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Περίληψη 
Η χρήση µεθοδολογιών εξαιρετικά υψηλής απόδοσης (high throughput) στη βιολογία έχει 

αυξηθεί πολύ στις τελευταίες δεκαετίες. Οι δύο κύριες τεχνολογίες, δηλαδή οι 

Μικροσυστοιχίες και η Αλληλουχοποίηση Νέας Γενιάς (NGS), προσφέρουν απαραίτητες και 

δηµοφιλείς µεθοδολογίες για την ανάλυση των δεδοµένων της γενωµικής. Αυτό σηµαίνει ότι 

πλέον απαιτείται η ανάπτυξη και εφαρµογή νέων ή βελτιωµένων βιοστατιστικών µεθόδων και 

εργαλείων βιοπληροφορικής για την ανάλυσή τους, είτε στην ανάλυση δεδοµένων 

µικροσυστυχιών είτε στην ανάλυση δεδοµένων αλληλουχοποίησης. Αυτές οι µέθοδοι 

χρησιµοποιούνται στις Ωµικές Επιστήµες και αναφέρονται σε ολοκληρωµένες βιολογικές 

µελέτες. Η παρούσα εργασία έχει ως στόχο την συγκέντρωση των σχετικών πληροφοριών 

µέσω ανασκόπησης της βιβλιογραφίας για τις µαθηµατικές και υπολογιστικές µεθόδους που 

χρησιµοποιούνται στην ανάλυση γενωµικών δεδοµένων, ειδικότερα στις προαναφερθείσες 

µεθόδους. Η ανάλυση Μικροσυστοιχιών έχει εµφανιστεί πολύ νωρίτερα και τα βιολογικά 

δεδοµένα, που έχουν παραχθεί και συνεχίζουν να παράγoνται από αυτή είναι αµέτρητα. Από 

την άλλη πλευρά, η ανάλυση NGS µπορεί να γίνει σε άγνωστο βιολογικό δείγµα, µε την εκ 

νέου αλληλούχιση, και γι’αυτό τον λόγο είναι πιο ευρέως εφαρµόσιµη, την τελευταία 

δεκαετία υπάρχει ραγδαία αύξηση των δεδοµένων αλληλουχοποίησης σε βάσεις δεδοµένων 

µε ανοιχτή πρόσβαση από διάφορα µέρη του κόσµου. Οι δύο προαναφερθείσες µέθοδοι 

ανάλυσης χρησιµοποιούνται ευρέως και ανά περίπτωση, ανάλογα µε τον σκοπό του 

ερευνητή. Η ανασκόπηση αναφέρεται την αρχή λειτουργίας και την περιγραφή της 

πειραµατικής διαδικασίας τους, καθώς και σε βασικές έννοιες της βιολογίας, για να γίνει 

κατανοητή η ορολογία που χρησιµοποιείται. Στην συνέχεια, γίνεται συστηµατική 

ανασκόπηση στατιστικών ελέγχων και υπολογιστικών µεθόδων για την επεξεργασία των 

διαφορετικών δεδοµένων, έτσι ώστε τα αποτελέσµατα να είναι σωστά και αναπαράξιµα. 

Ακόµα, διερευνάται η διαδικασία χαρακτηρισµού γονιδίων και, παράλληλα, αναδεικνύονται 

εφαρµογές στην γονιδιακή οντολογία και την ανάλυση σηµατοδοτικών µονοπατιών. 

Εµφανίζονται, ακόµα, µερικές εφαρµογές µαθηµατικής προτυποποίησης. Το θέµα 

ολοκληρώνεται µε τη µελέτη περιπτώσεων στη χρήση Μεγάλων Δεδοµένων στη γενωµική 

και την σηµασία που έχουν η εφαρµογές και το προγραµµατιστικό περιβάλλον τους, αφού θα 

φέρουν την νέα επιστηµονική επανάσταση σε πολλούς τοµείς, συµπεριλαβανοµένου του 

τοµέα της φαρµακολογίας, της γεωπονικής και της προσωποποιηµένης ιατρικής. 

 

Λέξεις-κλειδιά: DNA, RNA, miRNA, µεθυλίωση, Μικροσυστοιχίες, Αλληλουχοποίηση 

Νέας Γενιάς, πείραµα, βιοστατιστική, βιοπληροφορική, κανονικοποίηση, διαφορικά 
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εκφραζόµενα γονίδια, εξόρυξη δεδοµένων, χαρακτηρισµός γονιδίων, γονιδιακή οντολογία, 
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Abstract 
The use of high throughput techniques in the life sciences has grown substantially over the 

past few decades. Τhere is an plethora of popular analysis methods that derive from the two 

leading technologies, Microarrays and Next-Generation Sequencing (NGS). This means that 

there is a need for the development of new or improved biostatistics and bioinformatics 

methods and tools to analyze the biological data, whether we analyze DNA microarray data or 

RNA-Seq data. Those methods are used in the Omics sciences and refer to biological analysis  

in a comprehensive way. The goal of this thesis is to gather the pertinent information via a 

systematic literature review focusing on the mathematical and computational methods in the 

analysis of genomic data, mainly in those two leading technologies. Microarrays analysis has 

been around longer and there is no end to the data made available. However, NGS analysis 

does not require prior knowledge of the biological sample, i.e. de novo sequencing, and is a 

more thorough analysis than microarrays, therefore over the last decade there is an explosion 

of sequencing data made available in public repositories all over the world. Both analysis are 

used widely, always according to the Scientists’ purpose. The review covers their principle 

and workflow, as well as basic concepts in biology, so that the terminology can be better 

understood. Following that, there is a systematic review of statistical tests as well as 

computational methods to process the diverse data so the results are accurate and 

reproducible. Furthermore, the process of gene annotation is investigated and at the same time 

Gene Ontology (GO) and Pathway Analysis is showcased. A few examples of Mathematical 

Modeling are shown. The thesis concludes with case studies in the use of Big Data in 

Genomics and the importance of the tools and environments that will constitute the next 

revolution in several fields of study, including pharmacology, agriculture and personalized 

medicine. 

 

Keywords: DNA, RNA, miRNA, methylation, microarrays, NGS, wetlab, biostatistics, 

bioinformatics, normalization, DEGs, data mining, gene annotation, gene ontology, pathway 

analysis, Big Data. 
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1. Κεφάλαιο 1 Το Γονιδίωµα και οι Ιδιότητές του 
Με την πρόοδο σε πολλούς κλάδους επιστηµών που αφορούν την βιολογία, όπως την 

µοριακή βιολογία, την ιατρική, την µικροβιολογία, την βιοϊατρική µηχανική δηµιουργήθηκαν 

ευνοϊκότεροι παράγοντες για την µελέτη ολόκληρου του γονιδιώµατος. Οι τεχνικές ανάλυσης 

εξελίχθηκαν και έγιναν οικονοµικά προσιτές, από εκατοµµύρια σε µερικές χιλιάδες ευρώ. Η 

γενωµική είναι µια αναπτυσσόµενη επιστήµη για την διαλεύκανση µηχανισµών που οδηγούν 

στο γήρας, έτσι ώστε να επιβραδυνθεί όσο είναι δυνατόν στον άνθρωπο, και την ανάπτυξη 

εξατοµικευµένων θεραπειών για την εξάλειψη παθογενειών και µη φυσιολογικών 

καταστάσεων, όπως είναι στον άνθρωπο ο καρκίνος και το Alzheimer. Το γένωµα ενός 

ανθρώπου αποτελείται από 39.109 γονίδια. 

 

Οmics. Οι ραγδαίες εξελίξεις στην επιστήµη της βιολογίας έφεραν στο φως τις τεχνολογίες µε 

την ονοµασία ωµική, δηλαδή την γενωµική (genomics), την επιγενωµική (epigenomics), την 

µεταγραφoµική (transcriptomics), την πρωτεϊνοµική (proteomics), την µεταβολική 

(metabolomics) και πολλές άλλες. Οι τεχνολογίες ωµικής (omics) έχουν σκοπό να  δώσουν 

απαντήσεις για την διαλεύκανση βασικών µηχανισµών λειτουργίας του κυττάρου και των 

οργάνων. Δηλαδή αποτελούν έναν καινοτόµο τρόπο εξέτασης των βιολογικών δειγµάτων, 

αφού προσφέρουν µια πιο συνολική εικόνα για τους µηχανισµούς και τα µονοπάτια που 

σχετίζονται µε αυτούς, αντί για µεµονωµένα στοιχεία που δεν περιλαµβάνουν πληροφορίες 

για το ευρύτερο εννοιολογικό πλαίσιο τους. Για παράδειγµα, στον ανθρώπινο εγκέφαλο αυτό 

έχει την µορφή διαλεύκανσης πολύπλοκων µηχανισµών σκέψης, νόησης και µνήµης. Το 

κεντρικό δόγµα της βιολογίας είναι η αρχή που ορίζει ότι οι γενετικές πληροφορίες ρέουν 

από το DNA στο RNA, µέσω µεταγραφής, από εκεί µεταφράζεται σε πρωτεΐνες για να 

φτάσουµε στον φαινότυπο. Δηλαδή, η ροή της πληροφορίας ρέει από το γένωµα στο 

µεταγράφοµα και στο πρωτεΐνοµα για να φτάσουµε στο φαινότυπο. Έτσι, εξηγείται πως οι 

ωµικές επιστήµες είναι αλληλένδετες, αλληλοεπηρεάζονται και αναπτύσσονται παράλληλα. 

 

Ο κλάδος της γενωµικής είναι η µελέτη του συνόλου των γονιδίων ενός οργανισµού. Η 

επιγενωµική είναι η µελέτη ολόκληρης της γκάµας των επιγενετικών µεταλλάξεων σε όλο το 

γονιδίωµα του κυττάρου, ενώ η µεταβολοµική είναι η µελέτη των χηµικών διεργασιών που 

περιλαµβάνουν µεταβολίτες. Αντίστοιχα, η πρωτεϊνοµική είναι η µελέτη της ανίχνευσης των 

πρωτεϊνών ενός οργανισµού και η µεταγραφική είναι η µελέτη ανίχνευσης mRNA 

(messenger RNA), δηλαδή των αγγελιοφόρων µικρών κινητών µορίων RNA (ribonucleic 

acids), δηλαδή ριβονουκλεϊνικών οξέων. Κάθε τµήµα DNA (deoxyribonucleic acids), δηλαδή 
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δεοξυριβονουκλεϊνικά οξέα, παράγει πολλά mRNA, καθένα από τα οποία µπορεί να συνθέσει 

πολλές πολυπεπτιδικές αλυσίδες.  

 

Πιο αναλυτικά, η γενωµική αφορά την µελέτη των νουκλεϊνικών αλληλουχιών, δηλαδή της 

γραµµικής σειράς των υποµονάδων/νουκλεοτιδίων σε µια πολυµερή αλυσίδα, καθώς και των 

προϊόντων, της δοµής και της βιολογικής λειτουργίας αυτής στο σύνολο του γονιδιώµατος. 

Το γένωµα των περισσότερων οργανισµών είναι µεγάλο και για την αλληλούχιση του οι 

επιστήµονες πρώτα κατακερµατίζουν τα νουκλεϊνικά οξέα σε θραύσµατα και τα 

επανασυναρµολογούν, ελέγχοντας την ορθότητα του συναρµολογηµένου γενώµατος. Η 

γενωµική χωρίζεται σε υποκατηγορίες ανάλογα µε το τι εξετάζει. Η λειτουργική γενωµική 

έχει να κάνει µε τον ρόλο του κάθε γονιδίου ή οµάδας γονιδίων στις λειτουργίες ενός 

οργανισµού. Η συγκριτική (comparative) γενωµική χρησιµοποιεί πληροφορίες από την 

έρευνα ενός οργανισµού σε κάποιον άλλο. 

 

Τα υπολογιστικά δίκτυα και η βιοπληροφορική είναι η ραχοκοκαλιά της έρευνας των 

επιστηµών την ωµικής, αφού επιτρέπει την συστηµατική ανάλυση των κλινικών µελετών και 

των επιστηµονικών ερευνών για την χρησιµοποίηση σε περαιτέρω έρευνα πολλές φορές από 

διαφορετικές επιστηµονικές οµάδες παράλληλα. Ο στόχος είναι η εφαρµογή της εκάστοτε 

τεχνολογίας και εκτός του ερευνητικού τοµέα, αφού όµως έχουν διερευνηθεί οι 

κατευθυντήριες γραµµές της, βασισµένη σε στοιχεία από γενωµικά και επιστηµονικά 

δεδοµένα. Η Εικόνα 1. µας δίνει σχηµατικά το πλαίσιο µοντελοποίησης και 

συστηµατοποίησης της ερευνητικής διαδικασίας. Μετά την χρονοβόρα διαδικασία εξαγωγής 

δεδοµένων, αναλύονται και δηµιουργείται ένα υποθετικό µοντέλο. Στη συνέχεια, γίνονται 

προσοµοιώσεις του στον υπολογιστή, έτσι ώστε να βελτιστοποιηθεί το µοντέλο και να γίνει 

το σχέδιο του πειράµατος, για την εκ νέου εξαγωγή δεδοµένων και επανάληψη των φάσεων 

µε την ίδια σειρά µέχρι την ολοκληρωµένη µοντελοποίηση του πειράµατος. 

 

Για την καλύτερη κατανόηση του θέµατος έχουν δοθεί ως υπόβαθρο, σε αυτό το κεφάλαιο, 

βασικές βιολογικές γνώσεις µοριακής βιολογίας καθώς και µια µικρή ιστορική αναδροµή των 

προσώπων και των ερευνών που κατέληξαν στην ανάπτυξη των αναλύσεων µικροσυστοιχιών 

και αλληλουχοποίησης νέας γενιάς, ειδικά αναλογιζόµενοι το αντίκτυπο που έχουν στην 

καθηµερινότητά µας καθώς και η µελλοντική καθολική χρήση των αναλύσεων αυτών για την 

προσωποποιηµένη υγεία των πολιτών. 
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Εικόνα 1. Πληροφορική ως κεντρικό δόγµα για τη Συστηµατική Βιολογία και τις Γενωµικές 

Επιστήµες (1). 

 

Έννοια του γονιδίου. Το γονιδίωµα ενός οργανισµού αναφέρεται στο σύνολο των γονιδίων 

του, η έκφραση των οποίων οδηγούν στην σύνθεση πρωτεϊνών. Αρχικά, λοιπόν πρέπει να 

αναφερθεί η πορεία της έννοιας γονίδιο, αφού κάθε καινούργια ανακάλυψη αναδιαµόρφωσε 

αυτή την έννοια. Ως αποτέλεσµα τις έρευνας του Mendel, γνωστός για τα επιτεύγµατά του 

στην γενετική των φυτών, το γονίδιο έπαιζε τον ρόλο ενός διακεκριµένου στοιχείου, το οποίο 

κυβερνάει την εµφάνιση συγκεκριµένων γνωρισµάτων. Οι επιστήµονες Bοveri, Weismann, 

Sutton και οι σύγχρονοί τους ανακάλυψαν ότι τα γονίδια έχουν µια φυσική παρουσία ως 

µέρος στα χρωµοσώµατα. Οι Morgan, Sturtevant και οι συνάδελφοί τους έδειξαν ότι τα 

γονίδια έχουν συγκεκριµένες «διευθύνσεις», δηλαδή βρίσκονται σε συγκεκριµένες θέσεις και 

χρωµοσώµατα, χωρίς να αλλάζουν από άτοµο σε άτοµο µέσα στον πληθυσµό ενός είδους. 

Από τους επιστήµονες Griffith, Avery, Hershey και Chase αποδείχτηκε ότι τα γονίδια 

αποτελούνται από DNA. Τέλος, οι Watson και Crick έφτιαξαν το µοντέλο DNA και 

απέδειξαν πως το µακροµόριο DNA µπορεί να κωδικοποιεί πληροφορίες για την 

κληρονοµικότητα (2). 

 

Ο ρόλος του γονιδίου στις κυτταρικές λειτουργίες και στην έκφρασή τους στα κληρονοµικά 

γνωρίσµατα έγινε το κέντρο πολλών ερευνών. Το 1908 ο Archibald Garrod, Σκοτσέζος 



4 

γιατρός, παρατήρησε ότι συµπτώµατα που εκδηλώνονται λόγω σπάνιων κληρονοµικών 

ασθενειών προκαλούνται από την απουσία συγκεκριµένων ενζύµων και τις αποκάλεσε 

«εσωτερικά λάθη του µεταβολισµού». Αυτή η ιδέα χρησιµοποιήθηκε σαν εναρκτήριο από 

τους ερευνητές Beadle και Tatum, οι οποίοι χρησιµοποίησαν σπόρους µούχλας Neurospora 

και απέδειξαν µέσω γενετικά µεταλλαγµένων σπόρων ότι αυτοί µεγάλωναν στο µέσο που είχε 

βιταµίνες και όχι σε αυτό που είχε αµινοξέα, δηλαδή υποδεικνύει ενζυµική έλλειψη για την 

παραγωγή µιας πρωτεΐνης, συγκεκριµένα το παντοθενικό οξύ. Το συµπέρασµα από το 

πείραµά τους είναι ότι ένα γονίδιο έχει τις πληροφορίες για την κατασκευή ενός 

πολυπεπτιδίου, από τα οποία αποτελούνται τα ένζυµα.  

 

Αυτές οι πληροφορίες όµως δεν µπορούν να χρησιµοποιηθούν στις µεταβολικές διεργασίες 

άµεσα από το DNA. Η έκφραση των γονιδίων είναι ο τρόπος που παράγεται ένα λειτουργικό 

προϊόν, για τις µεταβολικές διεργασίες, χρησιµοποιώντας τις κωδικοποιηµένες πληροφορίες 

στο γονίδιο. Οι  κωδικοποιηµένες πληροφορίες σε ένα τµήµα του DNA γίνονται προσβάσιµες 

στο κύτταρο µέσω την σύνθεση ενός συµπληρωµατικού µορίου RNA, από το καλούπι DNA, 

αυτή η αντιγραφή των πληροφοριών ονοµάζεται µεταγραφή (transcription). Οι δοµικοί λίθοι 

των νουκλεϊνικών οξέων, DNA ή RNA, είναι τα νουκλεοτίδια (nt-nucleotides). 

 

Η µοριακή δοµή του DNA. To DNA αποτελείται από επαναλαµβανόµενες υποµονάδες 

νουκλεοτιδίων. Κάθε νουκλεοτίδιο αποτελείται από ένα σάκχαρο µε πέντε άτοµα άνθρακα, 

που σχηµατίζουν µια πεντόζη, συγκεκριµένου τύπου δεοξυριβόζης, στην οποία συνδέεται µια 

φωσφορική οµάδα και µια αζωτούχος βάση. Στο µόνο που διαφέρουν τα νουκλεοτίδια είναι η 

αζωτούχος βάση και υπάρχουν τέσσερις επιλογές: 

 • Αδενίνη (adenine, Α) ανήκει στην οικογένεια των πουρινών. 

 • Γουανίνη (guanine, G) ανήκει στην οικογένεια των πουρινών. 

 • Κυτοσίνη (cytosine, C) ανήκει στις πυριµιδίνες και προέρχεται από τον εξαµελή δακτύλιο 

της πυριµιδίνης. 

 • Θυµίνη (thymine, T) αποκαλείται πυριµιδίνες και προέρχεται από τον εξαµελή δακτύλιο 

της πυριµιδίνης. 

 

Οι δοµικές διαφορές του DNA από το RNA. Το DNA διαφέρει δοµικά από το RNA ως προς 

τον τύπο του σακχάρου που περιέχουν, δηλαδή το σάκχαρο είναι τύπου ριβόζης στο RNA, γι’ 

αυτό και ονοµάζεται ριβονουκλεϊνικό οξύ. Στο RNA αντικαθίσταται η αζωτούχος βάση 

θυµίνη (Τ), του DNA, από την αζωτούχο βάση ουρακίλη (U), οι δύο µοιάζουν χηµικά. Το 
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RNA είναι συνήθως µονόκλωνο µόριο, ενώ το DNA το συναντάµε συνήθως ως δίκλωνο 

µόριο. Αυτές οι διαφορές επιτρέπουν στα ένζυµα να αναγνωρίσουν πότε το βιολογικό µόριο 

είναι DNA και πότε είναι RNA. 

 

Σκοπός. Σε αυτή την εργασία θα εξεταστεί πως υπολογιστικά και µαθηµατικά εργαλεία 

χρησιµοποιούνται για την εξερεύνηση των βιολογικών επιστηµών, συγκεκριµένα για την 

γενωµική. Θα αναφερθούν και διαδικτυακές βάσεις δεδοµένων, πηγές και διαδικτυακά 

εργαλεία της βιοπληροφορικής. Τα Μεγάλα Δεδοµένα ή Big Data, αναφέρονται σε όλες τις 

πληροφορίες που έρχονται από µικρά και µεγάλα ερευνητικά κέντρα, βιολογικά δεδοµένα 

ασθενών/πελατών από νοσοκοµεία και ιδιωτικές κλινικές µαζί µε το σύνολο των 

πληροφοριών από τις επιστήµες της υγείας πρέπει να ταξινοµηθούν, να αναλυθούν και να 

χρησιµοποιηθούν για εξαγωγή χρήσιµων συµπερασµάτων για τις επιστήµες της υγείας. 

 

1.1. Ιστορική αναδροµή της Γενωµικής 
Η απόδειξη του ρόλου του DNA ως γενετικό υλικό. Όπως αναφέρθηκε στην προηγούµενη 

ενότητα, πολλοί επιστήµονες εργάστηκαν για να αποδείξουν ότι το DNA είναι το γενετικό 

υλικό. Ο Βρετανός γιατρός Fred Griffith µελέτησε τον Streptococcus pneumoniae, το 

βακτήριο που προκαλεί πνευµονία, ο οποίος όταν καλλιεργείται in vitro, δηλαδή διεργασία 

που πραγµατοποιείται όχι σε έναν έµβιο οργανισµό αλλά σε αποµονωµένο υποκυτταρικό 

εκχύλισµα, παίρνει δύο µορφές. Η µία είναι αθώα (S-smooth) και ασθενής, ενώ η άλλη 

προκαλεί νόσο (R-rough). Σε πειράµατα που έκανε σε ποντίκια έδειξε ότι οι πνευµονιόκοκκοι 

που είχαν αδρανοποιηθεί µε θέρµανση δεν ήταν πλέον παθογόνοι. Όταν πειραµατίστηκε µε 

την ανάµειξή τους µε τα S βακτήρια, αυτά µεταµορφώθηκαν στην δεύτερη και θανατηφόρα R 

µορφή τους από τα αδρανοποιηµένα και η αλλαγή ήταν µόνιµη. Κάτι που επιβεβαίωσε και ο 

Αµερικανός βακτηριολόγος Oswald Avery. 

 

Ο Avery και οι συνεργάτες τους Colin Mac Leod και Maclyn McCarty, δηµοσίευσαν το 1944 

την µελέτη µε την οποία απέδειξαν ότι το DNA είναι το γενετικό υλικό, η οποία ήταν 

λιγότερο πολύπλοκη γιατί έγινε in vitro. Οι επιστήµονες αδρανοποίησαν µε θέρµανση ένα 

προς ένα τα βιοχηµικά στοιχεία των S βακτηρίων και κάνανε έλεγχο της µεταµόρφωσης. Το 

πρώτο µέρος του πειράµατος ήταν η υποβάθµιση του εξωτερικού καλύµµατος του βακτηρίου 

S και η µεταµόρφωση παρέµεινε. Το δεύτερο µέρος του πειράµατος ήταν η υποβάθµιση όλων 

των πρωτεϊνών του βακτηρίου S µε ένα µείγµα ενζύµων που καταστρέφουν πρωτεΐνες, της 

θρυψίνης (trypsin) και της χυµοθρυψίνης (chymotrypsin) και η µεταµόρφωση παρέµεινε. 
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Αυτό τους εξέπληξε, αφού πολλοί σύγχρονοί τους επιστήµονες πίστευαν ότι οι πρωτεΐνες 

είναι το γενετικό υλικό. Το τρίτο µέρος του πειράµατος ήταν η υποβάθµιση του ενζύµου 

RNάση (RNase), το οποίο αποσυνθέτει το µόριο RNA και µάλλον παίζει ρόλο στην σύνθεση 

πρωτεϊνών, και πάλι η µεταµόρφωση παρέµεινε. Όταν, όµως, χρησιµοποίησαν το ένζυµο 

DNάση (DNase), η οποία µπορεί να υδρολύσει εσωτερικούς φωσφοδιεστερικούς 

συνδέσµους, δηλαδή έχει την ιδιότητα να αλλοιώνει το δίκλωνο µόριο DNA του βακτηρίου 

S, η µεταµόρφωση δεν έγινε. Η απόδειξή τους χρειάστηκε λίγα ακόµα χρόνια να γίνει κοινά 

αποδεκτή από την επιστηµονική κοινότητα. 

 

Η ορθότητα του συµπεράσµατός τους θεµελιώθηκε το 1952, µε το πείραµα των Hershey και Chase 
(Εικόνα 2), αυτοί που πίστευαν ότι το γενετικό υλικό είναι οι πρωτεΐνες διαψεύστηκαν. Βασίστηκαν 

στη χηµική διαφορετικότητα µεταξύ του DNA και των πρωτεϊνών, συγκεκριµένα το µόριο DNA 

περιέχει φώσφορο και η πρωτεΐνη περιέχει θείο, δηλαδή χηµικά στοιχεία που δεν υπάρχουν και στις 

δύο ουσίες. Έκαναν το πείραµα σε δύο παρτίδες του ιού, τις οποίες άφησαν να µολύνουν το βακτήριο 

Eschericia coli (E. coli), που βρίσκεται στο παχύ έντερο, µε το αντίστοιχο ραδιενεργό ισότοπο στην 

κάθε περίπτωση και µετά το µείγµα υποβλήθηκε σε φυγοκέντρηση. Στην πρώτη παρτίδα 

ραδιοσήµαναν µε ραδιενεργά ισότοπα 35S τις πρωτεΐνες στο καψίδιο του ιού, όπου τα µόρια 35S-

σηµασµένων πρωτεϊνών είχαν παραµείνει στο εναιώρηµα, µαζί µε τα άδεια καψίδια των ιών, στο 

µεγαλύτερο τους ποσοστό (80%). Στην δεύτερη παρτίδα ραδιοσήµαναν το DNA µε ραδιενεργά 

ισότοπα 32P, όπου µετά από ανάµειξή µε το βακτήριο E. coli, βρέθηκαν τα µόρια 32P-σηµασµένων 

µορίων DNA είχαν εισέλθει στα βακτηριακά κύτταρα, στο µεγαλύτερό τους ποσοστό (80%). Έτσι 

αποδείχθηκε µια και καλή ότι το DNA είναι το γενετικό υλικό. 

 

Η ανακάλυψη της δοµής του DNA. Ο Αυστριακός επιστήµονας Erwin Chargaff µετά από 

σύγκριση του DNA από διάφορους οργανισµούς ανακάλυψε ότι σε όλους κάθε µόριο DNA 

περιείχε τέσσερις αζωτούχες βάσεις, δηλαδή την γουανίνη, την αδενίνη, την κυτοσίνη και την 

θυµίνη. Στην Βρετανία οι επιστήµονες Rosalind Franklin και Maurice Wilkins 

χρησιµοποίησαν την επιστήµη της κρυσταλλογραφίας, δηλαδή µε ακτίνες X-ray, για να 

ανακαλύψουν την δοµή του µορίου DNA. Το αποτέλεσµα ήταν µια εικόνα στην οποία 

διαφαινόταν µια αχνή σκιά που έµοιαζε µε µια περιστροφική σκάλα σε µορφή σπειροειδή 

έλικας. Μια άλλη οµάδα επιστηµόνων, ο Αµερικανός James Watson και ο Βρετανός Francis 

Crick, την ίδια περίοδο έφτιαχναν µοντέλα για να καταλάβουν την δοµή του DNA. Οι 

τελευταίοι εφάρµοσαν τις δύο παραπάνω µελέτες σε δύο νουκλεοτιδικές αλυσίδες που 

συνδέονται αντιπαράλληλα για να δηµιουργήσουν µια διπλή έλικα. Για αυτή τους την 

ανακάλυψη κέρδισαν το 1962, µαζί µε τον Wilkins, το Nobel Prize στην Ιατρική. 
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Εικόνα 2. Το πείραµα των Hershey και Chase (2). 

 

Human Genome Project (HGP). Στο Πρόγραµµα Αλληλούχισης του Ανθρώπινου Γενώµατος  

HGP χρησιµοποιήθηκε η γνωστή µέθοδος του Sanger από την δεκαετία του ’70, η διαφορά 

ήταν στην αυτοµατοποίηση της αλληλουχοποίησης, που αναπτύχθηκε µε οµαδική 

προσπάθεια στο εργαστήριο του Lee Hood στο αµερικάνικο πανεπιστήµιο Caltech, µε την 

ερευνητική οµάδα του που αποτελούνταν από εκλεκτούς χηµικούς, βιολόγους και 

µηχανικούς. Η αυτοµατοποιηµένη αλληλουχοποίηση ήταν η ιδέα δύο εκ αυτών του Lloyd 

Smith και του Mike Hunkapiller. Συγκεκριµένα ο Hunkapiller προσέλκυσε τον Smith για την 

χρήση βαφής 4 διαφορετικών χρωµάτων για την κάθε βάση, δηλαδή αντί για τέσσερις 

ξεχωριστές αντιδράσεις αλληλούχισης, σε διαφορετική λωρίδα γέλης, θα χρειαζόταν µόνο 

µια αντίδραση. Ο Smith ήταν ειδικός σε εφαρµογές λέιζερ, οπότε σκέφτηκε να 

χρησιµοποιήσει ειδικές βαφές που φθορίζουν όταν αυτές έρθουν σε επαφή µε ακτίνες λέιζερ. 

Στη συνέχεια, σύµφωνα µε την γνωστή µέθοδο Sanger, µια σειρά τµηµάτων DNA 

τοποθετούνταν στην γέλη ανάλογα µε το µέγεθός τους. Κάθε τµήµα ήταν σηµασµένο µε την 

φθορίζουσα βαφή που αντιστοιχεί στο διδεοξυριβονουκλεοτίδιο της, οπότε το χρώµα 

εκποµπής υποδεικνύει την βάση, µετά από σάρωση µε λέιζερ και ανίχνευση µε ένα 

«ηλεκτρικό µάτι». Αυτές οι πληροφορίες θα αποθηκεύονταν στον υπολογιστή. 



8 

Ο Hunkapiller το 1983 αποφασίζει να δουλέψει σε µια νέα, τότε, εταιρία κατασκευαστών 

µηχανηµάτων, την Applied Biosystems, γνωστή ως ABI. Αυτή κατασκεύασε το πρώτο 

εµπορικό µηχάνηµα αλληλουχοποίησης των Smith-Hunkapiller. Μέσω του HGP η 

αποδοτικότητα της διεργασίας βελτιώθηκε, η αργή και δύσχρηστη γέλη αντικαθίσταται από 

υψηλής απόδοσης τριχοειδή σύστηµα (thin tubes) στο οποίο τα θραύσµατα DNA ταχέως 

διαχωρίζονται ανάλογα µε το µέγεθός τους. Οι νέες γενιές των αλληλουχοποιητών Sanger της 

συγκεκριµένης εταιρίας ήταν χιλιάδες φορές γρηγορότερες από το πρωτότυπο µηχάνηµα. Με 

ελάχιστη ανθρώπινη παρέµβαση (15 λεπτά ανά εικοσιτετράωρο), αυτά τα µηχανήµατα 

παρήγαγαν ως µισό εκατοµµύριο ζεύγη βάσεων αλληλουχίας την ηµέρα. Αυτή η τεχνολογία 

έκανε δυνατή την ανάλυση του γενώµατος του ανθρώπου στο σύνολό της και την 

ολοκλήρωση του έργου το 2003, ενώ ήδη από τον Φεβρουάριο του 2001 είχε δηµοσιευτεί ένα 

προσχέδιο του ανθρώπινου γενώµατος.  

 

Η γνώση ολόκληρου του γενώµατος έδωσε περαιτέρω πληροφορίες για τα γονίδια, τα 

ρυθµιστικά στοιχεία καθώς και την δοµή και οργάνωση των χρωµοσωµάτων. Οι τεχνικές 

αλληλουχοποίησης νέας γενιάς έκαναν δυνατή την αλληλούχιση ολόκληρων γονιδιωµάτων 

µε µικρό κόστος και σε σύντοµο χρονικό διάστηµα. Η επιστήµη της γενωµικής ασχολείται µε 

την ορθότητα του γενώµατος (integrity), µε τις γενετικές διαφοροποιήσεις στο ανθρώπινο 

γονιδίωµα και µε την ανακάλυψη νέων προσωποποιηµένων φαρµάκων. Η µεγάλη αύξηση 

των δεδοµένων κρίνει απαραίτητη την εφαρµογή υπολογιστικών εργαλείων και την χρήση 

βάσεων δεδοµένων για την λειτουργική ανάλυσή τους. Κάποιες από αυτές τις βάσεις 

δεδοµένων είναι οι National Center for Biotechnology (NCBI), University of California Santa 

Cruz (UCSC) Genome Browser, the encyclopedia of DNA elements (ENCODE) και το 

roadmap epigenomics project (3, 4). 

