντας από αυτές που είναι 
περισσότερο ανόµοιες. Οι συσσωρευτικές τεχνικές ξεκινούν µε οµάδες ενός µέλους 
και σταδιακά µε µια επαναληπτική διαδικασία συγχωνεύουν τις περισσότερο όµοιες, 
µέχρι να συµπεριληφθούν όλα τα δεδοµένα. Τέλος, η οµαδοποίηση µπορεί να είναι 
είτε επιβλεπόµενη είτε µη επιβλεπόµενη. Οι επιβλεπόµενες µέθοδοι χρησιµοποιούν, 
για την καθοδήγηση των αλγορίθµων οµαδοποίησης, υπάρχουσες βιολογικές 
πληροφορίες σχετικά µε συγκεκριµένα γονίδια που συσχετίζονται λειτουργικά 
(Causton, Quackenbush & Brazma 2003). 

 
Πριν την επιλογή του αλγορίθµου οµαδοποίησης  των δεδοµένων πρέπει να 

καθοριστεί ο τρόπος «µέτρησης της απόστασης»  που θα χρησιµοποιηθεί. Ο 
υπολογισµός της απόστασης µεταξύ δύο αντικειµένων είναι βασικός για την 
τοποθέτηση τους σε οµάδες. Η ανάλυση δεδοµένων από µικροσυστοιχίες εντοπίζει 
τις οµάδες «παρόµοιων» γονιδίων, βρίσκοντας και οµαδοποιώντας αυτά που είναι σε 
µικρή απόσταση µεταξύ τους. Για να γίνει αυτό πρέπει να προσδιοριστούν οι 
αποστάσεις µεταξύ των διανυσµάτων γονιδιακής έκφρασης. 

 
Κάθε πείραµα αντιπροσωπεύει ένα ξεχωριστό διακριτό άξονα στο χώρο και ο 

λογαριθµικός λόγος ενός γονίδιου στο συγκεκριµένο πείραµα αντιπροσωπεύει τη 
γεωµετρική συντεταγµένη του. Για παράδειγµα, αν έχουµε τρία πειράµατα, ο 
λογαριθµικός λόγος ενός συγκεκριµένου γονιδίου στο πείραµα 1, αντιπροσωπεύει την 
x-συντεταγµένη, ο λόγος του στο πείραµα 2 την y-συντεταγµένη και ο λόγος του στο 
τρίτο, την z-συντεταγµένη. Έτσι όλες οι πληροφορίες σχετικά µε το γονίδιο µπορούν 
να αντιπροσωπευτούν από ένα σηµείο x-y-z στο χώρο έκφρασης. Ένα δεύτερο 
γονίδιο µε τον ίδιο περίπου λογαριθµικό λόγο για κάθε πείραµα θα αντιπροσωπεύει 
ένα κοντινό σηµείο (χωρικά), ενώ ένα γονίδιο µε πολύ διαφορετικό πρότυπο 
έκφρασης θα βρίσκεται µακριά από το αρχικό γονίδιο. Η διαστατικότητα του χώρου 
έκφρασης αυξάνεται για να είναι ίση µε τον αριθµό των πειραµάτων. Έτσι τα 
δεδοµένα έκφρασης µπορούν να αντιπροσωπευτούν από ένα n-διάστατο χώρο 
έκφρασης, όπου n είναι ο αριθµός των πειραµάτων και κάθε διάνυσµα γονιδιακής 
έκφρασης αντιπροσωπεύεται από ένα σηµείο στο χώρο αυτό. 
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Για να ερµηνεύσουµε τα αποτελέσµατα από την ανάλυση πολλαπλών πειραµάτων 
δηµιουργούµε µια «µήτρα εκφράσεων» στην οποία η κάθε στήλη αντιπροσωπεύει 
ένα πείραµα και η κάθε γραµµή το διάνυσµα έκφρασης για ένα συγκεκριµένο γονίδιο 
(Quackenbush 2001, Eisen et al. 1998). 

 
Υπάρχουν διάφορες συναρτήσεις υπολογισµού της απόστασης (distance metrics) 

που ανήκουν σε δύο κατηγορίες: τις µετρικές και τις ηµιµετρικές (metrics και semi 
metrics). 

 
Για να ταξινοµηθεί ως µετρική, µια συνάρτηση απόστασης dij µεταξύ δύο 

διανυσµάτων, i και j, πρέπει να υπακούει στους παρακάτω κανόνες: 
 
• Η απόσταση πρέπει να είναι θετική καθορισµένη, dij ≥ 0  (δηλαδή πρέπει να 

είναι µηδέν ή θετική). 
• Η απόσταση πρέπει να είναι συµµετρική, dij= dji, έτσι ώστε η απόσταση από 

το i στο j να είναι ίδια µε την απόσταση από το j στο i. 
• Ένα αντικείµενο έχει µηδενική απόσταση από τον εαυτό του, dii = 0. 
• Κατά την εξέταση τριών αντικειµένων, i, j και k, η απόσταση από το i στο k 

είναι πάντα µικρότερη ή ίση από το άθροισµα των αποστάσεων από το i στο j 
και από το j to k, δηλαδή  dik ≤ dij + djk. Αυτή η σχέση αποτελεί την 
τριγωνική ιδιότητα. 
 

Η πιο συνηθισµένη είναι η ευκλείδεια απόσταση, που αποτελεί γενίκευση του 
Πυθαγορείου θεωρήµατος. Για ένα n-διάστατο διάνυσµα έκφρασης , η ευκλείδεια 
απόσταση δίνεται από τη σχέση: 

 

� � ST�U% � �%���
%)�  

 
όπου xi και yi είναι οι µετρούµενες τιµές έκφρασης για τα γονίδια x και y αντίστοιχα, 
στο πείραµα i, και η άθροιση γίνεται  για τα n πειράµατα που αναλύονται. 

 
Τα µέτρα απόστασης που υπακούν στους πρώτους τρεις κανόνες, αλλά 

αποτυγχάνουν να εξασφαλίσουν την τριγωνική ιδιότητα αναφέρονται ως ηµι-µετρικά. 
Υπάρχει ένας µεγάλος αριθµός ηµι-µετρικών µέτρων απόστασης και αυτά 
χρησιµοποιούνται συχνά στην ανάλυση έκφρασης (Quackenbush 2001). 

 
 

5.5.2. Ιεραρχική οµαδοποίηση (Hierarchical clustering) 

 
Η ιεραρχική οµαδοποίηση έχει το πλεονέκτηµα ότι είναι απλή και το 

αποτέλεσµα µπορεί εύκολα να οπτικοποιηθεί. Η ιεραρχική οµαδοποίηση είναι µια 
συσσωρευτική προσέγγιση στην οποία απλά προφίλ έκφρασης ενώνονται για να 
διαµορφώσουν τις οµάδες, στις οποίες προσχωρούν ακόµα περισσότερα γονίδια µέχρι 
να ολοκληρωθεί η διαδικασία. ∆ηµιουργούν ένα ιεραρχικό δέντρο, που ονοµάζεται 
δενδροδιάγραµµα και το µήκος των κλαδιών του αντιπροσωπεύουν το βαθµό 
οµοιότητας των δεδοµένων . 
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Η διαδικασία της ιεραρχικής οµαδοποίησης προχωρά µε απλό τρόπο.  
 
Αρχικά, υπολογίζεται η µήτρα των αποστάσεων κατά ζευγάρια (pairwise) για όλα 

τα γονίδια που πρέπει να οµαδοποιηθούν.  
∆εύτερον, η µήτρα των αποστάσεων διατρέχεται για να βρεθούν τα δύο πιο όµοια 

γονίδια (ή οµάδες). Αρχικά κάθε οµάδα αποτελείται από ένα µόνο γονίδιο. Εάν 
διάφορα ζευγάρια έχουν την ίδια απόσταση, ένας προκαθορισµένος κανόνας 
χρησιµοποιείται για να αποφασίσει µεταξύ των εναλλακτικών λύσεων. 

Τρίτον, οι δύο επιλεγµένες οµάδες συγχωνεύονται για να δηµιουργήσουν µια νέα 
οµάδα, που τώρα περιέχει τουλάχιστον δύο αντικείµενα.  

Τέταρτο, υπολογίζονται οι αποστάσεις µεταξύ αυτής της νέας οµάδας και των 
άλλων οµάδων. ∆εν χρειάζεται να υπολογιστούν εκ νέου όλες οι αποστάσεις, 
δεδοµένου ότι µόνο αυτές που περιλαµβάνουν τη νέα οµάδα έχουν αλλάξει.  

Στο τέλος, τα βήµατα 2-4 επαναλαµβάνονται µέχρι όλα τα αντικείµενα 
εκχωρηθούν σε µια οµάδα. 

 
 

 
 
Εικόνα 5.1: Τα βήµατα της ιεραρχικής οµαδοποίησης. Τα αντικείµενα µε την ελάχιστη απόσταση µεταξύ 

τους, οµαδοποιούνται για να σχηµατίσουν µια νέα οµάδα. Η απόσταση µεταξύ όλων των οµάδων ή αντικειµένων 
επαναϋπολογίζονται µε µια επαναληπτική διαδικασία (Causton, Quackenbush & Brazma 2003). 

 
  

Υπάρχουν διάφορες παραλλαγές της ιεραρχικής οµαδοποίησης που διαφέρουν 
στον τρόπο µε τον οποίο υπολογίζονται οι αποστάσεις µεταξύ των αυξανόµενων 
οµάδων και των υπολοίπων µελών του συνόλου δεδοµένων, συµπεριλαµβανοµένων 
των άλλων οµάδων. Κάθε µια από αυτές παραγάγει ελαφρώς διαφορετικά 
αποτελέσµατα (Quackenbush 2001, Causton, Quackenbush & Brazma 2003). 

 
 

5.5.2.1.Οµαδοποίηση απλής σύνδεσης  ( single linkage clustering) 

 
 Η απόσταση µεταξύ δύο οµάδων, i και j, υπολογίζεται ως η ελάχιστη απόσταση 

µεταξύ ενός µέλους της οµάδας i και ενός µέλους της οµάδας j. Αυτή η τεχνική 
αναφέρεται επίσης ως µέθοδος ελάχιστης απόστασης, ή «κοντινότερου γείτονα». 
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Αυτή η µέθοδος τείνει να παραγάγει οµάδες που είναι «χαλαρές», επειδή οι οµάδες 
µπορούν να ενωθούν αν οποιαδήποτε δύο µέλη είναι κοντά. Ειδικά, η µέθοδος αυτή 
οδηγεί συχνά σε αλυσιδωτή, ή διαδοχική προσθήκη των απλών δειγµάτων σε µια ήδη 
υπάρχουσα οµάδα. 

 
 

5.5.2.2.Οµαδοποίηση πλήρους σύνδεσης ( complete linkage clustering) 

 
Η µέθοδος αυτή είναι επίσης γνωστή και ως µέθοδος µέγιστης απόστασης ή 

«µακρύτερου γείτονα». Η απόσταση µεταξύ δύο οµάδων υπολογίζεται ως η µέγιστη 
απόσταση µεταξύ των µελών των σχετικών οµάδων. Έτσι δηµιουργούνται πιο 
συµπαγείς οµάδες και είναι συχνά παρόµοιες σε µέγεθος. Η µέθοδος αυτή είναι 
ευαίσθητη στις ακραίες τιµές. 

 
 

5.5.2.3.Οµαδοποίηση µέσου όρου σύνδεσης  ( average linkage clustering) 

 
Η απόσταση µεταξύ των οµάδων υπολογίζεται χρησιµοποιώντας τις µέσες τιµές. 

Υπάρχουν διάφορες µέθοδοι υπολογισµού του µέσου όρου. Η πιο κοινή είναι η 
µέθοδος οµάδων ζευγαριών µη σταθµισµένων µέσων (UPGMA- unweighted pair-
group method average). Ο µέσος όρος της απόστασης υπολογίζεται ως η απόσταση 
µεταξύ κάθε σηµείου της οµάδας από όλα τα σηµεία µιας άλλης οµάδας. Οι δύο 
οµάδες µε τη µικρότερη µέση απόσταση ενώνονται µαζί για να διαµορφώσουν µια 
νέα οµάδα. Σχετικές µέθοδοι αντικαθιστούν το µέσο όρο µε το κεντροειδές (centroid). 

 
 

5.5.2.4.Μέθοδος Ward.  

 
Στη µέθοδο Ward, γνωστή επίσης και ως οµαδοποίηση ελάχιστης διασποράς, η 

συµµετοχή σε µια οµάδα καθορίζεται από τον υπολογισµό του συνολικού 
αθροίσµατος της τετραγωνικής απόκλισης από το µέσο όρο µιας οµάδας. Η ένωση σε 
οµάδες γίνεται µε τέτοιο τρόπο ώστε να παράγει τη µικρότερη δυνατή αύξηση στο 
άθροισµα των τετραγωνικών σφαλµάτων. Η µέθοδος αυτή ευνοεί τη δηµιουργία 
µικρών οµάδων, ίδιου µεγέθους, µε την ελάχιστη διασπορά µέσα στην οµάδα, 
ωστόσο είναι υπολογιστικά απαιτητική. 

 

 
 

Εικόνα 5.2:Απλή σύνδεση, πλήρης σύνδεση και σύνδεση µέσου όρου (Causton, Quackenbush & Brazma 
2003). 
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Ένα πιθανό πρόβληµα στις περισσότερες ιεραρχικές µεθόδους οµαδοποίησης 
είναι ότι, καθώς οι οµάδες αυξάνονται σε µέγεθος, το διάνυσµα έκφρασης που 
αντιπροσωπεύει την οµάδα µπορεί πλέον να µην αντιπροσωπεύσει κανένα από τα 
γονίδια της. Κατά συνέπεια, καθώς η οµαδοποίηση προχωρά, τα πραγµατικά πρότυπα 
γονιδιακής έκφρασης γίνονται όλο και λιγότερο σχετικά. Επιπλέον, αν γίνει µια 
«κακή» ανάθεση νωρίς στη διαδικασία, δεν µπορεί να διορθωθεί. Μια εναλλακτική 
που µπορεί να περιορίσει τέτοιες ατέλειες, είναι η χρήση προσεγγίσεων 
οµαδοποίησης, όπως η k-µέσων και η SOMs για τη διανοµή των δεδοµένων σε 
οµάδες που έχουν παρόµοια πρότυπα έκφρασης (Quackenbush 2001, Grant 2004, 
Causton, Quackenbush & Brazma 2003). 

 
 

 
 

Εικόνα 5.3: Παράδειγµα εφαρµογής Ιεραρχικής οµαδοποίησης σε δεδοµένα (Quackenbush 2001). 
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5.5.3. Οµαδοποίηση k-µέσων (k-means clustering) 

 
Αν υπάρχει εκ των προτέρων γνώση για τον αριθµό των οµάδων που 

αντιπροσωπεύουν τα δεδοµένα, η µέθοδος των k-µέσων είναι µια καλή εναλλακτική 
λύση σε σχέση µε τις ιεραρχικές µεθόδους. Στη µέθοδο k-µέσων, τα αντικείµενα 
χωρίζονται σε ένα καθορισµένο αριθµό (k) οµάδων, έτσι ώστε οι οµάδες να είναι 
εσωτερικά όµοιες αλλά εξωτερικά ανόµοιες (δεν παράγεται δενδροδιάγραµµα).  

 
Η διαδικασία που περιλαµβάνεται στην οµαδοποίηση k-µέσων είναι 

εννοιολογικά απλή, αλλά µπορεί να είναι υπολογιστικά απαιτητική. 
Αρχικά, όλα τα αρχικά αντικείµενα αποδίδονται τυχαία σε µια από τις k οµάδες 

(όπου το k διευκρινίζεται από το χρήστη). 
∆εύτερον, ένα µέσο διάνυσµα έκφρασης υπολογίζεται για κάθε οµάδα και αυτό 

χρησιµοποιείται για να υπολογιστούν οι αποστάσεις µεταξύ των οµάδων. 
Τρίτον, χρησιµοποιώντας µια επαναληπτική µέθοδο, τα αντικείµενα 

µετακινούνται µεταξύ των οµάδων και οι αποστάσεις µέσα και έξω από τις οµάδες 
υπολογίζονται σε κάθε µετακίνηση. Τα αντικείµενα επιτρέπεται να παραµείνουν στη 
νέα οµάδα µόνο εάν είναι πιο κοντά σε αυτή απ' ότι στην προηγούµενη οµάδα τους.  

Τέταρτον, µετά από κάθε µετακίνηση, το διάνυσµα έκφρασης για κάθε οµάδα 
υπολογίζεται εκ νέου.  

Στο τέλος, η µετάθεση προχωρά µέχρις ότου η µετακίνηση άλλων αντικειµένων, 
θα έκανε τις οµάδες πιο µεταβλητές, αυξάνοντας τις αποστάσεις στο εσωτερικό τους 
και µειώνοντας τη µεταξύ τους ανοµοιότητα. Κάποιες εφαρµογές της µεθόδου k-
µέσων χρειάζονται όχι µόνο τον αριθµό των οµάδων, αλλά και τους κόµβους για κάθε 
οµάδα. Αυτό επιτρέπει τη χρήση προηγούµενων γνώσεων του συστήµατος για την 
πραγµατοποίηση της οµαδοποίησης (Lee 2004, Quackenbush 2001, Causton, 
Quackenbush & Brazma 2003). 

 
 

 
 
Εικόνα 5.4: Οµαδοποίηση k -µέσων. Οι µεγάλοι κύκλοι αντιπροσωπεύουν τα κέντρα µάζας και οι µικροί τα 

αντικείµενα (Causton, Quackenbush & Brazma 2003). 
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Η  οµαδοποίηση k-means, όπως και άλλοι αλγόριθµοι, έχει αδυναµίες: 
 
• Όταν ο αριθµός των δεδοµένων δεν είναι πολύ µεγάλος, η αρχική οµαδοποίηση 

καθορίζει σηµαντικά τις οµάδες.  

• Ο αριθµός των οµάδων, k, πρέπει να καθοριστεί εκ των προτέρων.  

• ∆εν γνωρίζουµε ποτέ την πραγµατική οµάδα, αφού χρησιµοποιώντας τα ίδια 
δεδοµένα, εάν αυτά εισαχθούν µε διαφορετική σειρά, µπορεί για µικρό αριθµό 
δεδοµένων, να παραχθούν διαφορετικές οµάδες. 

• Είναι ευαίσθητη στις αρχικές συνθήκες. ∆ιαφορετικές αρχικές συνθήκες µπορεί 
να παράγουν διαφορετικά αποτελέσµατα οµαδοποίησης. Ο αλγόριθµος µπορεί να 
παγιδευτεί στο τοπικό βέλτιστο. 

• ∆εν ξέρουµε ποτέ ποια ιδιότητα συµβάλλει περισσότερο στη διαδικασία 
οµαδοποίησης, αφού υποθέτουµε ότι κάθε ιδιότητα έχει το ίδιο βάρος.  

• Το γεγονός ότι ο αριθµητικός µέσος δεν είναι εύρωστος στις έκτροπες τιµές έχει 
σαν αποτέλεσµα στοιχεία που βρίσκονται µακριά από το κεντροειδές να µπορούν 
να µετατοπίσουν τα κεντροειδή µακριά από τα πραγµατικά. Χρησιµοποιώντας 
αντί του µέσου την διάµεσο, το πρόβληµα αυτό µπορεί να αντιµετωπισθεί. 

 
 

5.5.4. Αυτο-οργανούµενοι χάρτες (Self-organizing maps- SOM). 

 
Ένας αυτο-οργανούµενος χάρτης (SOM) είναι µια διαχωριστική µέθοδος 

οµαδοποίησης που βασίζεται στα νευρωνικά δίκτυα. Αυτή η µέθοδος αναθέτει τα 
γονίδια σε µια σειρά οµάδων βάσει της οµοιότητας του διανύσµατος έκφρασής τους, 
µε το διάνυσµα αναφοράς που είναι ορισµένο για κάθε οµάδα. Αυτό που διαχωρίζει 
την οµαδοποίηση SOM από την οµαδοποίηση k-means, είναι η διαδικασία 
προσδιορισµού αυτών των διανυσµάτων αναφοράς. Πριν ξεκινήσει η ανάλυση, ο 
χρήστης καθορίζει το γεωµετρικό σχηµατισµό των οµάδων, συνήθως ένα δισδιάστατο 
ορθογώνιο ή εξαγωνικό πλέγµα. Τυχαία διανύσµατα δηµιουργούνται για κάθε οµάδα, 
αλλά πριν τα γονίδια ξεκινήσουν να αποδίδονται στις οµάδες, τα διανύσµατα 
«εκπαιδεύονται» µε µια επαναληπτική διαδικασία που συνεχίζεται µέχρι να 
συγκλίνει, έτσι ώστε τα δεδοµένα να διαχωριστούν αποτελεσµατικότερα. 

 
Αρχικά, τυχαία διανύσµατα κατασκευάζονται και αποδίδονται σε κάθε 

διαµέριση.  
∆εύτερον, ένα γονίδιο επιλέγεται τυχαία και χρησιµοποιώντας ένα επιλεγµένο 

µέτρο απόστασης, προσδιορίζεται το διάνυσµα αναφοράς που είναι πιο κοντά στο 
γονίδιο. 

Τρίτον, το διάνυσµα αναφοράς προσαρµόζεται έτσι ώστε να είναι περισσότερο 
όµοιο µε το διάνυσµα του συγκεκριµένου γονιδίου. Τα διανύσµατα αναφοράς που 
είναι «γειτονικά» στο δισδιάστατο πλέγµα του συγκεκριµένου γονιδίου 
προσαρµόζονται επίσης, ώστε να είναι και αυτά περισσότερο όµοια µε το διάνυσµα 
έκφρασης του τυχαία επιλεγµένου γονιδίου. 

Τέταρτο, τα βήµατα 2 και 3 επαναλαµβάνονται αρκετές χιλιάδες φορές, 
µειώνοντας την ποσότητα που τα διανύσµατα αναφοράς προσαρµόζονται και 
αυξάνοντας την αυστηρότητα που χρησιµοποιείται για τον προσδιορισµό της 
«εγγύτητας» σε κάθε βήµα. Καθώς η διαδικασία συνεχίζεται, τα διανύσµατα 
αναφοράς συγκλίνουν σε καθορισµένες τιµές. 
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Στο τέλος, τα γονίδια χαρτογραφούνται στις σχετικές οµάδες, ανάλογα µε το 
διάνυσµα αναφοράς µε το οποίο είναι πιο όµοια. 

 

 
 
Εικόνα 5.5: Αυτο-οργανούµενοι χάρτες. Οι αρχικές θέσεις των διανυσµάτων αναφοράς, περιγράφονται από 

τους σκιασµένους κύκλους (Causton, Quackenbush & Brazma 2003). 

 
 
Για την επιλογή του γεωµετρικού σχηµατισµού των οµάδων είναι αποτελεσµατικό 

να διευκρινιστεί ο αριθµός των οµάδων στα οποία θα διαιρεθούν τα δεδοµένα. Η 
µέθοδος αυτή δουλεύει καλά µε θορυβώδη δεδοµένα (Quackenbush 2001, Causton, 
Quackenbush & Brazma 2003). 

 
 

5.5.5. Ανάλυση Πρωτευουσών Συνιστωσών (principal components analysis) 

 
Τα δεδοµένα γονιδιακής έκφρασης έχουν πολύ υψηλές διαστάσεις. Όταν 

αναλύουµε τέτοιου τύπου δεδοµένα, είναι δύσκολο να σχηµατιστούν οι οµάδες. 
Επίσης σε δεδοµένα γονιδιακής έκφρασης µε χρήση µικροσυστοιχιών, σε αντίθεση µε 
τα κλασσικά σύνολα έχουµε πολύ µεγαλύτερο αριθµό µεταβλητών σε σχέση µε τον 
αριθµό των παρατηρήσεων (Jolliffe 2002).  

 
Η ανάλυση πρωτευουσών συνιστωσών (PCA) είναι µια µέθοδος που 

χρησιµοποιείται στην ανάλυση δεδοµένων γονιδιακής έκφρασης, κυρίως για να 
µειώσει τη «διαστατικότητα» των δεδοµένων και να ανακαλύψει συνδυασµούς 
πειραµάτων ή γονιδίων που από κοινού συνεισφέρουν περισσότερο στη διακύµανση 
των δεδοµένων.  