 

Το πρόγραµµα ENCODE. Το πρόγραµµα εγκυκλοπαίδειας στοιχείων DNA, γνωστό ως ENCODE 

(Encyclopedia of DNA Elements), µε διάρκεια 5 χρόνια και σκοπό την ανάλυση του “junk DNA”. Σε 

αυτό συµµετείχαν πάνω από 400 επιστήµονες από 32 χώρες, µε χρήµατα από το National Human 

Genome Institute, και το 2012 δηµοσίευσαν 30 άρθρα σε επιστηµονικά περιοδικά. Αυτά τα άρθρα, 

δέχτηκαν κριτική λόγω της θέσης τους ότι το 80% του ανθρώπινου γενώµατος είναι λειτουργικό, 

δηλαδή έχουν κάποιο βιοχηµικό ρόλο είτε ως θέση πρόσδεσης για µεταγραφικούς παράγοντες είτε ως 

πρωτεΐνες γονιδιακής ρύθµισης, που ενεργοποιούν και απενεργοποιούν τα γονίδια. Ο Ewan Birney, 

γνωστός και για τον ρόλο του στην κοινοπραξία ENCODE, παρατήρησε ότι “Αφού το 60% του 

γενώµατος χαρακτηρίζεται ως εξόνιο ή εσόνιο, είναι λογικό το 20% να έχει λειτουργικό ρόλο”. Το 

πρόγραµµα ENCODE παρέχει πληροφορίες του ανθρώπινου γενώµατος αναφοράς και για τις κωδικές 
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και για τις µη κωδικές περιοχές, δηλαδή αφορά µια µεγάλη γκάµα µελετών. Για παράδειγµα, µελέτη 

πάνω στη µεθυλίωση DNA, µελέτη σε γονίδια που κωδικοποιούν πρωτεΐνες και µελέτη στα 

µετάγραφα RNA, τα οποία δεν µεταφράζονται σε πρωτεΐνες, αντιθέτως µε το mRNA. Για το 8% του 

γενώµατος υπήρχε επιβεβαιωµένη σχέση ανάµεσα στο DNA και τις πρωτεΐνες, ενώ για το υπόλοιπο 

72% λειτουργικό DNA υπήρξε ανάγκη για περαιτέρω ανάλυση του ρόλου που παίζει στην γονιδιακή 

έκφραση (4). 

 

Το πρόγραµµα HapMap. Ο αρχικός στόχος της διαχείρισης ενός τόσο µεγάλου εγχειρήµατος 

ήταν ένα σχεδιάγραµµα ολόκληρου του γενώµατος για την καθοδήγηση στη θέση κάθε 

αλληλουχίας, δηλαδή έπρεπε να χωριστεί σε διαχειρίσιµα κοµµάτια, µε στόχο αυτά να 

χαρτογραφηθούν. Το διεθνές απλότυπο πρόγραµµα χαρτογράφησης (International Haplotype 

Mapping Project or “HapMap”) ξεκίνησε την διεργασία καταγραφής του πλήθους των 

διαφορών. Δεν ήταν η πρώτη προσπάθεια χαρτογράφησης και αναγνώρισης των γονιδίων, 

ειδικά αυτών υπεύθυνων για κληρονοµικές ασθένειες, αλλά για να χαρτογραφηθούν οι 

γενετικοί παράγοντες που προκαλούν πολυπαραγοντικές ασθένειες, όπως διαβήτης, 

προβλήµατα καρδιάς και καρκίνος, χρειάζεται συστηµατική έρευνα των γενετικών 

διαφοροποιήσεων (4). 

 

Ο στόχος του προγράµµατος HapMap ήταν να αναγνωριστούν όλα τα σηµεία στο ανθρώπινο 

γένωµα που έχουν ένα αποδεκτό ποσοστό (1%) διαφοροποίησης στον ανθρώπινο πληθυσµό, 

δηλαδή η αντικατάσταση µιας νουκλεοτιδικής βάσης µε κάποιας άλλης ίσο-πιθανά 

εµφανιζόµενης βάσης. 

 

SNPs. Οι ερευνητές µε µοριακές τεχνικές ανιχνεύουν στην αλληλουχία βιολογικών µορίων 

DNA ή RNA αυτές τις παραλλαγές, δηλαδή τους µεµονωµένους νουκλεοτιδικούς 

πολυµορφισµούς (single nucleotide polymorphisms, SNPs, που διαβάζεται «snips») και 

εµφανίζονται στον κωδικοποιητή ή στις ρυθµιστικές περιοχές του γονιδίου. 

 

GWAS.  Οι πολυµορφισµοί αυτοί µπορεί είναι υπεύθυνοι για παθογένειες ακόµα και αν 

βρίσκονται σε µη κωδικές περιοχές. Οι επιστήµονες έχουν συλλέξει πολλούς τέτοιους 

βιολογικούς δείκτες για τον σχεδιασµό λεπτοµερών χαρτών γενετικής σύνδεσης, από τους 

οποίους διαλέγουν τους πιο αντιπροσωπευτικούς δείκτες για την διεξαγωγή µελέτης 

γενετικής συσχέτισης σε επίπεδο γενώµατος (genome-wide association studies ή GWAS). Με 

την φτηνή και εύκολη γονοτύπηση ανθρώπων για εκατοντάδες χιλιάδες ή και εκατοµµύρια 

SNPs γίνεται η αναγνώριση των γονιδίων που εµπλέκονται σε αυτές τις ασθένειες. Γίνεται, 
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δηλαδή, η σύγκριση του απλοτύπου SNP φυσιολογικών ατόµων και αυτού από άτοµα στα 

οποία εκφράζεται η εξεταζόµενη ασθένεια. Οι µη τυχαίοι συσχετισµοί µεταξύ των SNPs και 

της ασθένειας υποδεικνύουν ότι ένα ή περισσότερα γονίδια που σχετίζονται µε την µη 

φυσιολογική κατάσταση είναι συνδεδεµένα µε τους πολυµορφισµούς. Η µελέτες GWAS 

συνδέουν την εξεταζόµενη κατάσταση µε µια περιοχή σε ένα χρωµόσωµα και στη συνέχεια 

εξετάζουν αυτή την περιοχή για τα γονίδια που µπορεί να είναι υπεύθυνα για αυτή την 

κατάσταση, αυτή είναι κάποιο χαρακτηριστικό ή µια ασθένεια. 

 

Τα 270 άτοµα που επιλέχθηκαν για το πρόγραµµα HapMap προέρχονταν από τέσσερις 

γεωγραφικά ποικίλους πληθυσµούς: Yoruba, Κινέζους (Han), Γιαπωνέζους, Αµερικανούς 

(Utah) ευρωπαϊκής καταγωγής. Στη γενωµική DNA ανάλυση των εθελοντών έγινε διαλογή 

τριών εκατοµµυρίων SNPs. Το µεγαλύτερο κοµµάτι της έρευνας έγινε από την εταιρία 

Perlegen, ένα παρακλάδι της εταιρίας Affymetrix, που υπήρξε πρωτοστάτης στην κατασκευή 

γονιδιακών τσιπς και εξαγοράστηκε το 2016 από µια άλλη εταιρία (Thermo Fisher Scientific 

Inc., Waltham, MA, USA) , δηµιουργώντας ένα πλαίσιο για πάνω από 3 εκατοµµύρια ίσο-

κατανεµηµένα SNPs, που λειτουργούν ως σηµατοδότες για κάθε 900-1.000 βάσεις κατά µέσο 

όρο. Ο κατάλογος του ανθρώπινου SNPs τώρα υπερβαίνει τα 10 εκατοµµύρια, κατανεµηµένα 

ανά 300 βάσεις. Το πρόγραµµα που ακολούθησε ήταν το 1,000 Genomes Project και αυτό 

ολοκληρώθηκε το 2016 (4). 

 

Insertion Deletion Variants (Indels). Οι µεταλλάξεις προσθηκών – αφαιρέσεων αναφέρονται 

στην προσθήκη ή/και αφαίρεση νουκλεοτιδίων στο γενωµικό DNA, µε µέγεθος λιγότερο από 

1kb. Χρησιµοποιούνται στις κλινικές µελέτες µε τεχνικές νέας γενιάς (NGS), αφού τις 

συναντάµε σε πολλές µη φυσιολογικές καταστάσεις και στον καρκίνο. Η ανίχνευσή τους 

είναι λίγο πολύπλοκη, γιατί εξαρτάται από το µέγεθος των indels, από το πλαίσιο της 

αλληλουχίας και από τον χαρακτηρισµό της παραλλαγής. Τέτοιες µεταλλάξεις συµβολίζονται 

µε «-» και λέγονται κενά (gaps). 

 

Copy Number Variations (CNV).   Οι αλλαγές αριθµού αντιγράφων, ή αλλιώς CNVs, είναι 

ένα από πολλά είδη υποµικροσκοπικών δοµικών διαφοροποιήσεων που αποτελούνται από 

ελλείµµατα ή διπλασιασµούς χρωµοσωµικού υλικού, µε µέγεθος ως µερικά Mb. Στο 

ανθρώπινο γένωµα είναι πολύ λιγότερα από τα SNPs. Γι’ αυτό µε σπάνιες µορφές των CNVs 

µελετώνται περίπλοκες ασθένειες, όπως το σύνδροµο Tourette. Οι τεχνικές µικροσυστοιχιών 
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DNA εφαρµόζονται σε πειράµατα συγκριτικής υβριδοποίησης γενώµατος (comparative ge-

nome hybridization-CGH) για την ποσοτικοποίηση των CNV στο γένωµα. 

 

1.2. Ιδιότητες DNA/RNA 
Αντιγραφή. Η πιο βασική βιολογική διεργασία για έναν οργανισµό είναι η αντιγραφή του DNA και η 

ιδιότητά της να επιδιορθώνει τα τυχόν λάθη στην αντιγραφόµενη αλληλουχία του. Ο διπλασιασµός 

αυτός της γενετικής πληροφορίας γίνεται γιατί θέλουµε να κρατήσουµε ένα αντίγραφο για το υπάρχον 

κύτταρο και ένα για το νέο κύτταρο. Σύµφωνα µε το µοντέλο του Watson και Crick, κάθε κλώνος 

DNA λειτουργεί σαν εκµαγείο για να δηµιουργήσει τον αντιπαράλληλο κλώνο DNA και κάθε 

κύτταρο θα αποτελείται από τον παλιό κλώνο DNA και τον νεο-συνταγµένο κλώνο DNA. Η 

αλληλουχία των βάσεων στον αντιπαράλληλο κλώνο καθορίζεται εύκολα σύµφωνα µε τους 

κανόνες ζευγάρωσης των βάσεων. Συγκεκριµένα, όπου υπάρχει στο εκµαγείο το 

νουκλεοτίδιο Α τοποθετείται το νουκλεοτίδιο Τ στον αντιπαράλληλο κλώνο, αυτή είναι η 

έννοια της συµπληρωµατικότητας και ισχύει και αντιστρόφως. Τα νουκλεοτίδια G και T είναι 

επίσης συµπληρωµατικά. Η διεργασία απαιτεί την παράλληλη λειτουργία αρκετών ενζύµων 

και άλλων πρωτεϊνών. Το ένζυµο DNA πολυµεράση έχει την δυνατότητα να ζευγαρώνει τα 

συµπληρωµατικά νουκλεοτίδια στην αλυσίδα DNA. Αρχικά, το “πατρικό” δίκλωνο µόριο 

DNA ξετυλίγεται σε συγκεκριµένες θέσεις, που ονοµάζονται αφετηρίες ή σηµεία έναρξης της 

αντιγραφής. Η αντιγραφή είναι διπλής κατεύθυνσης, δηλαδή γίνεται παράλληλα και στις δύο 

διχάλες αντιγραφής. Η DNA πολυµεράση, µόλις εισέλθει το συµπληρωµατικό στον 

“πατρικό” κλώνο νουκλεοτίδιο, το προσθέτει στο τέλος του αυξανόµενου “θυγατρικού” 

κλώνου. Η αντιγραφή ολοκληρώνεται όταν έχουν ξανατυλιχθεί όλες οι διχάλες αντιγραφής 

και σχηµατιστεί τα δύο µόρια στην ίδια µορφή µε το “πατρικό” δίκλωνο µόριο DNA. 

 

Η διαδικασία της αντιγραφής γίνεται την ίδια στιγµή σε πολλές αφετηρίες ενώ είναι πολύ 

γρήγορη, προστίθενται περίπου 50 νουκλεοτίδια ανά δευτερόλεπτο. Μια αναπόσπαστη 

διεργασία της αντιγραφής είναι η “επιδιόρθωση δοκιµών”, δηλαδή ο µηχανισµός ελέγχου της 

πιστότητας αντιγραφής, η DNA πολυµεράση πριν προστεθεί το καινούργιο νουκλεοτίδιο 

ελέγχει αν το προηγουµένως τοποθετηµένο είναι σωστά ζευγαρωµένο. Αν είναι λάθος 

τοποθετηµένο το αφαιρεί και επαναλαµβάνει το ζευγάρωµα. Η ακρίβεια είναι πολύ 

σηµαντική για την αντιγραφή του γενετικού υλικού, αφού διασφαλίζει ότι όλα τα κύτταρα 

του οργανισµού έχουν την ίδια γενετική πληροφορία και ότι αυτή η πληροφορία θα περάσει 

µε ακρίβεια σε τυχόν απογόνους (5). 
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Μεταγραφή. Στη διεργασία της µεταγραφής, τα ένζυµα RNA πολυµεράσες είναι υπεύθυνα για 

να καταλύουν την προσθήκη νουκλεοτιδίων, ένα την φορά, από τον εξεταζόµενο κλώνο 

DNA, σε ένα συµπληρωµατικό κλώνο RNA. Οι ίδιες οι RNA πολυµεράσες δεν µπορούν να 

αναγνωρίσουν µια νουκλεοτιδική αλληλουχία που ονοµάζεται υποκινητής ή προαγωγέας, 

αυτή είναι η δουλειά πρωτεϊνών που ονοµάζονται µεταγραφικοί παράγοντες. Μόλις 

αναγνωριστεί ο υποκινητής και προσδεθεί ισχυρά η RNA πολυµεράση σε αυτόν, η διεργασία 

της µεταγραφής ξεκινάει. Ο υποκινητής παρέχει τις πληροφορίες για τη θέση έναρξης της για 

τη σύνθεση του µορίου RNA και ποιος από τους δύο κλώνους θα χρησιµοποιηθεί. 

 

Από το καλούπι κλώνου DNA δηµιουργείται το νέο µόριο RNA µε κατεύθυνση 5΄ άκρη προς 

3΄ άκρη, χρησιµοποιώντας ως πρώτη ύλη τριφωσφορικά νουκλεοτίδια. Η κατάλυση από την 

πολυµεράση γίνεται µε την αντίδραση: 

RNAn+NTP→RNAn+1+PPi Χηµική Αντίδραση 1. Μεταγραφή του DNA. 

Στην οποία τα τριφωσφορικά ριβονουκλεοσίδια (nucleoside triphosphates ή NTPs), έτσι 

ονοµάζεται το κοµµάτι του ριβονουκλεοτίδιου που δεν περιέχει τις φωσφορικές οµάδες, 

χωρίζονται σε µονοφωσφορικά νουκλεοσίδια και πολυµερίζονται στην αλυσίδα. Με µια 

δεύτερη αντίδραση: 

PPi →2Pi Χηµική Αντίδραση 2. Πολυµερισµός φωσφορικών ριζών. 

Η οποία, καταλύεται από το ένζυµο πυροφωσφατάση (pyrophosphatase), υδρολύεται (γίνεται 

διάσπαση του οµοιοπολικού δεσµού µε προσθήκη νερού) σε ανόργανη φωσφατάση(Pi) (2). 

 

Πίνακας 1. Οι πέντε κλάσεις ευκαρυωτικής πολυµεράσης RNA (6). 

RNA πολυµεράση Περιοχή Σύνθεση RNA 
I Πυρηνίσκος Όλα τα rRNAs, εκτός από το 5S rRNA. 

II Κυτταρόπλασµα 

Το µεγαλύτερο µέρος των κωδικοποιών πυρηνικών 
pre-mRNAs (σε προκαρυωτικά mRNAs) και πολλά 
µη κωδικοποιά RNAs, όπως τα lncRNAs, τα 
περισσότερα miRNAs και τα µικρά πυρηνικά RNAs 
(snRNAs). 

III Κυτταρόπλασµα 
Διάφορα µικρά µη κωδικοποιά RNAs όπως 5S 
rRNAs, tRNAs και snRNAs. 

IV, V 
Μιτοχόνδρια και 
Πλαστίδια. 

Τα RNAs που µεταγράφονται από µιτοχονδρικό DNA 
και τα µικρά παρεµποδιστικά RNA (siRNAs). 

 

Από το σηµείο έναρξης, η RNA πολυµεράση ξετυλίγει προσωρινά την διπλή έλικα DNA που 

βρίσκεται ακριβώς µπροστά της και χρησιµοποιεί τον ένα κλώνο του ως καλούπι και 

προσθέτει συµπληρωµατικά ριβονουκλεοτίδια, κινούµενη µε κατεύθυνση από τo 3΄ άκρo 
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προς τo 5΄ άκρo. Μόλις περάσει η πολυµεράση ένα κοµµάτι του κλώνου DNA έρχεται στην 

αρχική του µορφή, δηλαδή του διπλού έλικα. Οι πολυµεράσες RNA µπορούν να 

ενσωµατώσουν 20 µε 50 νουκλεοτίδια το δευτερόλεπτο σε ένα µόριο RNA, ενώ πολλά 

γονίδια του κυττάρου µεταγράφονται παράλληλα από πάνω από 100 πολυµεράσες. Ο 

Πίνακας 1 παρουσιάζει τα διάφορα είδη του ενζύµου RNA πολυµεράσης και τα είδη RNA 

που συνθέτουν αυτές. Για την επιδιόρθωση σφαλµάτων (proofreading), το ένζυµο της RNA 

πολυµεράσης µπορεί να σταµατήσει σε κάποιο σηµείο ή να γυρίσει κάποια νουκλεοτίδια 

πίσω, έτσι ώστε να διορθώσει κάποιο λάθος τοποθετηµένο νουκλεοτίδιο, σχετικά σπάνιο. 

 

Το µόριο του αγγελιοφόρου RNA (mRNA) στα προκαρυωτικά κύτταρα µπορεί να ξεκινήσει 

άµεσα την µετάφραση, αφού βρίσκονται στο κυτταρόπλασµα, το οποίο περιέχει τα 

ριβοσώµατα πάνω στα οποία γίνεται η πρωτεϊνοσύνθεση. Αντίθετα στα ευκαρυωτικά 

κύτταρα µετά την σύνθεσή του RNA στον πυρήνα από το DNA, επεξεργάζεται και µετά 

µεταφέρεται για πρωτεϊνοσύνθεση στο κυτταρόπλασµα. Το κυτταρόπλασµα είναι µια 

διαφανής ουσία που περικλείεται από την κυτταρική µεµβράνη και δεν υπάρχει στον πυρήνα 

των ευκαρυωτικών κυττάρων. Ένα είδος επεξεργασίας του βοηθάει τα ριβοσώµατα, δηλαδή 

της µηχανής παρασκευής πρωτεϊνών, να διαφοροποιήσουν µεταξύ του RNA και του mRNA. 

Ο σχηµατισµός καλύπτρας και η πολυαδενυλίωση (APA) είναι οι διεργασίες µε τις οποίες 

γίνεται αυτή η επεξεργασία, δηλαδή µε απλά λόγια είναι η προσθήκη νουκλεοτίδιων 

αντίστοιχα στην αρχή (5’ άκρο) και στο τέλος (3’ άκρο) του µορίου. 

 

Ένα άλλο είδος επεξεργασίας, που είναι απαραίτητο στα ευκαρυωτικά κύτταρα, είναι η 

αφαίρεση των εσονίων, µη κωδικοποιών περιοχών µέσα στην αλληλουχία. Πριν την αποκοπή 

αυτή των εσονίων το µόριο ονοµάζεται και pre-mRNA Οι κωδικοποιές περιοχές, από την 

άλλη πλευρά, ονοµάζονται εξόνια και είναι οι περιοχές έκφρασης του γονιδίου. Η αποκοπή 

των εσονίων και, στη συνέχεια, η συρραφή των εξονίων σε µια συνεχόµενα κωδικοποιά 

αλληλουχία, είναι µια διεργασία δύο βηµάτων και ονοµάζεται συρραφή RNA (RNA splic-

ing). Η διεργασία αυτή µας δίνει το “ώριµο” mRNA. Μια εξήγηση για την παρουσία των 

εσονίων είναι ότι καθιστά δυνατό ένα γονίδιο να κωδικοποιεί για διαφορετικές πρωτεΐνες, 

που ονοµάζονται γι’ αυτό τον λόγο ισοµορφές (isoform) πρωτεϊνών. Η εναλλακτική αυτή 

συρραφή γίνεται µε την συρραφής των εξονίων σε διαφορετική σειρά και παράγει ισόµορφα 

πρωτεϊνών µε διαφορετική λειτουργικότητα. 
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Μετάφραση.  Το µεταφορικό µόριο RNA (tRNA) έχει την δυνατότητα να µετατρέπει την 

πληροφορία από την “γλώσσα” των νουκλεϊνικών οξέων, τα νουκλεοτίδια, στην “γλώσσα” 

των πρωτεϊνών, τα αµινοξέα. Επειδή τα νουκλεοτίδια είναι 4 και τα αµινοξέα είναι 20, οι 

επιστήµονες στην αρχή δεν καταλάβαιναν των µηχανισµό αυτής της µετάφρασης. Ο 

µηχανισµός αυτής της µετάφρασης αποτελεί τον γενετικό κώδικα. Πιο συγκεκριµένα, το 

µόριο tRNA µπορεί να συνδέει µια οµάδα τριών διαδοχικών νουκλεοτιδίων, δηλαδή ένα 

κωδικόνιο, µε ένα αµινοξύ. Βέβαια το ίδιο αµινοξύ µπορεί να καθορίζεται από διαφορετικά 

κωδικόνια. Στην Εικόνα 3 φαίνεται το “λεξικό” του γενετικού κώδικα και ότι 61 τριπλέτες 

κωδικοποιούν για αµινοξέα. 

 

 

Εικόνα 3. Τα αµινοξέα και τα νουκλεοτίδια από τα οποία αποτελούνται (7). 

 

Μια από αυτές, η τριπλέτα AUG, όχι µόνο κωδικοποιεί για το αµινοξύ Μεθιονίνη, αλλά 

µπορεί να σηµατοδοτεί και την αρχή της πολυπεπτιδικής αλυσίδας. Τρία κωδικόνια δεν 
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καθορίζουν κάποιο αµινοξύ αλλά σηµατοδοτούν το τέλος της κωδικοποιάς αλληλουχίας. Ένα 

άλλο σηµαντικό στοιχείο της µετάφρασης είναι το ανοιχτό πλαίσιο ανάγνωσης (Open Read-

ing Frame, ORF), στο οποίο µια µετάλλαξη µπορεί να αποδειχθεί καταστροφική. Το πλαίσιο 

ανάγνωσης ασχολείται µε τα συγκεκριµένα σηµεία από τα οποία αρχίζει το διάβασµα των 

τριπλετών νουκλεοτιδικών βάσεων και συνεχίζει συνεχόµενα µέχρι το τέλος του πλαισίου. 

Με εισαγωγή ενός ζεύγους βάσης, δηλαδή, µπορεί να αχρηστευτεί το γενετικό µήνυµα. Με 

µια διορθωτική κίνηση αφαίρεσης ενός ζεύγους βάσης στην συνέχεια ο γενετικός κώδικας 

βρίσκει πάλι το νόηµά του, από το σηµείο της διόρθωσης και πέρα. 

 

Η µετάφραση ξεκινάει, στα περισσότερα βακτήρια και σε όλα τα ευκαρυωτικά κύτταρα, όταν 

το κωδικόνιο AUG του µορίου mRNA συναντά το αντικωδικόνιο του µορίου tRNA, το οποίο 

είναι συµπληρωµατικό ως προς το κωδικόνιο του µορίου mRNA, στην περιοχή P του 

ριβοσώµατος. Τα µόρια tRNA έχουν τις δύο πολύ σηµαντικές λειτουργίες να µεταφέρουν τα 

σωστά αµινοξέα και να αναγνωρίζουν τα σωστά κωδικόνια στο mRNA. 

 

Πιο αναλυτικά, το ριβόσωµα είναι ένα µεγάλο σύµπλοκο που συντονίζει την λειτουργία των 

µορίων mRNA και tRNA και παράγει τα πολυπεπτίδια. Το οργανίδιο αυτό του 

κυτταροπλάσµατος αποτελείται από δύο υποενότητες που αποτελούνται από µια πληθώρα 

από ριβοσωµικές πρωτεΐνες και ριβοσωµικό RNA (rRNA). Το ριβόσωµα έχει στη µικρή 

υποενότητα του την περιοχή πρόσδεσης του mRNA. Ενώ στην µεγάλη υποενότητα του έχει 

περιοχές πρόσδεσης των µορίων tRNA, την περιοχή P και την περιοχή A. H περιοχή P έχει το 

tRNA µε την αυξανόµενη πολυπεπτιδική αλυσίδα και η περιοχή A έχει το tRNA που θα 

προστεθεί στη συνέχεια στην πολυπεπτιδική αλυσίδα. Το αντικωδικόνιο του tRNA 

ζευγαρώνει µε το κωδικόνιο στο mRNA, και η διαδικασία επαναλαµβάνεται µέχρι το 

κωδικόνιο τερµατισµού να φτάσει στην περιοχή Α του ριβοσώµατος. Τότε το πολυπεπτίδιο 

ελευθερώνεται και το ριβόσωµα γυρνάει στην αρχική του κατάσταση (8). 

 

1.3. Τα microRNAs ως Δευτερογενής (Επιγενετικός) Μηχανισµός Ελέγχου 
Γενικά, τα µη κωδικοποιά RNAs παίζουν το ρόλο επιγενετικών τροποποιητών. Τα µικρά µη 

κωδικοποιά RNA (Small Non-coding RNAs, sncRNA), µόρια µε µήκος µικρότερο των 200 

νουκλεοτιδίων, είναι η οικογένεια µη κωδικοποιών µορίων στην οποία ανήκουν τα 

microRNAs (miRNAs ή miRs). Η άλλη οικογένεια µη κωδικών RNA είναι τα µακρά µη 

κωδικοποιά µόρια RNA (Long Non-coding RNAs, lncRNAs). 
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Τα microRNAs είναι ενδογενή µονόκλωνα µόρια RNA που αποτελούνται από περίπου 22 

νουκλεοτίδια τα οποία βοηθάνε στην µετα-µεταγραφική διαµόρφωση της ρύθµισης της 

γονιδιακής έκφρασης σε σηµαντικές λειτουργίες του κυττάρου, οπότε έχουν µεγάλες 

επιπτώσεις σε αρκετές ασθένειες, από καρκίνο µέχρι καρδιακή ανεπάρκεια. Το κάθε miRNA 

είναι δυνατό να ρυθµίσει αρκετές εκατοντάδες γονιδιακές εκφράσεις, ενώ κάθε mRNA 

µπορεί να διαθέτει περιοχές αναγνώρισης και πρόσδεσης πολλών διαφορετικών miRNAs. Για 

παράδειγµα, η απορρύθµιση των miRNAs στα επιδερµικά κύτταρα πιθανώς επιφέρει πρόωρη 

γήρανση του δέρµατος, µελάνωµα και άλλες διαταραχές. Πιο συγκεκριµένα, τα miRNAs 

συνηθέστερα προσδένονται στην 3΄-αµετάφραστη περιοχή (3΄-UTR) γονιδίων στόχων, µε 

αποτέλεσµα είτε την καταστολή της µετάφρασης είτε την υποβάθµιση του mRNA, µέσω του 

σχηµατισµού ριβονουκλεοπρωτεϊνικών συµπλόκων. Οι τροποποιήσεις που επιφέρουν τα 

miRs προάγουν κάποιες διεργασίες βασικές για την ανάπτυξη, όπως αυτές του κυτταρικού 

πολλαπλασιασµού, της κυτταρικής διαφοροποίησης και της προγραµµατισµένης κυτταρικής 

απόπτωσης. 

 

Αποµόνωση miRNAs. Από την ανακάλυψή τους το 1993 µέχρι και σήµερα, ένα µεγάλο 

εµπόδιο στην µελέτη των miRNAs µε τεχνικές εξαιρετικά υψηλών αποδόσεων είναι η 

εξαγωγή και αποµόνωση υψηλής επαρκώς ποιότητας δειγµάτων. Τα miRNAs που µπορεί να 

αποµονωθεί από τα κύτταρα και τους ιστούς είναι µόλις µέχρι 1µg, ενώ τα miRNAs συνήθως 

εκπροσωπούν µόνο ένα µικρό κοµµάτι του συνολικού RNA του κυττάρου. Ακόµα, µπορούν 

να εξετασθούν οι αλληλεπιδράσεις των miRNAs µε άλλα µακροµόρια χρησιµοποιώντας 

τεχνικές ανοσοκαθίζησης (immune-precipitation, IP) (9). 

 

Ο συµπληρωµατικότητα των miRNAs. Τα miRNAs προσδένονται σε στόχους mRNA µέσω 

την συµπληρωµατικής αλληλουχίας και αναστείλουν την µετάφραση αυτών των στόχων ή 

προωθούν την αποδόµηση τους. Έχει εκτιµηθεί υπολογιστικά ότι στον άνθρωπο τα miRNAs 

στοχεύουν περίπου 60% των κωδικοποιών γονιδίων µέσω συντηρηµένης (conserved) 

ζευγάρωσης µεταξύ της 3’-αµετάφραστης περιοχής του mRNA και της 5’ περιοχής του 

miRNA, αυτή η ονοµάζεται περιοχή εκβλάστησης (seed region, SR). Σε αυτή την περιοχή 

γίνεται η υβριδοποίηση της αλληλουχίας εκβλάστησης, δηλαδή αλληλουχίας των 2-8 

νουκλεοτιδίων του miRNA, η οποία αναγνωρίζει τις ταυτίσεις εκβλάστησης ανάλογα µε τον 

αλγόριθµο που χρησιµοποιείται από ένα υπολογιστικό πρόγραµµα, όπως το MiRanda. 
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Εδώ είναι σηµαντική η αξιόπιστη αναγνώριση των στόχων τους και ο χαρακτηρισµός των 

λειτουργιών των miRNAs. Στα φυτικά κύτταρα προσδένονται τα miRNAs στους στόχους 

mRNA µε ολική συµπληρωµατικότητα, στην οποία περίπτωση η αποικοδόµησή των στόχων 

γίνεται µέσω RNAi (RNA interference), ενώ στα ζωικά κύτταρα συνήθως προσδένονται 

στους στόχους mRNA µε ατελή συµπληρωµατικότητα. Γι’ αυτόν τον λόγο, στα ζωικά 

κύτταρα, είναι δύσκολη η στόχευση µε υψηλή ειδικότητα και η λειτουργία τους εξαρτάται 

από τον βαθµό συµπληρωµατικότητας. Η ατελής συµπληρωµατικότητα της πρόσδεσης 

οδηγεί σε καταστολή της µετάφρασης ή στην αποαδενυλίωση του mRNA στόχου, ενώ η 

ολική συµπληρωµατικότητα στην αποικοδόµηση του µεταγράφου στόχου (10, 11). 

 

Η βιοσύνθεση των miRNA. Η σύνθεση ενός τυπικού miRNA γίνεται µε την µεταγραφή ενός 

εσονίου RNA µέσω της πολυµεράσης RNA II και σε λίγες περιπτώσεις µέσω τις 

πολυµεράσης RNA III. Το pri-miRNA (primary miRNA), δηλαδή το πρωταρχικό µετάγραφο, 

είναι ένα µονόκλωνο µόριο RNA µε µήκος συνήθως αρκετών κιλοβάσεων (kb), που 

αποτελούνται από την καλύπτρα στο 5’-άκρο και την 3’ πολυαδενυλιωµένη (APA) ουρά. 

Αυτό αναδιπλώνεται σε µια δευτεροταγή δοµή µε σχήµα µίσχου-θηλιάς (stem-loop) ή αλλιώς 

φουρκέτας (hairpin), µήκους 33 µε 35 ζευγών βάσεων. Μετά από διάσπαση από το ένζυµο 

Drosha, που ανήκει στις RNάσες III, δηµιουργείται ένα µικρότερου µήκους δίκλωνο pre-

miRNA, το οποίο εκκρίνεται από τον πυρήνα στο κυτταρόπλασµα (12). 