 
Η κεντρική ιδέα της ανάλυσης πρωτευουσών συνιστωσών (PCA) είναι να µειωθεί 

η διαστατικότητα του συνόλου δεδοµένων που αποτελείται από έναν µεγάλο αριθµό 
αλληλένδετων µεταβλητών, διατηρώντας όσο το δυνατόν περισσότερο τη 
διακύµανση που εµφανίζεται στο σύνολο των δεδοµένων.  
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Αυτό επιτυγχάνεται µε το µετασχηµατισµό σε ένα νέο σύνολο µεταβλητών, τις 
πρωτεύουσες συνιστώσες (PCs), οι οποίες είναι ασυσχέτιστες και ταξινοµούνται έτσι 
ώστε οι πρώτες να διατηρούν το µεγαλύτερο µέρος της διακύµανσης που 
παρουσιάζεται στις αρχικές µεταβλητές. Κάθε πρωτεύουσα συνιστώσα είναι ένας 
γραµµικός συνδυασµός των αρχικών µεταβλητών. Όλες οι πρωτεύουσες συνιστώσες 
είναι ορθογώνιες µεταξύ τους και έτσι δεν υπάρχει καµία περιττή πληροφορία. Οι 
πρωτεύουσες συνιστώσες σαν σύνολο, αποτελούν µια ορθογώνια βάση στο χώρο των 
δεδοµένων. 

 
 Η πρώτη πρωτεύουσα συνιστώσα είναι ένας ενιαίος άξονας στο χώρο. Όταν 

προβάλλετε κάθε παρατήρηση σε αυτό τον άξονα, οι προκύπτουσες τιµές 
διαµορφώνουν µια νέα µεταβλητή. Και η διακύµανση αυτής της µεταβλητής είναι η 
µέγιστη µεταξύ όλων των πιθανών επιλογών του πρώτου άξονα. Η δεύτερη 
πρωτεύουσα συνιστώσα είναι ένας άλλος άξονας στο χώρο, κάθετος στον πρώτο. Η 
προβολή των παρατηρήσεων σε αυτόν τον άξονα παράγει µια άλλη νέα µεταβλητή. Η 
διακύµανση αυτής της µεταβλητής είναι η µέγιστη µεταξύ όλων των πιθανών 
επιλογών αυτού του δεύτερου άξονα.  

 
Το πλήρες σύνολο των κύριων συνιστωσών είναι τόσο µεγάλο όσο το αρχικό 

σύνολο µεταβλητών. Αλλά το άθροισµα της διακύµανσης των πρώτων πρωτευουσών 
συνιστωσών συνήθως υπερβαίνει το 80% της συνολικής διακύµανσης των αρχικών 
δεδοµένων. Με την εξέταση των γραφηµάτων αυτών των λίγων νέων µεταβλητών, οι 
ερευνητές αναπτύσσουν συχνά µια βαθύτερη κατανόηση των κινητήριων δυνάµεων 
που παρήγαγαν τα αρχικά δεδοµένα (Quackenbush 2001, Causton, Quackenbush & 
Brazma 2003). 

 
Η µέθοδος ανάλυσης πρωτευουσών συνιστωσών επιτρέπει την οπτική εκτίµηση 

του αριθµού οµάδων που αντιπροσωπεύουν τα δεδοµένα. Έτσι µπορεί να 
χρησιµοποιηθεί για να διευκρινίσει τον αριθµό k των οµάδων και για να 
οµαδοποιήσει τα γονίδια (ή τα πειράµατα) στις σχετικές οµάδες. 

 
Η µέθοδος PCA (επίσης αποκαλούµενη ανάλυση ιδιαζουσών τιµών-singular value 

decomposition) είναι µια µαθηµατική τεχνική που παρέχει µια προβολή των 
σύνθετων συνόλων δεδοµένων σε ένα µειωµένο, εύκολα απεικονίσιµο χώρο. Η PCA 
βρίσκει εκείνες τις όψεις που δίνουν τον καλύτερο χωρισµό των δεδοµένων. 
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Εικόνα 5.6: Απεικόνιση της PCA ανάλυσης. α. Ένα σύνολο δεδοµένων στον τρισδιάστατο χώρο, β. Οι τρεις 
ορθογώνιες πρωτεύουσες συνιστώσες (PCs) των δεδοµένων, βάση της διακύµανσης, γ. Η προβολή του συνόλου 

δεδοµένων στις δύο πρώτες συνιστώσες, απορρίπτοντας την τρίτη (Kavraki 2007). 

 
 

Στις περισσότερες εφαρµογές της PCA, είναι δύσκολο να καθοριστούν µε 
ακρίβεια τα ακριβή όρια των διακριτών οµάδων, ή να καθοριστούν τα γονίδια (ή τα 
πειράµατα) που ανήκουν σε κάθε οµάδα. Ωστόσο, η PCA είναι µια ισχυρή τεχνική 
για την ανάλυση των δεδοµένων γονιδιακής έκφρασης όταν χρησιµοποιείται µε µια 
άλλη τεχνική οµαδοποίησης, όπως η k-µέσων ή η SOM, που απαιτούν να ορίσει ο 
χρήστης τον αριθµό των οµάδων (Lee 2004, Causton, Quackenbush & Brazma 2003, 
Raychaudhuri, Stuart & Altman 2000). 

 
 

5.6. ΜΕΘΟ∆ΟΙ ΕΠΙΒΛΕΠΟΜΕΝΗΣ ΜΑΘΗΣΗΣ 

 
Οι µέθοδοι επιβλεπόµενης ταξινόµησης αντιπροσωπεύουν µια ισχυρή 

εναλλακτική λύση που µπορεί να εφαρµοστεί, αν υπάρχει προηγούµενη γνώση 
σχετικά µε τα γονίδια που αναµένεται να  συγκεντρωθούν από κοινού. Οι πιο απλές 
µέθοδοι είναι η µέθοδος γραµµικών διαχωριστών και η µέθοδος k-κοντινότερων 
γειτόνων (k-nearest neighbors). Μια ευρέως χρησιµοποιηµένη µέθοδος είναι οι 
µηχανές υποστήριξης διανυσµάτων (SVM) (Brown et al. 2000). Τυπικά  αυτοί οι 
«ταξινοµητές» εκπαιδεύονται µε ένα υποσύνολο δεδοµένων, που έχουν µια εκ των 
προτέρων γνωστή ταξινόµηση (σύνολο εκπαίδευσης) και ελέγχονται ως προς την 
ακρίβειά τους από ένα άλλο υποσύνολο γνωστής ταξινόµησης (σύνολο ελέγχου). 
Μετά την αξιολόγηση της ποιότητας της πρόβλεψης, ο ταξινοµητής µπορεί να 
εφαρµοσθεί σε νέα δεδοµένα (Quackenbush 2001, Causton, Quackenbush & Brazma 
2003). 
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5.6.1. Γραµµικοί διαχωριστές (linear discriminants) 

 
Οι γραµµικοί διαχωριστές, σε ένα δισδιάστατο χώρο αποτελούν µια ευθεία 

γραµµή που διαχωρίζει τα σηµεία που είναι σηµασµένα µε την ετικέτα 1, από εκείνα 
που έχουν την ετικέτα -1. Στις δύο διαστάσεις η ευθεία αυτή δίνεται από τη σχέση 

baxx += 12  και για την εύρεση της χρησιµοποιείται η µέθοδος ελαχίστων 

τετραγώνων (Causton, Quackenbush & Brazma 2003). 
 
 

5.6.2. Μηχανές υποστήριξης διανυσµάτων (Support vector machines – SVM) 

 
Οι SVM χρησιµοποιούν ένα σύνολο εκπαίδευσης, στο οποίο, όταν τα γονίδια 

είναι γνωστό ότι συνδέονται µεταξύ τους, παρέχονται σα θετικά παραδείγµατα και τα 
γονίδια που είναι γνωστό ότι δεν είναι µέλη αυτής της τάξης, αποτελούν αρνητικά 
παραδείγµατα. Αυτά συνδυάζονται σε ένα σύνολο παραδειγµάτων εκπαίδευσης που 
χρησιµοποιείται από τις SVM για να «εκπαιδευτούν», ώστε να µπορούν να 
διακρίνουν µεταξύ των µελών και των µη µελών της κατηγορίας, βάσει των 
δεδοµένων έκφρασης. Έχοντας «µάθει» τα χαρακτηριστικά γνωρίσµατα έκφρασης 
κάθε κατηγορίας, οι SVM µπορούν έπειτα να χρησιµοποιηθούν για να αναγνωρίσουν 
και να ταξινοµήσουν τα γονίδια του συνόλου δεδοµένων βάσει της έκφρασής τους. 
Με αυτόν τον τρόπο, οι SVMs χρησιµοποιούν βιολογικές πληροφορίες για να 
καθορίσουν τα χαρακτηριστικά γνωρίσµατα έκφρασης, που είναι χαρακτηριστικά 
µιας οµάδας και τοποθετούν τα γονίδια στη συγκεκριµένη οµάδα. Οι SVMs µπορούν 
επίσης να προσδιορίσουν γονίδια του συνόλου εκπαίδευσης που έχουν ακραίες τιµές  
ή που έχουν τοποθετηθεί προηγουµένως σε λάθος κατηγορία. 

 
Τα δεδοµένα γονιδιακής έκφρασης µπορούν να θεωρηθούν σαν ένας m-διάστατος 

χώρος, όπου τα διανύσµατα έκφρασης αντιπροσωπεύονται ως σηµεία σε αυτό το 
χώρο. Οι SVMs είναι ένας δυαδικός ταξινοµητής (binary classifier) που προσπαθεί να 
χωρίσει τα γονίδια σε δύο κατηγορίες (στο θετικό σύνολο εκπαίδευσης, ή έξω από 
αυτό) µε τον καθορισµό ενός βέλτιστου υπερεπιπέδου που χωρίζει τα µέλη της 
κατηγορίας από τα µη µέλη. Οι SVM λύνουν το πρόβληµα της χαρτογράφησης των 
διανυσµάτων γονιδιακής έκφρασης από τον αρχικό διανυσµατικό χώρο έκφρασης σε 
ένα υψηλότερων διαστάσεων «χώρο χαρακτηριστικών», στον οποίο η απόσταση 
µετριέται χρησιµοποιώντας µια µαθηµατική συνάρτηση, γνωστή ως συνάρτηση 
kernel και στη συνέχεια τα δεδοµένα µπορούν να χωριστούν σε δύο κατηγορίες. 

 
Για µερικά σύνολα δεδοµένων, οι SVMs µπορεί να µην επιτύχουν σαφή 

διαχωρισµό, είτε λόγω λαθών στην ταξινόµηση του συνόλου εκπαίδευσης, είτε λόγω 
θορύβου στα δεδοµένα, είτε από µια εσφαλµένη επιλογή της συνάρτησης kernel. Για 
αυτό το λόγο, οι περισσότερες εφαρµογές επιτρέπουν στους χρήστες να 
διευκρινίσουν ένα «µαλακό»  περιθώριο, που επιτρέπει σε µερικά εκπαιδευτικά 
παραδείγµατα να «πέσουν» σε λάθος πλευρά του διαχωριστικού υπερεπιπέδου. 

 
Ο πλήρης προσδιορισµός των SVMs απαιτεί  συνεπώς τον καθορισµό τόσο της 

συνάρτησης kernel όσο και το µέγεθος της ρήτρας που πρέπει να επιβληθεί για την 
παραβίαση του µαλακού περιθωρίου. Είναι συχνά δύσκολη η επιλογή της καλύτερης 
συνάρτησης kernel, των παραµέτρων και των ρητρών. ∆ιαφορετικές παράµετροι 
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παράγουν συχνά διαφορετικές ταξινοµήσεις. Είναι εποµένως συχνά απαραίτητο να 
αυξηθεί διαδοχικά η πολυπλοκότητα της συνάρτησης kernel µέχρι να επιτευχθεί η 
κατάλληλη ταξινόµηση (Brown et al. 2000). 