 

Ακόµα, υπάρχουν τα mirtrons, τα οποία είναι όµοια σε δοµή µε τα pre-miRNAs και 

προσπερνάνε την πρωταρχική επεξεργασία των κλασικών εσονίων miRNAs. Το miRNA 

διαµορφώνεται από το pre-miRNA, µε την βοήθεια του ενζύµου Dicer, που ανήκει επίσης 

στις RNάσες III. Έτσι, από την µια πλευρά της φουρκέτας παίρνουµε ένα ευσταθή 

µονόκλωνο “ώριµο” µόριο miRNA. Το οποίο συνήθως είναι υψηλώς διατηρητέο σε ένα 

πληθυσµό. Τα “ώριµα” µόρια miRNA ενσωµατώνονται µαζί µε πρωτεΐνες στο σύµπλοκο 

RISC (RNA induced silencing complex), το οποίο “αποσιωπεί” τον στόχο mRNA. Πιο 

συγκεκριµένα, το miRNA του σύµπλοκου RISC οδηγεί τις σχετικές πρωτεΐνες Ago, που είναι 

υποοοµάδα των πρωτεϊνών Argonaute, σε κοντινή απόσταση στο προσδεδεµένο mRNA. Η 

πρωτεΐνη Argonaute προκαλεί είτε αποικοδόµηση του mRNA είτε καταστολή της 

µετάφρασής του. Ο µηχανισµός «αποσιώπισης» είναι πιθανόν να εξαρτάται από τον αριθµό, 

τον τύπο και την θέση των ασύζευκτων νουκλεοτιδίων µεταξύ των µορίων mRNA και 

miRNA. 
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Μηχανισµοί λειτουργίας των miRNAs. Τα γονίδια των miRNA έχουν αναγνωριστεί µε 

διάφορους τρόπους, συνήθως όµως από βιοπληροφορική ανάλυση γενωµικών αλληλουχιών 

DNA, από την αποµόνωση µεταλλάξεων και µικρών κυτταρικών RNAs. Είναι µάλλον 

σίγουρο ότι τα miRNAs παίζουν σηµαντικό ρόλο στους πολυκύτταρους οργανισµούς για την 

διαφοροποίηση και την διατήρηση τους σε συγκεκριµένους τύπους κυττάρων, αφού γι’ αυτό 

τον λόγο δεν υπάρχουν σε µονοκύτταρους οργανισµούς. Τα miRNAs παίζουν ρόλο ακόµα 

και στα πρωταρχικά στάδια της εµβρυονικής ανάπτυξης, αφού όταν λείπει το απαραίτητο 

ένζυµο Dicer σε αναπτυσσόµενο ζωικό οργανισµό αυτός δεν αναπτύσσεται πέρα από την 

γαστριδίωση. Αλλά και από όποιον ιστό λείπει το συγκεκριµένο ένζυµο, παρουσιάζει 

ανωµαλίες η ανάπτυξη. Ενώ η αστάθεια στα επίπεδα miRNA παίζει ρόλο σε πολλές κοινές 

ασθένειες. Ακόµα, µερικά miRNAs προσδένονται στα ORFs και στις 5 ́UTR των mRNA 

στόχων και ενεργοποιούν ή καταστέλλουν τη µετάφρασή τους (13). Τα miRNAs είναι 

µάλλον σηµαντικοί διαµεσολαβητές των αποκρίσεων στο στρες. Για παράδειγµα, µπορεί να 

διευκολύνει µια γρήγορη απόκριση στο στρες µέσω καταστολής της µετάφρασης 

συγκεκριµένων mRNAs, τα οποία παραµένουν σε P-σώµατα στο κυτταρόπλασµα, µέχρι 

κάποιο εξωτερικό ερέθισµα να επιτρέψει στην µετάφραση να συνεχίσει (2). Ενώ στον 

πυρήνα, τα miRNAs µπορούν να προσδένονται στους υποκινητές των γονιδίων και να 

ρυθµίζουν τη γονιδιακή έκφραση. 

 

Τα miRNAs, όπως και κάθε γενωµική αλληλουχία, είναι επιρρεπής σε πολυµορφισµούς 

SNPs. Τα miSNPs, όπως είναι γνωστά, µπορούν να δηµιουργήσουν νέες ή να καταστρέψουν 

υπάρχουσες περιοχές πρόσδεσης των miRNAs, περιορίζοντας την ικανότητα τους για 

γονιδιακή ρύθµιση. Τα miSNPs έχουν χρησιµοποιηθεί εκτενώς για την διάγνωση βιοδεικτών 

στην φαινυλκετονουρία (PKU), αλλά βοηθάνε και γενικά στην κατανόηση των ρυθµιστικών 

δικτύων των miRNA. Γενικότερα, τα επίπεδα mRNA συσχετίζονται αντιστρόφως µε τα 

επίπεδα του συµπληρωµατικού του miRNAs, δηλαδή το πλήθος των mRNAs µε τις θέσεις 

πρόσδεσης κατάλληλες για το συγκεκριµένο εισερχόµενο miRNA µειώνονται. Σε πείραµα 

µείωσης ενός συγκεκριµένου miRNA, το πλήθος mRNAs µε τις θέσεις πρόσδεσης 

κατάλληλες για το συγκεκριµένο miRNA αυξάνεται. Ακόµα, πειράµατα στα οποία κύτταρα 

εξαναγκάζονται να εκφράσουν συγκεκριµένα γονίδια miRNA θέλουν να δείξουν ότι αυτά 

µπορούν να µειώσουν τα ποσοστά έκφρασης συγκεκριµένων οµάδων mRNA (2). 

 

Τα miRNAs δρούν ανασταλτικά στην µετάφραση των mRNAs, αφού παίζουν ρόλο στην 

ενεργοποίηση της. Όταν εκκρίνονται στον εξωκυττάριο χώρο λειτουργούν ως 
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διαµεσολαβητές για την κυτταρική επικοινωνία και για την ανοσολογική ρύθµιση (14, 15). 

Ακόµα, τα miRNAs µπορούν να δράσουν µε την καταστολή της επιµήκυνσης της 

αλληλουχίας κατά την µετάφραση. Η υπερέκφραση ενός miRNA, που έχει ρόλο ογκογόνου, 

µπορεί να πάρει πολλές µορφές, δηλαδή µπορεί να ευθύνεται η παραγωγή αυξηµένης 

ποσότητας του miRNA ή να παράγεται σε ιστό που φυσιολογικά δεν υπάρχει ή απλά να 

γίνεται σε λάθος χρονική στιγµή. Σε ογκοκατασταλτικά miRNAs έχουν βρεθεί αυξηµένα 

επίπεδα µεθυλίωσης µε αποτέλεσµα την υπερέκφραση των ογκογόνων στόχων τους (16). 

Γενικά, τα miRNAs στοχεύουν ένζυµα που εµπλέκονται στην επιγενετική ρύθµιση και 

επηρεάζουν ολόκληρο το γένωµα.  

 

1.4. Μεθυλίωση και Επιγενετική 
Επιγενετική. Ο όρος επιγενετική εισήχθηκε το 1939 από τον επιστήµονα Conrad Weddington, 

ενώ ο Andrian Bird έδωσε τον εξής ορισµό της επιγενετικής “Φαινόµενο που περιλαµβάνει 

κληρονοµούµενες γενετικές αλλαγές στην γονιδιακή έκφραση όπου δεν µεταβάλλεται η 

νουκλεοτιδική αλληλουχία αλλά επιδρά στην διαµόρφωση του DNA”. 

 

Οι επιγενετικές τροποποιήσεις κρύβουν πολλά από τα µυστικά της ζωής και οι κυριότερες 

είναι η µεθυλίωση του DNA, η διαφοροποιήσεις ιστονών και η δυσλειτουργία των miRNAs. 

Κάποιοι άλλοι µοριακοί µηχανισµοί, που εµπλέκονται στην επιγενετική είναι οι µετα-

µεταγραφικές τροποποιήσεις (Posttranslational Modifications, PTM), τα ATP-εξαρτώµενα 

σύµπλοκα αναδιαµόρφωσης της χρωµατίνης, polycomb/trithorax σύµπλοκα πρωτεϊνών, 

διάφορα µη-κωδικοποιά RNAs, για παράδειγµα siRNA. Οι  PTM είναι τροποποιήσεις που 

παίζουν ρόλο σχεδόν σε κάθε λειτουργία σχετική µε το DNA, π.χ. η δοµή και οργάνωση του 

γενώµατος, η γονιδιακή έκφραση, η αντιγραφή και επιδιόρθωση του DNA, ο κυτταρικός 

κύκλος και η απόπτωση. 

 

Οι τροποποιήσεις στις ιστόνες έχουν δυναµικό χαρακτήρα, αφού µπορούν να προστεθούν ή 

να αφαιρεθούν από διάφορα ένζυµα, οπότε το επίπεδο πολυπλοκότητας των τροποποιήσεων 

είναι αυξηµένο. Αυτές που δεν έχουν δοµικό ρόλο αποτελούν σηµεία πρόσδεσης στη 

µετάφραση των πρωτεϊνών και έµµεσα σηµατοδοτούν τους λειτουργικούς ρόλους αυτών. Οι 

ποικιλόµορφοι επιγενετικοί µηχανισµοί συσχετίζονται και έχουν το ρόλο να σταθεροποιούν ο 

ένας τον άλλο για να εξασφαλιστεί η πιστότητα των επιγενετικών παραγόντων, ιδιαίτερα 

κατά την κυτταρική διαίρεση. Η παρουσία επιγενετικών τροποποιήσεων µπορεί να αυξήσει 

την πιθανότητα εκδήλωσης µεταλλάξεων. Οι επιγενετικές τροποποιήσεις στο ευκαρυωτικό 
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γονιδίωµα είναι πολύπλοκες και συνεχώς εναλλασσόµενες λόγω του πλήθους των 

ερεθισµάτων σε αυτά τα κύτταρα. 

 

Οι επιγενετικοί παράγοντες και τα σχετικά ένζυµα έχουν πολύ σηµαντικό ρόλο στην λειτουργία, την 

ταυτότητα και την ανάπτυξη των κυττάρων, αφού ρυθµίζουν τις µεταβολές µεταξύ των βηµάτων 

διαφοροποίησης του κυττάρου (Εικόνα 4). Η επιγενετική µελετά τις αλλαγές στο φαινότυπο, 

όπως τα πρότυπα γονιδιακής έκφρασης συγκεκριµένου κυτταρικού τύπου που δεν 

προκαλούνται από αλλαγές στην κύρια αλληλουχία DNA. Αυτές οι αλλαγές κληρονοµούνται 

µιτωτικά και, σε κάποιες περιπτώσεις, µειωτικά. Η επιγενετική ρύθµιση βοηθάει στην 

γενωµική προσαρµογή σε ένα περιβάλλον, αφού µιλάµε για στοχαστικές µεταβολές σύµφωνα 

µε τα ενίοτε περιβαλλοντικά ερεθίσµατα. 

 

Επιγενωµική. Σχεδόν όλα τα κύτταρα του οργανισµού έχουν τα ίδια γενετικά υλικά αφού 

κωδικοποιούνται από την ίδια αλληλουχία DNA, αλλά εµφανίζουν πολλές διαφορές στην 

µορφολογία και στην λειτουργία τους. Η επιγενωµική αναφέρεται στην µελέτη αυτών των 

τροποποιήσεων στο σύνολο του γενώµατος, οι οποίες είναι αποτέλεσµα χηµικών τροποποιήσεων στο 

DNA ή σχετικών µε αυτό ιστονών, όπως απεικονίζεται στην Εικόνα 4. 

 

 

Εικόνα 4. Οι επιγενετικοί µηχανισµοί (17). 
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Πρόγραµµα χάρτη πορείας της επιγενωµικής (Roadmap Epigenomic Project). Η αλληλούχιση 

του γενώµατος δεν είναι οι µόνες πληροφορίες που µας ενδιαφέρουν. Το έργο χάρτη πορείας 

προσπαθεί να ερευνήσει και τους επιγενετικούς µηχανισµούς για να έχουµε µια 

ολοκληρωµένη εικόνα της γονιδιακής έκφρασης, δηλαδή εξετάζει την αρχιτεκτονική του 

ανθρώπινου επιγενώµατος (Πίνακας 2) (3). 

 

WashU Epigenome Browser1. Για την οπτικοποίηση επιγενωµικών δεδοµένων, π.χ. δεδοµένων 

µεθυλίωσης DNA, µπορούµε να χρησιµοποιήσουµε τον φυλλοµετρητή επιγενώµατος. Είναι 

κατάλληλο λογισµικό για να αναλύονται βιοπληροφορικά ακόµα και από µη εξοικειωµένους σε αυτές 

τις αναλύσεις βιολόγους και προσφέρεται ως ελεύθερο λογισµικό από το Πανεπιστήµιο της 

Ουάσινγκτον στο Σεντ Λούι. 

 

Πίνακας 2. Σύγκριση γενετικής και επιγενετικού µηχανισµού στην εξέλιξη (18). 

Σύγκριση των δύο µηχανισµών Γενετική Επιγενετική 

Η συχνότητα που συµβαίνουν Πολύ σπάνια Πολύ συχνά 
Η επίδραση στο περιβάλλον Αργή και πιθανώς τυχαία Άµεση 
Η κατεύθυνση των αλλαγών Πιθανώς ουδέτερη Κατευθυνόµενη 
Η επιλεκτικότητα των αποκρίσεων Μη επιλεκτική Πολύ επιλεκτική 
Η αντιστρεψιµότητα των αλλαγών Σπάνια αντιστρέψιµη Συνήθως αντιστρέψιµη 
Οι απαιτήσεις µιας συνεχόµενης Απαραίτητη για µια Απαραίτητη για την 
περιβαλλοντικής πίεσης επιλογή διατήρηση των αλλαγών 
Το κόστος στον οργανισµό Πολύ χαµηλό(εκτός των Πολύ υψηλό 

 
βλαβερών µεταλλάξεων) 

Μακροχρόνιες λύσεις Τυπικές Προβληµατικές 
 

Με την Chip-seq µελετώνται οι µεταβολές στις ιστόνες. Η χρωµατίνη (Chromatin) είναι ένα 

σύµπλοκο DNA και πρωτεϊνών  που οργανώνεται σε σταθερά σύµπλοκα και µετά περνάει από 

ενζυµατική κατεργασία ή ψαλίδισµα για να σπάσει η χρωµατίνη σε µικρότερα κοµµάτια. Κάποια 

τµήµατα DNA προσδεδεµένα σε ιστόνες (Histones) επιλέγονται µέσω αντισωµάτων που στοχοποιούν 

συγκεκριµένες PTM. Αυτά τα τµήµατα αλληλουχοποιούνται και χαρτογραφούνται σε ένα γένωµα 

αναφορά. Έτσι, δηµιουργούν ένα χάρτη µε τροποποιήσεις ιστονών στο γένωµα, οι οποίες 

χρησιµοποιούνται στην ρύθµιση των γονιδίων και την επιδιόρθωση του γενετικού υλικού. 

 

                                                

 
1 https://epigenomegateway.wustl.edu/ 
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Η πιο µελετηµένη επιγενετική τροποποίηση είναι η µεθυλίωση DNA, αφού από σχετικά 

νωρίς συνδέθηκε µε το γήρας και τον καρκίνο, δύο τοµείς που ενδιαφέρουν πάντα τους 

ερευνητές. Η αυξηµένη γενωµατική µεθυλίωση βοηθάει στην ευστάθεια και την εξέλιξη του 

γονιδιώµατος (18). 

 

Μεθυλίωση. Παρόλο που η µεθυλίωση του DNA είναι ένας σταθερός επιγενετικός 

µηχανισµός, η µεταφορά των επιγενετικών δεικτών από το πατρικό κύτταρο σε θυγατρικά 

εξαρτάται από την γονιδιακή ρύθµιση. Μεταξύ των σταδίων της γονιµοποίησης και των 

πρώτων κυτταρικών διαιρέσεων του γονιµοποιηµένου ωαρίου λαµβάνει χώρα η πρώτη 

µεγάλη αλλαγή στα επίπεδα της επιγενετικής έκφρασης, µε την αποµάκρυνση των 

µαρκαρισµένων µεθυλιώσεων από το DNA. Η δεύτερη µεγάλη αλλαγή λαµβάνει χώρα όταν 

το έµβρυο µεταφερθεί στην µήτρα, όπου νέες µεθυλιώσεις διαδίδονται µέσα στα κύτταρα µε 

αποτέλεσµα να εµφανιστεί ένας νέος «χάρτης» µεθυλιώσεων. Ακόµα δεν είναι γνωστός ο 

λόγος που µια συγκεκριµένη αλληλουχία γονιδίου µεθυλιώνεται ή όχι, όµως µη φυσιολογικά 

πρότυπα µεθυλίωσης έχουν παρατηρηθεί σε περίπτωση ασθένειας (2). 

 

Η µεθυλίωση του DNA παίζει κεντρικό ρόλο σε αρκετές κριτικές αντιδράσεις στον 

οργανισµό, άρα µπορεί να µελετηθεί και µε πολλούς διαφορετικούς τρόπους. Η χρήση της 

τεχνολογίας SMRT, από την εταιρία Pacific Biosciences, είναι η πιο ενδεδειγµένη λύση 

επειδή δεν χρησιµοποιεί την µέθοδο της κλωνοποίησης αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης 

(PCR), που θα δούµε πιο αναλυτικά στην συνέχεια, οπότε δεν αλλοιώνονται οι τροποποιήσεις 

στο DNA και δεν χρησιµοποιεί γένωµα αναφοράς. Η µέθοδος του έχει να κάνει µε το 

ποσοστό της ενσωµάτωσης βάσεων µέσω πολυµερισµού κατά την διάρκεια επιµήκυνσης της 

αλυσίδας. Tο ποσοστό αυτό εξαρτάται από την χηµική δοµή των βάσεων που 

ενσωµατώνονται και, ακόµα, έχει διαφορά µε τις χηµικά τροποποιηµένες βάσεις, όπως τις 

µεθυλιωµένες αδενίνες (Α) και κυτοσίνες (C). 

 

Μια λιγότερο άµεση µέθοδος είναι η δισουλφιδική (bisulfite, διθειώδες) αλληλούχιση, που 

µελετά την µεθυλίωση σε κυτοσίνες. Το δισουλφιδικό µόριο µετατρέπει την κυτοσίνη σε 

ουρακίλη µε το κατεργασµένο DNA, ενώ η µετατροπή δεν συµβαίνει σε µεθυλιωµένη 

κυτοσίνη. Η κλωνοποίηση PCR δισουλφιδικά κατεργασµένου DNA θα έχει ως αποτέλεσµα 

µη µεθυλιωµένες C, οι οποίες θα µετατραπούν σε T, ενώ οι µεθυλιωµένες C θα παραµείνουν 

C. Οι µικροαναγνώσεις (reads), δηλαδή η αλληλουχίες εξόδου που παίρνουµε από τις 

τεχνικές εξαιρετικά υψηλής διαλογής, µπορούν να χαρτογραφηθούν και να συγκριθούν µε 
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ένα γένωµα αναφοράς, έτσι ώστε να ανιχνευθούν ποιες κυτοσίνες δεν µετατράπηκαν, µετά 

την κατεργασία µε δισουλφίδια, σε άλλη βάση και έτσι να καταδείξουν ότι ήταν 

µεθυλιωµένες. 

 

Πολλές φορές η ανάπτυξη καρκίνου οφείλεται στην αλλοιωµένη µεθυλίωση που οδηγεί σε 

αποσιώπηση ογκοκατασταλτικών γονιδίων. Το γενωµικό εντύπωµα είναι χαρακτηριστικό των 

θηλαστικών και αναφέρεται στην ικανότητα ενός γονιδίου να εκφράζεται σύµφωνα µε το 

γένος του γονέα από τον οποίο προήλθε, αυτό γίνεται δυνατό µέσω µεθυλίωσης του DNA. Τα 

φυτά επιδεικνύουν πολύ µεγαλύτερα επίπεδα µεθυλίωσης στο DNA τους από ότι τα ζώα, 

αλλά και εκεί έχουν λειτουργία αποσιώπησης γονιδίων. Σε ένα χαρακτηριστικό πείραµα σε 

φυτά, τα οποία είχαν κατεργαστεί µε ουσίες για ελαχιστοποίηση της µεθυλίωσης του DNA 

τους, είχαν αυξηµένο αριθµό φυλλώµατος και µορφολογικά διαφορετικά λουλούδια. 

 

Η µεθυλίωση DNA ως το βιολογικό ρολόι του οργανισµού. Τα οµοζυγωτικά δίδυµα αποτελούσαν 

ειδικότερα στο παρελθόν την πλέον κατάλληλη οµάδα για να ελέγξουν οι επιστήµονες τις επιγενετικές 

τροποποιήσεις. Τέτοιες µελέτες έχουν δείξει ότι µόνο το 20% µε 30% των διαφοροποιήσεων 

µακροζωίας εξαρτώνται από γενετικούς παράγοντες µεταξύ διαφορετικών ανθρώπων. Το υπόλοιπο 

70% µε 80 % των διαφοροποιήσεων εξαρτώνται από περιβαλλοντικούς παράγοντες (19). 

 

Οι επιγενετικές τροποποιήσεις είναι απαραίτητες για την ανάπτυξη, ενώ όσο προχωράει το γήρας 

αυτές απορρυθµίζονται. Ένα µεγάλο µέρος της επιγενετικής επιστήµης γίνεται µέσω της ανάλυσης 

των τροποποιήσεων του DNA και των πρωτεϊνών ιστόνης, αυτοί είναι οι µηχανισµοί που συνήθως 

επηρεάζουν την δοµή και οργάνωση της χρωµατίνης. Η προχωρηµένη ηλικία λειτουργεί ως 

επιβαρυντικός παράγοντας για την εµφάνιση καρκίνου, η αλλαγή είναι εµφανής και στα επίπεδα 

µεθυλίωσης DNA. Συγκεκριµένα, έχει παρατηρηθεί ότι όσο µεγαλώνει ο άνθρωπος υπάρχει µείωση 

στο ολικό µεθυλιωµένο DNA (20), εκτός τις περιοχής των νήσων CpG islands (CGIs), στην οποία 

συµβαίνει το αντίθετο. Η υπερµεθυλίωση των νήσων CGIs βρίσκεται κυρίως στην περιοχή υποκινητή 

γονιδίου βλαστικών κυττάρων και ακόµα στην περιοχή υποκινητή του ογκοκατασταλτικού γονιδίου 

(21, 22). 

 

Η επιγενετική είναι βιοδείκτης ηλικίας αφού φανερώνει ότι όσο µεγαλώνουµε ελαχιστοποιούνται τα 

βλαστικά κύτταρα στον οργανισµό, λόγω της αυξηµένης µεθυλίωσης στην περιοχή υποκινητή των 

γονιδίων βλαστικών κυττάρων και αυξάνεται η πιθανότητα εµφάνισης καρκίνου, λόγω της 

υπερµεθυλίωσης σε υποκινητές των ογκοκατασταλτικών γονιδίων (23). Για παράδειγµα, σε 

πειράµατα µε ηλικιωµένους αρουραίους, εµφανίστηκε µια αύξηση στις 5-µέθυλο-κυτοσίνες µέσα στα 
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σύµπλοκα ριβοσωµικού DNA (ribosomal DNA, rDNA) στο συκώτι τους, που µπορεί να εξηγήσει την 

µείωση στα επίπεδα ριβοσωµικού RNA (rRNA) σύµφωνα µε το γήρας του αρουραίου (24). 

 

 Ένας άλλος ρόλος της επιγενετικής µπορεί να είναι και ως δείκτης για την ηλικία του οργανισµού, 

όπως έδειξε µελέτη σε διάφορους ανθρώπινους ιστούς (25, 26). Επιπλέον τα πρότυπα µεθυλίωσης 

DNA συνήθως διατηρούνται σε ένα πληθυσµό και υπό διάφορες συνθήκες (27-29). Ένα παράδειγµα 

που παρατηρείται σε πολλές µορφές καρκίνου είναι η υποµεθυλίωση ολικού DNA σε περιοχές που 

επαναλαµβάνονται συχνά (30), γιατί αυτή η κατάσταση συµβάλει στην κυτταρική µεταµόρφωση 

προωθώντας χρωµοσωµικές ανακατατάξεις και αυξάνοντας το πλήθος των µεταλλάξεων. Η περιοχή 

υποκινητή των γονιδίων που στοχοποιούνται για την υπερµεθυλίωση DNA κατά την προχωρηµένη 

ηλικία πολλές φορές είναι τα ίδια µε τις υπερµεθυλίωσης σε πολλούς καρκίνους (31). Για παράδειγµα, 

έχουν ανιχνευθεί αλλοιώσεις υπερµεθυλίωσης κατά το γήρας στους υποκινητές ογκοκατασταλτικών 

γονιδίων, όπως των LOX, RUNX3, TIG1, και είναι µια ένδειξη ότι η εµφάνιση συγκεκριµένων τύπων 

καρκίνου εξαρτώνται από την ηλικία (32). 

 

Μετά από εξέταση του DNA θηλαστικών και άλλων σπονδυλωτών αποδεικνύεται ότι ακόµα 

και 1 στα 100 νουκλεοτίδια είναι µεθυλιωµένα. Η µεθυλοµάδα είναι πάντα πάνω στο carbon 

5 µιας κυτοσίνης. Οι µεθυλοµάδες προστίθενται στο DNA από τα ένζυµα DNA 

µεθυλοτρανσφεράσες (DNA methyltransferases, DNMT). Αυτή η σχετικά απλή χηµική 

τροποποίηση λειτουργεί ως επιγενετικό σηµάδι, επιτρέποντας την αναγνώριση 

συγκεκριµένων περιοχών του DNA και την διαφοροποίηση της λειτουργίας τους από άλλες 

περιοχές. Το πρότυπο της µεθυλίωσης πρέπει να διατηρείται σε επαναλαµβανόµενες 

κυτταρικές διαιρέσεις, αυτό τον ρόλο παίζει το ένζυµο DNMT1. Συγκεκριµένα, κατά την 

διαδικασία της αντιγραφής µεθυλιώνει το θυγατρικό DNA, αντιγράφοντας το πρότυπο 

µεθυλίωσης των πατρικών κλώνων (2). 

 

Η µεθυλίωση DNA παίζει ρόλο καταστολέα µεταγραφής συγκεκριµένων γονιδίων. Τα 

τελευταία χρόνια έχουν αναπτυχθεί τεχνικές για την αναγνώριση µεθυλιωµένων 

κατάλοιπων/δεικτών κυτοσίνης σε συγκεκριµένα γονίδια του γενώµατος. Η µελέτη τους έχει 

αποδείξει ότι οι περιοχές υποκινητή ανενεργών γονιδίων έχουν αυξηµένα επίπεδα 

µεθυλίωσης από αυτές των ενεργών γονιδίων και ότι τα πρότυπα µεθυλίωσης DNA 

διαφέρουν σε κάθε κυτταρικό τύπο, λογικό αφού εκτελούν διαφορετικές λειτουργίες σε κάθε 

ιστό. Κάποιες µελέτες σε θηλυκά θηλαστικά δείχνουν ότι η µεθυλίωση στους υποκινητές 

παίζει τον ρόλο να κρατάει ανενεργό το γονίδιο, η ίδια η απενεργοποίηση έχει προηγηθεί µε 

άλλο µηχανισµό (2). 
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Η µεθυλίωση DNA συσχετίζεται µε την µεθυλίωση ιστονών. Στη µεθυλίωση των ιστονών οι 

µεθυλοµάδες µεταφέρονται στα αµινοξέα των πρωτεϊνών ιστόνης που βρίσκονται στα 

νουκλεοσώµατα. Η µεθυλίωση ιστονών µπορεί να ενεργοποιήσει την καταστολή της 

µεταγραφής ενός προτύπου τροποποιήσεων ιστονών, δηλαδή ανάλογα µε το ποια αµινοξέα 

µεθυλιώνονται και πόσες µεθυλοµάδες προστίθενται. Τα κατάλοιπα µεθυλιωµένων 

κυτοσίνων µπορούν να χρησιµοποιηθούν ως σηµεία πρόσδεσης για να  προστεθούν και άλλα 

ένζυµα τροποποίησης των ιστονών, τα οποία καταστέλλουν περισσότερο την χρωµατίνη του 

υποκινητή. 

 

Τεχνική CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic repeats). Τα νέα 

φάρµακα, για την καταπολέµηση του καρκίνου και άλλων ασθενειών, που βασίζονται στην 

επιγενετική µελέτη δεν είναι ακόµα πολύ αποτελεσµατικά. Κάποια από αυτά αλλάζουν το 

ποσοστό της ολικής µεθυλίωσης DNA ή ακετυλίωσης ιστονών στο κύτταρο, η τελευταία 

σχετίζεται µε ενεργοποίηση γονιδίου, ενώ άλλα µπορούν να αναστείλουν τις πρωτεΐνες, οι 

οποίες ρυθµίζουν επιγενετικά πολλαπλά γονίδια-στόχους. Η ικανότητα της να ρυθµίζει 

επιγενετικά γονίδια µε πολλαπλούς στόχους. Παρόλα αυτά, η ικανότητα επιλεκτικής 

ρύθµισης ενός συγκεκριµένου γονιδίου είναι κάτι που δεν µπορεί ακόµα να παρέχει η 

κλασική φαρµακοβιοµηχανία. 

 

Αρχίζει να αναπτύσσεται µια εναλλακτική µέθοδος µε γενετικά παραγόµενα υβρίδια 

πρωτεϊνών που µπορούν να επανενεργοποιήσουν ή να καταστείλουν ένα συγκεκριµένο 

γονίδιο. Τα υβρίδια παράγονται µε την συγκόλληση µέρους των µεταγραφικών παραγόντων, 

το οποίο µπορεί να ενσωµατωθεί σε συγκεκριµένες αλληλουχίες του γενώµατος, σε µια 

πρωτεΐνη που µπορεί να προσθέσει ή να αφαιρέσει την µεθυλίωση DNA ή τις τροποποιήσεις 

ιστονών. Οι νέες τεχνικές επιγενετικής µεταβολής της διάταξης των γονιδίων µπορούν να 

µετατρέψουν τον τρόπο που διαβάζεται και µεταφράζεται η αλληλουχία DNA, µε τελικό 

στόχο την αντιστροφή ζηµιογόνων προτύπων επιγενετικών τροποποιήσεων που είναι κοινά 

στον καρκίνο και άλλες ασθένειες. Μια νέα τεχνική µεταβολής της διάταξης αλληλουχίας 

DNA ονοµάζεται CRISPR και µπορεί να µεταβληθεί, έτσι ώστε να µεταβάλεις την διάταξη 

στις επιγενετικές τροποποιήσεις αντί να µεταβάλλεις απευθείας την διάταξη της αλληλουχίας 

DNA. Μέρος της Cas9 πρωτεΐνης χρησιµοποιείται σαν περιοχή ενσωµάτωσης αντί για την 

περιοχή των µεταγραφικών παραγόντων στην αλληλουχία DNA. Η πρωτεΐνη Cas9 

ενσωµατώνεται σε ένα «οδηγό» κλώνο RNA (sgRNA, single-guide RNA), που αναζητά 

συµπληρωµατικές αλληλουχίες DNA, δηλαδή οι επιστήµονες µπορούν να εισάγουν 
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οποιαδήποτε αλληλουχία βάσεων µέσα σε αυτόν τον κλώνο RNA. Η ρυθµιστικές υβριδικές 

πρωτεΐνες επιγενετικής περιέχουν περιοχές Cas9, που µπορούν να κατευθυνθούν προς την 

υπό εξέταση αλληλουχία DNA, επιτρέποντας την ενεργοποίηση ή την καταστολή ενός 

συγκεκριµένου γονιδίου. Η επιγενετική µεταβολή της διάταξης των γονιδίων έχει γίνει 

πειραµατικά µόνο σε κυτταροκαλλιέργειες µέχρι στιγµής. Η τεχνική θέλει πολύ µελέτη µέχρι 

την ασφαλή χρησιµοποίηση της σε κλινικά πειράµατα, αλλά έχει σηµαντικές πιθανότητες να 

χρησιµοποιηθεί στην πρόγνωση και την αντιµετώπιση του καρκίνου και σε άλλες ασθένειες 

που αφορούν µετατροπές στα µοτίβα γονιδιακής ενεργοποίησης (33). 

 

1.5. Ποια η Έννοια της Γενωµικής 
Το µέγεθος του γονιδιώµατος εξαρτάται από το είδος που εξετάζεται. Από µετρήσεις σε 

ανθρώπινα κύτταρα, η ποσότητα του DNA στο καθένα, περιέχει 3,2 δισεκατοµµύρια ζεύγη 

βάσεων. Κάθε ανθρώπινο κύτταρο περιέχει γονιδίωµα που κληρονοµεί και από τους δύο 

γονείς, δηλαδή έχει δύο αντίγραφα του κάθε χρωµοσώµατος και του κάθε γονιδίου. Η 

αλληλούχισή του έδωσε απαντήσεις για τον ρόλο των γονιδίων όχι µόνο σε ασθένειες που 

προέρχονται από µεταλλάξεις, όπως η κυστική ίνωση και τον σύνδροµο Down, αλλά και 

γενετική προδιάθεση για καρκίνο ή καρδιακά προβλήµατα, οι οποίες εµφανίζονται στο 

οικογενειακό ιστορικό. Ακόµα και µεταδοτικές ασθένειες, όπως η ιλαρά ή και το απλό 

κρυολόγηµα, επηρεάζονται από το γονιδίωµα, αφού το ανοσοποιητικό µας σύστηµα 

εξαρτάται από το DNA. Όπως είδαµε στην προηγούµενη ενότητα, όσο µεγαλώνουµε οι 

επιγενετικοί παράγοντες έχουν αυξηµένη επίδραση στα κύτταρά µας , αφού περιλαµβάνουν 

και το σύνολο των γενετικών µεταλλάξεων που συµβαίνουν στην διάρκεια της ζωής µας. Από 

ένα απλό ανθρώπινο γονιµοποιηµένο ωάριο γίνεται η µεταµόρφωση σε έναν πολύπλοκο 

ενήλικο οργανισµό, µε σχεδόν 30 τρισεκατοµµύρια κύτταρα. Στα µέσα του 1980, που 

άρχισαν οι συζητήσεις για την αλληλούχιση του ανθρώπινου γονιδίου, οι περισσότεροι 

αντιµετώπισαν την ιδέα µε σκεπτικισµό. 

 

Υπάρχουν διάφορες µέθοδοι που καταδεικνύουν τις σχέσεις µεταξύ RNA και πρωτεϊνών. 

Αυτές οι µέθοδοι, παρόµοιες µε των τεχνικών ChIP, συµπεριλαµβάνουν την διασύνδεση του 

RNA µε προσδεδεµένες πρωτεΐνες, οι οποίες στην συνέχεια επιλέγονται µε συγκεκριµένα 

αντισώµατα. Η κατανόηση αυτών των τεχνολογιών θα βοηθήσει στο να βρεθεί η σχέση 

µεταξύ γενετικών διαφοροποιήσεων και ασθένειας. Οι τεχνικές εξαιρετικά υψηλής απόδοσης 

προτιµώνται λόγω της συνεχής µείωσης στο κόστος και της ανάπτυξης νέων τεχνολογιών και 

µεθόδων. Βέβαια προϋπόθεση είναι η ανάλυση των µαζικών δεδοµένων από σωστά 
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εκπαιδευµένους βιοπληροφορικούς επιστήµονες και η ασφαλής αποθήκευση και διαχείριση 

αυτών των δεδοµένων. 

 

Οι τεχνολογίες αλληλούχισης και τα πρωτόκολλα βελτιώνονται συνεχώς λόγω  της 

ανταγωνιστικότητας ανάµεσα στις εταιρίες, και της ανάγκης τους να παραµένουν σύγχρονες. 

Νέες χηµικές ανακαλύψεις εφαρµόζονται µε µεγάλη συχνότητα που βελτιώνουν τον αριθµό 

των βάσεων που διαβάζονται και καλυτερεύουν την ποιότητα του. Ακόµα, υπάρχει µία τάση 

για απλοποίηση των τεχνικών για να είναι προσβάσιµη η τεχνολογία από το κάθε ερευνητικό 

κέντρο ή κλινικό εργαστήριο, µικρό και µεγάλο. Τα τελευταία χρόνια έχει δοθεί αγώνας να 

δηµιουργηθούν µεθοδολογίες για την εφαρµογή γενωµικών και µεταγραφικών τεχνικών σε 

µονοκύτταρο επίπεδο. Η µεγαλύτερη δυσκολία είναι η ενίσχυση του ολικού γενώµατος, 

χωρίς να ενισχυθούν τα σφάλµατα, ενώ παράλληλα να µην γίνει επιµόλυνση από άλλα 

κύτταρα. Τεχνικές γνωστές για ενίσχυση όταν εξετάζουµε ολόκληρο το γονιδίωµα είναι η 

Multiple Displacement Amplification (MDA) και η αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης 

(Polymerase Chain Reaction, PCR). Η επιλογή µίας εκ των δύο τεχνικών χρησιµοποιούνται 

ανάλογα µε των τύπο και τις αλληλουχίες που εξετάζονται. Η αλληλούχιση ενός κυττάρου θα 

επιτρέψει όχι µόνο την ανάλυση µεταξύ υγιών και ασθενών κυττάρων από τον ίδιο 

οργανισµό, αλλά και την γενωµική ετερογένεια µεταξύ ατόµων. Η γενωµική ενός κυττάρου 

είναι κατάλληλη για προγενετική εξέταση χρησιµοποιώντας αποµονωµένα κύτταρα του 

µωρού από το αίµα της µητέρας (9). 

 

PCR. Η PCR είναι το εργαλείο που χρησιµοποιούµε για να αποµονώσουµε το γενετικό υλικό 

σε κατάλληλη ποσότητα και ποιότητα, έτσι ώστε να γίνει η σήµανση των µορίων για να 

κάνουµε την ανάλυση µε το όργανο που προτιµάµε. Είναι χρήσιµη όταν αλληλουχοποιούµε 

το γένωµα και όταν το µελετάµε για SNPs, επιγενετικές τροποποιήσεις. H PCR γίνεται στα 

µόρια DNA και, συνεπώς, και στα cDNA. Η επαύξηση αυτή του του DNA γίνεται µε την 

βοήθεια εκκινητών, στις περιοχές που θέλουµε να αντιγραφούν, και των ενζύµων αντιγραφής 

του DNA. Η κλωνοποίηση έχει κατεύθυνση από το 5’-άκρο στο 3'-άκρο, αφορά στην 

αποδιάταξη του µορίου DNA από την δίκλωνη µορφή του στα σηµεία που υποδεικνύουν οι 

εκκινητές , την υβριδοποίηση και την σύνθεση του νέου µορίου DNA. Αυτός ο κύκλος 

επαναλαµβάνεται πολλές φορές και τα εκατοµµύρια αντίγραφα, δηλαδή τα προϊόντα της 

PCR, στο σύνολό τους ονοµάζονται άµπλικονς. Ισχύει ακόµα ότι για να µην “χάνονται” 

νουκλεοτίδια στα άκρα της αλληλουχίας, το DNA κόβεται σε µικρότερα θραύσµατα, που 

αντιγράφονται µε µεγαλύτερη πιστότητα, όσο βελτιώνεται η τεχνική έχουν ακρίβεια στην 
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πιστότητα και µεγαλύτερα θραύσµατα DNA. Σε κάθε κύκλο PCR κλωνοποιούνται αυτά τα 

θραύσµατα DNA, έτσι ώστε να υπάρχει εκθετική αύξηση στην ποσότητα του DNA στο 

δείγµα. Για ολόκληρο το γένωµα χρησιµοποιούνται πολλαπλάσιοι εκκινητές για να 

κλωνοποιηθεί κάθε περιοχή του DNA σε κάθε κύκλο. Στο νεοσύνθετο DNA είναι σύνηθες τα 

νουκλεοτίδια να σηµαίνονται, µε αποτέλεσµα το µεγαλύτερο µέρος της αλληλουχίας DNA να 

είναι σηµασµένο µετά από µερικούς κύκλους. 

 

Από αυτήν την τεχνολογία έχουν προέλθει γρηγορότερες και ποιοτικά βελτιωµένες µορφές 

PCR, επειδή κατά την ενίσχυση µπορεί να εµφανιστούν σφάλµατα, όσο περισσότερο 

επαυξάνεται το γενετικό υλικό, τόσο πιο πιθανά είναι τα σφάλµατα. Μια τέτοια µορφή είναι η 

ποσοτικοποιηµένη PCR (qPCR), η ποσοτικοποίηση είναι δυνατή αφού ο αριθµός των 

κλωνοποιήσεων ελέγχεται στην αντίδραση PCR. Έτσι, ένας εκκινητής επιλέγει µια µόνο 

περιοχή του DNA και σε κάθε κύκλο PCR, καταγράφεται το επίπεδο της σήµανσης στο 

δείγµα. Συνήθως γίνεται σε 96 «πηγαδάκια», προσφέρει λογαριθµική αύξηση στην ποσότητα 

του DNA στο δείγµα, ενώ η αρχική ποσότητα του µπορεί να βρεθεί. Για να χρησιµοποιηθεί 

αυτό το εργαλείο σε µόρια RNA κάνουµε αντίστροφη µεταγραφή PCR (RT-PCR), µε την 

οποία συνθέτουµε τα cDNA και σε αυτά κάνουµε την φυσιολογική PCR. Η αντίστροφη 

µεταγραφάση (Reverse Transcriptase, RT) είναι ένα ένζυµο που χρησιµοποιείται για να 

παράγει συµπληρωµατικό DNA από ένα καλούπι RNA. Το cDNA είναι πιο σταθερό µόριο 

από το RNA ενώ για να επιλέξουµε το RNA που µας ενδιαφέρει είναι σύνηθες να 

χρησιµοποιούµε mRNA µε poly-A ουρές. 

 

UCSC Genome Browser. Είναι προσβάσιµα στον γενωµικό φυλλοµετρητή του 

Πανεπιστηµίου της Καλιφόρνια στη Σαντα Κρούζ, δεδοµένα από µεγάλα ερευνητικά 

προγράµµατα, όπως από το ENCODE και το HGP (University of California, Santa Cruz, UCSC2 

Genome Browser). Ακόµα και δεκαετίες αργότερα, χρησιµοποιείται για να απεικονίσει γραφικά και 

να αναλύσει δεδοµένα συναρµολόγησης του γενώµατος που υπάρχουν ήδη στο σύστηµα UCSC ή µε 

δεδοµένα που εισάγει ο χρήστης και καλύπτει την συναρµολόγηση του γενώµατος πάνω από 93 

διαφορετικών οργανισµών. Το πρόγραµµα περιήγησης UCSC προσφέρει πρόσβαση, εκτός από την 

βιβλιογραφία, στα ακόλουθα δεδοµένα: χαρτογράφησης, αλληλουχοποίησης, γονοτύπου, φαινοτύπου, 

γονιδιακής έκφρασης, γονιδιακή ρύθµιση συγκριτική γενωµική, παραλλαγές SNPs και επαναλήψεων. 

Επιπροσθέτως, υπάρχουν διάφορα εργαλεία ανάλυσης στο πρόγραµµα περιήγησης γενώµατος UCSC, 

                                                

 
2 https://genome.ucsc.edu 
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το κύριο λογισµικό που επιτρέπει την γραφική αναπαράσταση γενωµικών δεδοµένων, το BLAST, το 

οποίο χρησιµοποιείται για στοίχιση αλληλουχιών, την PCR µε προσοµοίωση (in-silico), η οποία 

στοιχίζει αλληλουχίες εκκινητών στα γενώµατα και το Gene Sorter, το οποίο κάνει δυνατή την 

αναζήτηση παρόµοιων γονιδίων µέσω στατιστικών (metrics) έκφρασης (3). 

 

Integrated Genome Browser (IGB)3. Είναι ένας ενοποιηµένος γενωµικός φυλλοµετρητής µε 

παρόµοιες δυνατότητες και λειτουργίες µε τον UCSC Genome Browser, που δηµιουργήθηκε αρχικά 

για ανάλυση δεδοµένων ολιγονουκλεοτιδικών µικροσυστοιχιών της Affymetrix από την ίδια την 

εταιρία. Είναι πλέον ελεύθερο λογισµικό και κατάλληλο για ανάλυση δεδοµένων µικροσυστοιχιών, 

δεδοµένων από αλληλούχιση RNA-Seq/ ολόκληρου του γενώµατος και άλλων δεδοµένων. 

 

Integrative Genomic Viewer (IGV)4. Η εφαρµογή γενωµικής αναπαράστασης έχει παρόµοιες 

δυνατότητες µε τον UCSC Genome Browser. Παρέχει πρόσβαση σε δεδοµένα από 1000 ανθρώπινα 

γενώµατα και µπορεί να οπτικοποιήσει αρχεία BAM. Είναι πολύ καλή µέθοδος οπτικοποίησης για 

δεδοµένα από αλληλούχιση SNP, αφού φαίνονται εύκολα οι ακραίες τιµές σε διάφορα διαγράµµατα, 

από αλληλούχιση RNA-Seq και από αλληλούχιση ολόκληρου του γενώµατος. 

 

Η συλλογή βάσεων δεδοµένων του National Center for Biotechnology Information (NCBI).   

Το εθνικό κέντρο για την βιοτεχνολογική πληροφορική NCBI είναι µέρος της εθνικής βιβλιοθήκης 

ιατρικής των Ηνωµένων Πολιτειών (National Library of Medicine, NLM), που µε την σειρά του 

ανήκει στο εθνικό ινστιτούτο υγείας National Institutes of Health, που ιδρύθηκε το 1988. Ο αρχικός 

στόχος του NCBI ήταν η ανάπτυξη υπολογιστικών συστηµάτων για την διαλογή, την µετάφραση και 

την παρουσίαση των συνεχώς αυξανόµενων δεδοµένων στην ανθρώπινη µοριακή βιολογία, γενετική 

και βιοχηµεία. Σήµερα όµως έχει επεκταθεί ο ρόλος του ως µια διεθνής πλατφόρµα για τον 

διαµοιρασµό δεδοµένων και υπολογιστικών αναλύσεων, που παρέχει πρόσβαση σε πληροφορίες για 

κάθε οργανισµό. Η ιστοσελίδα της NCBI περιέχει ένα µεγάλο εύρος βιολογικών πληροφοριών στην 

οποία έχει πρόσβαση και µπορεί να κατεβάσει ο κάθε ενδιαφερόµενος. Η πλατφόρµα NCBI's Entrez 

προσφέρει πρόσβαση σε µια ευρεία κλίµακα βάσεων δεδοµένων, όπως το Gene, µια βάση δεδοµένων 

που αφορά γονιδιακά δεδοµένα, προϊόντα γονιδίων, αλληλουχίες νουκλεϊνικών οξέων, γονιδιακούς 

χάρτες, χαρακτηρισµός διαφοροποιήσεων αλληλουχιών και γονιδιακά οµόλογα µε επιπλέον 

συνδέσµους σε εξωτερικές βάσεις δεδοµένων. 

 

Η NCBI παρέχει πρόσβαση στη βάση δεδοµένων για την Μεντελιανή κληρονοµικότητα στον 

άνθρωπο OMIM (online Mendelian inheritance in man), είναι µια υπερπλήρης βάση δεδοµένων µε 
                                                

 
3 https://bioviz.org/download.html  
4 https://software.broadinstitute.org/software/igv/   
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πληροφορίες στις κληρονοµικές ασθένειες και τα γονίδια που τις προκαλούν, τις περιοχές που 

βρίσκονται στα χρωµοσώµατα, την σχέση µεταξύ φαινότυπου και γενότυπου και τα κλινικά 

χαρακτηριστικά τους. Μια άλλη χρήσιµη βάση δεδοµένων η PubMed, που αποτελεί µέρος του 

οικοσυστήµατος της NCBI, παρέχει πρόσβαση στο αρχείο αποσπασµάτων και άρθρων βιοϊατρικής 

βιβλιογραφίας, µέσω του MEDLINE και επιστηµονικών περιοδικών. Στην παρούσα εργασία ήταν 

πολύ χρήσιµο εργαλείο για την βιβλιογραφική αναζήτηση. Εκτός από την βάση δεδοµένων Pubmed 

χρησιµοποιήθηκαν εκτενώς και δύο άλλες πολύ γνωστές βάσεις δεδοµένων, εκτός του 

οικοσυστήµατος της NCBI, για την ανάκτηση βιβλιογραφικής πληροφορίας, αυτές είναι η Scopus και 

η ScienceDirect. Στην PMC βάση δεδοµένων µπορούµε επίσης να βρούµε πολλά άρθρα δωρεάν 

πρόσβασης, όµως κάποια από αυτά οποία δεν είναι σε πρώιµο στάδιο και δεν έχουν ελεγχθεί από 

τρίτους αναγνωρισµένους επιστήµονες (peer reviewed). Η οργάνωση του NCBI επιτρέπει 

αλληλεπίδραση µεταξύ όλων αυτών των βάσεων δεδοµένων, που είναι ενσωµατωµένες σε αυτή, και 

για τις οποίες έχει εγχειρίδια χρήστη και άλλες χρήσιµες συµβουλές, στον παρακάτω πίνακα 

(Πίνακας 3) υπάρχουν κάποιες σχετικές βάσεις δεδοµένων (3). 

 

Πίνακας 3. Συγκεκριµένες βάσεις δεδοµένων προσβάσιµες από τον ιστότοπο του NCBI (3). 

Βάσεις 
Δεδοµένων 

Περιγραφή 

ClinVar Οργάνωση γενωµικών διαφοροποιήσεων και πως σχετίζονται µε την ανθρώπινη υγεία. 
dbVar Υποµνηµατισµός γενωµικών δοµικών διαφοροποιήσεων. 
Gene Παρέχει αναλυτικές βιολογικές πληροφορίες για το κάθε γονίδιο. 

Genome 
Οργάνωση των γενωµικών δεδοµένων σε κάθε είδος και πρόσβαση σε γενωµικές πηγές 
ανθρώπων, µικροβιακών γενωµάτων, organelles, ιών, προκαρυωτικών γενωµάτων αναφοράς. 

MedGen Παρέχει πληροφορίες για την ιατρική πλευρά της ανθρώπινης γενετικής. 

Nucleotide Οργάνωση νουκλεοτιδικών αλληλουχιών από πολλαπλές πηγές, παρέχει δηλαδή γενωµικές, 
γονιδιακές και µεταγραφικές αλληλουχίες. 

OMIM Παρέχει αναλυτικές πληροφορίες για κληρονοµικές ασθένειες και την γενετική δοµή τους. 
Protein Προσφέρει πρωτεϊνικές αλληλουχίες από πολλαπλές πηγές. 

PMC 
Παρέχει ελεύθερη πρόσβαση σε επιστηµονικά περιοδικά βιοϊατρικής και βιολογικών 
επιστηµών στα U.S. National Institutes of Health (NIH) και National Library of Medicine 
(NLM). 

PubMed Οργάνωση αναλυτικών αποσπασµάτων βιοϊατρικής έρευνας και βιβλιογραφίας από 
MEDLINE, επιστηµονικά περιοδικά βιολογικών επιστηµών και ψηφιακά βιβλία. 

SNP 
Οργάνωση πολυµορφισµών single nucleotide polymorphisms (SNPs) και διαφοροποιήσεις 
µικρής κλίµακας άλλου τύπου. 
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2. Κεφάλαιο 2 Περιγραφή Πειραµατικών Μεθόδων Μελέτης 

Μικροσυστοιχιών και Αλληλουχοποίησης Νέας Γενιάς 
2.1. Αρχή Λειτουργίας και Πειραµατική Διαδικασία Μεθόδου 

Μικροσυστοιχιών (Microarrays) 
Η µελέτη µικροσυστοιχιών είναι µια τεχνική εξαιρετικά υψηλής απόδοσης ανάλυσης 

γονιδίων, η οποία δίνει λεπτοµερής πληροφορίες για την γονιδιακή έκφραση ενός οργανισµού 

και επιτρέπει την παράλληλη ανίχνευση µέχρι και 100.000 στοχευµένων γονιδίων, ενώ κάνει 

δυνατή την καταγραφή και την µελέτη της γονιδιακής έκφρασης. Βασίζεται στην διαδικασία 

του υβριδισµού, το στοχευόµενο DNA ή RNA καταδεικνύεται µε χρήση ειδικών ανιχνευτών 

σηµατοδότησης. Η ιδέα για τις µικροσυστοιχίες πρωτοεµφανίστηκε στα µέσα της δεκαετίας 

του ‘80 και βασίστηκε στην τεχνική εκτύπωσης κατά Southern, η οποία όµως επιτρέπει 

ανάλυση µόνο ενός µικρού αριθµού µορίων και οι θέσεις πρόσδεσης εµφανίζονται µε 

αυτοραδιογραφία. Ακόµα, η µέθοδος φθορισµού που χρησιµοποιήθηκε στην εξελιγµένη 

τεχνική ήταν µία βελτίωση σε σχέση µε τους ραδιοσηµασµένους ανιχνευτές που 

χρησιµοποιείται στην τεχνική εκτύπωσης κατά Southern. Το 1990 εφευρέθηκε και το πρώτο 

ροµποτικό µηχάνηµα για τις µικροσυστοιχίες το οποίο ήταν βασισµένο σε πείρους (pins). 

 

Η τεχνική µικροσυστοιχιών έφερε µαζική παραγωγή πληροφοριών και, σε αυτή, συνέβαλλαν 

επιστήµονες και µηχανικοί διάφορων ειδικοτήτων. Υπάρχουν διάφοροι τύποι ανάλυσης 

συστοιχιών. Μπορείς να συγκρίνεις ιστούς από διαφορετικές περιοχές του σώµατος. Μπορείς 

να συγκρίνεις κύτταρα της ίδιας περιοχής σε διαφορετικά στάδια της ανάπτυξης. Σε 

φαρµακολογικές µελέτες µπορείς να ελέγξεις την διάρκεια που ενεργεί ένα φάρµακο µε την 

ανάλυση των δειγµάτων ανά τακτά χρονικά διαστήµατα, µέσα σε ένα εικοσιτετράωρο (time 

course analysis), αλλά και την τυχόν τοξικότητά του. Στην φάση πριν από τις κλινικές 

µελέτες είναι ένα εργαλείο επιλογής των κατάλληλων συµµετεχόντων. Ακόµα είναι σύνηθες 

να χρησιµοποιείται µελέτες που συγκρίνουν φυσιολογικά κύτταρα µε καρκινικά κύτταρα 

(two condition) σε δικάναλη πλατφόρµα ή και των δύο καταστάσεων σε µονοκάναλη 

πλατφόρµα. Μπορεί να είναι ένα πείραµα για τον έλεγχο των συνθηκών και τον σχεδιασµό 

του κυρίως πειράµατος. Μια άλλη εφαρµογή θα µπορούσε να είναι η ανάλυση των 

µικροσυστοιχιών για των έλεγχο δυναµικών αποκρίσεων σε περιβαλλοντικά σήµατα. Αλλά 

είναι και καλά διαγνωστικά εργαλεία, αφού µπορούν να ανιχνεύσουν πρότυπα γονιδιακής 

έκφρασης που σχετίζονται µε καταστάσεις ασθένειας. 
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Οι µικροσυστοιχίες DNA (DNA microarray ή DNA chip ή βιοτσίπ) είναι µια διάταξη από 

ακινητοποιηµένες αλληλουχίες νουκλεϊνικών οξέων ανίχνευσης (probes), δηλαδή είναι µια 

επιφάνεια από γυαλί, πυρίτιο κ.α. πάνω στην οποία τοποθετούνται σε συγκεκριµένες θέσεις, 

κηλίδες (spots), γνωστές και µοναδικές αλληλουχίες DNA ή RNA, συνήθως στην µορφή 

συµπληρωµατικού DNA (complimentary DNA, cDNA). Ανάλογα µε την ανάλυση που 

κάνουµε αυτές αντιστοιχούν σε ολόκληρα γονίδια ή γενωµικά θραύσµατα ή σε 

ολιγονουκλεοτίδια. Παλιότερα αυτή η διαδικασία γινόταν µη αυτοµατοποιηµένα µε το 

χάσιµο πολλών εργατοωρών στο εργαστήριο. Πλέον, η ροή εργασίας γίνεται µε «κιτ» 

κατάλληλα για το όργανο της εταιρίας που χρησιµοποιείται για την ανάλυση. Εκτός από της 

µικροσυστοιχίες υπάρχουν και άλλες συσκευές bioMEMS, οι µικρορευστοϊκές διατάξεις (mi-

crofluidic). Ένα τέτοιο παράδειγµα είναι το µικρορευστοϊκό flow cell, που αποτελείται από 

τέσσερα διαφορετικά µέρη, και παράγεται από την GELifesciences, που είναι µέρος της 

εταιρίας General Electric. 

 

Στα γενωµικά τσίπ είναι ακόµα πιο σηµαντική η υψηλή ποιότητα και η επαρκή ποσότητα του 

γενετικού υλικού. Για παράδειγµα όταν θέλουµε να αναλύσουµε δείγµατα που προέρχονται 

από βιοψία, όπου το γενετικό υλικό είναι ελλιπές, είναι σύνηθες το αποµονωµένο DNA να 

µην πληροί τις προϋποθέσεις για να γίνει η γενωµική ανάλυση. Γι’αυτό είναι σηµαντική η 

πιστότητα κατά την επαύξηση του γενωµικού DNA, η οποία µπορεί να είναι ειδικευµένη σε 

αλληλόµορφα, γονιδιακά ειδικευµένη ή σε ολόκληρο το γένωµα. Μια τεχνική κατάλληλη για 

την ανάλυση συστοιχιών διαλογής SNP, είναι η γονιδιακά ειδικευµένη T7-βασισµένη 

επαύξηση, η οποία χρησιµοποιεί µια πολυµεράση DNA µε λειτουργίες 3-εξωνουκλεάσης. 

Αυτή µπορεί να εφαρµοστεί γα την ανάλυση οποιουδήποτε δείγµατος, µε την παράλληλη 

χρήση PCR και in vitro µεταγραφής. 

 

Σχεδιάζονται γονιδιακά ειδικευµένοι εκκινητές και η αλληλουχία υποκινητών Τ7 (T7 primer), 

δηλαδή η (5′aaa cga cgg cca gtg aat tgt aat acg act cac tat agg cgc 3′), προσδένεται στο 5’-

άκρο του µπροστινού εκκινητή για να κάνει την επαύξηση PCR του στοχευµένου γονιδίου σε 

πλήθος µονόκλωνων RNA, που τα λέµε και προϊόντα κλωνοποίησης PCR, και αυτά στην 

συνέχεια σηµαίνονται µε φθορίζουσα ή φθορίζουσες ουσίες και υβριδοποιούνται στην 

µικροσυστοιχία (34). Παρόλο που η PCR είναι πολύ χρήσιµη στις µικροσυστοιχίες, πολλές 

φορές ενισχύει και τυχόν σφάλµατα. Γι’αυτό έχουν προέλθει από αυτήν διάφορες µοριακές 

τεχνικές επαύξησης του γενετικού υλικού αλλά και βελτιωµένες τεχνικές PCR. 
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2.1.1. DNA και RNA ανάλυση µικροσυστοιχιών  

Το κοµµάτι πειραµατικό κοµµάτι (wetlab) της τεχνικής µικροσυστοιχιών αρχίζει µε την 

συλλογή δείγµατος ελέγχου (control sample), που χρησιµοποιείται ως αναφορά, και το δείγµα 

υπό εξέταση. Από το κάθε δείγµα αποµονώνεται το γενετικό υλικό. Στη συνέχεια, 

κατακερµατίζεται και σηµαίνεται µε έναν φθορίζοντα δείκτη. Οι φθορίζουσες ουσίες που 

χρησιµοποιούνται έχουν αρκετή ευαισθησία, µικρό κόστος και κάνουν δυνατή την χρήση δύο 

χρωστικών για την εξέταση δύο διαφορετικών δειγµάτων µε την σάρωση µιας εικόνας. Αυτά 

τα κλάσµατα DNA εφαρµόζονται στη µικροσυστοιχία και υβριδοποιούνται µε τις 

συµπληρωµατικές τους αλληλουχίες, παράλληλα γίνονται χιλιάδες αντιδράσεις υβριδισµού. 

Η υβριδοποίηση είναι η διαδικασία µε την οποία δύο συµπληρωµατικές µονόκλωνες 

αλληλουχίες, ακόµα και αν προέρχονται από διαφορετικές πηγές, θα δηµιουργήσουν ένα 

δίκλωνο υβρίδιο. Τα δύο δείγµατα αφήνονται στα spots, όπου γίνεται η επώαση και ο 

σχηµατισµός των δεσµών µεταξύ των δίκλωνων µορίων. Υπάρχουν και άλλοι τρόποι να γίνει 

ο υβριδισµός in situ, δηλαδή πάνω στο τσίπ, όπως γίνεται στην τεχνική της φωτολιθογραφίας. 

 

Οι µικροσυστοιχίες χρησιµοποιούν την αρχή συµπληρωµατικότητας του γενετικού υλικού για 

την ανίχνευση του mRNA, στο υπό εξέταση δείγµα. Η ποσοτικοποίηση του mRNA µας 

οδηγεί στην εµφάνιση των διαφορικά εκφραζόµενων γονιδίων. Η αποκοµιδή της εικόνας 

γίνεται αυτοµατοποιηµένα µε ειδικούς σαρωτές µικροσυστοιχιών (Microarray Scanner), που 

έχουν τουλάχιστον δύο λέιζερ, ένα για κάθε χρωστική. Η αρχή λειτουργίας του οµοεστιακού 

λέιζερ φαίνεται στην Εικόνα 5 και παρουσιάζει πως γίνεται αυτή η αποκοµιδή των 

πρωτογενών δεδοµένων. Τα αποτελέσµατα έχουν διαφορετική σηµασία ανάλογα µε το 

«χρώµα» της φθορίζουσας ουσίας που υπερισχύει, αλλά και το πόσο έντονο είναι αυτό, και 

τον συνδυασµό ή την απουσία χρώµατος. Όσο πιο έντονο είναι το χρώµα τόσο περισσότερα 

µετάγραφα περιέχει το spot. Η τεχνική έχει µεγάλη ευαισθησία, δηλαδή ένα mRNA µπορεί 

να ανιχνευθεί ακόµα και σε επίπεδο λιγότερο από ένα αντίγραφο ανά κύτταρο. 

 

Μονοκάναλη και δικάναλη ανάλυση. Στην Εικόνα 6, παρουσιάζονται δύο περιπτώσεις 

αναλύσεων µικροσυστοιχιών την δικάναλη, η οποία δεν είναι πλέον η επικρατέστερη, και η 

µονοκάναλη. Η δικάναλη γίνεται µε δύο χρωστικές, η µια για τον φθορισµό του 

φυσιολογικού δείγµατος και η άλλη για τον φθορισµό του υπό εξέταση δείγµατος. Τα 

αποτελέσµατα µε την µονοκάναλη µέθοδο έχουν εµφανίσει µεγαλύτερο βαθµό ακρίβειας, 

γι’αυτό τον λόγο προτιµάται πιο συχνά η πλατφόρµα ανάλυσης µε µια χρωστική. Η 
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πειραµατική διαδικασία µικροσυστοιχιών DNA δικάναλης πλατφόρµας, που απεικονίζεται 

αριστερά στην Εικόνα 6, για την σύγκριση µεταξύ δύο δειγµάτων µε µικροσυστοιχίες DNA. 

 

Εικόνα 5. Η λειτουργία του οµοεστιακού λέιζερ και πώς οπτικοποιείται η εικόνα στον υπολογιστή, 
µια ασπρόµαυρη εικόνα χρωµατίζεται µε επεξεργασία των πρωτογενών δεδοµένων. 

 

Εικόνα 6. Δικάναλη και Μονοκάναλη Ανάλυση Μικροσυστοιχιών που προέρχεται από την 
ιστιοσελίδα https://www.ebi.ac.uk/training/online/courses/functional-genomics-ii-common-
technologies-and-data-analysis-methods. 
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Αρχικά, τα κύτταρα λαµβάνονται από τα δείγµατα υπό εξέταση και ελέγχου, τα οποία µπορεί 

να είναι πολλαπλά. Μετά από κυτταρική καλλιέργεια θα χρησιµοποιηθεί το DNA ή το RNA 

ως εκµαγείο για την δηµιουργία του cDNA (θα µπορούσε και του γενωµικού DNA, στην 

οποία περίπτωση ονοµάζεται η µικροσυστοιχία DNA και genomic chip). 

 

Η διάλυση των κυτταρικών ιστών γίνεται στον αναδευτήρα (Vortex Μixer), µε εφαρµογή 

ειδικών διαλυτικών ουσιών, αποµονώνεται το συνολικό RNA από τα υπόλοιπα συστατικά 

των κυττάρων και ο διαχωρισµός των µορίων RNA γίνεται στον φυγοκεντρητή 

(Μicrocentrifuge). Παραµένει µόνο το πλήθος των µορίων mRNA, 1-2% του συνολικού 

RNA, και αφαιρούνται τα υπόλοιπα είδη RNA. Στην πραγµατικότητα προτιµάµε να γίνει η 

ανάλυση στο µόριο mRNA, που ονοµάζεται αλλιώς µετάγραφο, αντί σε ολόκληρο το RNA, 

επειδή το mRNA προσφέρει λεπτοµέρειες για την γονιδιακή έκφραση. 

 

Όλα τα mRNA µετατρέπονται σε cDNA µε την βοήθεια του ενζύµου αντίστροφη 

µεταγραφάση και παράλληλα ενσωµατώνονται ενζυµικά τα φθοριούχα µόρια, που συνήθως 

είναι η κυανίνη 3 (Cy3) και η κυανίνη 5 (Cy5), ξεχωριστά σε κάθε µείγµα.  Η αντίστροφη 

µεταγραφή (Reverse Transcription, RT) είναι η αντίστροφη διαδικασία από την µεταγραφή 

του DNA, στην οποία το DNA γίνεται RNA µέσω του ενζύµου πολυµεράση RNA. Με την 

αντίστροφη µεταγραφή (RT) τα µόρια mRNA θα γίνουν σηµασµένα µε φθορισµό µόρια 

cDNA. 