 
Οι SVMs είναι ένας από τους επιβλεπόµενους αλγορίθµους ταξινόµησης που έχει 

εφαρµοστεί για τον προσδιορισµό των γονιδίων που µοιράζονται κοινά πρότυπα 
έκφρασης, αλλά κυρίως χρησιµοποιούνται για την ταξινόµηση δειγµάτων. Αν 
µετράται η γονιδιακή έκφραση µορίων RNA που προέρχεται από διάφορους 
ασθενείς, για τα οποία υπάρχει για παράδειγµα, ταξινόµηση µε βάση τη φάση της 
ασθένειας ή δεδοµένων επιβίωσης, µπορούµε να χρησιµοποιήσουµε τα δεδοµένα των 
µικροσυστοιχιών για να εκπαιδεύσουµε έναν αλγόριθµο που µπορεί έπειτα να 
εφαρµοστεί στην ταξινόµηση άλλων προηγουµένως µη ταξινοµηµένων δειγµάτων 
(Furey et al. 2000, Golub et al. 1999). Αυτή η προσέγγιση θα µπορούσε να 
χρησιµοποιηθεί για την ανάπτυξη «µοριακών αποτυπωµάτων έκφρασης» για την 
ταξινόµηση ασθενειών. Στη διάγνωση του καρκίνου, η δυνατότητα να παραχθεί ένα 
µοριακό αποτύπωµα της έκφρασης για κάθε όγκο, θα µπορούσε να αποδειχθεί 
εξαιρετικά σηµαντική καθώς ιστολογικά παρόµοιοι όγκοι µπορεί στην 
πραγµατικότητα να είναι αποτέλεσµα ουσιαστικών διαφορετικών γενετικών αλλαγών, 
οι οποίες µπορούν να επηρεάσουν σηµαντικά την εξέλιξη του όγκου και την 
απόκριση στη θεραπεία. 

 
 

5.6.3. Μέθοδος k-κοντινότερων γειτόνων (k-nearest neighbors) 

 
Η µέθοδος γραµµικών διαχωριστών υποθέτει ότι τα σηµασµένα σηµεία µπορούν 

να διαχωριστούν από ένα υπερεπίπεδο. Ένας παραβολικός διαχωριστής µπορεί να 
επιτύχει καλύτερα αποτελέσµατα, ενώ οι SVMs είναι πιο κατάλληλη µέθοδος. Μία 
απλή εναλλακτική των SVMs είναι η µέθοδος k-κοντινότερων γειτόνων. 

 
Σε αυτή τη µέθοδο, η ετικέτα ενός µη εκ των προτέρων σηµασµένου σηµείου, 

εκτιµάται από τις ετικέτες των k κοντινότερων σηµείων. Για τη µέτρηση της 
απόστασης χρησιµοποιείται ένα καθορισµένο µέτρο, για παράδειγµα, η ευκλείδεια 
απόσταση. Κάποιες φορές το k ερµηνεύεται όχι ως ο αριθµός των σηµείων, αλλά η 
ακτίνα γύρω από το συγκεκριµένο σηµείο. Ο πιο απλός τρόπος για να αποδοθεί 
ετικέτα σε ένα νέο σηµείο, ονοµάζεται «ψηφοφορία πλειοψηφίας». Σε αυτή 
παίρνουµε τα k κοντινότερα σηµεία και µετρούµε πόσα από αυτά είναι σηµασµένα µε 
κάθε τρόπο. Η «σταθµισµένη ψηφοφορία πλειοψηφίας» αποδίδει βάρη σε 
διαφορετικές κατευθύνσεις. Σε αυτή την περίπτωση η διαδικασία εκπαίδευσης του 
αλγορίθµου είναι η εύρεση του βέλτιστου βάρους για κάθε διάσταση (Causton, 
Quackenbush & Brazma 2003). 
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6. ΜΕΘΟ∆ΟΛΟΓΙΑ 

 
 

6.1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 
Η τεχνολογία των µικροσυστοιχιών επιτρέπει την ταυτόχρονη εξέταση των 

επιπέδων έκφρασης χιλιάδων γονιδίων σε ένα µόνο πείραµα. Τo πλήθος των 
δεδοµένων που προκύπτουν είναι τεράστιο και υπάρχει ένα ουσιαστικό ζήτηµα 
σχετικά µε το πως µπορεί κανείς να εξάγει συµπεράσµατα και σηµαντικές 
πληροφορίες, σχετικά µε το βιολογικό σύστηµα που µελετάται. 

 
Τα δεδοµένα που λαµβάνονται από τις µικροσυστοιχίες είναι θορυβώδη, εξαιτίας 

διαφόρων πηγών διακύµανσης στα πειράµατα. Προκειµένου να αποκτηθούν 
αξιόπιστα δεδοµένα γονιδιακής έκφρασης για περαιτέρω ανάλυση (π.χ. οµαδοποίηση) 
και ερµηνεία, οι πειραµατικές διαδικασίες πρέπει να είναι αυστηρά ελεγχόµενες και 
έχουν αναπτυχθεί διάφορες µέθοδοι για τη διόρθωση θορύβου υποβάθρου, το 
φιλτράρισµα των «κακής» ποιότητας σηµείων και για την κανονικοποίηση των 
δεδοµένων. Ωστόσο διαφορετικές µέθοδοι επεξεργασίας των δεδοµένων παράγουν 
διαφορετικά αποτελέσµατα και καθιστούν την ανάλυση των δεδοµένων περισσότερο 
δύσκολη. 

 
Στην παρούσα εργασία χρησιµοποιούµε δεδοµένα γονιδιακής έκφρασης από 

κυτταρική σειρά λευχαιµίας Τ-λεµφοκυττάρων (συγκεκριµένα την CCRF-CEM), που 
υφίσταται αγωγή µε διαφορετικές συγκεντρώσεις πρεδνιζολόνης (Lambrou et al. ). Ο 
πειραµατικός σχεδιασµός, η ανάλυση των µικροσυστοιχιών, καθώς και η ανάλυση 
των εικόνων που προκύπτουν πραγµατοποιήθηκε στη Μονάδα Αιµατολογίας-
Ογκολογίας, Α’ Παιδιατρική Κλινική Πανεπιστηµίου Αθηνών, Νοσοκοµείο Παίδων 
«Αγία Σοφία». Η προεπεξεργασία και ανάλυση των δεδοµένων (Sifakis, E.G. 2008) 
πραγµατοποιήθηκε στο Matlab®, ένα προγραµµατιστικό περιβάλλον που είναι φιλικό 
προς το χρήστη και συγχρόνως αποτελεί ένα ισχυρό εργαλείο για την ανάπτυξη και 
εφαρµογή αλγορίθµων για την ανάλυση δεδοµένων µικροσυστοιχιών. 

 
 

6.2. ΥΛΙΚΟ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

 
 

6.2.1. Συλλογή δεδοµένων 

 
Η λευχαιµική σειρά που χρησιµοποιείται, είναι η CCRF-CEM. Προέρχεται από 

λευχαιµικά κύτταρα της CEM, ενός κοριτσιού που σε ηλικία 2 11/12 χρόνων 
ανέπτυξε µια µάζα του µεσοθωρακίου, η οποία διαγνώσθηκε ως λεµφοσάρκωµα µε 
βιοψία του λεµφαδένα της αντίστοιχης τραχηλικής χώρας. H ασθένεια της εξελίχθηκε 
σε οξεία λευχαιµία µε αριθµό λευκών αιµοσφαιρίων στο περιφερικό αίµα 492.000, 
από τα οποία το 87% ήταν λεµφοβλάστες. Αν και για κάποια διαστήµατα µε 
χορήγηση µεθοτρεξάτης και πρεδνιζολόνης παρατηρήθηκαν αιµατολογικές και 
κλινικές υφέσεις, η ασθένεια της συνέχισε να εξελίσσεται. Σε ηλικία 3 10/12 
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επανεισήχθει στην κλινική θεραπείας καρκίνου, µε αριθµό λεµφοκυττάρων στο 
περιφερικό αίµα 177.000 από τα οποία το 98% ήταν λεµφοβλάστες. Παρά την 
εντατική χηµειοθεραπεία η υποτροπή συνέχισε. Πριν το θάνατό της στις 13 
Νοεµβρίου 1964, 4 δείγµατα των 20ml του περιφερικού της αίµατος 
χρησιµοποιήθηκαν για κυτταρική καλλιέργεια, σε αποστειρωµένους φυγόκεντρους 
σωλήνες που περιείχαν κιτρικό οξύ 50mg/10ml αίµατος (Foley et al. 1965). Η σειρά 
αυτή εκτίθεται σε διαφορετικές συγκεντρώσεις πρεδνιζολόνης και στη συνέχεια οι 
γονιδιακές εκφράσεις αναλύονται, χρησιµοποιώντας µικροσυστοιχίες cDNA 1,2K. 

 
Η µικροσυστοιχία που χρησιµοποιείται είναι η IntelliGeneTM Human Cancer 

CHIP Version 4.0. Είναι µια τυπωµένη cDNA µικροσυστοιχία µε ακινητοποιηµένα 
886 τµήµατα cDNA ανθρώπινων γονιδίων, από τα οποία τα 588 είναι τµήµατα 
ανθρώπινων γονιδίων που σχετίζονται µε τον καρκίνο και τα 298 είδη cDNA είναι 
τµήµατα επιλεγµένα µε την τεχνική διαφορικής παράθεσης (differential display 
method-DD method), µεταξύ καρκινικού και φυσιολογικού ιστού. Για τα σχετιζόµενα 
µε τον καρκίνο γονίδια, τµήµατα cDNA περίπου 300 ζευγών βάσεων για κάθε 
γονιδίου, που έχουν ελάχιστη οµολογία µε άλλα γονίδια καταχωρηµένα στη βάση 
δεδοµένων cDNA, σηµαίνονται στη µικροσυστοιχία. Τα τµήµατα cDNA, 250 - 1.200 
ζευγών βάσεων, που επιλέχτηκαν µε τη µέθοδο DD ως γονίδια που έχουν διαφορά 
στα επίπεδα έκφρασης, κλωνοποιήθηκαν και προσδιορίστηκε η αλληλουχία βάσεων 
τους. Αυτή η µικροσυστοιχία DNA είναι κατάλληλη για την έρευνα του καρκίνου, 
αφού το σύνολο των γονιδίων που χρησιµοποιείται, είναι γνωστό ότι συµµετέχουν 
στην εξέλιξη του καρκίνου, στην απόπτωση, στον κυτταρικό κύκλο και την 
ογκοκαταστολή (IntelliGene™ Human Cancer CHIP 2009).  

 

 
 

Εικόνα 6.1: IntelliGene™ Human Cancer CHIP Version 4.0 (IntelliGene™ Human Cancer CHIP 2009). 

 
 
Η έκφραση κάθε γονιδίου µπορεί να αναλυθεί ταυτόχρονα µέσω του υβριδισµού 

των RNA στόχων που έχουν ληφθεί από ανθρώπινα κύτταρα. Αυτή η 
µικροσυστοιχία, είναι επίσης επισηµασµένη µε τµήµατα DNA, που λειτουργούν ως 
έλεγχοι. Αυτές οι κουκίδες ελέγχου µπορούν να χρησιµοποιηθούν για να 
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οµαλοποιήσουν τα σήµατα έντασης των φθοριζουσών ουσιών, καθορίζοντας το 
επίπεδο του υποβάθρου. 

 
Κουκίδες θετικού ελέγχου: Τµήµατα cDNA που προέρχονται από τον 

άνθρωπο (ως γονίδια σταθερής έκφρασης). 
 
1: beta-actin  
2: ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial F0 complex, subunit b,      

isoform 1  
3: glucose-6-phosphate dehydrogenase  
4: glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase  
5: hexokinase 1  
6: ribosomal protein S5  
7: transferrin receptor  
8: tubulin, alpha2  
 
Κουκίδες αρνητικού ελέγχου 

9: lambda-A  
10: lambda-B  
11: pUC19  
12: Arabidopsis chlorophyll ab binding protein  
 
Τα τµήµατα DNA από γονίδια που συνδέονται µε τον καρκίνο και οι αλληλουχίες 

έλεγχου παρατάσσονται στη χρωµατισµένη περιοχή της γυάλινης πλάκας. Η περιοχή 
των κουκίδων αποτελείται από 4 µεταπλέγµατα, κάθε ένα από τα οποία αποτελείται 
από υπο-πλέγµατα 16 σειρών x 18 στηλών. Η θέση κάθε µεταπλέγµατος µπορεί να 
προσδιοριστεί από τον αριθµό της µεταγραµµής και της µεταστήλης που βρίσκεται.  

 
Η µικροσυστοιχία υβριδίζεται µε cDNA από µη επεξεργασµένα κύτταρα και από 

κύτταρα που έχουν υποστεί αγωγή µε 10nM, και 701 µM πρεδνιζολόνης. Τα 
ακόλουθα ζευγάρια των δειγµάτων συγκρίνονται σε πειράµατα: 

 
1. Μη επεξεργασµένα κύτταρα ως προς κύτταρα που έχουν υποστεί αγωγή µε 

10nM πρεδνιζολόνης (αναφέρεται ως «Ovs1»). 