 

Μετά την σήµανση αυτά αναµειγνύονται και υβριδοποιούνται στις µικροσυστοιχίες DNA. Η 

σύνθεση των µικροσυστοιχιών έχει ήδη ξεκινήσει µε την εναπόθεση πλήθους πανοµοιότυπου 

µονόκλωνου DNA στην κάθε κηλίδα του πλακιδίου. Αυτή η διαδικασία γίνεται µε 

αυτοµατοποιµένο τρόπο από ροµποτικά µηχανήµατα στο εργαστήριο, αλλά είναι και 

διαθέσιµα στην αγορά από πολλές εταιρίες-κατασκευαστές βιοτσίπ, µειώνοντας τον κόπο 

αλλά και βελτιώνοντας την ποιότητα των µικροσυστοιχιών. Τα υβρίδια DNA-cDNA (που σε 

άλλη εφαρµογή µπορεί να είναι DNA-cRNA) δηµιουργούνται λόγω της 

συµπληρωµατικότητας των νουκλεοτιδικών βάσεων. Έτσι, το κάθε φθορισµένο µόριο cDNA 

αν βρεθεί συµπληρωµατικό µονόκλωνο µόριο DNA σε κάποια κηλίδα της µικροσυστοιχίας 

DNA υβριδοποιείται σε αυτήν, µε προσκόλληση των δύο κλώνων. 

 

Μετά την υβριδοποίηση γίνεται πλύσιµο της µικροσυστοιχίας µε ένα ειδικό υγρό και µε 

αυτόν τον τρόπο αφαιρούνται όλα τα µονόκλωνα µόρια cDNA που δεν υβριδοποιήθηκαν. Με 
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τη βοήθεια οµοεστιακού λέιζερ γίνεται η κατάλληλη διέγερση της φθορίζουσας ουσίας και 

αποτυπώνεται ψηφιακά η εικόνα των spots στο µηχάνηµα σάρωσης µικροσυστοιχιών και, 

µετά από κανονικοποίηση, έχουµε ποσοτικοποίηση των αποτελεσµάτων σύµφωνα µε την 

ένταση των κηλίδων, που δίνεται αρχικά σε αποχρώσεις του γκρί. Η θέση της κηλίδας κάνει 

δυνατή την αναγνώριση του γονιδίου που ποσοτικοποιείται. Αυτά τα ελέγχουµε ως προς την 

ποιότητα των αποτελεσµάτων (QC) και µπορούµε να τα επεξεργαστούµε µαθηµατικά και 

βιοπληροφορικά. 

 

Για παράδειγµα, αν το δείγµα ελέγχου σηµανθεί µε πράσινη φθορίζουσα ουσία και το δείγµα 

υπό εξέταση σηµανθεί µε κόκκινη φθορίζουσα ουσία, τα γονίδια εκφράζονται περισσότερο 

στο δείγµα ελέγχου (upregulated) στις περιοχές που έχουν εντονότερη απόχρωση του 

πρασίνου, στην αντίθετη περίπτωση έχω εντονότερη την απόχρωση του κόκκινου, δηλαδή τα 

συγκεκριµένα γονίδια εκφράζονται περισσότερο στο υπό εξέταση δείγµα (downregulated) 

(Εικόνα 7). 

 

 

Εικόνα 7. Υπερέκφραση και Υποέκφραση. 

 

Ενώ, όπως απεικονίζεται στην Εικόνα 7, όταν τα γονίδια είναι εξίσου εκφρασµένα στο 

δείγµα ελέγχου και στο υπό εξέταση δείγµα έχουν κίτρινη απόχρωση, που στην περίπτωση 

του µονοκάναλου είναι η µίξη της σάρωσης από το ένα λέιζερ µόνο µε κόκκινο φθορισµό και 

του άλλου λέιζερ µόνο µε πράσινο φθορισµό και η εναποθέτηση της µιας εικόνας πάνω στην 
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άλλη, ενώ στην περίπτωση του δικάναλου έχω δύο χρωστικές και µια σάρωση αρκεί αλλά και 

περισσότερο «θόρυβο». Ακόµα, η απουσία χρώµατος, δηλαδή µαύρα spots, δείχνει απουσία 

έκφρασης των γονιδίων στα δείγµατα. Βέβαια, στην πραγµατικότητα τα επίπεδα έντασης 

είναι όλα σε γκρί απόχρωση και χρωµατίζονται κατάλληλα για να είναι ευδιάκριτα τα 

αποτελέσµατα (5). 

 

Οι τεχνικές εξαιρετικά υψηλών αποδόσεων έχουν ένα ευρύ φάσµα εφαρµογών. Για 

παράδειγµα, στην διεργασία αντιγραφής του DNA γίνεται δυνατός ο εντοπισµός των 

αφετηριών αντιγραφής, που δεν είναι προφανής στους ευκαρυωτικούς οργανισµούς όπως 

είναι στους προκαρυωτικούς οργανισµούς, τον χρόνο ενεργοποίησής τους και τον έλεγχό του 

για την σωστή µεταβίβαση της γενετικής πληροφορίας. Βεβαίως πάντα υπάρχει η πιθανότητα 

οι ανιχνευτές να δώσουν ψευδώς θετικό λόγω της δέσµευσης παραπάνω από µια 

αλληλουχιών στον ίδιο ανιχνευτή, ειδικά στα πολύπλοκα γενώµατα, σε οµόλογα γονίδια και 

στα θηλαστικά σε οικογένειες γονιδίων µε παραλλαγές µατίσµατος. Ένα άλλο µειονέκτηµα 

είναι ότι έχουν σχεδιαστεί να ανιχνεύουν συγκεκριµένες αλληλουχίες, κάτι που σηµαίνει ότι 

είναι δυνατή η µελέτη µόνο γνωστών νουκλεοτιδικών αλληλουχιών. 

 

Με παρόµοιο τρόπο χρησιµοποιούνται και τα γονιδιακά τσίπ (GeneChips®), που είναι 

εφεύρεση της εταιρίας Affymetrix, και φαίνονται στην Εικόνα 8, στην δεξιά πλευρά της 

εικόνας. Αυτά ανήκουν στην κατηγορία των ολιγονουκλεοτιδικών (oligos) µικροσυστοιχιών. 

Οι ολιγονουκλεοτιδικοί ανιχνευτές είναι µικρές αλληλουχίες ανιχνευτών που έχουν 

δηµιουργηθεί για να ταιριάζουν σε µέρος γνωστών ή αναµενόµενων αλληλουχιών ORF. Η 

διαφορά στην ορολογία των ολίγο µικροσυστοιχιών, ενώ και στις µικροσυστοιχίες DNA 

χρησιµοποιούνται ολιγονουκλεοτίδια, είναι στην κατασκευή των τσίπ κυρίως, αλλά και στο 

ότι τα ολιγονουκλεοτίδια στις µικροσυστοιχίες DNA έχουν µέγεθος περίπου 100nt. 

 

Οι ολιγονουκλεοτιδικές µικροσυστοιχίες σχεδιάζονται για να αναπαραστήσουν σε κάθε 

κηλίδα ένα µοναδικό γονίδιο και το τύπωµα των ολιγονουκλεοτιδίων να γίνει in situ, δηλαδή 

τα ολιγονουκλεοτίδια συντίθενται κατευθείαν πάνω στο τσίπ, αντί να τοποθετούνται 

ολόκληρες αλληλουχίες, όπως στις µικροσυστοιχίες DNA. Οι όλιγο αλληλουχίες µπορεί να 

είναι µακρά ολιγονουκλεοτίδια (π.χ. 60-µερές Agilent) ή µικρότερου µήκους (π.χ. 25-µερές 

Affymetrix), ανάλογα το είδος της ανάλυσης που µας ενδιαφέρει. Το µεγαλύτερο µήκος είναι 

κατάλληλο για να στοχεύουµε συγκεκριµένα γονίδια, ενώ το µικρότερο µήκος είναι 
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κατάλληλο για εµφάνιση των κηλίδων σε µεγάλη πυκνότητα και είναι πιο φτηνά από το 60-

µερές. 

 

Μια τεχνική κατασκευής τους είναι η σύνθεση µε φωτολιθογραφία (Affymetrix, µέλος της 

εταιρίας Thermo Fisher Scientific Inc.) ένα νουκλεοτίδιο την φορά πάνω σε υπόστρωµα 

πυριτίου, µε την βοήθεια του φωτός και φωτοευαίσθητων υλικών που αποκρύπτουν 

(masking) και προστατεύουν το υλικό από χηµικές αλλαγές, όπως φαίνεται στην Εικόνα 8. 

 

 

Εικόνα 8. Σύνθεση ολιγονουκλεοτιδικών µικροσυστοιχιών µε φωτολιθογραφία (Affymetrix). 

 

Αρχικά, το φως αφαιρεί την προστασία από την κηλίδα και χηµικά τροποποιηµένα 

νουκλεοσίδια προστίθενται, δηµιουργούν χηµικά σύµπλοκα (chemically coupled), ενώ ένας 

µηχανισµός επιβολής ανώτατου ορίου κάνει αποκλεισµό αυτών που δεν δηµιουργούν 

σύµπλοκα. Αυτή η διεργασία επαναλαµβάνεται µε διαφορετικές “µάσκες”, µέχρι να γίνει η 

σύνθεση ολόκληρου του ανιχνευτή πάνω στην όλιγο µικροσυστοιχία. Συγκεκριµένα, για 

χρήση στα γονιδιακά τσίπ της Affymetrix, συνήθως 20-25nt, µεταγράφεται το cDNA σε 

cRNA, στο οποίο κάθε βάση ουρακίλης είναι πλέον σηµασµένη µε βιοτίνη. Για την σήµανση, 

χρησιµοποιούµε τις ουσίες στρεπταβιδίνη/φυκοερυθρίνη συζευγµένες µε χρωστική Cy3/Cy5, 

που προσδένεται στην βιοτίνη, και τα µικρά κοµµάτια cRNA υβριδοποιούνται στο γονιδιακό 

τσίπ. Μετά περνάει από πλύση για να αφαιρεθούν οι µη υβριδοποιηµένες αλληλουχίες, η 
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µικροσυστοιχία τοποθετείται σε έναν σαρωτή µικροσυστοιχιών και αποτυπώνεται ψηφιακά η 

γονιδιακή έκφραση (35). Η διαφορά είναι ότι εδώ µετράµε την γονιδιακή έκφραση µέσω της 

διαφοράς στην ένταση PM-MM, δηλαδή της τιµής κατά το ήµισυ απόλυτης ταύτισης του 

mRNA (half Perfectly Match mRNA, PM) και της τιµής κατά το ήµισυ µη ταύτισης (half 

have one Mismatch, MM). 

 

Μια άλλη τεχνική κατασκευής τους είναι η inkjet εκτύπωση ψεκασµού µε την πλατφόρµα 

SurePrint (25-µερές, 45-µερές, 60-µερές), µια πατέντα της εταιρίας Agilent, η οποία έχει 

πολλά είδη εκτυπωτικής πένας (nozzles) ψεκασµού. Είναι παρόµοια µε τις πένες που 

χρησιµοποιήθηκαν στην τεχνολογία spotting µε τα ροµποτικά µηχανήµατα, µε την διαφορά 

ότι αυτά χρειάζονται επαφή µε το πλακίδιο για να εναποθέσουν τους ανιχνευτές. Αυτές οι 

µικροσυστοιχίες έχουν υψηλότερο  ποσοστό ειδικότητας και την ευελιξίας στην ανάλυση, 

ενώ τα αποτελέσµατα έχουν καλύτερη ποιότητα, κυρίως αν συγκριθούν µε spotted 

µικροσυστοιχίες DNA που κατασκευάζονται µε ροµποτικό µηχάνηµα σε ένα εργαστήριο και 

µπορούν να περιέχουν σφάλµατα στην κατασκευή τους. 

 

Μια διαφορετική επιλογή για την κατασκευή των µακροµερών ολιγονουκλεοτιδικών 

µικροσυστοιχιών (50-µερές) είναι τα µικροσφαιρίδια τσίπ (BeadChips), που είναι τεχνολογία 

συστοιχιών µικροσφαιριδίων BeadArray της εταιρίας Illumina (San Diego, CA, USA). Είναι 

µια τεχνολογία που χρησιµοποιείται στην γενωµική επιστήµη για να αναλύσει την γονιδιακή 

έκφραση, την µεθυλίωση και τον γενότυπο των SNPs, εκτός των άλλων. Όπως φαίνεται στην 

παρακάτω εικόνα, πάνω στο τσίπ είναι µια συστοιχία µικροσφαιριδίων πυριτίου διαµέτρου 

2µm, κάθε µια µπαίνει σε ένα “πηγαδάκι”, και οι ολιγονουκλεοτιδικές αλληλουχίες 

προσδένονται µε οµοιοπολικό δεσµό σε κάθε µικροσφαιρίδιο, ενώ ο κάθε τύπος 

µικροσφαιριδίου έχει µοναδική ολιγονουκλεοτιδική αλληλουχία (Εικόνα 9). Κάθε 

µικροσφαιρίδιο έχει περίπου 800.000 ολιγονουκλεοτίδια, ενώ τα µικροσφαιρίδια 

συναρµολογούνται τυχαία και αντιγράφονται πολλές φορές και σε κάθε τύπο 

µικροσφαιριδίων ανήκουν περίπου 15 µικροσφαιρίδια (36). 

 

Η πειραµατική διαδικασία, που απεικονίζεται στην Εικόνα 10., για την σύγκριση µεταξύ δύο 

δειγµάτων µε όλιγο µικροσυστοιχίες (Οι διαφορετικές επιλογές που έχει ο βιολόγος να κάνει 

το πείραµα είναι πολλές και εξαρτώνται όχι µόνο από τα µηχανήµατα και τα αντιδραστήρια 

που χρησιµοποιεί αλλά και τι εξετάζει). 

 



41 

Αρχικά γίνεται η αποµόνωση από ιστούς ή κύτταρα του ολικού RNA (total RNA) µε την 

εφαρµογή ειδικών διαλυτικών ουσιών (αντιδραστηρίων), την φυγοκέντρηση και διαδοχικές 

πλύσεις. Μετά την αποµόνωση του ολικού RNA θέλουµε να επιλέξουµε το mRNA, επειδή το 

µετάγραφο περιέχει πληροφορίες γονιδιακής έκφρασης, αυτό γίνεται µε την βοήθεια των 

υποκινητών εκκινητών ολιγονουκλεοτιδίων δεοξυθυµιδίνης (deoxythymidine oligonucleo-

tides, oligo-dT), που ενσωµατώνεται στα mRNAs, στις µεγάλου µήκους ουρές poly-A, 50-

200 βάσεων. 

 

 

Εικόνα 9. Προετοιµασία µικροσφαιριδίων και τοποθέτηση γενετικού υλικού στα "πηγαδάκια" 
(Illumina). 

 

Όλα τα mRNA µετατρέπονται σε cDNA µε την βοήθεια του ενζύµου αντίστροφη 

µεταγραφάση, εδώ µπορεί να γίνει και η επαύξηση PCR (RT- PCR ή qPCR). Η αντίστροφη 

µεταγραφή (Reverse Transcription, RT) είναι η αντίστροφη διαδικασία από τον πολυµερισµό, 

στον οποίο το DNA γίνεται RNA, δηλαδή µε την διαδικασία RT το RNA γίνεται DNA. 
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Γίνεται η µεταγραφή του cDNA σε cRNA µέσω της RNA πολυµεράσης και παράλληλα 

ενσωµατώνονται ενζυµικά τα φθοριούχα µόρια, που συνήθως είναι τα Cy3 και Cy5, 

ξεχωριστά σε κάθε µείγµα. 

 

Μετά την σήµανση αυτά αναµειγνύονται και υβριδοποιούνται στις µικροσυστοιχίες. Η 

σύνθεση των µικροσυστοιχιών γίνεται µε την µέθοδο λιθογραφίας. Αυτή η διαδικασία γίνεται 

µε αυτοµατοποιηµένο τρόπο από ειδικά µηχανήµατα ενώ µπορείς να αγοράσεις έτοιµη την 

µικροσυστοιχία από διάφορες εταιρίες και να µην κάνεις χρονοβόρες διαδικασίες, ενώ τα 

αποτελέσµατα του πειράµατος θα µπορούν εύκολα να επαναληφθούν από κάποιο άλλο 

εργαστήριο. Τα υβρίδια DNA-cRNA δηµιουργούνται λόγω της συµπληρωµατικότητας των 

νουκλεοτιδικών βάσεων. Έτσι, το κάθε φθορισµένο µόριο cRNA αν βρεθεί συµπληρωµατικό 

µονόκλωνο µόριο DNA σε κάποια κηλίδα της µικροσυστοιχίας DNA υβριδοποιείται σε 

αυτήν, µε προσκόλληση των δύο κλώνων. 

 

Μετά την υβριδοποίηση γίνεται πλύσιµο της µικροσυστοιχίας µε ένα ειδικό υγρό και µε 

αυτόν τον τρόπο αφαιρούνται όλα τα µονόκλωνα µόρια cRNA που δεν υβριδοποιήθηκαν. 

Με την βοήθεια οµοεστιακού λέιζερ γίνεται η κατάλληλη διέγερση της φθορίζουσας ουσίας 

και αποτυπώνεται ψηφιακά η εικόνα των spots µε το µηχάνηµα σάρωσης µικροσυστοιχιών 

και, µετά από κανονικοποίηση, έχουµε ποσοτικοποίηση των αποτελεσµάτων σύµφωνα µε την 

ένταση των κηλίδων, που δίνεται σε αποχρώσεις του γκρί. Η θέση της κηλίδας κάνει δυνατή 

την αναγνώριση του γονιδίου που ποσοτικοποιείται. Αυτά τα ελέγχουµε για την ποιότητα των 

αποτελεσµάτων (QC) και µπορούµε να τα επεξεργαστούµε µαθηµατικά και βιοπληροφορικά. 

Ένας σηµαντικός σύµµαχος στην επαναχρησιµοποίηση και την αναπαραγωγή των 

αποτελεσµάτων στις µικροσυστοιχίες είναι τα µετα-δεδοµένα (metadata), τα οποία είναι 

ενσωµατωµένα στην εικόνα και αποθηκεύουν πληροφορίες για τις παραµέτρους αποκοµιδής 

της εικόνας, που εφαρµόζονται στον σαρωτή των µικροσυστοιχιών. Η αποθήκευση αυτών 

των παραµέτρων κάνει δυνατή την επαναχρησιµοποίησή τους και σε άλλα δείγµατα του 

πειράµατος, έτσι ώστε να είναι συγκρίσιµα τα αποτελέσµατα. Τα σωστά µετα-δεδοµένα είναι 

σηµαντικά και για την ακρίβεια της ποσοτικοποίησης και της στατιστικής ανάλυσης. 

Χρησιµοποιούνται για την ανάλυση της έντασης και την επεξεργασία των αποτελεσµάτων. Η 

σωστή σάρωση µπορεί να βοηθήσει στην αποφυγή τεχνικών σφαλµάτων (artifacts) ή στην 

διόρθωσή τους µε την βοήθεια των µετα-δεδοµένων. 
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Εικόνα 10. Παραγωγή cRNA για δικάναλη ανάλυση oligo µικροσυστοιχιών από την εταιρία Agilent 
Technologies. Για να χρησιµοποιηθεί µε oligo µικροσυστοιχίες 60-µερές Agilent Gene Expression. Οι 
µικροσυστοιχίες κατασκευάζονται µε την τεχνολογία Agilent SurePrint (37). 

 

 

2.1.2. Μικροσυστοιχίες miRNA 

Τα τελευταία χρόνια είναι ανανεωµένο το ενδιαφέρον για την ανίχνευση των miRNAs επειδή 

θεωρούνται σηµαντικοί βιοδείκτες για τον καρκίνο όχι µόνο ως διαγνωστικά και 

προγνωστικά εργαλεία αλλά και στον θεραπευτικό ρόλο τους, αφού έχει ρόλο στην 

υποέκφραση και υπερέκφραση των γονιδίων. Τα miRNAs όµως είναι τα ρυθµιστικά µόρια 
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ολόκληρου του οργανισµού και υπάρχουν πάνω από 5.600 τέτοια µόρια στον ανθρώπινο 

οργανισµό, τα 2.000 από τα οποία εκφράζονται. Εποµένως, έχουν καθοριστικό ρόλο σε 

πολλές ασθένειες εκτός του καρκίνου, όπως είναι ο διαβήτης και η ασθένεια του Κρον 

(Crohns’ Disease). 

 

Οι µικροσυστοιχίες είναι η συνήθης µέθοδος για την µέτρηση των επιπέδων miRNA αλλά και 

για την αναγνώριση νέων υπογραφών miRNA, ενώ καθιστά δυνατή την παράλληλη ανάλυση 

διαφορετικών δειγµάτων. Από την άλλη, η µέθοδος µικροσυστοιχιών δεν είναι κατάλληλη για 

την αναγνώριση νέων αλληλουχιών miRNA, ούτε µπορεί να ξεχωρίσει µεταξύ πρώιµου και 

ώριµου miRNA, όπου υπερτερούν οι µέθοδοι αλληλούχισης NGS, και ούτε για να ξεχωρίσει 

διαφοροποιήσεις µεταξύ είδη miRNA (38-40). Η πειραµατική διαδικασία αρχίζει και σε αυτή 

την περίπτωση µε την αποµόνωση σταθερών µορίων συνολικού RNA, σε ποσότητα περίπου 

100-150 ng, χρησιµοποιώντας αντιδραστήρια συντήρησης για να διασφαλιστεί η ακεραιότητα 

του RNA µετά από την λήψη του από τον ιστό ή τα κύτταρα. Στην περίπτωση της NGS 

χρειάζεται µεγαλύτερη ποσότητα συνολικού RNA για την ανάλυση miRNA. 

 

Υπάρχουν στην αγορά ειδικές πλακέτες για την ανάλυση µικροσυστοιχιών miRNA, που 

χρησιµοποιούνται πλέον αρκετά χρόνια και είναι η προτιµότερη λύση από να φτιαχτεί στο 

εργαστήριο, και «κιτ» σήµανσης που είναι κατάλληλα για στόχευση miRNAs. Οι 

µικροσυστοιχίες για τα miRNAs κατασκευάζονται όπως αυτές που στοχεύουν µόρια DNA ή 

RNA, απλώς τα τοποθετηµένα ολιγονουκλεοτίδια σε αυτή την περίπτωση εκτός από 

DNA/RNA µπορεί να είναι και άλλα νουκλεϊνικά οξέα, όπως τα LNA (locked nucleic acid, 

κλειδωµένο νουκλεϊνικό οξύ), τα οποία έχουν µεγαλύτερη ειδίκευση στα miRNA και έχουν 

πιο κανονικοποιηµένα αποτελέσµατα, κυρίως όταν η υβριδοποίηση γίνεται σε πολύ υψηλές 

θερµοκρασίες (41). 

 

Ένα παράδειγµα είναι το miRCURY LNA microRNA Array (Exiqon, Denmark), η δανέζικη 

εταιρία κατασκευάζει µικροσυστοιχίες µε τεχνολογία LNA, οι οποίες µπορούν παράλληλα να 

ποσοτικοποιήσουν τα miRNA σε άνθρωπο, ποντίκι και αρουραίο. Ένα άλλο παράδειγµα είναι 

τα TaqMan Array Human MicroRNA (Thermo Fisher Scientific Inc.,USA) χρησιµοποιούν 

επαύξηση PCR και λειτουργούν µε έµµεση σήµανση, δηλαδή το σήµα φθορισµού TaqMan 

παράγεται όταν η πολυµεράση Taq εκτείνει τους εκκινητές και ελευθερώνει τη βαφή πάνω 

στον ανταποκριτή (reporter). Η DNA πολυµεράση Taq είναι θερµοσταθερή και προέρχεται 

από το βακτήριο Thermus aquaticus. Η εταιρία Agilent, από την άλλη, κατασκευάζει 
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µικροσυστοιχίες που µπορούν να ποσοτικοποιήσουν παράλληλα όλα τα ανθρώπινα miRNAs 

που αντιπροσωπεύονται από την πιο πρόσφατη έκδοση της βάσης δεδοµένων miRBase (42). 

 

Η σήµανση είναι περίπλοκο θέµα λόγω του µικρού µεγέθους των miRNAs, της µικρής 

ποσότητας τους στο βιολογικό δείγµα. Οπότε έχουν αναπτυχθεί διάφορες µέθοδοι έµµεσης 

και άµεσης σήµανσης του εξευγενισµένου µορίου miRNA (43). Το µόριο miRNA έχει 

σηµανθεί µε φθοριούχα χρωστική, µε την βοήθεια της λιγκάσης T4 RNA. Ένα άλλο αρνητικό 

στην διαδικασία της υβριδοποίησης είναι ο υψηλός βαθµός οµοιότητας αλληλουχιών 

miRNA, που µπορεί να έχουν πολύ διαφορετική έκφραση ενώ διαφέρουν µόνο σε ένα 

νουκλεοτίδιο. Η υβριδοποίηση πάνω στην πλακέτα απαιτεί αρκετό χρόνο, δηλαδή κάµποσες 

ώρες ή ακόµα και µέρες, ενώ σε κάθε κηλίδα ολιγονουκλεοτιδίων προσδένεται ένα και 

µοναδικό είδος miRNA. Τα µόρια που δεν υβριδοποιηθούν αφαιρούνται µέσω διαδοχικών 

πλύσεων. Η µικροσυστοιχία µπαίνει στον σαρωτή και καταγράφεται η ένταση του 

φθορισµού. Στην συνέχεια γίνεται η επεξεργασία των αποτελεσµάτων (42). 

 

Κάποια προβλήµατα που µπορεί να προκύψουν στην διαδικασία του υβριδισµού είναι όταν 

κάποιες κηλίδες των µικροσυστοιχιών εκφράζουν άσχετα µεταξύ τους miRNA. Αυτό κάνει 

τα αποτελέσµατα να διαφέρουν από πείραµα σε πείραµα και, ακόµα περισσότερο, ανάµεσα 

σε διαφορετικές πλατφόρµες, δηλαδή κάνει δύσκολη την αναπαραγωγή των αποτελεσµάτων, 

τα οποία απαιτούν ειδικές µέθοδοι κανονικοποίησης για miRNA (44). Συνεπώς, η ειδικότητα 

και η ευαισθησία είναι πολλές φορές ελλιπής στην ανάλυση miRNAs µε µικροσυστοιχίες, 

αυτό σηµαίνει ότι σε περιπτώσεις που αναλύεται miRNA χαµηλής συγκέντρωσης προτιµάται 

η NGS ανάλυση ή µέθοδοι ποσοτικοποιηµένης επαύξησης PCR (42). 

 

Ο Πίνακας 4 περιέχει εργαλεία για την αναγνώριση των µορίων miRNA που συγκρίνονται 

ταυτόχρονα ή επιβεβαιώνονται αργότερα µε πειραµατική διαδικασία µικροσυστοιχιών και τα 

πειραµατικά δεδοµένα γονιδιακής έκφρασης που προέρχονται από αυτά. Οι υπολογιστικές 

προσεγγίσεις αναπτύχθηκαν για να συµπληρώσουν τις πειραµατικές µεθόδους της 

αναγνώρισης των γονιδίων miRNA, δηλαδή έχουν αναπτυχθεί και άλλες γενωµικές τεχνικές 

αναγνώρισης γονιδίων, οι οποίες δεν βασίζονται σε παραδοσιακές µεθόδους, όπως η 

οµολογία (homology) και η εγγύτητα (proximity) σε άλλα γνωστά γονίδια. Είναι σύνηθες, 

αυτές οι αναλύσεις να αναγνωρίζουν συντηρηµένες (conserved) γενωµικές περιοχές, οι 

οποίες είναι έξω από τις προβλεπόµενες κωδικοποιές περιοχές και µπορεί πιθανώς να 

σχηµατίζουν δοµή µίσχου-θηλιάς. Αφού οι συντηρηµένες (οι οποίες είναι υψηλού σκορ/ high 
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scoring οµοιότητας) γενωµικές περιοχές, όπου αναφερόµαστε στην σηµαντικότητα των ίδιων 

γονιδίων σε όλα τα εξεταζόµενα είδη, είναι πιθανότερο να είναι λειτουργικές. Στη συνέχεια, 

βαθµολογούν αυτές τις υποψήφιες δοµές miRNA για τα πρότυπα διατήρησης και ζευγάρωσης 

που χαρακτηρίζουν γνωστά µόρια miRNA. Για την αναγνώριση µη συντηρηµένων 

γενωµικών περιοχών χρησιµοποιούνται µέθοδοι απαρχής (ab initio) αναγνώρισης, οι οποίες 

χρησιµοποιούν δοµικά χαρακτηριστικά των miRNAs. Για να αναφέρουµε µόνο µερικές 

τεχνικές. 

 

Πίνακας 4. Βιοπληροφορικά Εργαλεία για την αναγνώριση miRNA (45). 

Εργαλείο 
Οργανι

σµός 

Τύπος 

Αλγορίθµου 

Διάστηµα 

Δηµοσιέυσεων 
Έκδοση 

Λογισµικό 

ή 

Διαδικτύο

υ 

Σύνδεσµος και Βιβλιογραφία 

miRscan Ζώα 
Εξελικτική 

διατήρηση 
2003 2003 Δ 

http://bartellab.wi.mit.edu/softwareDocs/MiRscan3/

Introduction.html 

(46) 

RNAz Ζώα 
Θερµοδυναµική 

Ισορροπία, Δοµή 
2005-2010 2011, v2.1 Λ+Δ 

https://www.tbi.univie.ac.at/software/RNAz/ 

(47)	 

triplet-SVM 
Φυτα, 

Ζώα 

Μηχανική 

Μάθηση 
2005 2005 Λ 

http://bioinfo.au.tsinghua.edu.cn/mirnasvm/ 

(48) 

MiPred 
Φυτά, 

Ζώα 

Μηχανική 

Μάθηση 
2007 2016, v0.1 Δ 

https://tools4mirs.org/software/precursor_predictio

n/mipred/ 

(49) 

CID-miRNA Ζώα 
Μηχανική 

Μάθηση 
2008 2008 Δ 

https://github.com/tyagilab/cid-mirna 

(50) 

 MicroPC Φυτά 
Εξελικτική 

διατήρηση 
2009 2009 Δ 

http://www3a.biotec.or.th/micropc/ 

(51) 

MatureBayes Ζώα 
Μηχανική 

Μάθηση 
2010 2010 Λ+Δ 

http://mirna.imbb.forth.gr/MatureBayes.html 

(52) 

miRNAFold 
Φυτά, 

Ζώα 

Θερµοδυναµική 

Ισορροπία, Δοµή 
2012-2016 2016 Λ+Δ 

https://evryrna.ibisc.univ-

evry.fr/evryrna/mirnafold/mirnafold_home 

      (53) 

deepSOM 
Φυτά, 

Ζώα 

Μηχανική 

Μάθηση 
2016 2016, v0.19 Λ+Δ 

https://sinc.unl.edu.ar/web-demo/deepsom/ 

 

(54) 

 

 

2.1.3 Ανάλυση Μεθυλίωσης µε µικροσυστοιχίες  

Ήδη ασχοληθήκαµε µε την εφαρµογή των µικροσυστοιχιών στα µόρια miRNA, που µπορούν 

να αναστείλουν την µετάφραση, και, σε αυτό το σηµείο της εργασίας, θα ασχοληθούµε µε 

την εφαρµογή των µικροσυστοιχιών στον µηχανισµό µεθυλίωσης DNA, που µπορούν να 

αναστείλουν την µεταγραφή. Η µεθυλίωση DNA είναι από τις πιο εξονυχιστικά εξετασµένες 

επιγενετικές τροποποιήσεις, ο εν λόγω µηχανισµός χρησιµοποιεί τις DNA 
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µεθυλοτρανσφεράσες (DNMTs) για να µεταφέρουν µια µεθυλοµάδα (– CH3) από το ενεργό 

τους κέντρο σε ένα κατάλοιπο κυτοσίνης. Υπάρχουν πολλοί τύποι DNMTs, οι πιο σηµαντικές 

είναι η DNMT1 για την διατήρηση της µεθυλίωσης και οι DNMT3a/DNMT3b για την 

καθιέρωση της µεθυλίωσης. 

 

Εκτός των DNMTs, εµπλέκονται και άλλοι µηχανισµοί στη µεθυλίωση, όπως το TDG 

(Thymidine–DNA glycosylase) και το BER Pathway, για την αποκατάσταση της µεθυλίωσης. 

Η προσθήκη της µεθυλοµάδας γίνεται, στους ευκαρυωτικούς οργανισµούς, κυρίως στον 5’ 

άνθρακα του πυριµιδινικού δακτυλίου της κυτοσίνης και γι’αυτό ονοµάζεται 5-

µεθυλοκυτοσίνη (5-methylcytosine, 5mC). Ένας άλλος µηχανισµός που µας ενδιαφέρει είναι 

η αποµεθυλίωση µε τα ένζυµα ΤΕΤ (Ten Eleven Translocation), τα οποία οξειδώνουν τα 5mC 

σε 5-υδροξυµεθυλοκυτοσίνη (5-hydroxymethylcytosine, 5hmC) και µε τα TDG µετατρέπεται 

σε αποµεθυλιωµένη κυτοσίνη. Υπάρχουν και άλλα οξειδωτικά παράγοντα των 5mC, που 

χρησιµοποιούνται για καινοτόµες αναλύσεις στο γενωµικό DNA.  