2. Κύτταρα υπό αγωγή µε 10nM ως προς κύτταρα υπό αγωγή µε 701 µM 
πρεδνιζολόνης (αναφέρεται ως «1vs3»). 

3. Μη επεξεργασµένα κύτταρα ως προς κύτταρα υπό αγωγή µε 701 µM 
πρεδνιζολόνης (αναφέρεται ως «Ovs3»). 

 

 

6.2.2. Σάρωση µικροσυστοιχίας  

 
Οι µικροσυστοιχίες στη συνέχεια σαρώνονται µε το ScanArray 4000XL (GSI 

Lumonics, USA) και παράγονται οι εικόνες των µικροσυστοιχιών. Το ScanArray 
4000XL είναι ένα σύστηµα ανάλυσης µικροσυστοιχιών τριών χρωµάτων, που 
συνδυάζει ευελιξία στην ανάλυση µικροσυστοιχιών και δυνατότητα αναβάθµισης. 
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Χρησιµοποιείται για την ανάγνωση των επιπέδων έκφρασης από τον υβριδισµό των 
στόχων που έχουν επικολληθεί στις µικροσυστοιχίες. 

 
Χαρακτηριστικά  
 
1. Τρία λέιζερ µε  δυνατότητα επιλογής από το χρήστη και εύρος διέγερσης από 

488nm ως 633nm  

2. Έως επτά φίλτρα εκποµπής, µε εύρος ανίχνευσης από 500nm ως 700nm 
3. Ανάλυση εικονοστοιχείων 5 µm 

4. Ευαισθησία < =  0.1 µικρών /µόριο φθορίτη 

5. Περιοχή σάρωσης 22mm X 73mm  
6. Γρηγορότερες ταχύτητες σάρωσης (< 5 λεπτά για 22mm X 73mm) 

7. Επιλογή ανάγνωσης ραβδοκώδικα 

8. ∆υνατότητα αναβάθµισης 
 

 

 
 

Εικόνα 6.2: Packard Bioscience ScanArray 4000XL (GSI Lumonics ScanArray 4000 chip scanner 2009). 

 
 

6.2.3. Ανάλυση εικόνας µε χρήση του ImaGene 

 
Το ImaGene v 6.1.0 (Biodiscovery Inc.,USA) είναι το λογισµικό ανάλυσης 

εικόνας που χρησιµοποιείται για την ανάλυση των εικόνων των µικροσυστοιχιών, που 
έχουν παραχθεί από το σαρωτή και τελικά τη δηµιουργία των ακατέργαστων 
δεδοµένων (raw data) για µετέπειτα ανάλυση. Πρόκειται για τιµές έντασης 
φθορισµού σηµάτων ενδιαφέροντος και υποβάθρου από τα κανάλια των Cy3 και Cy5. 

 
Το ImaGene αποθηκεύει τα ποσοτικοποιηµένα δεδοµένα από κάθε εικόνα που 

επεξεργάζεται, σε ξεχωριστά αρχεία κειµένων. Λόγω της ικανότητας επεξεργασίας 
πολλαπλών εικόνων, το ImaGene δεν εξάγει πλέον τους λόγους έκφρασης των 
δεδοµένων από δύο κανάλια. Οι αναλυτές πρέπει είτε να παραγάγουν οι ίδιοι τους 
επιθυµητούς λόγους, είτε να εισαγάγουν τα ακατέργαστα δεδοµένα σε προγράµµατα 
ανάλυσης δεδοµένων. 

 
Το αρχείο δεδοµένων, που είναι το αρχείο εξόδου του ImaGene, διαιρείται σε δύο 

κύρια µέρη. Το πρώτο µέρος είναι η επικεφαλίδα µε πληροφορίες σχετικά µε τις 
παραµέτρους που τίθενται στην ανάλυση. Το δεύτερο µέρος του αρχείου 
περιλαµβάνει τα δεδοµένα που εξάγονται από τις εικόνες. 
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 Το αρχείο εξόδου έχει την παρακάτω µορφή:  
 
 

 

 
 

Εικόνα 6.3: Παράδειγµα αρχείου εξόδου ImaGene v6.1.0. 

 
 
Όπως φαίνεται παραπάνω, το αρχείο εξόδου παρέχει για κάθε κουκίδα της 

µικροσυστοιχίας, ένα πλήθος χαρακτηριστικών της. Κάποια από αυτά είναι τα: 
 
1. Πεδίο (field): το όνοµα του πεδίου στο οποίο βρίσκεται η κουκίδα. 
2. Μεταγραµµή (Metarow): ο αριθµός της µεταγραµµής του µεταπλέγµατος που 

βρίσκεται η κουκίδα. 
3. Μεταστήλη (Metacolumn): ο αριθµός της µεταστήλης του µεταπλέγµατος 

που βρίσκεται η κουκίδα. 
4. Γραµµή (row): ο αριθµός της γραµµής στο υποπλέγµα, όπου βρίσκεται η 

κουκίδα. 
5. Στήλη (column): ο αριθµός της στήλης στο υποπλέγµα, όπου βρίσκεται η 

κουκίδα. 
6. Ταυτότητα του γονιδίου (GeneID): πληροφορίες σχετικά µε το γενετικό υλικό 

που έχει σηµανθεί στην κουκίδα. 
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7. Σηµαία (flag): o αριθµητικός κωδικός της σηµαίας για την κουκίδα (0 καµία 
σηµαία, κωδικοί σηµαίας 1,…, 7).  

8. Μέση τιµή του σήµατος (Signal Mean): ο µέσος όρος της έντασης των 
εικονοστοιχείων του σήµατος ενδιαφέροντος. 

9. Μέση τιµή του υποβάθρου (Background Mean): ο µέσος όρος της έντασης 
των εικονοστοιχείων του τοπικού υποβάθρου. 

10. ∆ιάµεσος σηµάτων (Signal Median): η µεσαία τιµή των εντάσεων των 
εικονοστοιχείων του σήµατος ενδιαφέροντος. 

11.  ∆ιάµεσος υποβάθρου (Background Median): η µεσαία τιµή των εντάσεων 
των εικονοστοιχείων του τοπικού υποβάθρου. 

12. Επικρατούσα τιµή των σηµάτων (Signal Mode): η επικρατούσα τιµή των 
εντάσεων των εικονοστοιχείων του σήµατος ενδιαφέροντος. 

13.  Επικρατούσα τιµή του υποβάθρου (Background Mode): η επικρατούσα τιµή 
των εντάσεων των εικονοστοιχείων του τοπικού υποβάθρου. 

14. Περιοχή σήµατος (Signal area): ο αριθµός των εικονοστοιχείων του σήµατος 
ενδιαφέροντος. 

15. Περιοχή υποβάθρου (Background area): ο αριθµός των εικονοστοιχείων του 
τοπικού υποβάθρου. 

16. Συνολικό σήµα (signal total): η συνολική ένταση των εικονοστοιχείων του 
σήµατος ενδιαφέροντος . 

17. Συνολικό υπόβαθρο (Background total): η συνολική ένταση των 
εικονοστοιχείων του τοπικού υποβάθρου. 

18. Τυπική απόκλιση σήµατος (Signal Stdev): η σταθερή απόκλιση των εντάσεων 
των εικονοστοιχείων του σήµατος ενδιαφέροντος. 

19. Τυπική απόκλιση υποβάθρου (Background Stdev): η σταθερή απόκλιση των 
εντάσεων των εικονοστοιχείων του τοπικού υποβάθρου. 

20.  Κανονικότητα σχήµατος (Shape Regularity): πρώτα η περιοχή σήµατος 
εγγράφεται σε κύκλο. Ο αριθµός των εικονοστοιχείων που δεν έχουν σήµα 
και εµπίπτουν σε αυτόν τον κύκλο υπολογίζεται και διαιρείται µε το εµβαδό 
του κύκλου. Αυτός ο λόγος αφαιρείται από το 1 και καλείται «κανονικότητα 
σχήµατος».  

 
 

6.3. ΠΡΟΕΠΕΞΕΡΓΑΣΙΑ 

 
Η ανάλυση των ακατέργαστων δεδοµένων από τις µικροσυστοιχίες, 

πραγµατοποιείται στο Matlab® v 7.6.0, που παρέχει ένα ολοκληρωµένο περιβάλλον 
για την ανάλυση δεδοµένων γονιδιακής έκφρασης και επιτρέπει στο χρήστη να 
εκτελέσει συγκεκριµένους αλγορίθµους, µε ευκολία και ευελιξία, προσαρµοσµένους 
στις ανάγκες του (Venet 2003, Knowlton, Dozmorov & Centola 2004, Wang et al. 
2002).  

 
Σε ολόκληρη την προεπεξεργασία χρησιµοποιούµε για την ένταση τόσο του 

σήµατος όσο και του υποβάθρου, την τιµή της διαµέσου (median) των εντάσεων κάθε 
καναλιού, καθώς η διάµεσος είναι ένα εύρωστο µέτρο της κεντρικής τάσης των 
δεδοµένων, σε σχέση µε τη µέση τιµή (mean) (Samuels, Witmer 2003). 
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6.3.1. ∆ιόρθωση υποβάθρου 

 
Τα δεδοµένα που λαµβάνονται από τις µικροσυστοιχίες είναι θορυβώδη, εξαιτίας 

διαφόρων πηγών διακύµανσης στα πειράµατα. Έτσι για τη διόρθωση του θορύβου 
υλοποιούνται δύο εναλλακτικές: 

 
1. Αφαίρεση της διαµέσου των εντάσεων τοπικού υποβάθρου από τη διάµεσο 

των εντάσεων του σήµατος ενδιαφέροντος (median background correction). 
2. Μη διόρθωση του υποβάθρου (no background correction). 
 
Στην πρώτη περίπτωση, για να  υπολογίσουµε την διορθωµένη τιµή έντασης, 

χρησιµοποιείται η σχέση 
 V?@ABCD � V?@ABCDWGP@OPGQDA �  V?@ABCDLCMNOPGQDA

   
 

δηλαδή αφαιρείται µια προσέγγιση της επίδρασης του µη ειδικού υβριδισµού και της 
χωρικής ετερογένειας της µικροσυστοιχίας. 
 

Οι τιµές  V?@ABCDWGP@OPGQDAκαι V?@ABCDLCMNOPGQDA αντιπροσωπεύουν τις διαµέσους των τιµών 
των εντάσεων των εικονοστοιχείων του σήµατος ενδιαφέροντος και του υποβάθρου 
αντίστοιχα, όπως αυτές προσδιορίζονται από το πρόγραµµα επεξεργασίας της εικόνας 
για κάθε γονίδιο και για κάθε κανάλι. 

 
Στη δεύτερη περίπτωση, δεν πραγµατοποιείται διόρθωση υποβάθρου και άρα  
 V?@ABCD � V?@ABCDWGP@OPGQDA  

 
Αυτή η προσέγγιση εφαρµόζεται, γιατί υπάρχουν αρκετές ανησυχίες για την 
αποτελεσµατικότητα της διόρθωσης θορύβου, µέσω της µέτρησης του υποβάθρου 
που λαµβάνεται από το µηχάνηµα. Η απλή αφαίρεση του θορύβου υποβάθρου που 
παρέχεται από το λογισµικό των οργάνων δεν παράγει απαραιτήτως µια καλύτερη 
ανάγνωση της γονιδιακής έκφρασης. Πρόκειται για µια εκτίµηση του θορύβου. Και 
µια κακή εκτίµηση µπορεί να είναι χειρότερη από καµία εκτίµηση (Ritchie et al. 
2007). 
 
 

6.3.2. Φιλτράρισµα δεδοµένων χαµηλής έντασης  

 
Μετά τη διόρθωση υποβάθρου πραγµατοποιείται φιλτράρισµα των δεδοµένων, 

βάση της έντασης των στοιχείων της µικροσυστοιχίας. Η διαδικασία αυτή φιλτράρει 
τα δεδοµένα χαµηλής έντασης τα οποία συνδέονται µε «κακά σηµεία». Τα δεδοµένα 
χαµηλής έντασης αντιστοιχούν σε κουκίδες στις οποίες δεν υπάρχει σηµαντική 
διαφορά µεταξύ των εντάσεων του σήµατος ενδιαφέροντος και του υποβάθρου και 
για τα οποία υπάρχει αβεβαιότητα. Μετά τη διόρθωση υποβάθρου είναι δυνατόν να 
προκύψουν και σηµεία µε αρνητική τιµή έντασης, όταν η ένταση του υποβάθρου 
είναι µεγαλύτερη από αυτή του σήµατος ενδιαφέροντος. Στη συγκεκριµένη εργασία 
χρησιµοποιείται ως απολύτως κατώτερη τιµή έντασης σηµείου, το κατώφλι ίσο µε 10 
και για τα δύο κανάλια. Η τιµή αυτή επιλέγεται τέτοια ώστε να απορριφθούν οι 
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αρνητικές και οι πολύ µικρές τιµές έντασης που υπάρχουν στα «κακής ποιότητας» 
δεδοµένα που έχουν προκύψει κυρίως από τη διόρθωση υποβάθρου (Yang et al. 
2002).  

 
 

6.3.3. Κανονικοποίηση 

 
Στη συνέχεια τα δεδοµένα υποβάλλονται σε κανονικοποίηση. Σκοπός της 

κανονικοποίησης είναι η ελαχιστοποίηση της επιρροής των εξωγενών παραγόντων, 
που προκαλούν συστηµατική διακύµανση στα µετρούµενα επίπεδα γονιδιακής 
έκφρασης των δύο δειγµάτων mRNA που έχουν υβριδιστεί από κοινού στη 
συστοιχία, προκειµένου να είναι δυνατές οι συγκρίσεις βιολογικής σηµασίας. Η 
κανονικοποίηση διορθώνει διαφορές κατά τη σήµανση των δειγµάτων, ατέλειες κατά 
την ανίχνευση του φθορισµού των χρωστικών ουσιών και διαφορές που οφείλονται 
στην αρχική ποσότητα RNA των δύο δειγµάτων που εξετάζονται (Quackenbush 
2001).  

 
Στην παρούσα εργασία για την κανονικοποίηση, χρησιµοποιούνται τα επίπεδα 

έκφρασης όλων των γονιδίων της µικροσυστοιχίας, λόγω της υπόθεσης ότι µόνο ένα 
µικρό ποσοστό των γονιδίων θα διαφοροποιείται σηµαντικά όσον αφορά στην 
έκφραση τους στα δείγµατα και υλοποιούνται τρεις εναλλακτικές κανονικοποίησης. 

 
Υπάρχει η δυνατότητα κανονικοποίησης των δεδοµένων, χρησιµοποιώντας 

λογαριθµικό µετασχηµατισµό µε βάση το 2. Είναι ο πιο συχνά χρησιµοποιούµενος 
µετασχηµατισµός, λόγω της ιδιότητάς του να κατανέµει τα δεδοµένα οµοιόµορφα.  

 
Χρησιµοποιώντας την συνάρτηση maloglog στο Matlab προκύπτει το διάγραµµα 

διασποράς του καναλιού Cy3 ως προς το Cy5. 
 
 

 
 

Εικόνα 6.4: ∆ιάγραµµα διασποράς του καναλιού Cy3 ως προς το Cy5. 
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Μια δεύτερη εναλλακτική κανονικοποίησης των δεδοµένων είναι 
κανονικοποίηση εξαρτώµενη από την ένταση (Yang et al. 2002, Quackenbush 
2002, Park et al. 2003). Εφαρµόζεται «οµαλοποίηση τοπικής παλινδρόµησης» (local 
regression smoothing) και συγκεκριµένα τοπικά σταθµισµένη εξοµάλυνση του 
διαγράµµατος διασποράς (Locally Weighted scatter plot smoother), που χρησιµοποιεί 
τοπικά σταθµισµένη γραµµική παλινδρόµηση για να οµαλοποιήσει τα δεδοµένα 
(Cleveland 1979). Η παράµετρος f, που δηλώνει το ποσοστό των δεδοµένων που θα 
χρησιµοποιηθούν για την κανονικοποίηση τίθεται ίση µε 40%. Όσο µεγαλύτερη είναι 
η τιµή της παραµέτρου, τόσο καλύτερη είναι η εξοµάλυνση (Yang et al. 2002). Η 
διαδικασία οµαλοποίησης θεωρείται τοπική, γιατί κάθε εξοµαλυµένη τιµή 
καθορίζεται από τις τιµές των γειτονικών σηµείων, που ανήκουν στο πεδίο τιµών 
(span). Είναι σταθµισµένη, επειδή ορίζεται συνάρτηση βάρους παλινδρόµησης για τα 
δεδοµένα που ανήκουν στο πεδίο τιµών. Επιπλέον της συνάρτησης βάρους, στη 
συνάρτηση παλινδρόµησης χρησιµοποιείται µια εύρωστη (robust) συνάρτηση 
βάρους, που καθιστά τη διαδικασία ανεκτική σε έκτροπες τιµές (outliers).  

 
Στο Matlab υπάρχουν δύο συναρτήσεις τοπικής παλινδρόµησης που 

διαφοροποιούνται στο µοντέλο της παλινδρόµησης που χρησιµοποιούν. Αυτές είναι η 
lowess, που χρησιµοποιεί πολυώνυµο πρώτου βαθµού και η loess, που χρησιµοποιεί 
πολυώνυµο δευτέρου βαθµού, για την παλινδρόµηση ελαχίστων τετραγώνων µε βάρη 
(Cleveland 1979). 

 
Η Lowess µέθοδος κανονικοποίησης, πραγµατοποιεί ένα µεγάλο αριθµό 

γραµµικών παλινδροµήσεων σε επικαλυπτόµενα παράθυρα και στη συνέχεια οι 
επιµέρους παλινδροµήσεις συνδυάζονται για να σχηµατιστεί η καµπύλη 
παλινδρόµησης. Για κάθε σηµείο δεδοµένων που βρίσκεται στο πεδίο τιµών 
υπολογίζονται τα βάρη παλινδρόµησης  

ire
w , χρησιµοποιώντας τη σχέση 

  �X1% � Y� � ZU[U%��U�Z\]\
   

 
όπου x είναι η εκτιµώµενη τιµή, που σχετίζεται µε την εξαρτηµένη µεταβλητή που 
πρέπει να οµαλοποιηθεί, xi είναι οι κοντινότεροι γείτονες του x, όπως ορίζονται από 
το πεδίο τιµών και d(x) είναι η απόσταση της πιο αποµακρυσµένης εκτιµώµενης 
τιµής, µέσα στο πεδίο τιµών, από τον άξονα των x. Τα σηµεία που πρέπει να 
οµαλοποιηθούν έχουν το µεγαλύτερο βάρος και την µεγαλύτερη επίδραση στην 
προσαρµογή. Τα σηµεία εκτός του πεδίου τιµών έχουν µηδενικό βάρος και καθόλου 
επίδραση στην προσαρµογή.  

 
Στη συνέχεια εφαρµόζεται µια σταθµισµένη γραµµική παλινδρόµηση ελαχίστων 

τετραγώνων και οι κανονικοποιηµένες τιµές αποδίδονται µέσω της σταθµισµένης 
παλινδρόµησης στις εκτιµώµενες τιµές ενδιαφέροντος. Αν ο αριθµός των γειτονικών, 
στο προς οµαλοποίηση σηµείο, σηµείων είναι ίδιος και στις δύο πλευρές, η 
συνάρτηση βάρους είναι συµµετρική. ∆ιαφορετικά η συνάρτηση βάρους δεν είναι 
συµµετρική. 
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Εικόνα 6.5: Η συνάρτηση βάρους για ένα τελικό και ένα εσωτερικό σηµείο του πεδίου τιµών (The 
MathWorks Incorporated 2009). 

 
 
Αν τα δεδοµένα περιέχουν έκτροπες τιµές, χρησιµοποιείται η εύρωστη (robust) 

µέθοδος. Η εύρωστη διαδικασία προσαρµογής επιτηρεί για σηµεία που αποκλίνουν 
στο διάγραµµα διασποράς και υπολογίζει για τα σηµεία αυτά, τα εύρωστα βάρη 

iro
w

από τη σχέση 
 

�X�% )  ^7� � �X% _�#/� ��9� , |X%| b 6�#/                                    ', |X%| I 6�#/ d  
 

όπου ri είναι το υπόλοιπο για το i-ιοστό σηµείο και ορίζεται ως η διαφορά µεταξύ της 
εξαρτηµένης παρατηρούµενης τιµής και της εκτιµώµενης εξαρτηµένης τιµής που 
παράγεται από την παλινδρόµηση, και MAD είναι η µέση απόλυτη απόκλιση των 
υπολοίπων r (MAD=median (|r|). 
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Εικόνα 6.6: Το γράφηµα (α) δείχνει ότι η έκτροπη τιµή επηρεάζει τις οµαλοποιηµένες τιµές αρκετών 
κοντινών γειτονικών σηµείων. Το γράφηµα (β) δείχνει ότι το υπόλοιπο της εκτροπης τιµής (outlier) είναι 

µεγαλύτερο από 6 MAD. Εποµένως, το εύρωστο βάρος είναι µηδέν για αυτό το σηµείο δεδοµένων. Το γράφηµα 
(γ) δείχνει ότι οι οµαλοποιηµένες τιµές των γειτονικών της έκτροπης τιµής σηµείων, απεικονίζουν το µεγαλύτερο 

µέρος των δεδοµένων (The MathWorks Incorporated 2009). 

  
 
Κατά τη διάρκεια της ανάλυσης, όσον αφορά στις συναρτήσεις παλινδρόµησης 

που χρησιµοποιούνται, η ανεξάρτητη παράµετρος (εκτιµώµενη τιµή x) είναι η 
συνολική ένταση και η εξαρτηµένη είναι η λόγος των εντάσεων στα δύο κανάλια. 

 
Με τη συνάρτηση mairplot στο Matlab, δηµιουργούνται οι ‘R-I’ γραφικές 

παραστάσεις (γραφικές παραστάσεις του λόγου log2R/G για κάθε στοιχείο της 
µικροσυστοιχίας ως προς το γινόµενο των εντάσεων log10RG) των δεδοµένων, οι 
οποίες µπορούν να αποκαλύψουν ατέλειες που σχετίζονται µε την ένταση. Η lowess 
εξοµαλύνει τις συστηµατικές αποκλίσεις στις  ‘R-I’ γραφικές παραστάσεις των 
δεδοµένων (ratio-intensity). Η συνάρτηση mairplot δίνει στο χρήστη τη δυνατότητα 
να ορίσει τις παραµέτρους της lowess κανονικοποίησης. Μέσω της παραµέτρου 
‘order’, ορίζεται αν η προσαρµογή θα γίνει µε πολυώνυµο 1ου ή 2ου βαθµού, µέσω της 
‘robust’, αν θα πραγµατοποιηθεί εύρωστη κανονικοποίηση των δεδοµένων και µε την 
παράµετρο ‘span’, ορίζεται το µέγεθος του παραθύρου εφαρµογής (πεδίο τιµών) (The 
MathWorks Incorporated 2009). 

 
Για κανονικοποίηση των δεδοµένων µε χρήση όλων των γονιδίων της συστοιχίας, 

εφαρµόζεται η συνάρτηση loess, δηλαδή χρησιµοποιείται πολυώνυµο 2ου βαθµού. 
Επειδή µπορεί να υπάρξουν συστηµατικές διαφορές µεταξύ των ακίδων εκτύπωσης, 
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όπως µικρές διαφορές στο µήκος ή στο άνοιγµα των ακίδων και παραµόρφωση µετά 
από πολλές ώρες εκτύπωσης, πραγµατοποιείται και κανονικοποίηση µε χρήση των 
δεδοµένων που ανήκουν µέσα στην ίδια οµάδα ακίδων, δηλαδή µια (print-tip+A) 
εξαρτώµενη κανονικοποίηση. Για το λόγο αυτό χρησιµοποιείται πληροφορία από τα 
πεδία metarow και metacolumn του αρχείου εξόδου του ImaGene v 6.1.0 και  τα 
δεδοµένα χωρίζονται σε τµήµατα ανάλογα µε τη θέση των κουκίδων στη 
µικροσυστοιχία, δηλαδή χωρίζονται σε τµήµατα που ανήκουν στο υποπλέγµα που 
έχει εκτυπωθεί µε την ίδια κεφαλή (print tip). Η συνάρτηση που χρησιµοποιείται για 
την κανονικοποίηση αυτή, είναι η  lowess. 