 

Από την διεξαγωγή της ευρείας µελέτης συσχέτισης πάνω από 1000 επιγενωµικών δεδοµένων 

(Epigenome Wide Association Studies, EWAS) έχουν αναλυθεί ως προς την µεθυλίωση πάνω 

από 75.000 ανθρώπινα δείγµατα (55, 56). Τα δεδοµένα τέτοιων µελετών πρέπει να περάσουν 

από διάφορα στατιστικά τέστ και υποθέσεις. Στα θηλαστικά, η µεθυλίωση πέρνει χώρα 

κυρίως στις νησίδες CpG (Cytosine-phosphate-guanine islands, CGI), οι οποίες είναι περιοχές 

πλούσιες σε CpG, συνήθως στους υποκινητές και σε ρυθµιστικές περιοχές του γονιδίου. 

Παίζουν βασικό ρόλο στον µηχανισµό της γενωµικής αποτύπωσης (imprinting), που ρυθµίζει 

από ποιο χρωµόσωµα, το «πατρικό» ή το «µητρικό» δηλαδή, θα εκφραστούν τα γονίδια. Για 

παράδειγµα, το 70% µε 80% των δινουκλεοτιδίων κυτοσίνης-θυµίνης (CpG dinucleotides) 

είναι µεθυλιωµένα στον άνθρωπο και το 60% γενικότερα στα θηλαστικά, στο υπόλοιπο 

ποσοστό επιτρέπεται η γονιδιακή έκφραση στον υποκινητή των γονιδίων των νησίδων CpG, 

δηλαδή η πρόσδεση µεταγραφικών παραγόντων στις θέσεις έναρξης µεταγραφής (TSS, 

transcription start site). Τα πρότυπα µεθυλίωσης στο κύτταρο συνήθως παίρνουν είτε την 

µορφή της ολικής υποµεθυλίωσης είτε την µορφή της υπερµεθυλίωσης των νησίδων CpG 

(57). Το 1999 ξεκίνησε το Πρόγραµµα Αλληλούχισης του Ανθρώπινου Επιγενώµατος 

(Human Genome Project, HEP) για να καταγράψει αυτά τα πρότυπα µεθυλίωσης. Λόγω της 

εξονυχιστικής µελέτης της µεθυλίωσης στον άνθρωπο και της αντιστρεπτής φύσης της, ήταν 

δυνατό να αναπτυχθούν επιγενετικές θεραπείες, και µάλιστα µε έγκριση του αµερικάνικου 

οργανισµού φαρµάκων (FDA), για διάφορες ασθένειες. 
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Οι µεθυλιωµένες περιοχές του γενώµατος µπορούν να αναλυθούν µε υβριδοποίηση σε 

µικροσυστοιχίες ή µικροσυστοιχίες µικροσφαιριδίων. Μια περίπτωση µικροσυστοιχιών είναι 

οι πλατφόρµες της Affymetrix, που είναι πλέον παρακλάδι της εταιρίας Thermo Fisher Scien-

tific Inc. (Waltham, MA, USA), είναι το GeneChip® Human Promoter 1.0R Αrray (µέθοδος 

ChIP µόνο στους εκκινητές, όχι σε όλο το γένωµα), το GeneChip® Human Tiling 2.0R Array 

Set (µέθοδος ChIP που περιέχει όλες τις ταυτίσεις-PM από το 1.0R), το GeneChip® Human 

Tilling Array Set 1.0R και το πιο καινούργιο GeneChip®
  ENCODE01 1.0 Αrray, που είναι 

κατάλληλο και για de novo χαρτογράφηση. Αλλά πιο δηµοφιλής είναι οι πλατφόρµες από την 

Illumina Ιnfinium HumanMethylation450 BeadChip (450K), Methylation EPIC (850K). Μια 

άλλη πλατφόρµα είναι αυτή της Agilent Technologies µε το κίτ Human CpG Island 

Microarray και η Human DNA Methylation Microarrays (MeDIP). 

 

Αρχικά, οι βασικές τεχνολογίες ανάλυσης µεθυλίωσης σε ολόκληρο το γένωµα είναι ο 

εµπλουτισµός συνάφειας (affinity enrichment), η κατεργασία του δείγµατος µε δισουλφίδια 

και η κατεργασία περιορισµού . Η πρώτη µέθοδος βασίζεται στην υβριδοποίηση σε 

ολιγονουκλεοτιδικές µικροσυστοιχίες, που συνήθως αντιστοιχούν σε εκκινητές ή CGIs, µε 

σηµασµένα θραύσµατα DNA, σε διαφορετικό κανάλι για τα εµπλουτισµένα για µεθυλίωση 

θραύσµατα DNA και διαφορετικό κανάλι για τα θραύσµατα ελέγχου. Η κύρια µορφή αυτής 

της µεθόδου είναι ο εµπλουτισµός των µεθυλιωµένων περιοχών για την ανοσοκαθίζηση 

γενωµικού DNA (Methylated DNA Immunoprecipitation, MeDIP), που χρησιµοποιεί 

συγκεκριµένα αντισώµατα (αντί-5mC) για την µεθυλιωµένη κυτοσίνη, όπως φαίνεται στην 

Εικόνα 11 (58). Μια άλλη µορφή εµλουτισµού είναι η καταγραφή µέθυλο-CpG πρωτεϊνικής 

καταγραφής (Methyl CpG binding protein capture, MBDCap). Τα επίπεδα της µεθυλίωσης 

καταγράφονται ως την ένταση της λογαριθµικής αναλογίας (log2) µεταξύ των 

εµπλουτισµένων θέσεων και των θέσεων ελέγχου. Η δεύτερη µέθοδος είναι η δισουλφιδική 

µετατροπή του DNA ολόκληρου του γενώµατος (WGBS), αν και προτιµάται η πιο 

στοχευµένη γενωµική ανάλυση π.χ. στο gDNA (genomic DNA) που αντιστοιχεί σε SNPs.    

Στην δεύτερη µέθοδο η υβριδοποίηση γίνεται σε συγκεκριµένα DNA ολιγοµερή και η 

επέκταση µονών ζευγών (59). Η τρίτη µέθοδος είναι οι βασισµένες σε ένζυµα περιορισµού 

(νεοσχιζοµερή, ισοσχιζοµερή)  και, πιο συγκεκριµένα, τις διαφοροποιηµένες ιδιότητές τους 

κατά την πέψη. Ένα ζεύγος ισοσχιζοµερών αναγνωρίζει την ίδια αλληλουχία και έχει το ίδιο 

σηµείο διάσπασης, όµως εµφανίζει διαφορετική ευαισθησία στην µεθυλίωση DNA. Τα 

ευαίσθητα ως προς την µεθυλίωση (Methylation-sensitive restriction enzymes, MREs) ένζυµα 
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περιορισµού (π.χ. BstUI, HpaII, NotI, SmaI) διασπώνται µόνο στις αλληλουχίες-στόχους που 

δεν είναι µεθυλιωµένες, ενώ το µεθυλιωµένο µέρος της αλληλουχίας δεν αλλάζει. Η πέψη 

MRE χρησιµοποιείται για την εύρεση των επιπέδων µεθυλίωσης σε όλο το γένωµα (60, 61). 

 

Infinium Methylation Arrays.  Στην Εικόνα 12 παρουσιάζεται η συστοιχία Infinium της 

εταιρίας Illumina, Inc. (San Diego, CA, USA), η οποία είναι µια σηµαντική σειρά συστοιχιών 

µικροσφαιριδίων για την ανάλυση της µεθυλίωσης στο γένωµα. Προέρχεται από την 

πλατφόρµα Illumina GoldenGate για SNPs. Ανάλογα µε τον τύπο Infinium περιέχει είτε 

27.000 (27K BeadChip), είτε 485.512 (450K BeadChip), είτε 850.859 (850K EPIC 

BeadChip) θέσεις CpG που αναπαριστούν SNPs, από τις πιθανόν 28 εκατοµµύρια θέσεις 

µεθυλιωµένων CpG στο ανθρώπινο γένωµα (62). Ο τύπος 27Κ έχει ξεπεραστεί πλέον καθώς 

δεν πληροί τις απαιτήσεις για κάποιες γενωµικές αναλύσεις ολόκληρου του γονιδιώµατος. Τα 

Human BeadChips καλύπτουν την πλειονότητα των γονιδιακών υποκινητών, των 

µεταγραφικών παραγόντων και των UTRs, παρόλο που αντιστοιχούν γύρω στο 3% του 

συνόλου των GpGs (63). 
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Εικόνα 11. Μεθυλιωµένο gDNA µε τεχνική MeDIP (Agilent) [https://www.cd-
genomics.com/Microarray-Services.html]. 
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Εικόνα 12. Μεθυλίωση της σειράς Infinium (Illumina) [https://www.cd-genomics.com/Microarray-

Services.html]. 

 

Πιο συγκεκριµένα, όπως φαίνεται στην Εικόνα 12, το γενωµικό DNA που έχει υποστεί 

δισουλφιδική κατεργασία αναµειγνύεται µε τα ολιγονουκλεοτίδια στις µικροσυστοιχίες 

µικροσφαιρίδιων. Κάποια νουκλεοτίδια είναι συµπληρωµατικά στην ουρακίλη, που 
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προέρχεται από µη µεθυλιωµένη κυτοσίνη, και κάποια είναι συµπληρωµατικά στην 

µεθυλιωµένη κυτοσίνη. Μετά την υβριδοποίηση στην µικροσυστοιχία, οι εκκινητές 

επεκτείνονται και περιδένονται στα ολιγονουκλεοτίδια συγκεκριµένων θέσεων CpG, έτσι 

ώστε να δηµιουργήσουν εκµαγείο για την PCR. Οι σηµασµένοι εκκινητές της PCR 

χρησιµοποιούνται για την ανίχνευση των µορίων και την καταγραφή της έντασης από το iS-

can ή το NextSeq 550, σαρωτής µικροσυστοιχιών της Illumina, το επίπεδο µεθυλίωσης 

ποσοτικοποιείται σχετικώς µέσω της αναλογίας µεταξύ δύο τύπων µικροσφαιριδίων για κάθε 

θέση CpG, ενώ υπάρχει και η πιθανότητα οι ανιχνευτές να δώσουν ψευδώς θετικό λόγω της 

δέσµευσης παραπάνω από µια αλληλουχιών στον ίδιο ανιχνευτή. 

 

H σχετική ποσοτικοποίηση της µεθυλίωσης γίνεται µε την εξέταση σε συγκεκριµένα σηµεία 

και η δισουλφιδική µετατροπή του DNA είναι πολύ πιο αξιόπιστη αλλά και φτηνότερη από 

τεχνικές δισουλφιδικής µετατροπής ολόκληρου του γενώµατος (WGBS), αφού αναλύεται 

µόνο ένα µικρό σηµαντικό κοµµάτι του γενώµατος (64). Ακόµα, σε σχέση µε την WGBS, 

µειώνουν την πολυπλοκότητα της ανάλυσης που προκύπτουν από την ανίχνευση των 

πολυµορφισµών. Στα αρνητικά της σειράς Infinium συγκαταλέγεται το ότι δεν διαχωρίζει 

ανάµεσα σε 5mC/5hmC και, µε εξαίρεση το Infinium Mouse Methylation BeadChip, 

ειδικεύεται σε ανθρώπους (65). 

 

Ο σκοπός των πειραµάτων µικροσυστοιχιών ή αλληλουχοποίησης νέας γενιάς είναι η 

ανάλυση των αποτελεσµάτων και η αξιολόγησή τους ως προς τα βιολογικά συµπεράσµατα. 

Το λογισµικό σάρωσης θα δώσει ένα αρχείο µε τα πρωτογενή δεδοµένα, σε µορφή excel 

συνήθως, µε πολλές στήλες δειγµάτων, συµπεριλαµβανοµένου του δείγµατος ελέγχου, 

δηλαδή από τον πίνακα γονιδιακής έκφρασης (γονίδιο/δείγµα) έχουµε λάβει πλέον τον 

λογαριθµισµένο αριθµό ei,j της έντασης φωτεινότητας για κάθε δείγµα σε περίπτωση 

µονοκάναλης πλατφόρµας, ενώ στην περίπτωση δικάναλης πλατφόρµας υπολογίζεται 

κατευθείαν η λογαριθµική ένταση φθορισµού του εξεταζόµενου δείγµατος στο κόκκινο 

κανάλι και η λογαριθµική ένταση φθορισµού του δείγµατος (ελέγχου) στο πράσινο κανάλι 

(Εξίσωση 1). 

ei, j = log2
Ri, j
Gi, j

⎛

⎝⎜
⎞

⎠⎟
 

Εξίσωση 1. Τιµές φωτεινότητας του πίνακα γονιδιακής 
έκφρασης. 
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Η επεξεργασία των δεδοµένων γίνεται µε την χαρτογράφησή τους στο γένωµα, τον έλεγχο 

της ποιότητας τους, την στατιστική ανάλυσή τους και ίσως ένα πείραµα διαφορετικής 

µεθόδου για επιβεβαίωση των αποτελεσµάτων. 

 

2.2. Αλληλουχοποίηση Νέας Γενιάς (Next Generation Sequencing (NGS)) 
Η αλληλουχοποίηση DNA είναι η διαδικασία µε την οποία προσδιορίζεται η ακριβής σειρά 

των νουκλεοτιδίων µέσα στο µόριο του DNA. Καλύπτει οποιαδήποτε µέθοδο ή τεχνολογία 

που χρησιµοποιούνται για να υποδείξουν την σειρά των 4 βάσεων, σε ένα κλώνο του DNA. 

Παρόλο που η δοµή του DNA είχε αναγνωριστεί ως διπλή έλικα το 1953, µόνο το 1970 

κατόρθωσαν να αναλύσουν την αλληλουχία ενός τµήµατος DNA στο εργαστήριο. Η πρώτη 

γενιά αλληλουχοποιητών κυκλοφόρησε στο εµπόριο το 1986 από την εταιρία Applied 

Biosystems (ABI), βασιζόταν στην µέθοδο αλληλουχοποίησης Sanger, που εφηύραν ο 

Frederick Sanger και οι συνεργάτες του το 1977. Περιλαµβάνει δηµιουργία αλληλουχίας µε 

επιλεκτική ενσωµάτωση διδεοξυριβονουκλεοτιδίων τερµατισµού της αλυσίδας, είναι µια 

ολοκληρωτική ανάλυση και πολύ κατάλληλη για µεµονωµένα γονίδια. Ακόµα µπορεί να 

χρησιµοποιηθεί για στόχευση σε λιγότερο από 100 άµπλικονς. 

 

Η δεύτερη γενιά των DNA αλληλουχοποιητών, γνωστοί και ως next-generation sequencers or 

NGS, έκανε δυνατή την καλύτερη µελέτη γενετικών, µεταγραφικών και επιγενετικών δεικτών 

σε επίπεδο γενώµατος. Έτσι έγινε η ανάλυση πολλών οργανισµών, αφού αντίθετα µε την 

πρώτη γενιά µπορεί να επεξεργάζεται ταυτόχρονα εκατοµµύρια θραύσµατα νουκλεϊνικών 

οξέων σε κάθε γύρο ανάλυσης. Η δεύτερη γενιά αλληλουχοποιητών αποτελείται από 

κάποιους πολύ δηµοφιλής αλληλουχοποιητές όπως τις πλατφόρµες της Illumina, π.χ. MiSeq, 

που µπορούν να αναµετρώνται µε αλληλουχοποιητές τρίτης γενιάς και ανήκουν στην 

τεχνολογία NGS. Η πλατφόρµες αυτές αποδίδουν από τα υψηλότερα ποσοστά ορθών βάσεων 

στην αλληλουχία µε βαθµολογία Q30 (1 λάθος στις 1000 βάσεις, ακρίβεια 99,9%) στο δείκτη 

Phred, ελαχιστοποιώντας την ανίχνευση ψευδώς θετικών και ψευδώς αρνητικών. Σε πολλές 

εφαρµογές µεταγραφωµικής προτιµάται η NGS έναντι της γενωµικής ανάλυσης 

µικροσυστοιχιών, η οποία βασίζεται στον υβριδισµό, αφού η NGS είναι ψηφιακή και 

ποσοτικοποιηµένη. 

 

Οι πλατφόρµες της τρίτης γενιάς, µε υψηλότερη απόδοση και µειωµένη τιµή, µπορούν να 

παράγουν µεγαλύτερου µήκους µικροαναγνώσεις (≤ 100 kb) ακόµα και από µονά µόρια DNA 

προερχόµενα από ελάχιστη ποσότητα γενωµικού. Κάποια δηµοφιλή παραδείγµατα είναι η 



54 

πλατφόρµα PacBio Sequel, η πλατφόρµα ONT MinION κ.α. . Το κόστος του προγράµµατος 

ανθρώπινου γονιδιώµατος υπολογίζεται, αν χρησιµοποιηθεί η µέθοδος πρώτης γενιάς 

αλληλουχοποίησης Sanger, στα 2,7 δισεκατοµµύρια δολάρια, ενώ µε την ίδια διαδικασία, αν 

χρησιµοποιηθεί η αλληλουχοποίηση νέας γενιάς, το κόστος µειώνεται στο ενάµιση 

εκατοµµύριο (66). 

 

Με την έλευση των τεχνικών εξαιρετικά υψηλής απόδοσης περνάµε από την αναλογική 

εποχή της αλληλούχισης στην ψηφιακή, ενώ οι µελέτες στις επιστήµες της ζωής προοδεύουν 

ραγδαία µέσω της γενωµικής και της συστηµατικής βιολογίας. Η γενωµική 

επαναλληλούχιση, η γενωµική εκ νέου συναρµολόγηση, η µεταγραφoµική, η επιγενωµική, η 

µεταγενωµική είναι κάποιες από τις τεχνικές που έχουν εφαρµοστεί στην ιατρική, την κλινική 

διάγνωση, την ανάπτυξη νέων φαρµάκων, τις βελτιώσεις στην γεωργία και την 

περιβαλλοντική προστασία. Οι τεχνικές εξαιρετικά υψηλών αποδόσεων µας δίνουν την 

ευκαιρία να κατανοήσουµε ολόκληρο το σύστηµα και όχι µόνο τα επιµέρους κοµµάτια του. Η 

αλληλουχοποίηση νέας γενιάς, βελτίωσε το κόστος ανάλυσης του γονιδιώµατος και 

ελαχιστοποίησε τον χρόνο της ανάλυσης, αφού επέτρεψε την ταυτόχρονη διερεύνηση 

παραπάνω γενωµικών περιοχών και δειγµάτων.  

 

Παράλληλα, προς αυτήν την κατεύθυνση συνεισέφερε και η ανάπτυξη περισσότερο 

εξελιγµένων αλγόριθµων βιοπληροφορικής ανάλυσης των δεδοµένων. Η απουσία 

συγκεκριµένης αναλυτικής µεθοδολογίας, καθιστά µονόδροµο τη χρήση πακέτων 

βιοπληροφορικών αναλύσεων. Έτσι, η αναζήτηση για ακόµη πιο εξειδικευµένο προσωπικό 

σε συνδυασµό µε την ανάγκη για αυξηµένη υπολογιστική ισχύ, καθώς και µεγαλύτερους 

αποθηκευτικούς χώρους, λόγω του τεράστιου όγκου δεδοµένων (big data), που απορρέουν 

από αυτές τις τεχνολογίες, αυξάνει εν µέρη το κόστος χρήσης της νέας τεχνολογίας. 

 

Η τεχνολογία NGS απασχολεί πολλά διαφορετικά πεδία της βιολογίας, από έρευνες 

βακτηρίων και ιών µέχρι την έρευνα σε φυτά και ανθρώπινη αρρώστια. Οπότε χρειάζονται 

µεταξύ των χρηστών των δεδοµένων NGS και αυτούς που σχεδιάζουν και ολοκληρώνουν τις 

διαδικασίες για την προετοιµασία των βιβλιοθηκών αλληλουχοποίησης, έτσι ώστε να 

αποµονωθεί και να ενισχυθεί το σωστό στοιχείο. Εξίσου σηµαντικοί είναι οι µηχανικοί που 

αναπτύσσουν τα διάφορα συστήµατα µικροσυστοιχιών και τα αντίστοιχα µηχανήµατα 

αλληλουχοποίησης ή οι βιοπληροφορικοί επιστήµονες που αναλύουν τα δεδοµένα και τα 

µετατρέπουν σε  χρήσιµες πληροφορίες (67). 
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Για ανακάλυψη των προτύπων γονιδιακής έκφρασης κάνουµε RNA αλληλούχιση, έτσι ώστε 

να διαλευκάνουµε τα µυστήρια των οδών ρύθµισης γονιδίων. Οι κυτταρικές διεργασίες είναι 

πολύπλοκες και οι ρυθµιστές µόνο συµβάλλουν σε αυτήν την πολυπλοκότητα. Η ανάλυση σε 

ένα βιολογικό δίκτυο αφορά διάφορα ρυθµιστικά στοιχεία και τον τρόπο µε τον οποίο αυτά 

λειτουργούν στα κύτταρα. Με τις τεχνολογίες αλληλούχισης εξαιρετικά υψηλών αποδόσεων 

και τις µεθόδους ανάλυσης των βιολογικών δικτύων καθίσταται δυνατή η χαρτογράφηση 

κάθε γονιδίου σε σχέση µε τον φαινότυπο του κάθε οργανισµού. Τα γενωµικά δεδοµένα είναι 

όλο και πιο συχνά διαθέσιµα σε δηµόσιες βάσεις δεδοµένων. Πολλοί ερευνητές και 

ερευνητικά κέντρα γενωµικής, όπως το National Human Genome Research Institute 

(NHGRI), θεωρούν τις τεχνικές διαλογής εξαιρετικά υψηλής απόδοσης πολύ σηµαντικές για 

το µέλλον της βιολογίας και έχουν σηµαντική συνεισφορά και σε παράλληλες άλλες ωµικές 

αναλύσεις, για παράδειγµα την RNA αλληλούχιση (9). 

 

Κάποιες τεχνολογίες που χρησιµοποιούνται στις τεχνικές εξαιρετικά υψηλών αποδόσεων: 

Υπάρχουν αρκετές µεγάλες εταιρίες που κατασκευάζουν αλληλουχοποιητές υψηλής 

απόδοσης: η τεχνολογία αλληλούχισης µε σύνθεση (Sequencing By Synthesis, SBS) από την 

Illumina (San Diego, CA, USA), η τεχνολογία Ion Torrent από την Life Technologies, που 

είναι πλέον παρακλάδι της εταιρίας Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, MA, USA), και 

η τεχνολογία Single molecule real time (SMRT) από την Pacific Biosciences (Menlo Park, 

CA, USA). Κάποιες από τις εταιρίες που δραστηριοποιούνται στην αλληλουχοποίηση νέας 

γενιάς DNA και RNA είναι η Illumina (NovaSeq, NextSeq), η Thermo Fisher Scientific (Ion 

Torrent: Ion GeneStudio S5, Ion Torrent Genexus, SOLiD), η Complete Genomics (DNA 

nanoball sequencing, DNB) και η Oxford Nanopore Technologies (MinION, GridION, 

PromethION). Αυτές οι εξελίξεις έγιναν δυνατές λόγω της καλύτερης κατανόησης της 

χηµείας του DNA, και της υψηλής ευαισθησίας των καινοτόµων τεχνικών διαλογής 

εξαιρετικά υψηλής απόδοσης. Η ανάπτυξη υπολογιστικών µεθόδων και εργαλείων είναι 

απαραίτητη για την απόκτηση, αποθήκευση και ανάλυση δεδοµένων µαζικής παραγωγής 

αλληλουχοποίησης DNA. Ο τοµέας των τεχνολογιών αλληλουχοποίησης νέας γενιάς NGS 

µπορεί να έχει σηµαντικές εφαρµογές όχι µόνο στην ζωή των ανθρώπων αλλά και σηµαντικές 

βελτιώσεις στον τοµέα της γεωργίας, της ζωολογίας και της προστασίας του περιβάλλοντος. 

 

Κάθε τεχνολογία έχει τα πλεονεκτήµατα της και τους περιορισµούς της, µερικά από τα οποία 

αναφέρονται στο επόµενο πίνακα (Πίνακας 5), έχοντας υπόψη µας βέβαια ότι η απόδοση 

εξαρτάται από την ποιότητα του δείγµατος και από το µέγεθος του. Η απόφαση για το ποια 
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πλατφόρµα θα προτιµήσει να αγοράσει ένα εργαστήριο ή ποια πλατφόρµα θα χρησιµοποιήσει 

ένας ερευνητής που έχει πρόσβαση σε πάνω από ένα αλληλουχοποιητή θα εξαρτηθεί από την 

απαιτούµενη εφαρµογή. Επειδή η βιοτεχνολογία είναι ένας τοµέας που εξελίσσεται διαρκώς, 

βγαίνουν συχνά στην αγορά βελτιωµένες πλατφόρµες από την κάθε εταιρία. Εκτός αυτού 

γίνονται συνεργασίες µεταξύ µεγάλων εταιριών και το αποτέλεσµα είναι νέες τεχνικές που 

αναπτύσσουν από κοινού και που, φυσικά, έχουν πλεονεκτήµατα πάνω από µίας τεχνολογίας. 

Ένα τέτοιο παράδειγµα είναι η συνεργασία της Illumina µε την Roche Clinical, η οποία 

υπόγραψε το 2020 ένα δεκαπενταετές συµβόλαιο µε σκοπό την µικρότερη αναµονή για τα 

διαγνωστικά (in vitro diagnostic, IVD) τέστ, που είναι βασισµένα στην NGS των 

διαγνωστικών αλληλουχοποιητών της Illumina (Dx). 

 

Είναι ενδιαφέρον ότι αυτή η ανακοίνωση έγινε µετά την αποτυχία εξαγοράς της εταιρίας Pa-

cific Biosciences, ενός άλλου γίγαντα στις πλατφόρµες αλληλουχοποίησης, από την Illumina, 

επειδή θα είχαν µονοπώλιο στην αγορά (94%). Πολλά κράτη ακόµα κάνουν συνεργασίες για 

γενωµικό έλεγχο στους πολίτες. Συγκεκριµένα, η Αγγλία και το κρατικό σύστηµα υγείας της 

(National Health Service, NHS) στοχεύει µέσω συνεργασίας της Illumina µε την Genomics 

England, να έχει αλληλουχίσει, µε πλατφόρµες αλληλουχοποίησης της Illumina, ανάµεσα σε 

300.000 µε 500.000 ασθενείς από το 2020 µέχρι το 2025 (68). 

 

Η χρήση τεχνικών µαζικής παραγωγής δεδοµένων έχει φέρει πολλές αλλαγές στην έρευνα 

από την ανθρώπινη βιολογία στην µικροβιολογία. Αυτές οι τεχνικές αναπτύχθηκαν για την 

ανακατασκευή µεγάλων γενωµάτων των πιο πολύπλοκων οργανισµών, όπως του 

ανθρώπινου, αλλά λόγω της αποτελεσµατικότητάς τους χρησιµοποιούνται παντού. Η βασική 

εφαρµογή τους είναι η αλληλούχιση των βιολογικών δεδοµένων ενός οργανισµού, για 

παράδειγµα στη µοριακή κλωνοποίηση, στη γονιδιακή συγκριτική αναγνώριση και στην 

εξελικτική επιστήµη. Κάποιες άλλες εφαρµογές είναι η αλληλούχιση εξόµατος, δηλαδή η 

στοχευµένη αλληλούχιση των εξονίων ενός οργανισµού, η ανάλυση των διασυνδέσεων της 

χρωµατίνης και του προτύπου των ριβοσωµάτων. Παράλληλα, τα τελευταία χρόνια έχουν 

ενσωµατωθεί πολλές νέες τεχνολογίες στην λειτουργία του NGS. Η τεχνολογική πρόοδος και 

η αυξηµένη αυτοµατοποίηση στις τεχνικές διαλογής εξαιρετικά υψηλής απόδοσης µείωσαν 

το κόστος και την έκαναν εύκολα προσβάσιµη από όλους τους επιστήµονες (69). Συνεπώς, τα 

πειράµατα γίνονται όλο και περισσότερο ακόµα και σε µικρά εργαστήρια και περισσότεροι 

ερευνητές έχουν πρόσβαση σε αυτά.  
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2.2.1. Ιστορική Αναδροµή και Αρχή Λειτουργίας της Τεχνικής NGS 

Αλληλουχοποίηση πρώτης γενιάς.  Η πρώτη γενιά των τεχνικών αλληλουχοποίησης DNA 

περιλάµβανε την µέθοδο χηµικής αλληλούχισης που δηµιουργήθηκε από τον Allan Maxam 

και τον Walter Gilbert το 1973 και την µέθοδο τερµατισµού αλυσίδας που δηµιουργήθηκε 

από τον Frederick Sanger το 1977. Αυτή η µέθοδος ονοµάζεται κοινώς Sanger και είναι η 

βάση για την πρώτη ηµιαυτόµατη µηχανή αλληλουχοποίησης του DNA, και το 1978 

αυτοµατοποιήθηκε πλήρως από την εταιρία Applied Biosystems (ΑΒΙ, που πλέον ανήκει 

στην Thermo Fisher). Στη συνέχεια, κατασκευάστηκαν βελτιωµένα µοντέλα, τα οποία 

χρησιµοποιήθηκαν στην αλληλούχιση του πρώτου βακτηριακού γενώµατος το 1995, του 

πρώτου ευκαρυωτικού γενώµατος το 1996 και της πρώτης δοκιµαστικής αλληλουχοποίησης 

του ανθρώπινου γονιδιώµατος το 2001. Το 1996 εφευρέθηκε η µέθοδος πυροαλληλούχισης 

DNA, από τους Pål Nyrén και Mostafa Ronaghi. Ενώ το 2000 εφευρέθηκε η µαζικά 

παράλληλη αλληλουχοποίηση (massively parallel signature sequencing, MPSS) της Lynx 

Therapeutics, αλλά απέτυχαν να τις κυκλοφορήσουν στην αγορά.  

 

Αλληλουχοποίηση Δεύτερης Γενιάς.  Η δεύτερη γενιά των DNA αλληλουχοποιητών, ανήκουν 

στην κατηγορία των next-generation sequencers (NGS), έκανε δυνατή την καλύτερη µελέτη 

γενετικών, µεταγραφικών και επιγενετικών δεικτών σε επίπεδο γενώµατος Η δεύτερη γενιά 

αλληλουχοποιητών DNA παράγει µαζικά βιολογικά δεδοµένα. Το πρώτο συστήµατα 

αλληλουχοποίησης νέας γενιάς, το µηχάνηµα GS, βασισµένο στην πυροαλληλούχιση 

κυκλοφόρησε στο εµπόριο το 2005 από την εταιρία 454 Life Sciences µε το όνοµα όργανο 

GS και η εταιρία εξαγοράστηκε από την ελβετική Roche Diagnostics δύο χρόνια αργότερα. 

Σε σχέση µε τους άλλους προχωρηµένους αλληλουχοποιητές, που βασίζονται στην µέθοδο 

Sanger, η µηχανή της εταιρίας Lifesciences είχε ρίξει το κόστος στο ένα έκτο. Αργότερα 

όµως η τεχνολογία ξεπεράστηκε και η παραγωγή του σταµάτησε το 2015. Το 2006 

κυκλοφόρησε στο εµπόριο η πλατφόρµα SOLiD (Sequencing by Oligo Ligation Detection) 

της ABI, που βασίζεται στην µέθοδο αλληλουχοποίησης ανίχνευσης ολιγονουκλοτιδίων 

λιγκασών. Στο αρχικό µοντέλο της SOLiD το µέγεθος των µικροαναγνώσεων ήταν 35 bp, 

ενώ ήταν βασισµένη σε τεχνική αλληλούχισης δύο βάσεων µε µε βαθµολογία Q30. Ένα 

επόµενο µοντέλο της SOLiD παρήγαγε 85 bp µικροαναγνώσεις µε µεγαλύτερη ακρίβεια και 

υψηλότερης απόδοσης δεδοµένα. Το 2007 µια γρήγορα αναπτυσσόµενη εταιρία γενωµικής, η 

Illumina, αγόρασε την εταιρία Solexa έναντι $650 εκατοµµυρίων δολαρίων. Το ενδιαφέρον 

για τον πρότυπο αλληλουχοποιητή της Solexa ήταν ο λόγος για την εξαγορά, που είχε 

πρόσφατα εγκατασταθεί στα δύο µεγάλα κέντρα γενωµικής έρευνας, το Wellcome Trust 
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Sanger Institute στην Αγγλία και το Broad Institute στην Β. Αµερική. Αυτή η κίνηση τους 

έφερε ένα βήµα µπροστά από τους αντιπάλους τους, την εταιρία Affymetrix και την Life 

Technologies, οι οποίες πλέον ανήκουν στην Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, MA, 

USA) (70). 