 
 

6.4. ΠΕΡΑΙΤΕΡΩ ΕΠΙΛΟΓΗ ΤΩΝ ΣΤΟΙΧΕΙΩΝ ΤΗΣ ΜΙΚΡΟΣΥΣΤΟΙΧΙΑΣ 

 
Όπως αναφέρθηκε και παραπάνω, όταν στη διαδικασία επεξεργασίας των 

δεδοµένων περιλαµβάνεται και η διόρθωση υποβάθρου, οι εντάσεις του τοπικού 
υποβάθρου ποικίλουν κατά µήκος µιας µικροσυστοιχίας και για κάθε κανάλι και ένας 
σηµαντικός αριθµός σηµείων µε διορθωµένες τιµές έντασης είναι είτε αρνητικές ή 
µηδενικές, συνεπώς αυτά τα σηµεία εξαιρούνται από την µετέπειτα ανάλυση. 
Επιπλέον αυτών των σηµείων, εξαιτίας του αποκλεισµού διαφορετικών γονιδίων σε 
καθένα από τα τρία πειράµατα, η ανάλυση περιλαµβάνει µόνο γονίδια που 
εµφανίζονται να είναι κοινά και στα τρία σύνολα πειραµατικών δεδοµένων. 

 
 

6.5. ΑΝΑΛΥΣΗ ∆Ε∆ΟΜΕΝΩΝ 

 
Αφού επιλεγούν κάποιες από τις παραπάνω εναλλακτικές για την προεπεξεργασία 

των ακατέργαστων δεδοµένων, υπολογίζονται οι λόγοι έκφρασης για κάθε κουκίδα 
της µικροσυστοιχίας και για κάθε πειραµατικό σχεδιασµό και  οργανώνονται σε ένα 
πίνακα κατάλληλων διαστάσεων, όπου οι γραµµές αντιπροσωπεύουν τα µεµονωµένα 
γονίδια και οι στήλες συγκεκριµένες πειραµατικές συνθήκες. Το στοιχείο στην i 
γραµµή και j στήλη, είναι η πληροφορία της έκφρασης του γονιδίου i, κάτω από τη 
συνθήκη j. Κάθε εγγραφή στον πίνακα αντιπροσωπεύει τη σχετική ένταση φθορισµού 
του γονιδίου στο προς εξέταση δείγµα και στο δείγµα αναφοράς. Σηµαντικές 
βιολογικές πληροφορίες µπορούν να προκύψουν συγκρίνοντας τα επίπεδα γονιδιακής 
έκφρασης κάτω από διαφορετικές συνθήκες. Καθώς δεν υπάρχει εκ των προτέρων 
γνώση των προτύπων γονιδιακής έκφρασης όλων των πειραµάτων, χρησιµοποιείται 
µη επιβλεπόµενη µέθοδος οµαδοποίησης (Eisen et al. 1998). Συγκεκριµένα οι λόγοι 
έκφρασης ταξινοµούνται χρησιµοποιώντας οµαδοποίηση k-µέσων. Επειδή η 
οµαδοποίηση k-µέσων, απαιτεί από το χρήστη να προσδιορίσει τον αριθµό των 
οµάδων στις οποίες θα διαχωριστούν τα δεδοµένα, εφαρµόζεται αρχικά ανάλυση 
πρωτευουσών συνιστωσών, που παρέχει τις κατευθύνσεις µεγαλύτερης 
µεταβλητότητας και βοηθά στην οµαδοποίηση των δεδοµένων. 
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6.5.1. Ανάλυση πρωτευουσών συνιστωσών (PCA) 

 
Η µέθοδος PCA (principal component analysis), είναι µια τεχνική που 

χρησιµοποιείται για τη µείωση της διαστατικότητας ενός µεγάλου συνόλου 
δεδοµένων, βασισµένη στο µετασχηµατισµό των αρχικών µεταβλητών σε ένα νέο 
σύνολο µεταβλητών, τις πρωτεύουσες συνιστώσες (PCs), οι οποίες είναι 
ασυσχέτιστες και ταξινοµούνται έτσι ώστε οι πρώτες να διατηρούν το µεγαλύτερο 
µέρος της διακύµανσης που παρουσιάζεται στις αρχικές µεταβλητές.  

 
Ο χρήστης µπορεί να επιλέξει την εφαρµογή ανάλυσης πρωτευουσών 

συνιστωσών στα δεδοµένα είτε να µην πραγµατοποιήσει αυτή την ανάλυση.  
 
Η συνάρτηση που χρησιµοποιείται στο Matlab είναι η princomp, που υπολογίζει 

τις πρωτεύσουσες συνιστώσες του συνόλου δεδοµένων. Ορίζεται : 
 

[COEFF,SCORE,latent,tsquare] = princomp(X) 
 

Η princomp(Χ) εκτελεί ανάλυση πρωτευουσών συνιστωσών στην nxp µήτρα 
δεδοµένων Χ, και επιστρέφει τους συντελεστές κύριων συνιστωσών, επίσης 
γνωστούς ως φορτία (loadings). Οι γραµµές του Χ αντιστοιχούν στις παρατηρήσεις 
και οι στήλες στις µεταβλητές. Η COEFF είναι µια pxp µήτρα, που κάθε στήλη της 
περιέχει τους συντελεστές µιας πρωτεύουσας συνιστώσας. Οι στήλες είναι κατά 
σειρά συνιστωσών µειωµένης διακύµανσης. Η µεταβλητή SCORE περιέχει τις τιµές 
των πρωτευουσών συνιστωσών,  δηλαδή την αντιστοίχιση των στοιχείων της µήτρας 
Χ στο χώρο των πρωτευουσών συνιστωσών. Οι γραµµές του SCORE αντιστοιχούν 
στις παρατηρήσεις και οι στήλες στις συνιστώσες. Το όρισµα latent είναι ένα 
διάνυσµα που περιέχει τις ιδιοτιµές της µήτρας συνδιακύµανσης του Χ, ενώ το 
όρισµα tsquare, περιέχει Hotelling's T στατιστικά για κάθε σηµείο των δεδοµένων και 
είναι ένα µέτρο της απόστασης των πολυµεταβλητών από το κέντρο του συνόλου 
δεδοµένων. 

 
Μπορεί να χρησιµοποιηθεί η συνάρτηση cumsum για να εµφανιστεί το συνολικό 

άθροισµα της διακύµανσης. 
 

cumsum(pcvars./sum(pcvars) * 100) 
 

Όταν το ποσοστό αυτό δείχνει ότι σχεδόν το 90% της διακύµανσης αποδίδεται από 
τις δύο πρώτες πρωτεύουσες συνιστώσες, µπορούµε να έχουµε την αναπαράσταση 
των δεδοµένων σε µια γραφική παράσταση ως προς τις δύο αυτές κύριες συνιστώσες 
(The MathWorks Incorporated 2009). 
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6.5.2. Οµαδοποίηση k-means 

 
Μετά την ανάλυση πρωτευουσών συνιστωσών, µπορεί να πραγµατοποιηθεί 

οµαδοποίηση k-µέσων.  
 

Στη στατιστική εργαλειοθήκη του Matlab υπάρχει η συνάρτηση k-means. 
 

[IDX,C,sumd,D] = kmeans(X,k) 
 

Η συνάρτηση αυτή χρησιµοποιεί τους λόγους γονιδιακής έκφρασης, διαχωρίζει τα 
δεδοµένα σε k οµάδες και επιστρέφει για κάθε σηµείο ένα δείκτη µε την οµάδα στην 
οποία ανήκει. Ο χρήστης προσδιορίζει τον αριθµό των οµάδων που θα διαχωριστούν 
τα δεδοµένα, καθώς επίσης και το µέτρο που θα χρησιµοποιηθεί για τη µέτρηση της 
απόστασης, στο p-διάστατο χώρο. Μπορεί να επιλέξει ανάµεσα σε διαφορετικά µέτρα 
απόστασης, ανάλογα µε τον τύπο των δεδοµένων που πρέπει να οµαδοποιηθούν. 

  
Η συνάρτηση k-means, βασίζεται στον αλγόριθµο οµαδοποίησης k-µέσων και 

διαχωρίζει τα δεδοµένα σε οµάδες, ελαχιστοποιώντας την διακύµανση στο εσωτερικό 
τους και µεγιστοποιώντας τη µεταξύ τους µεταβλητότητα. Η kmeans αντιµετωπίζει 
κάθε γονίδιο ως αντικείµενο που έχει µια θέση στο χώρο. Βρίσκει ένα διαχωρισµό 
στον οποίο τα αντικείµενα µέσα σε µια οµάδα βρίσκονται το ένα όσο το δυνατόν πιο 
κοντά στο άλλο και όσο το δυνατόν πιο µακριά από τα αντικείµενα άλλων οµάδων. 

  
Κάθε οµάδα προσδιορίζεται από τα αντικείµενα – µέλη της και από το 

κεντροειδές της. Το κεντροειδές κάθε οµάδας είναι το σηµείο για το οποίο το 
άθροισµα των αποστάσεων όλων των αντικειµένων της οµάδας από αυτό, 
ελαχιστοποιείται. Η kmeans υπολογίζει διαφορετικά κεντροειδή για κάθε µέτρο 
απόστασης και ελαχιστοποιεί το άθροισµα σύµφωνα µε το µέτρο αυτό. 

 
Αφού επιλεγούν οι θέσεις των κεντροειδών των οµάδων, είτε µε τυχαίο τρόπο, 

είτε σύµφωνα µε συγκεκριµένη ανάθεση µέσω των ορισµάτων εισόδου, ο αλγόριθµος 
οµαδοποίησης προχωρά βάση των παρακάτω βηµάτων: 

 
1. Χρησιµοποιώντας τις θέσεις των κεντροειδών, κάθε γονίδιο (ή πείραµα) 

τοποθετείται στην οµάδα που αντιπροσωπεύεται από το κοντινότερο στο 
σηµείο αυτό, κέντρο. 

2. Ο αλγόριθµος επαναϋπολογίζει τα κεντροειδή όλων των οµάδων. 
 

Η επαναληπτική διαδικασία συγκλίνει όταν όλα τα κεντροειδή παραµένουν σταθερά. 
 

Η kmeans ελαχιστοποιεί το άθροισµα των αποστάσεων κάθε αντικειµένου από το 
κεντροειδές της οµάδας, για όλες τις οµάδες. Ο αλγόριθµος µετακινεί αντικείµενα 
µεταξύ των οµάδων µέχρι το άθροισµα να µην µπορεί να µειωθεί περαιτέρω. Το 
αποτέλεσµα είναι ένα σύνολο οµάδων που είναι συµπαγείς και σαφώς διαχωρισµένες 
(Azuaje, Dopazo 2005,Quackenbush 2001, Causton, Quackenbush & Brazma 2003).  

 
Μπορεί ο χρήστης να ελέγξει λεπτοµέρειες της ελαχιστοποίησης 

χρησιµοποιώντας προαιρετικές παραµέτρους εισόδου, συµπεριλαµβανοµένου των 
αρχικών τιµών των κεντροειδών των οµάδων και του µέγιστου αριθµού 
επαναλήψεων. Μέσω της παραµέτρου ‘start’, ο χρήστης µπορεί να επιλέξει τις τιµές 
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‘sample’, οπότε επιλέγονται τυχαία οι k θέσεις των κεντροειδών από τον πίνακα των 
δεδοµένων, ‘uniform’, οπότε επιλέγονται οµοιόµορφα σηµεία µε τυχαίο τρόπο,  
‘cluster’ οπότε εκτελείται µια προκαταρκτική φάση οµαδοποίησης σε ένα τυχαίο 
υποσύνολο της τάξης του 10% (αρχικοποιείται σύµφωνα µε τυχαία επιλογή των 
θέσεων) και ‘matrix’, οπότε οι θέσεις των κεντροειδών προσδιορίζονται από ένα 
πίνακα εισόδου που περιέχει τις θέσεις αυτές. 

 
Η λύση στην οποία καταλήγει η kmeans, εξαρτάται από την επιλογή των αρχικών 

σηµείων που λειτουργούν ως κεντροειδή. Είναι έτσι πιθανό να καταλήξει σε ένα 
τοπικό ελάχιστο, όπου η τοποθέτηση οποιουδήποτε σηµείου σε µια νέα οµάδα θα 
αύξανε το συνολικό άθροισµα των αποστάσεων από το κεντροειδές, ενώ υπάρχει µια 
καλύτερη λύση. ∆ίνεται όµως η δυνατότητα στο χρήστη να χρησιµοποιήσει την 
προαιρετική παράµετρο ‘replicates’ και να ορίσει τον αριθµό των επαναλήψεων του 
αλγορίθµου οµαδοποίησης, κάθε φορά µε διαφορετικές αρχικές θέσεις για τα 
κεντροειδή και να ξεπεραστεί το πρόβληµα. Η συνάρτηση kmeans επιστρέφει τη 
λύση µε τη µικρότερη τιµή sumd.  

 
Όσον αφορά στο µέτρο της απόστασης που θα χρησιµοποιηθεί για την 

οµαδοποίηση, ο χρήστης το ορίζει µέσω της παραµέτρου ‘distance’. Για την 
παράµετρο αυτή χρησιµοποιείται η τιµή ‘sqEuclidean’ (τετραγωνική ευκλείδεια 
απόσταση, όπου κάθε κεντροειδές υπολογίζεται από τα σηµεία της οµάδας). Επίσης ο 
χρήστης ορίζει την αντιµετώπιση µιας οµάδας που κατά την επαναληπτική διαδικασία 
θα χάσει όλα τα µέλη της, µέσω τις παραµέτρου ‘emptyaction’, µε τιµές ‘error’, 
οπότε η άδεια οµάδα αντιµετωπίζεται ως λάθος, ‘drop’ οπότε αφαιρούνται οι οµάδες 
που είναι άδειες και ‘singleton’, οπότε σχηµατίζεται µια οµάδα που αποτελείται από 
το σηµείο που βρίσκεται µακρύτερα από το κεντροειδές (The MathWorks 
Incorporated 2009).  

 
Είναι δυνατόν ο χρήστης να επιλέξει την εφαρµογή της οµαδοποίησης k-µέσων 

τόσο σε δεδοµένα που έχουν επεξεργαστεί µε τις µεθόδους προεπεξεργασίας που 
αναφέρονται παραπάνω χωρίς να έχουν υποστεί ανάλυση πρωτευουσών συνιστωσών, 
όσο και σε δεδοµένα που έχουν προκύψει µετά την ανάλυση πρωτευουσών 
συνιστωσών. Στη δεύτερη περίπτωση µε χρήση της συνάρτησης gscatter, 
δηµιουργείται  µια γραφική αναπαράσταση των οµάδων, όπου σηµεία από κάθε 
οµάδα έχουν διαφορετικό χρώµα.  
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7. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 
Η παραπάνω µεθοδολογία προεπεξεργασίας και ανάλυσης δεδοµένων, 

εφαρµόζεται σε δεδοµένα που προέρχονται από τη γονιδιακή έκφραση κυτταρικής 
σειράς λευχαιµίας Τ-λεµφοκυττάρων που υφίσταται αγωγή µε διαφορετικές 
συγκεντρώσεις πρεδνιζολόνης στα πειράµατα «0vs1», «0vs3» και «1vs3». 

 
Τα δεδοµένα υφίστανται διόρθωση θορύβου µε αφαίρεση της διαµέσου των 

εντάσεων τοπικού υποβάθρου από τη διάµεσο των εντάσεων του σήµατος 
ενδιαφέροντος και loess κανονικοποίηση. Πιο συγκεκριµένα, για την loess  
κανονικοποίηση χρησιµοποιείται πολυώνυµο 2ου βαθµού για την καµπύλη 
προσαρµογής και επίσης η παράµετρος f, που δηλώνει το ποσοστό των δεδοµένων 
που θα χρησιµοποιηθούν για την κανονικοποίηση του κάθε σηµείου, τίθεται ίση µε 
40%. 

 
Παρακάτω παρουσιάζεται το IR-διάγραµµα διασποράς για το πρώτο πείραµα 

«0vs1», πριν και µετά την κανονικοποίηση. Πρόκειται για γραφική παράσταση του 

λογαριθµικού λόγου  efgh ijik για κάθε στοιχείο του πίνακα συναρτήσει του γινοµένου 
των εντάσεων  efglm�Vn o Vp�, όπου Vn

  και Vp  είναι οι τιµές έντασης του κόκκινου 
και του πράσινου καναλιού, αντίστοιχα. Στο IR-διάγραµµα διασποράς πριν την 
κανονικοποίηση, είναι σχεδιασµένη και η καµπύλη προσαρµογής.  

 

 
           (α)                                                               (β) 
 

Εικόνα 7.1:  IR-διάγραµµα διασποράς πριν (α)  και µετά (β)  την loess κανονικοποίηση των δεδοµένων του 
πειράµατος «0vs1». Τα δεδοµένα είναι διορθωµένα για θόρυβο υποβάθρου. Όλες οι κουκίδες µπλε χρώµατος είναι 
µέσα στις γραµµές διπλάσιας µεταβολής (two-fold change). Οι κουκίδες κόκκινου χρώµατος αντιπροσωπεύουν 
δεδοµένα έξω από τις γραµµές διπλάσιας µεταβολής, δηλαδή είναι είτε υπέρ είτε υπό εκφρασµένα. 

 
 
Η πραγµατοποίηση οµαδοποίησης k-µέσων στα κανονικοποιηµένα δεδοµένα 

διαχωρίζει τα δεδοµένα σε οµάδες. Ως µέτρο της απόστασης των σηµείων των 
οµάδων χρησιµοποιείται η ευκλείδεια απόσταση, οι θέσεις των κεντροειδών 
υπολογίζονται µε εκτέλεση µιας προκαταρκτικής φάσης οµαδοποίησης σε ένα τυχαίο 
υποσύνολο της τάξης του 10%  και για την αποφυγή του τοπικού ελαχίστου, ορίζεται 
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ο αριθµός των επαναλήψεων του αλγορίθµου οµαδοποίησης ίσος µε 5. Ο αριθµός των 
οµάδων k, στις οποίες διαχωρίζονται τα δεδοµένα τίθεται ίσος µε 3.  

 
Παρακάτω φαίνεται ο διαχωρισµός των δεδοµένων σε οµάδες, τα προφίλ των 

γονιδίων κάθε οµάδας, καθώς και τα προφίλ των αντίστοιχων κεντροειδών. 
 
 

 
                                                             (α) 

  
                      (β)                                                                                   (γ)        
 
Εικόνα 7.2: (α) οµαδοποίηση k-µέσων των διορθωµένων για θόρυβο υποβάθρου και κανονικοποιηµένων 
δεδοµένων, (β) προφίλ των γονιδίων που ανήκουν στις τρεις οµάδες και (γ) προφίλ των κεντροειδών των οµάδων. 

                                                      
 
Η πραγµατοποίηση ανάλυσης πρωτευουσών συνιστωσών στα δεδοµένα βοηθά 

στη µείωση της διαστατικότητας και την αποτελεσµατικότερη ανάλυση, εφόσον τα 
µειωµένα δεδοµένα διατηρούν τις σηµαντικές πληροφορίες των αρχικών δεδοµένων. 
Η συνολική διακύµανση των δύο πρώτων πρωτευουσών συνιστωσών υπολογίστηκε 
ίση µε 93.08, ποσοστό που είναι µεγαλύτερο του 90% της συνολικής διακύµανσης. 
Επιπλέον, µπορούµε να έχουµε καλύτερη οπτικοποίηση των δεδοµένων, όπως 
φαίνεται στην εικόνα 7.3, όπου παρουσιάζεται η οµαδοποίηση k-µέσων µετά την 
εφαρµογή ανάλυσης πρωτευουσών συνιστωσών. 
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(α) 
 

 
                 (β)                                                                           (γ) 

 
Εικόνα 7.3: (α) Απεικόνιση των δεδοµένων µετά την ανάλυση πρωτευουσών συνιστωσών, ως προς τις δύο 

κύριες συνιστώσες και µε οµαδοποίηση k-µέσων, (β) προφίλ των γονιδίων που ανήκουν στις τρεις οµάδες και (γ) 
προφίλ των αντίστοιχων κεντροειδών των οµάδων. 

 
Η οπτικοποίηση των δεδοµένων σε οµάδες µετά την πραγµατοποίηση ανάλυσης 

πρωτευουσών συνιστωσών εµφανίζεται να έχει καλύτερα αποτελέσµατα σε σχέση µε 
την οπτικοποίηση που προκύπτει µε εφαρµογή της οµαδοποίησης k-µέσων απευθείας 
στα αρχικά δεδοµένα. Όπως αναφέρθηκε και παραπάνω το ποσοστό συνολικής 
διακύµανσης των δύο πρώτων πρωτευουσών συνιστωσών είναι µεγαλύτερο του 90%, 
γεγονός που εξασφαλίζει ότι µετά την µείωση των διαστάσεων διατηρείται το 
σηµαντικότερο µέρος της πληροφορίας των αρχικών δεδοµένων. Οι πρωτεύουσες 
συνιστώσες είναι µεταξύ τους κάθετες, οπότε χρησιµοποιώντας την αναπαράσταση 
των δεδοµένων ως προς τις δύο πρώτες αφαιρείται η περιττή πληροφορία και 
παρέχεται καλύτερη οπτικοποίηση.   
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8. ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ ΚΑΙ ΠΡΟΕΚΤΑΣΕΙΣ 

 
Στην παρούσα εργασία αναπτύχθηκε ένας αλγόριθµος επεξεργασίας και ανάλυσης 

δεδοµένων από τυπωµένες cDNA µικροσυστοιχίες. Πρόκειται για ένα εργαλείο που 
µπορεί να βοηθήσει στην επιλογή των γονιδίων που είναι κατάλληλα για περαιτέρω 
ανάλυση, ώστε να είναι δυνατή η εξαγωγή συµπερασµάτων βιολογικής σηµασίας. 

 
Ο χρήστης έχει τη δυνατότητα να επιλέξει µεταξύ διαφόρων εναλλακτικών όσον 

αφορά στα βήµατα που θα ακολουθήσει κατά την προεπεξεργασία των δεδοµένων, 
όπως για παράδειγµα ως προς τη διόρθωση θορύβου και την κανονικοποίηση ή την 
περαιτέρω ανάλυση που θα χρησιµοποιηθεί. Επιπλέον, δίνεται στο χρήστη η 
δυνατότητα να επιλέξει µεταξύ διαφόρων τιµών για τις παραµέτρους των 
συναρτήσεων που έχουν χρησιµοποιηθεί κατά την υλοποίηση.  

 
Η δυνατότητα επιλογής µεταξύ διαφορετικών αλγορίθµων και παραµέτρων, είναι 

ιδιαίτερα σηµαντική, καθώς η χρήση συγκεκριµένων µεθόδων επεξεργασίας, ο 
τρόπος µε τον οποίο αντιµετωπίζονται τα δεδοµένα  ή ο τρόπος µε τον οποίο µετράται 
η οµοιότητα της γονιδιακής έκφρασης µπορεί να έχει τεράστια επιρροή στα 
συµπεράσµατα της ανάλυσης, αποκαλύπτοντας διαφορετικές όψεις για τη σχέση των 
γονιδίων. 

  
Επιπροσθέτως, ο αλγόριθµος που αναπτύχθηκε παρέχει µια άµεση οπτικοποίηση 

των οµάδων στις οποίες διαχωρίζονται τα δεδοµένα. Η οµαδοποίηση είναι δυνατόν να 
βοηθήσει στην ανακάλυψη γονιδίων που είναι παρόµοια εκφρασµένα και πιθανόν να 
συνδέονται όσον αφορά στη γονιδιακή τους ρύθµιση. Η επιλογή της εφαρµογής 
ανάλυσης πρωτευουσών συνιστωσών, µειώνει τη διαστατικότητα των δεδοµένων και 
αφαιρεί την περιττή πληροφορία, περιορίζοντας ακόµα περισσότερο τον αριθµό των 
γονιδίων που θα χρησιµοποιηθούν στην περαιτέρω ανάλυση για την εξαγωγή των 
βιολογικών συµπερασµάτων. 

 
Ολοκληρώνοντας θα µπορούσαµε να προσθέσουµε πως πρόκειται για έναν 

αλγόριθµο που είναι επεκτάσιµος. Πιο συγκεκριµένα, δύναται κάποιος 
αναπτύσσοντας τον κατάλληλο κώδικα ή µε απλές προσθήκες ή διαφοροποιήσεις, να 
δώσει και άλλες εναλλακτικές όσον αφορά στα βήµατα προεπεξεργασίας ή ανάλυσης, 
έτσι ώστε συγκρίνοντας τα αποτελέσµατα των διαφορετικών αναλύσεων να είναι 
δυνατή η εξαγωγή συγκριτικών συµπερασµάτων.  
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