 

Το 2010 η Illumina κυκλοφόρησε στην αγορά την πλατφόρµα αλληλουχοποίησης HiSeq 

2000, που βασίζεται στην µέθοδο σύνθεσης. Τότε άρχισε η αλληλουχοποίηση ανθρώπινου 

γενώµατος από διάφορους πληθυσµούς, έναντι εκατοµµυρίων δολαρίων για το κάθε άτοµο, 

σε πανεπιστήµια, ιδιωτικές εταιρίες και ινστιτούτα. Ο αλληλουχοποιητής HiSeq 2000 

αποδίδει 600Gb ανά γύρο όταν είναι σε υψηλή απόδοση. Η εταιρία Illumina ισχυρίστηκε ότι 

στο µηχάνηµα HiSeq 2000 ήταν φτηνότερη η αλληλούχιση σε σύγκριση µε την πλατφόρµες 

454 και την SOLiD. Το 2011 η Illumina κυκλοφόρησε στην αγορά την πλατφόρµα 

αλληλουχοποίησης MiSeq, επίσης βασισµένη στην αλληλουχοποίηση µε σύνθεση, όµως είναι 

µηχάνηµα µικρότερης κλίµακας. Το σύστηµα MiSeq χρειάζεται µόνο µια ηµέρα για να 

ολοκληρώσει την ανάλυση και αποδίδει µέχρι 15 Gb δεδοµένων αλληλούχισης ανά γύρο 

ανάλυσης. Η πλατφόρµα MiSeq µε αλληλούχιση προς την µία και µετά προς την αντίθετη 

κατεύθυνσή της (paired-end) µπορεί να παράξει το πολύ 250 bp µικροαναγνώσεις. Η επόµενη 

πλατφόρµα, η HiSeq 2500 µπορεί να αποδώσει 1 TB. Παρόλο που η σειρά HiSeq 

θεωρούνταν η καλύτερη τεχνική αλληλούχισης εξαιρετικά υψηλής απόδοσης το µήκος των 

µικροαναγνώσεων που αποδίδει ήταν το πολύ 250 bp, ενώ η πλατφόρµα HiSeq έχει 

ξεπεραστεί πλέον. Η απαιτούµενη PCR πριν την αλληλούχιση προκαλεί συχνά στατιστικά 

σφάλµατα προκατάληψης (70).  

 

Η πλατφόρµα Ion Torrent δηµιουργήθηκε από την εταιρία PostLight Sequencing Technology 

το 2010 και µετά εξαγοράστηκε και διατέθηκε στην αγορά από την εταιρία Life Technologies 

Corp (η οποία αργότερα εξαγοράστηκε από την Thermo Fisher Scientific Inc.). Η τεχνολογία 

αλληλουχοποίησης Ion Torrent ουσιαστικά ελέγχει τα επίπεδα ιόντων υδρογόνου που 

εκλύονται σαν υποπροϊόντα κατά την ενσωµάτωση νουκλεοτιδίων (71). Οι αλληλουχίες µε 

οµοιοπολυµερικές βάσεις είναι ένα µεγάλο µειονέκτηµα της αλληλουχοποίησης Ion Torrent, 

αφού προκαλούνται αποκλίσεις ενθέσεων ή διαγραφών, και σε κάποιες περιπτώσεις, µπορεί 

να συµβεί αντικατάσταση βάσεων. Με την πλατφόρµα Proton, τα υψηλής πυκνότητας 

πηγαδάκια των Ion τσίπ µπορούν να παράγουν µέχρι 10 Gb σε κάθε ανάλυση. Με 200bp 

µικροανάγνωση, η πλατφόρµα Ion Proton µπορεί να εφαρµοστεί σε RNA-Seq και σε 

ταυτόχρονη αλληλουχοποίηση των άµπλικονς προς δύο αντίθετες κατευθύνσεις. Η δεύτερη 
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γενιά αλληλουχοποίησης έχει το µειονέκτηµα ότι παράγει µικρού µήκους µικροαναγνώσεις 

και αυξηµένο ποσοστό σφαλµάτων προκατάληψης (70). 

 

Αλληλουχοποίηση Τρίτης Γενιάς. Τα κεντρικά χαρακτηριστικά της η τρίτης γενιάς 

αλληλουχοποίησης συµπεριλαµβάνουν τεχνικές που δεν χρειάζονται ενίσχυση και η 

ανίχνευση σηµάτων γίνεται σε πραγµατικό χρόνο κατά την διάρκεια της διαδικασίας 

αλληλούχισης (72, 73). Η εταιρεία Pacific BioSciences κατασκεύασε την πλατφόρµα 

αλληλουχοποίησης τρίτης γενιάς Single Molecule Real Time (SMRT) PacBio RS. Σε αυτή 

την τεχνολογία, κατά την διάρκεια ενζυµατικών αντιδράσεων της ενσωµάτωσης 

νουκλεοτιδίων στον συµπληρωµατικό κλώνο, η φθορίζουσα χρωστική του νουκλεοτιδίου που 

ενσωµατώνεται, διαχωρίζεται και ανιχνεύεται αµέσως το σήµα (74). Υπερτερεί στο ότι δεν 

χρειάζεται ενίσχυση, συνεπώς µειώνεται το περιθώριο σφαλµάτων και ελαττώνεται ο 

απαιτούµενος χρόνος για την ανάλυση. Η πλατφόρµα PacBio RS είναι χαµηλής απόδοσης 

αλλά έχει µεγαλύτερου µήκους µικροαναγνώσεις (µε µέση τιµή µικροαναγνώσεων µερικά 

kb) και χαµηλότερο βαθµό σφαλµάτων, αφού πρόκειται για τυχαία σφάλµατα και όχι 

στατιστικές προκαταλήψεις (75, 76). Αυτή και η επόµενη εκδοχή αυτής της πλατφόρµας, η 

RSII, είναι πλέον ξεπερασµένες και η PacBio θα σταµατήσει να τις υποστηρίζει µέχρι το 

τέλος του 2021. Οι µεγαλύτερες αλληλουχίες  που αναπτύσσονται από τις διατασσόµενες 

µικροαναγνώσεις, λέγονται συνεχόµενες αλληλουχίες ή contigs. Το ποσοστό σφάλµατος των 

µικροαναγνώσεων της αλληλούχισης µονού περάσµατος (single pass) είναι µικρό, ενώ τα 

contigs έχουν υψηλή ακρίβεια (99.999%), δηλαδή δείκτη Phred Q50, όταν επιλέγεται η 

κυκλικά συναινετική αλληλούχιση (Circular Consesnus Sequencing, CCS), αφού το καλούπι 

των µορίων DNA αλληλουχοποιείται πολλές φορές όταν ενεργοποιείται αυτή και τα 

σφάλµατα ελαχιστοποιούνται (77, 78). Οι περισσότερες αλληλουχοποιηµένες 

µικροαναγνώσεις δεν έχουν καµία αστοχία ή ένθεση-διαγραφή επειδή έχουν µεγάλο µήκος τα 

contig, οπότε η πλατφόρµα έχει λιγότερες ασυνέχειες κατά την διεργασία συναρµολόγησης 

του γενώµατος. Έτσι, είναι κατάλληλη και για την εκ νέου αλληλούχιση γενώµατος (70, 79). 

 

Μια άλλη πλατφόρµα τρίτης γενιάς, η Oxford Nanopore MinION, κάνει αλληλουχοποίηση µε 

την βοήθεια των nanopores µιας συγκεκριµένης πρωτεΐνης, της alpha hemolysin (80). Είναι 

µία συσκευή στο µέγεθος ενός κινητού τηλεφώνου και σχετικά φτηνή. Η αλληλούχιση 

νανοπόρων έχει και το πλεονέκτηµα ότι θέλει µειωµένο χρόνο για την προετοιµασία των 

δειγµάτων. Το µονόκλωνο DNA δεν εξετάζεται κατά την σύνθεση ή τον πολυµερισµό, αλλά 

κατά τον αποπολυµερισµό, οπού χρειάζεται µόνο η εξωνουκλεάση. Άρα δεν γίνεται 
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επαύξηση PCR, αλλά ούτε φθορίζουσα σήµανση, αφού η ανίχνευση γίνεται σύµφωνα µε την 

αλλαγή τάσης στην νανοπορώδη επιφάνεια (nanopore), από δεοξυριβονουκλεοσίδια 

µονοφωσφατάσης διαφορετικών µεγεθών που ελευθερώνονται κατά τον αποπολυµερισµό του 

µορίου DNA (70). 

Πίνακας 5. Σύγκριση Μεταξύ Κατασκευαστών Αλληλουχοποιητών (9, 81, 82). 

Κατασκευαστή
ς 

Πλατφόρµ
α 

Απόδοσ
η Μέγιστο read Πλεονεκτήµατα Περιορισµοί 

Illumina 

HiSeq 2500 1 TB 250bp (SE), 250bp 
x2 (PE) 

Υψηλής απόδοσης. 
Γνωστές 

µεθοδολογίες.Ακρίβει
ας πάνω από 99,9%. Η 

πιο δηµοφιλής. 

Μικρότερο µήκος 
µικροαναγνώσεω

ν. 

MiSeq 15GB 300bp (SE) 

NextSeq 
550 120GB 150bp (SE), 150bp 

x2 (PE) 
NovaSeq 

6000 3000GB 250bp (SE), 250bp 
x2 (PE) 

NextSeq 
1000/2000 330GB 150bp (SE), 150bp 

x2 (PE) 

Thermo Fisher 
(IonTorrent) 

PGM 2GB 400bp 
Λιγότερο ακριβή 
τεχνολογία. Πιο 

γρήγορο τρέξιµο και 
καλύτερη κάλυψη. 

Σφάλµατα που 
σχετίζονται µε 
οµοιοπολυµερή. 
Μικρό µήκος 

µικροαναγνώσεω
ν. 

Proton 10GB 200bp 

S5 15GB 200bp 

Pacific 
Biosciences 

RS 1GB 40kbp Μεγάλου µήκους 
µικροαναγνώσεις. 

Χωρίς σφάλµατα λόγω 
PCR.Απευθείας 
ανίχνευση 

µεθυλιώµατος. 
Ακρίβεια µε την CLR 
87-92%, ενώ µε την 
CCS πάνω από 99%. 

Η τιµή µε τις 
παλιότερες 

πλατφόρµες ήταν 
ακριβή, αλλά το 
κόστος έπεσε 

δραµατικά µε τις νέες 
πλατφόρµες (π.χ. 

SequellII έχει κόστος 
13-26 $/GB). 

Χαµηλότερης 
απόδοσης. 

RSII 1GB >60 kbp 

Sequel 20GB >100 kbp 

SequelI 7,6GB >200 kbp CLR 

  >20 kbp CCS 

SequelIIe 200GB 175kbp CLR 

 30GB 25kbp CCS 

Oxford 
Nanopore 

Technologies 

MiniION/ 
GridION 

30GB >1000kbp Long 

Χωρίς σφάλµατα λόγω 
PCR. Μεγάλου 

µήκους 
µικροαναγνώσεις. 

Φτηνό.Μικρό µέγεθος 
πλατφόρµας 

MiniION.Απευθείας 
ανίχνευση 

µεθυλιώµατος. 
Ακρίβεια 87-98% 

H GridION είναι 
x5 φορές πιο 
αποδοτική αλλά 
και πολύ πιο 
ακριβή από την 

MiniION. 
Απαιτητική 
υπολογιστική 
επεξεργασία των 
αποτελεσµάτων. 2,5GB >1500kbp Ultra-

long 
PromethIO

N 180GB >1000kbp Long 
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Η κάλυψη της αλληλούχισης (depth of coverage) που αναφέρεται στον παραπάνω πίνακα,  

µας δίνει µια ένδειξη για το κόστος και την απόδοσης του πειράµατος, και υπολογίζεται από 

την Εξίσωση 2, όπου η τιµή O είναι η µη συναρµολογηµένη απόδοση της 

αλληλουχοποίησης, δηλαδή ο αριθµός των µικροαναγνώσεων (R) επί το µέσο µήκος κάθε 

µικροανάγνωσης (L), και η τιµή I είναι το εκτιµώµενο µήκος του εξεταζόµενου DNA ή το 

σύνολο του µήκους των contigs. 

DepthofCoverage = O
I
= R*L

I  

Εξίσωση 2. Βάθος κάλυψης 
(9). 

 

Με αυτήν την εξίσωση και την τιµή Ι µπορούµε να εξετάσουµε πώς θα καταφέρουµε το 

επιθυµητό βάθος κάλυψης, που µπορεί να είναι και 1000× βάθος για σωµατικές µεταλλάξεις. 

Είναι σύνηθες, στις αναλύσεις που έχω περιορισµένο ποσοστό βιολογικής πληροφορίας π.χ. 

στην ανάλυση miRNA, να συµπεριληφθούν δείγµατα από περισσότερες πηγές ή πειράµατα, 

τα οποία αναµειγνύονται και διαβάζονται ταυτόχρονα (multiplexing) σε έναν κύκλο 

αλληλουχοποίησης. Αυτή η πολυπλεξία επιτυγχάνεται κατά την προετοιµασία της 

βιβλιοθήκης µε την πρόσθεση µοναδικών σύνθετων µικρών αλληλουχιών, ή αλλιώς barcodes, 

σε κάθε δείγµα. Αυτό ονοµάζεται διαδικασία ευρετηρίου (indexing) και αποτελεί ένα 

σηµαντικό εργαλείο του βιοπληροφορικού για την αναγνώριση, δηλαδή την αποπολυπλεξία 

(demultiplexing), και την οµαδοποίηση των δειγµάτων µε υπολογιστικές µεθόδους κατά την 

µετανάλυση (9). Εκτός από τα 6 µε 8 από τα νουκλεοτίδια που µας επιτρέπουν να 

διαχωρίσουµε τα δείγµατα και να τα οµαδοποιήσουµε κατάλληλα, το barcode 

χρησιµοποιείται στην βιοπληροφορική ανάλυση, δηλαδή για την ποσοτικοποίηση, για τα 

επίπεδα της ενζυµικής ενίσχυσης και για την πρόσδεση της βιβλιοθήκης στην επιφάνεια του 

flow cell, όπου θα πραγµατοποιηθεί ο προσδιορισµός της τοποθέτησης των βάσεων. 

 

Οι τεχνολογίες NGS έχουν το χαρακτηριστικό ότι πριν µπορέσει να αρχίσει η αλληλούχιση 

είναι απαραίτητη η κατασκευή βιβλιοθηκών. Ο σκοπός αυτού του βήµατος είναι η 

ενσωµάτωση συνθετικών ολιγονουκλεοτιδικών προσαρµογέων στα άκρα των µορίων 

DNA/RNA. Για τις πλατφόρµες Illumina και Ion Torrent, αυτοί οι προσαρµογείς 

χρησιµοποιούνται για την κλωνική επαύξηση των ενθέσεων στην βιβλιοθήκη, έτσι ώστε να 

ενισχύσουν το ανιχνευόµενο σήµα κατά την αλληλούχιση. Γι’ αυτό χρησιµοποιούνται 

βελτιωµένες τεχνικές PCR, οι οποίες είναι ακόµα πιο σηµαντικές στην αλληλούχιση του 

γενετικού υλικού µε NGS τεχνικές, που θα δούµε στην επόµενη ενότητα, ένα τέτοιο 
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παράδειγµα είναι η γέφυρα-PCR (bridge-PCR) που οδηγεί σε σύνθεση οµαδοποιηµένων 

αντιγράφων. Βέβαια δεν χρησιµοποιείται παντού η PCR, ένα τέτοιο παράδειγµα είναι η 

πλατφόρµα NGS της εταιρίας Oxford Nanopore Technologies (ONT). Ακόµα, η πλατφόρµα 

PacBio έχει αρκετά υψηλή ευαισθησία για να µην χρειάζεται PCR. Οι προσαρµογείς είναι 

πολύ σηµαντικοί για την εκκίνηση της αλληλουχοποίησης σε όλες τις πλατφόρµες. 

 

Illumina SBS. Η τεχνολογία της βασίζεται στη µέθοδο µαζικής παράλληλης αλληλούχισης 

µέσω σύνθεσης (massive parallel sequencing by synthesis ή SBS), που χρησιµοποιεί την 

χηµεία για αντιστρεπτό τερµατισµό της αντιγραφής (Cyclic Reversible Termination, CRT) 

για να ταυτοποιήσει την αλληλουχία του µορίου DNA. Ξεχωρίζει λόγω της πληθώρας των 

παραγόµενων δεδοµένων της παγκοσµίως αλλά και λόγω των πωλήσεων της εταιρίας σε 

µεγάλα κέντρα γενωµικής και ιδιωτικά εργαστήρια. Η αντιδράσεις αλληλούχισης στα 

µηχανήµατα της Illumina πραγµατοποιούνται σε µια µοναδικής χρήσης επιφάνεια πυριτίου 

(flow cell), στο οποίο συνήθως διαχωρίζουµε το κάθε δείγµα στην 1 από τις 8 διαδροµές 

(lanes). Αυτό εξαρτάται από το πείραµά µας αφού µπορούµε παράλληλα να κάνουµε πολλά 

πειράµατα µε ένα flow cell, ακόµα και στην ίδια διαδροµή, µέσω της διαδικασίας ευρετηρίου 

(indexing). Ανάλογα µε την πλατφόρµα µπορεί να έχω πάνω από ένα index κάθε δείγµα της 

πλατφόρµας Illumina µπορεί να αποτελείται από το index1 και το index2. Προσδεδεµένα 

στην µοναδικής χρήσης επιφάνεια πυριτίου είναι ειδικά ολιγονουκλεοτίδια  που είναι 

συµπληρωµατικά στους προσαρµογείς που χρησιµοποιούνται για την προετοιµασία των 

βιβλιοθηκών και χρησιµοποιούνται για την καταγραφή των µονόκλωνων θραυσµάτων DNA. 

Χρησιµοποιώντας αυτές της συµπληρωµατικές αλληλουχίες προσαρµογέα, αυτά τα 

θραύσµατα είναι συστάδες κλώνων DNA από επαύξυση µέσω της bridge-PCR. Μέσα από 

αυτή την διεργασία, το επεκταµένο DNA δηµιουργεί µια γέφυρα µε τον συµπληρωµατικό 

ακίνητο προσαρµογέα ο οποίος τώρα λειτουργεί ως εκκινητής για τον επόµενο κύκλο της 

σύνθεσης. Στο τελευταίο βήµα της διεργασίας κλωνικής επαύξησης, ο ένας κλώνος του DNA 

αποµακρύνεται από το κάθε καλούπι µέσω της περιοριστικής περιοχής στον προσδεδεµένο 

στην επιφάνεια πυριτίου προσαρµογέα. Το τελικό αποτέλεσµα είναι µια συλλογή 

µονόκλωνων πολυµερισµένων αποικιών (polymerase+colony=polonies), δηλαδή συστάδες 

ακινητοποιηµένων επαυξηµένων µορίων DNA, που χρησιµοποιούνται σαν εκµαγείο για τη 

σύνθεση συµπληρωµατικών αλληλουχιών, που επεκτείνονται µέσω ενζυµικής προσθήκης 

µονονουκλεοτιδίων, τα οποία φέρουν διαφορετικές φθορίζουσες ουσίες. 
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Σύµφωνα µε αυτές, οι πλατφόρµες της Illumina χωρίζονται σε τρεις κατηγορίες, δηλαδή τις 

τετρακάναλες (τέσσερις χρωστικές), τις δικάναλες (δύο χρωστικές) και τις µονοκάναλες (µία 

χρωστική), που µε την σειρά που αναφέρθηκαν είναι από την πιο παλιά στην πιο καινούργια 

τεχνολογία. Οι τετρακάναλες, π.χ. η πλατφόρµα MiSeq, είναι πολύ χρονοβόρες αφού πρέπει 

να οπτικοποιηθούν τέσσερις εικόνες της αλληλουχίας, µια για κάθε χρώµα. Οι δικάναλες, π.χ. 

οι πλατφόρµες MiniSeq, NextSeq 550, NovaSeq 6000, φέρουν δύο διαφορετικές φθορίζουσες 

ουσίες και αναλύονται στον µισό χρόνο. Άρα έχουµε τέσσερις βάσεις και δύο χρωστικές, 

οπότε οι αντιστοιχίες γίνονται π.χ. πράσινο στις θυµίνες, κόκκινο στις κυτοσίνες, κίτρινο (το 

µείγµα του κόκκινου-πράσινου) στις αδενίνες και η απουσία φθορισµού στις γουανίνες. Σε 

αυτές τις δύο τεχνικές, η λήψη του εκπεµπόµενου σήµατος από το flow cell στην κάµερα 

γίνεται σε πραγµατικό χρόνο. Έχουµε τέσσερις ή δύο, αντίστοιχα, πρωτογενής εικόνες, οι 

οποίες αναλύονται ως προς την ένταση του σήµατος και αµέσως µετά την κανονικοποίηση 

σβήνονται λόγω του µεγάλου µεγέθους τους. Η καινούργια τεχνική είναι η σύµπτυξη της 

τεχνολογίας SBS µε ολοκληρωµένα ψηφιακά κυκλώµατα (CMOS) και νανοπηγαδάκια στην 

πλατφόρµα iSeq 100, η οποία γίνεται µε µία χρωστική. Η διαφορά είναι ότι λαµβάνουµε τις 

δύο εικόνες και την ένταση του σήµατος σε διαφορετικό χρόνο, δηλαδή µετά από 

διαφορετικό σηµείο χηµικής ανάλυσης. Ακόµα, µπορεί ο ερευνητής να επιλέξει αν η ανάλυση 

θα είναι προς µια κατεύθυνση (Single End, SE) ή µόλις τελειώσει αυτή θα γίνει ανάλυση και 

προς την αντίθετη κατεύθυνση (Paired End, PE). Όταν το θραύσµα είναι µεγαλύτερο από την 

µικροανάγνωση, η PE µπορεί να µας δώσει παραπάνω βιολογικές πληροφορίες, δηλαδή 

ξέρουµε ότι αυτό προήλθε από ένα µόνο µόριο. Ακόµα, µε χρήση αλγορίθµων γίνεται η 

ευθυγράµµιση των εµπρόσθιων και των ανάστροφων αλληλουχιών. Όταν κάνεις PE 

λαµβάνεις δύο αρχεία (fastq, που είναι πολύ µεγάλα και συµπιέζονται σε fastq.gz) για κάθε 

δείγµα, αυτό προς την µια και αυτό προς την άλλη κατεύθυνση. 

 

Ion Torrent Semiconductor Sequencing. Η τεχνολογία της πλατφόρµας IonTorrent από την 

τεχνολογία Life Technologies έχει πολλές οµοιότητες µε την πλέον ξεπερασµένη πλατφόρµα 

454 pyrosequencing, επειδή χρησιµοποιεί emPCR (emulsion-PCR, emPCR) για επαύξηση 

του δείγµατος και επειδή σε κάθε κύκλο αλληλούχισης αναγνωρίζεται µόνο ένας τύπος 

νουκλεοτιδίου. Στην τεχνική emPCR,  κλωνοποιούνται οι αλληλουχίες DNA στην επιφάνεια 

του σφαιριδίου µέσα σε µικρές υδάτινες φούσκες, που τοποθετούνται σε έλαιο-διάλυµα.  Η 

τεχνολογία βασίζεται στην χρήση ηµιαγωγών, δηλαδή ολοκληρωµένων ψηφιακών 

συστηµάτων (complementary metal-oxide semiconductor, CMOS). Είναι η ίδια τεχνολογία 

µε τα τσίπ των υπολογιστών. Η τεχνολογία αλληλουχοποίησης IonTorrent είναι η πρώτη 
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εµπορική πλατφόρµα, η οποία δεν χρησιµοποιεί φως ως το σήµα εξόδου, αλλά ανιχνεύει τα 

ιόντα του πρωτονίου που απελευθερώνονται µε την πρόσδεση κάθε νουκλεοτιδίου και µπορεί 

να αποδίδει µικροαναγνώσεις µεγέθους 400 βάσεων µε το ιοντικό τσίπ, που αναγνωρίζει τις 

αλλαγές στο pH όταν απελευθερώνονται ιόντα υδρονίου (hydronium, H3O+) ως 

παραπροϊόντα από την πρόσδεση νουκλεοτιδίων στην αλληλουχία του εκµαγείου. Η ένταση 

του σήµατος είναι άµεσα εξαρτώµενη από των αριθµό των bp που ενσωµατώνονται σε κάθε 

κύκλο αληλούχισης. Η αντίδραση γίνεται µέσα στα µικροπηγαδάκια του Ion τσίπ, το οποίο 

είναι ένα ειδικό ηµιαγώγιµο τσίπ πυριτίου σχεδιασµένο συγκεκριµένα για να ανιχνεύσει τις 

αλλαγές στο pH χρησιµοποιώντας αισθητήρες ιόντων υδρογόνου στη βάση των 

µικροπηγαδιών. Με τον δίαυλο ιόντων αποµακρύνεται η ανάγκη για φωτεινή πηγή, σάρωση 

και απόκτηση της εικόνας, που είναι συνήθως απαραίτητα για την ανίχνευση σηµάτων στην 

αλληλουχοποίηση, οπότε είναι πολύ πιο γρήγορη η διαδικασία της αλληλούχισης. Στις 

αντιδράσεις αλληλούχισης της τεχνικής Ion Torrent, µη ραδιοσηµασµένα εγγενή 

νουκλεοτίδια χρησιµοποιούνται για τον πολυµερισµό. Οπότε δεν δηµιουργούνται σφάλµατα 

που θα προκαλούνταν από τον φθορισµό και από τις ουσίες που αναστείλουν το αντιδρόν. Το 

µειονέκτηµα της είναι ότι σε περιπτώσεις που η ίδια βάση επαναλαµβάνεται πολλές φορές, 

δηλαδή τα οµοιοπολυµερή, το σήµα εξόδου είναι υψηλό, κάτι που δυσκολεύει την ακριβή 

εκτίµηση του µεγέθους των επαναλήψεων µεταξύ ίσου µεγέθους οµοπολυµερή. Για 

παράδειγµα, ένα οµοιοπολυµερές που αποτελείται από εννιά κυτοσίνες µπορεί να έχει σήµα 

ίδιας έντασης µε ένα οµοπολυµερές που αποτελείται από δέκα κυτοσίνες, άρα υπάρχει 

αυξηµένο ποσοστό εσφαλµένων ενθέσεων και διαγραφών (indels) στα οµοπολυµερή. Με την 

IonTorrent τεχνική έχουν κατασκευαστεί διαφορετικές πλατφόρµες µε άλλες δυνατότητες 

απόδοσης η καθεµία, π.χ. η προσωπική γενωµική µηχανή (Personal Genome Machine, PGM), 

η Proton κ.α. The PGM µπορούσε να αποδώσει µέχρι 2 Gb αλληλούχισης σε κάθε γύρο, ενώ 

το Proton µέχρι 10 GB. Μετά βελτιώθηκε η πλατφόρµα, Proton ΙΙ, µε απόδοση γύρω στο 32 

GB και αναπτύχθηκε µια εναλλακτική µέθοδο στην emPCR, η οποία βασίζεται στην 

ισοθερµική επαύξηση, χωρίς όµως να αυξηθεί το κόστος της ανάλυσης. Όταν ξεπεράστηκαν 

οι παραπάνω πλατφόρµες, η Thermo Fisher τις αντικατέστησε µε την πλατφόρµα S5 για 

καλύτερη απόδοση (15GB) και φτηνότερη ανάλυση (83). Μια νέα πλατφόρµα της εταιρίας, η 

Ion Torrent Genexus, υπόσχεται ένα ολοκληρωµένο αυτοµατοποιηµένο σύστηµα, όπου οι 

χρήστες καλούνται να κάνουν ελάχιστη αλληλεπίδραση µε την πλατφόρµα, µειώνοντας την 

ανάγκη για εξειδικευµένες βιοπληροφορικές γνώσεις και αυξάνοντας την επαναληψιµότητα 

των αποτελεσµάτων. 
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Pacific Biosciences SMRT (Εικόνα 13). Η εταιρία Pacific Biosciences (PacBio) µε την 

µονοµοριακή αλληλούχιση σε πραγµατικό χρόνο (single molecule real-time, SMRT) 

κυκλοφόρησε πιο µετά στο εµπόριο της αλληλούχισης εξαιρετικά υψηλής απόδοσης. Η 

µέθοδος PacBio SMRT βασίζεται στα «πηγαδάκια» zero-mode κυµατοδηγό (Zero-Mode 

Waveguide, ZMW), όπου το καθένα περιέχει ένα ένζυµο πολυµεράσης, το εκµαγείο DNA, 

τον εκκινητή της αλληλούχισης και σηµασµένα µε φθορισµό νουκλεοτίδια. Το σήµα 

φθορισµού που σχετίζεται µε κάθε ενσωµάτωση νουκλεοτιδίου στον αυξανόµενο κλώνο 

DNA καταγράφεται σε πραγµατικό χρόνο (84). Η τεχνική PacBIO SMRT έχει τα τρία 

παρακάτω πλεονεκτήµατα. Αρχικά, η µεµονωµένη µοριακή (single molecule) ανίχνευση δεν 

βασίζεται στην PCR επαύξηση, το οποίο σηµαίνει ότι τα δεδοµένα δεν πλήττονται από οι 

στατιστικές προκαταλήψεις. Ένα άλλο πλεονέκτηµα της µεθόδου είναι ότι παράγει αρκετά 

µεγαλύτερες µικροαναγνώσεις από τις πλατφόρµες Illumina και IonTorrent, το µήκος 

µικροαναγνώσεων φτάνει και περισσότερες από 60 kbp µε την πλατφόρµα RSII (η οποία 

είναι παλιότερης τεχνολογίας και θα σταµατήσει να υποστηρίζεται από την εταιρία PacBio 

µέσα στο 2021, θα υπάρχει ακόµα η δυνατότητα αλληλούχισης σε αυτά όσα χρόνια 

λειτουργούν τα ήδη υπάρχοντα µηχανήµατα, που βελτιώνει την συναρµολόγηση γενωµικών 

περιοχών µε µεγάλο ποσοστό επαναληπτικών αλληλουχιών. Ακόµα, η διάκριση µεταξύ 

ισόµορφων mRNA δεν είναι πρόβληµα  λόγο του µεγαλύτερου µήκους µικροαναγνώσεων. 

Ένα ακόµα πλεονέκτηµα, αφού η επέκταση της αλυσίδας παρατηρείται σε πραγµατικό χρόνο, 

είναι η παρατήρηση των κινήσεων της πολυµεράσης. Το ποσοστό µε το οποίο η πολυµεράση 

ενσωµατώνει τα νουκλεοτίδια διαφοροποιείται µεταξύ τροποποιηµένων και µη 

τροποποιηµένων νουκλεοτιδίων. Συνεπώς, η διαφοροποίηση της ενσωµάτωσης 

νουκλεοτιδίων κατά την διεργασία σύνθεσης του DNA κάνει συνετή την άµεση µελέτη της 

µεθυλίωσης του DNA (85). Αυτές οι προχωρηµένες τεχνολογίες καθιστούν δυνατή την 

ανακάλυψη ή ταυτοποίηση των miRNA, που είναι ρυθµιστές γονιδιακής έκφρασης, και των 

λειτουργιών τους, οι οποίες θα ήταν δύσκολο να αναγνωριστούν από κλασικές τεχνικές (9). 

 

Oxford Nanopore Technologies (ΟΝΤ) (Εικόνα 13). Το πρόβληµα για την εφαρµογή της 

αλληλουχοποίησης στην κλινική διάγνωση είναι ότι ο χρόνος της ιατρικής γνωµάτευσης 

επιµηκύνεται. Ο χρόνος αυτός µειώνεται µε τις νέες τεχνολογίες. Το 2014 η εταιρία ΟΝΤ 

ανέπτυξε µια πλατφόρµα, την MiniION, µε την τεχνική νανοπόρων. Η αλληλουχοποίηση 

αυτή βασίζεται στις ηλεκτρικές διακυµάνσεις από το πέρασµα µονόκλωνων µορίων DNA 

(ssDNA) µέσα από τους νανοπόρους. Η αρχή λειτουργίας της είναι σχετικά απλή. Η διέλευση 

ενός µόριου από έναν πόρο γίνεται είτε µέσω ηλεκτρικού πεδίου είτε µέσω ενζύµου και η 
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καταγραφή γίνεται σε πραγµατικό χρόνο. Με το πέρασµά τους διαταράσσουν τα ιόντα, που 

επίσης περνάνε από αυτούς τους ναονοπόρους, και µετρώνται οι αλλαγές στο ιονικό ρεύµα. 

Το σήµα που παράγεται έχει ιδιαίτερα χαρακτηριστικά, ενώ συγκεκριµένα χαρακτηριστικά 

υποδηλώνουν και άλλη βάση. Με αυτά τα δεδοµένα γίνεται η αναγνώριση παρουσίας µιας 

συγκεκριµένης βάσης σε συγκεκριµένη θέση στην νεοσυντιθέµενη αλληλουχία (base calling), 

η οποία και καταγράφεται. Η τεχνική αλληλούχισης µε νανοπόρους είχε δηµοσιευθεί πολύ 

νωρίτερα βέβαια, στα µέσα της δεκαετίας του ’90. Η πλατφόρµα MiniION της ΟΝΤ, που 

αποδίδει µέχρι 30Gb για κάθε flow cell, µε πολύ υψηλή ακρίβεια. Τα δεδοµένα είναι άµεσα 

προσβάσιµα σε πραγµατικό χρόνο. Η GridION είναι ένα µηχάνηµα που είναι σαν να περιέχει 

5 MinION, αλλά είναι πολύ πιο ακριβό. Οι πλατφόρµες της ΟΝΤ δίνουν κατά την ανίχνευση 

λιγότερα ψευδώς θετικά και ψευδώς αρνητικά, από πολλές πλατφόρµες άλλων εταιριών, ενώ 

είναι συµβατά µε εφαρµογές κινητού. Η πλατφόρµα PromethION, που έχει την ίδια 

τεχνολογία µε το MinION, είναι υψηλής απόδοσης και υψηλής πιστότητας αλληλούχιση 

νουκλεϊνικών οξέων. Με αυτήν µπορούν να γίνουν ταυτόχρονα πολλά πειράµατα σε 

πραγµατικό χρόνο, µε µεγάλου µήκους µικροαναγνώσεις και χωρίς περιορισµό στο πόσο θα 

διαρκέσουν. Από την αρχή δεν χρειάστηκε επαύξηση PCR, χηµική σήµανση και σάρωση της 

εικόνας, όπως στις τεχνικές άλλων εταιριών που περιγράφονται παραπάνω. Για αυτούς τους 

λόγους είναι τεχνική υψηλής απόδοσης και χαµηλού κόστους. Αυτή την τεχνολογία δίνει την 

δυνατότητα αλληλούχισης ακόµα και δίκλωνων µορίων DNA. Ένα µεγάλο πλεονέκτηµα της 

πλατφόρµας MiniION είναι ότι µπορεί να χρησιµοποιηθεί σε περιοχές που δεν έχουν 

εργαστήρια τελευταίας τεχνολογίας, αφού µπορείς να το πάρεις µαζί σου όπου χρειάζεται. 

Για παράδειγµα, οι ερευνητές Joshua Quick και Nicholas Loman το 2015 ταξίδεψαν στην 

Γουινέα µε την τότε νεοεισερχόµενη πλατφόρµα, για να αλληλουχίσουν τους παθογόνους 

µικροοργανισµούς του ιού Ebola, που εκείνη την περίοδο ήταν σε έξαρση στην χώρα. Η 

πλατφόρµα MiniION χρειάστηκε δύο µόνο µέρες από την αποµόνωση του δείγµατος για να 

αλληλουχιθεί ο ιός. Έτσι δίνεται η δυνατότητα να έχουν πρόσβαση στην NGS πολύ 

περισσότεροι επιστήµονες και η αλληλουχοποίηση ακόµα και κάτω από µη ιδανικές 

συνθήκες µε καλύτερα αποτελέσµατα και µε µικρό σχετικά κόστος. Τα µειονεκτήµατα αυτής 

της τεχνικής είναι ότι µπορεί να έχει φράξει ο πόρος ή τα ένζυµα να µην αλληλεπιδράσουν 

σωστά µε τα νουκλεϊνικά οξέα ή να µην αναγνωριστούν σωστά οι βάσεις (83, 86). 
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Εικόνα 13. Πλατφόρµες 3ης γενιάς από τις εταιρίες (a) PacBio και (b) ONT. Στις µεγάλου µήκους 
µικροαναγνώσεις Hi-Fi η ακρίβεια είναι 99%. Στις µικροαναγνώσεις Ultra-long δεν έχουµε καλύτερη 
ακρίβεια από τις Long, απλώς έχουµε µεγάλου µήκους, πάνω από 1500kbp, µικροαναγνώσεις (82). 

 

2.2.2. Διάκριση Μεταξύ Αναλύσεων NGS και Πειραµατική Διαδικασία 

Δύο πολύ δηµοφιλείς µέθοδοι αλληλουχοποίησης του γενώµατος είναι η Whole Genome 

Sequencing (WGS), που είναι η ανάλυση ολόκληρου του γενώµατος ενός οργανισµού, και η 

Whole Exome Sequencing (WES), που αφορά στην ανάλυση µόνο ενός µικρού ποσοστού του 

γενώµατος και συγκεκριµένα των τµηµάτων που κωδικοποιούν για πρωτεΐνες. Η δεύτερη 

είναι µια µεταγραφοµική ανάλυση, αφού αφορά στην αλληλούχιση ολόκληρου του 

µεταγραφόµατος (mRNA) ενός οργανισµού. Η WES δεν αναλύει µόνο την περιοχή που 

κωδικοποιεί για πρωτεΐνες, αλλά και τα µη κωδικοποιά µόρια, όπως τα mi-RNAs. Τα 

πλεονεκτήµατά της είναι ότι έχει καλύτερη κάλυψη και είναι φτηνότερη από την WGS. Όµως 

δεν µπορεί να ανιχνεύσει µεταλλάξεις και άλλες τροποποιήσεις στα εσόνια, δηλαδή το 98% 

του γενώµατος. H WES για να µπορεί να διαφοροποιήσει πολυµορφισµούς µε την ανάλυση 

PE, στην πλατφόρµα της Illumina. Στην κλινική διάγνωση η WES είναι πιο συνήθης από την 

WGS, αφού οι γενετικές τροποποιήσεις αναλύονται πιο εύκολα στα εξόµατα, αντί στις 

ενδογονιακές (intragenic) περιοχές και διαγονιδιακές (intergenic) περιοχές, ανάµεσα σε 

κωδικοποιά γονίδια, κυρίως όταν προκαλούν αλλαγές απευθείας στην πρωτεϊνική 

αλληλουχία. Με την αλληλουχοποίηση ολόκληρου του γενώµατος (WGS) είναι δυνατός ο 

χαρακτηρισµός γενωµικών ελαττωµάτων, όπως τα CNVs, οι ενθέσεις-διαγραφές και οι 

περισσότερες µεταλλάξεις του γενώµατος. Είναι µια ολοκληρωµένη ανάλυση της βιολογικής 
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πληροφορίας, αλλά γι’αυτόν το λόγο χρειάζεται πολύπλοκη µετανάλυση, έχει αυξηµένο 

κόστος και η αλληλουχοποίηση απαιτεί περισσότερο χρόνο. Η διαλεύκανση των µη 

κωδικοποιών περιοχών µε τις τεχνικές NGS, όπως φαίνονται στην παραπάνω ενότητα, 

γίνονται όλο και πιο αξιόπιστες, ενώ τα βιοπληροφορικά εργαλεία και η εξοικείωση µε αυτά 

συνεχώς βελτιώνεται. 

 

2.2.2.1. DNA-Seq, Whole Genome Sequencing (WGS) και Whole Exome Sequencing 

(WES) 

Πειραµατική Διαδικασία αλληλούχισης DNA/RNA µε την τεχνική SBS της Illumina (Εικόνα 

14). Το πρώτο βήµα για την αλληλουχoποίηση είναι η προετοιµασία των βιβλιοθηκών 

νουκλεϊνικών οξέων και στην συνέχεια αυτά αλληλουχοποιούνται, µε: 

1. Αποµόνωση των νουκλεϊνικών οξέων, DNA ή RNA, ανάλογα µε την εφαρµογή που µας 

ενδιαφέρει. 

2. Τον κατεκερµατισµό των νουκλεϊνικών οξέων σε µικρά θραύσµατα. 

3. Την ενσωµάτωση των συνθετικών προσαρµογέων σε κάθε θραύσµα και την σήµανση 

αυτών µε barcode, που είναι χρήσιµα σε περίπτωση πολυπλεξίας, δηλαδή αν η βιβλιοθήκη 

απαρτίζεται πάνω από ένα δείγµα. 

4. Το υλικό υπό εξέταση προσδένεται στο flow cell, µε την βοήθεια προσαρµογέων και 

αξιοποιώντας την αρχή της συµπληρωµατικότητας, το οποίο τοποθετείται στον 

αλληλουχοποιητή. 

5. Στην τεχνική SBS πραγµατοποιείται κλωνική επαύξηση «γέφυρας», που οδηγεί σε 

σύνθεση συστάδων. 

6. Στις συστάδες προσδένονται εκκινητές, µέσω των συνθετικών προσαρµογέων. Με την 

πολυµεράση λαµβάνουν την θέση τους τα νουκλεοτίδια, που περνάνε από ενζυµική 

ενσωµάτωση διαφορετικών φθοριζόντων µόριων (1,2, ή 4). Σε κάθε κύκλο υβριδισµού 

διεγείρεται η φθορίζουσα ουσία, όπου η καθεµία εκπέµπει φωτόνια σε διακριτό µήκος 

κύµατος, και η βάση αναγνωρίζεται από ένα σύστηµα ακτινοβολίας του αλληλουχοποιητή. 

Δηλαδή η εκπεµπόµενη ακτινοβολία ανιχνεύεται µε µια κάµερα υψηλής ευκρίνειας 

(Charge-coupled device, CCD) και η κάθε βάση λαµβάνει την θέση της στην αλληλουχία. 

Στην συνέχεια, αποµακρύνεται η φθοριούχα ουσία και αρχίζει νέος κύκλος υβριδισµού µε 

άλλη φθορίζουσα ουσία (εκτός από την πλατφόρµα iSeq). Έτσι, γίνεται η ταυτοποίηση 

των βάσεων, η στοίχιση και η χαρτογράφηση όλων των συστάδων παράλληλα, ενώ για 

µεγαλύτερη αξιοπιστία προτιµάµε την ανάλυση PE, που µπορεί να χρησιµοποιηθεί στην 
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µετανάλυση για να βελτιώσει την ποιότητα των µικροαναγνώσεων. Η διάρκεια εκτέλεσης 

της αντίδρασης εξαρτάται από τον αριθµό των κύκλων που πραγµατοποιούνται (88). 

 

 

Εικόνα 14. Η ροή εργασίας για WGS και WES (87). 
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2.2.2.2. RNA-Seq 

Είναι η αλληλούχιση και η ανάλυση όλων των µορίων RNA (rRNA, mRNA, miRNA κ.λ.π.) 

(Εικόνα 15), αφού περιέχει τις κωδικοποιούσες και µη κωδικοποιούσες περιοχές. Η 

αλληλούχιση αυτή επιτρέπει την διερεύνηση της γονιδιακής έκφρασης και 

µεταµεταγραφικών αλλαγών, όπως τα SNVs και η εναλλακτική συρραφή και των επιπέδων 

της βιολογικής πληροφορίας, που σχετίζεται µε το βάθος κάλυψης της αλληλόυχισης. Η 

RNA-seq είναι η πλέον κατάλληλη για την εκ νέου αλληλούχιση και έχει δυναµική µορφή 

(ολόκληρες αλληλουχίες αντί για spots), που συνήθως δεν γίνεται µε τις µικροσυστοιχίες. Η 

βιοπληροφορική ανάλυση των δεδοµένων RNA-seq µε τα παλιά εργαλεία είναι περισσότερη 

περίπλοκη, αφού ήταν σχεδιασµένα για ανάλυση δεδοµένων DNA. 

 

Εικόνα 15. Η ροή εργασίας RNA-Seq (87). 

 

Πειραµατική διάταξη αλληλούχισης του γενώµατος ενός ευκαρυωτικού οργανισµού. 

1. Στην RNA-Seq, από το συνολικό RNA (total RNA) µέσω της αντίστοφης µεταγραφής 

συνθέτουµε το cDNA µας δίνεται η δυνατότητα να αλληλουχίσουµε νέα µετάγραφα ή και 

σπάνιες παραλλαγές.  

2. Εµπλουτίζουµε την αλληλουχία µε την επιλογή PolyA, που είναι τµήµατα που περιέχουν 

επαναλαµβανόµενες βάσεις αδενίνης. H πολυµεράση PolyA προσθέτει µονοφωσφορική 

αδενοσίνη (AMP), που προέρχεται από την τριφωσφορική αδενοσίνη (ATP), στο 3’-άκρο 

του mRNA. 
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3. Απαλείφουµε το ριβοσωµικό RNA (rRNA), αφού η ανάλυση µας επικεντρώνεται κυρίως 

στο mRNA ή στο miRNA (και το siRNA επίσης). 

4. Το mRNA ή το miRNA, αντίστοιχα µε την εφαρµογή που µας ενδιαφέρει, µετατρέπεται σε 

cDNA, µέσω της αντίστροφης µεταγραφής (RT), και κατακερµατίζεται σε θραύσµατα 

µικρού µεγέθους, ανάλογα µε την πλατφόρµα αλληλουχοποίησης που χρησιµοποιείται. 

5. Σε κάθε ένα από τα θραύσµατα προστίθενται συνθετικοί προσαρµογείς στα άκρα τους, οι 

οποίοι περιέχουν απαραίτητα λειτουργικά στοιχεία για την αλληλούχιση, όπως τα σηµεία 

που θα αρχίσει η αλληλούχιση, καθώς και τα σηµεία πρόσδεσης των θραυσµάτων στον 

δίαυλο του αλληλουχοποιητή. 

6. Ακολουθούν διαδοχικοί κύκλοι ενίσχυσης PCR. 

7.  Γίνεται ο εντοπισµός και η ταυτοποίηση θέση προς θέση των νουκλεοτιδίων 

(resequencing ή de novo sequencing), ο τρόπος της αλληλούχισης εξαρτάται από την 

πλατφόρµα που χρησιµοποιείται.    

8. Η σύνθεση της αλληλουχίας παράγει τις µικροαναγνώσεις, καθεµία έχει την σήµανσή της, 

το όνοµά της, την αλληλουχία των νουκλεοτιδίων της, και στο καθένα nt έχει χαρακτήρες 

που υποδηλώνουν την ποιότητα της αλληλούχισης. Σε κάθε δείγµα µπορούν να 

προκύψουν εκατοµµύρια µικροαναγνώσεις, ενώ γονίδια µεγαλύτερα σε µήκος 

συγκεντρώνουν µεγαλύτερη ποσότητα µικροαναγνώσεων. Αυτές στοιχίζονται η µία κάτω 

από την άλλη σε µορφή contigs, χαρτογραφούνται και καταγράφονται σε αρχεία fastQ 

(89). Μετά την αντιστοίχιση βάσεων, λογισµικό εκτελεί το φιλτράρισµα και τον έλεγχο 

ποιότητας. 

 

Η ακρίβεια στην ποσοτικοποίηση του µεταγράφου, δηλαδή των επιπέδων γονιδιακής 

έκφρασης είναι η βάση για όλες τις µετααναλύσεις. Προτάθηκε σε δηµοσίευση του 2008 µια 

µέθοδος µε βάση τον αριθµό των µικροαναγνώσεων ανά kb του µεταγράφου σε ένα 

εκατοµµύριο χαρτογραφηµένες µικροαναγνώσεις (reads per kilobase of a transcript per 

million mapped reads, RPKM) (90). Η τιµή RPKM λέγεται και κανονικοποίηση δυο σταδίων. 

Η µέθοδος RPKM λαµβάνει υπόψη το µήκος του µεταγράφου και το σύνολο των 

µικροαναγνώσεων που προσφέρονται από αυτό, αλλά δεν είναι αµερόληπτη και δεν λαµβάνει 

υπόψη τις διακυµάνσεις στις µικροαναγνώσεις RNA-Seq. Από στατιστικής πλευράς, η 

µέθοδος RPKM και άλλες τέτοιες µέθοδοι µετρητών (έτσι ονοµάζεται το πλήθος των 

µικροαναγνώσεων που στοιχίζονται στο κάθε γονίδιο) ανά εκατοµµύριο µικροαναγνώσεων 

(Counts Per Million reads, CPM), δηλαδή 1.000.000 µετρητές/µέγεθος βιβλιοθήκης, δεν 

προσφέρουν µεγάλη ακρίβεια στην ποσοτικοποίηση των δεδοµένων. Αυτό γιατί σε αυτές 
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θεωρείται ότι οι µικροαναγνώσεις ακολουθούν την κατανοµή Poisson για σταθερό ρυθµό 

έντασης και χρησιµοποιείται αυτός ο ρυθµός για τον υπολογισµό της γονιδιακής έκφρασης. 

Εκτός από την RPKM, που χρησιµοποιείται για την SE ανάλυση, υπάρχει και η FPKM, όταν 

εφαρµόζουµε PE ανάλυση (91). Αλλά για την εύρεση διαφορικά εκφραζόµενων γονιδίων, σε 

λογισµικά όπως το DESeq2 και το edgeR, είναι προϋπόθεση να εισάγουµε τα πρωτογενή 

δεδοµένα και το ίδιο το λογισµικό πραγµατοποιεί κανονικοποίηση των τιµών µε τους 

αλγορίθµους που επιλέγουµε από αυτούς που προσφέρει το καθένα ή και χωρίς 

κανονικοποίηση, για σύγκριση και µεγαλύτερη αξιοπιστία στα αποτελέσµατα (92, 93). 

Αντιθέτως από την DNA-Seq, όταν χαρτογραφούµε µικροαναγνώσεις που προέρχονται από 

RNA-Seq σε ένα γένωµα αναφοράς πρέπει να λάβουµε υπόψη στις ενώσεις 

µικροαναγνώσεων εξονίου µε εξόνιο (exon junction). 

RPK (readsperkilobase) = Reads
Length

RPKM = RPK
Output

RPKMi =
raw.counts

gene.length ⋅ seq.depth
= Xi

li
103

⋅ N
106

 Εξίσωση 3. Δύο σταδίων 
κανονικοποίηση RPKM, όπου o όρος 
πρωτογενής µετρητής (raw counts) X 
είναι ο αριθµός των µικροαναγνώσεων 
τα οποία επικαλύπτονται µε την ένωση 
των εξονίων ενός γονιδίου. 

 

FPKMi =
raw.counts

gene.length ⋅ seq.depth
= Xi

li
103

⋅ N
106

 

Εξίσωση 4. Για Paired End 
αλληλούχιση, όπου όπου o όρος 
πρωτογενής µετρητής (raw counts) X 
είναι ο αριθµός των θραυσµάτων τα 
οποία επικαλύπτονται µε την ένωση 
των εξονίων ενός γονιδίου, το 
σύµβολο l είναι το µήκος των 
µεταγράφων και το σύµβολο N είναι ο 
αριθµός των χαρτογραφηµένων 
µικροαναγνώσεων. 

 

 

2.2.2.3. miRNA-Seq 

Η χρήση βιοπληροφοριακών εργαλείων (dry experiments) για την αναγνώριση των µορίων 

miRNA, και των στόχων αυτών των µορίων, ονοµάζονται in silico και συνδυάζονται µε 

πειράµατα στο εργαστήριο in vivo και in vitro (wet experiments). Πολλές από τις µεθόδους 

ανάλυσης της RNA-Seq χρησιµοποιούνται για την miRNA –Seq ανάλυση αφού είναι και οι 

δύο µεταγραφοµικές αναλύσεις, αλλά έχουν τις δικές τους βάσεις δεδοµένων και τα δικά τους 



73 

λογισµικά ανάλυσης. Ο Πίνακας 7,  περιέχει κάποια τέτοια χρήσιµα εργαλεία για την 

αναζήτηση των miRNA, π.χ. στην εκ νέου αλληλούχιση. Η miRNA-Seq γίνεται µε  

αντίστοιχο τρόπο µε την RNA-Seq, αλλά διαφέρουν στην προετοιµασία της βιβλιοθήκης. Για 

την δηµιουργία της βιβλιοθήκης µετά την αποµόνωση του RNA (και στην συνέχεια 

αποµόνωση του µορίου miRNA µε π.χ. πήκτωµα ηλεκτροφόρησης) ή του miRNA, γίνεται η 

περίδεση του προσαρµογέα στο 3’-άκρο και το 5’-άκρο µε το ένζυµο λιγκάση. Στην 

συνέχεια, συντίθεται το cDNA µέσω της αντίστροφης µεταγραφής και επαυξάνεται µε την 

PCR. Μετά γίνεται η αλληλούχιση και λαµβάνουµε τα πρωτογενή δεδοµένα, τα οποία 

ελέγχονται ως προς την ποιότητα. 

 

Ο αλληλουχοποιητής καταγράφει την ποιότητα (Q) για κάθε βάση κατά την ταυτοποίηση της 

παρουσίας του σε συγκεκριµένη θέση. Η ποιότητα υπολογίζεται από τον ποσοστό σφάλµατος 

(Ε) : Q = −10logE, δείκτης Phred. Οι µικροαναγνώσεις που έχουν χαµηλή ποιότητα, δηλαδή 

πάνω από 5 βάσεις κάτω από Q20, θα αφαιρεθούν στο φιλτράρισµα των δεδοµένων. Ακόµα, 

στο φιλτράρισµα θα αφαιρεθούν και οι συνθετικοί προσαρµογείς που χρησιµοποιήθηκαν για 

την PCR, που είναι πολύ µεγάλοι σε σχέση µε το µικρό µήκος των miRNAs. Μέσω του 

barcoding στους προσαρµογείς ξεχωρίζουν τα διάφορα δείγµατα που µπορεί να υπάρχουν 

στην ίδια αντίδραση αλληλούχισης. Μετά ελέγχεται η στατιστική κατανοµή του µήκους των 

αλληλουχιών για να είναι ανάλογη µε αυτή του ώριµου µορίου miRNA. 

 

Στα φίλτρα γίνεται ο χαρακτηρισµός των γονιδίων, δηλαδή στοιχίζονται µε βοήθεια από τις 

βάσεις δεδοµένων miRNA, µια από τις πιο γνωστές, η miRBase5, περιέχει δεδοµένα µορίων 

miRNA ανθρώπου, ποντικού κ.α. ειδών. Αν η αναζήτηση σε αυτές τις βάσεις δεδοµένων 

αποδειχθεί άκαρπη, χρησιµοποιούνται βάσεις δεδοµένων άλλων µικρών µη κωδικοποιών 

µορίων RNA, όπως την Rfam6 (94, 95). Με την σύγκριση στις βάσεις δεδοµένων των 

miRNAs και µε µεθόδους πρόγνωσης, τα δεδοµένα που δεν στοιχίστηκαν µε τις βάσεις 

δεδοµένων γνωστών µορίων miRNA µπορούν να χρησιµοποιηθούν εργαλεία για εκ νέου 

αλληλούχιση, όπως το miRDeep2 (96). Οι µικροαναγνώσεις χαρτογραφούνται στο γένωµα 

του υπό εξέταση δείγµατος και η αλληλουχία του προδρόµου miRNA µπορεί να αποµονωθεί 

από την χαρτογραφηµένη περιοχή. Τα νέα miRNA συνήθως βρίσκονται στον µίσχο της 

δοµής µίσχου-θηλιάς (97). 

                                                

 
5 https://www.mirbase.org/ 
6 https://www.sanger.ac.uk/tool/rfam/ 
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2.2.2.4. methyl-Seq 

Bisulfite-Seq. Μια από τις πιο διαδεδοµένες µεθόδους ανάλυσης της µεθυλίωσης DNA σε 

γενωµική κλίµακα είναι η δισουλφιδική αλληλουχούχιση (Bisulphite-Seq), δηλαδή η 

κατεργασία του δείγµατος µε θειώδες οξέος ή άλατος. Είναι σύνηθες η µονονουκλεοτιδικοί 

πολυµορφισµοί του DNA να προκαλούνται από την αυθόρµητη υδρολυτική απαµίνωση, 

δηλαδή την αφαίρεση αµινοµάδας. Η εκµετάλλευση αυτής της ενδογενούς διεργασίας έκανε 

δυνατή την αλληλούχιση του µεθυλιώµατος. Μετά την χηµική απαµίνωση οι µεθυλιωµένες 

κυτοσίνες θα παραµείνουν κυτοσίνες, ενώ οι υπόλοιπες θα µετατραπούν σε ουρακίλες 

(Εικόνα 16). Κατά  την επαύξηση συγκρίνεται µε την ακατέργαστη (native) αλληλουχία και 

η εµφάνιση των θυµίνων, που είναι συµπληρωµατικές προς την κυτοσίνη, µας βοηθάει να 

διακρίνουµε τις κυτοσίνες που δεν έχουν αλλάξει από την ακατέργαστη αλληλουχία, δηλαδή 

5-µεθυλοκυτοσίνες. Στην δισουλφιδική αλληλούχιση σε όλο το γονιδίωµα (Whole Genome 

Bisoulfite Sequencing, WGBS), µπορούν να αναλυθούν µε ακρίβεια πάνω από 90% των 

περιοχών CpG και 25% των εµβρυακών κυττάρων (98, 99). Η συγκεκριµένη αλληλούχιση 

είναι λίγο ακριβή, ενώ περιέχει και άσχετες πληροφορίες για το µεθυλίωµα, οπότε 

χρησιµοποιείται περισσότερο για την αλληλούχιση δειγµάτων αναφοράς (100). Άλλες BS-

Seq είναι η Tet-assisted bisulfite sequencing (TAB-Seq) και η Oxidative bisulfite sequencing 

(oxBS-Seq). 

 

Μία πιο στοχευµένη τεχνική είναι η δισουλφιδική αλληλούχιση µε ελαττωµένη 

αντιπροσώπευση (reduced representation bisulfite sequencing, rrBS), που βασίζεται στον 

περιορισµό πέψης του γενωµικού DNA, ενώ χρησιµοποιείται στην ανάλυση µεθυλίωσης στα 

CGIs που οδηγούν σε κακοήθεια (102, 103). Ο εµπλουτισµός διαφορετικών περιοχών του 

γονιδιώµατος, π.χ. των CGIs, µπορεί να επιτευχθεί µέσω της ανάµειξης διαφορετικών 

περιοριστικών ενζύµων και, συνεπώς, η αλληλούχιση παρουσιάζει µεγαλύτερη κάλυψη των 

αλληλουχιών-στόχων ενώ παράλληλα µειώνεται και το κόστος της (100, 104). Η µετατροπή 

των δισουλφιδίων µπορεί να αυξήσει τα σφάλµατα στην αλληλούχιση, κάτι που µετριάζεται 

µε την δηµιουργία συνθετικών βιβλιοθηκών, και χρειάζεται να εξαλειφθούν οι στατιστικές 

προκαταλήψεις, λόγω της επαύξησης PCR (99, 105). Ένα βιοπληροφορικό πρόβληµα είναι η 

πολυπλοκότητα της ανάλυσης του µεθυλιώµατος, αφού γίνονται συγκρίσεις µεταξύ των 

τροποποιηµένων και των native αλληλουχιών (100). 

 

MRE-Seq (Methylated Restriction Enzyme-Sequencing). Με την µέθοδο πέψης MRE µε 

αλληλουχοποίηση (MRE-seq), διασπούν τα περιοριστικά ένζυµα µόνο τις µη µεθυλιωµένες 
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περιοχές CpG του γενωµικού DNA και, στην συνέχεια, επιλέγονται ανάλογα µε το µέγεθός 

τους τα θραύσµατα DNA και αλληλουχοποιούνται. Από την ανάλυση εµφανίζονται οι 

περιοχές αναγνώρισης στις οποίες τα δινουκλεοτίδια δεν µεθυλιώνονται (106). Η MRE-seq 

µπορεί να εκτιµήσει τα σχετικά επίπεδα της µεθυλίωσης DNA αλλά έχει µικρό ποσοστό 

κάλυψης ολόκληρου του γενώµατος γιατί είναι λίγες οι περιοχές αναγνώρισης που έχουν 

δινουκλεοτίδια (60). 

 

MeDIP-Seq (Methylated DNA Immunoprecipitation-Sequencing, ΜeDIP). Είναι µια µέθοδος 

που χρησιµοποιείται για πάνω από µια δεκαετία για την αλληλούχιση του µεθυλιώµατος του 

DNA στο γένωµα, βασίζεται στους ανιχνευτές αντί-5-µεθυλοκυτοσίνης (anti-5-mC) 

αντισώµατα για να ταυτοποιήσει την παρουσία της 5-µεθυλοκυτοσίνης στα θραύσµατα του 

γενωµικού DNA (107). Αρχίζει µε τον κατακερµατισµό και την αποδιάταξη του µορίου DNA 

για τον σχηµατισµό µονόκλωνων θραυσµάτων και, στη συνέχεια, γίνεται η 

ανοσοκατακρήµνιση των µεθυλιωµένων θραυσµάτων DNA µε τα αντισώµατα anti-5-mC. Το 

εµπλουτισµένο µεθυλιωµένο θραύσµα DNA προσδένεται µε τους προσαρµογείς της 

αλληλουχοποίησης για την προετοιµασία των βιβλιοθηκών. Με τον ίδιο τρόπο µπορεί να 

αναλυθεί η 5-hmC αντικαθιστώντας µε τα αντισώµατα 5-hmC (hMeDIP-seq), τέτοιες 

αναλύσεις µεθυλίωσης έχουν δηµοσιευθεί για το γένωµα ανθρώπου και ποντικιού (108, 109). 

Μια άλλη τεχνική εµπλουτισµού για την ανάλυση της µεθυλίωσης DNA είναι η MBD-seq 

(Methyl-CpG binding domain-based capture and sequencing), που χρησιµοποιεί πρωτεΐνες 

για τον εµπλουτισµό του DNA. Μετά το εµπλουτισµένο DNA αποµακρύνεται από το 

σύµπλοκο DNA και πρωτεϊνών. Η γενωµική βιβλιοθήκη προετοιµάζεται και το µεθυλίωµα 

αλληλουχοποιείται για να αναγνωριστούν οι περιοχές του. 

 

SMRT-Seq. Η SMRT-seq χρησιµοποιεί τους ΖΜW για την αλληλούχιση του µεθυλιώµατος 

µε την ενσωµάτωση των σηµασµένων νουκλεοτιδίων από την πολυµεράση DNA και την 

καταγραφή του χρονικού διαστήµατος µεταξύ των ενσωµατώσεων (84, 110). Σε σχέση µε την 

Bisulphite-Seq, που καταγράφει κατευθείαν τα επίπεδα της µεθυλίωσης DNA από την 

αλληλουχία, στην SMRT-seq χρειάζονται στατιστικά τέστ για να αναγνωρίσουµε µικρά 

ποσοστά µεθυλίωσης και γι’αυτό δεν είναι η καλύτερη εφαρµογή για γενωµική ανάλυση 

µεθυλίωσης στα θηλαστικά (100, 111). Με την SMRT-Seq µπορεί να αναλύεται παράλληλα 

η µεθυλίωση σε όλα τα µέρη του γενώµατος χωρίς να έχει προηγηθεί επαύξηση. Το 

υψηλότερο κόστος και τα υψηλότερα ποσοστά σφαλµάτων είναι κάποια από τα 

µειονεκτήµατα αυτής της τεχνικής. 
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Εικόνα 16. Ανίχνευση µεθυλοκυτοσίνης (101). 

 

Nanopore-Seq (ΟΝΤ). Η σύγκριση των σηµάτων σε περιοχές µεθυλιωµένου DNA και µη 

µεθυλιωµένου DNA, µε διαφορετικά χαρακτηριστικά σύµφωνα µε την διακύµανση των 

ιόντων, οδηγεί στην αναγνώριση του µεθυλιώµατος. Η τιµή της γενωµικής Nanopore-seq 

είναι αντίστοιχη µε της WGBS. Όµως, δεν γνωρίζουµε ακόµα όλες τις δυνατότητες και την 



77 

ευαισθησία της στην ταυτοποίηση της µεθυλίωσης DNA. Ακόµα, δεν υπάρχουν γενικευµένοι 

αλγόριθµοι που να κάνουν σωστή βιοπληροφορική ανάλυση σε όλους τους οργανισµούς. Ενώ 

κάθε φορά που αναβαθµίζεται η χηµεία της πλατφόρµας αλληλουχοποίησης, αλλάζει και το 

ακατέργαστο σήµα, οπότε οι αλγόριθµοι πρέπει να τροποποιηθούν (101). Όπως και στην 

SMRT-seq, τα κενά στην αλληλούχιση καλύπτουν στατιστικά τέστ, κρυφά µοντέλα Markov 

και νευρωνικά δίκτυα, που µπορούν να βελτιώσουν την ακρίβεια σύµφωνα µε τα 

περιβάλλοντα δεδοµένα (context dependent) σε 80–85% (100). 

Πίνακας 6. Δηµοφιλείς µέθοδοι αλληλούχισης µεθυλιώµατος (112, 113). 

Τύπος Τρόπος Αρχή Λειτουργίας Πλεονεκτήµατα Μειονεκτήµατα 

Δισουλφ
ιδική WGBS 

Βασίζεται στην 
προετοιµασία 
βιβλιοθηκών 

(Προσαρµογείς, 
Εκκινητές βασισµένοι σε 
προσαρµογείς, Εκκινητές 
αλληλούχισης), στην 
δισουλφιδική µετατροπή 
και στην αλληλουχιση. 
Κάθε µεθυλιωµένη ή µη 
κυτοσίνη µπορεί να 
ανιχνευτεί στον συν ή 
στον πλήν κλώνο. 

Μεµονωµένη διακριτική 
ικανότητα για τα 

δινουκλεοτίδια CpG. Δεν 
προϋποθέτει οµογενή 

µεθυλίωση. Επιτρέπει την 
ανακάλυψη νέων 

διαφορικά µεθυλιωµένων 
περιοχών.  

Ανιχνεύει και την 
µεθυλίωση που δεν 
βρίσκεται σε περιοχές 

CpG. 

Ακριβό.  
Αποδίδει µεγάλη 

ποσότητα δεδοµένων.  
Απαιτεί επαρκή ποσότητα 

ποιοτικού DNA. 
Η ανάλυση είναι 

πολύπλοκη και απαιτεί 
έµπειρο βιοπληροφορικό.  
Ένα µεγάλο ποσοστό των 
δεδοµένων µπορεί να µην 
βγάζει νόηµα. Δεν µπορεί 
να εφαρµοστεί σε µεγάλο 

µέγεθος δειγµάτων. 

Δισουλφ
ιδική rrBS 

Βασίζεται στην 
αλληλούχιση γενώµατος 
µετά από πέψη µέσω του 
ενζύµου MspI, που δεν 
έχει ευαισθησία στην 

µεθυλίωση. Η µέθοδος 
είναι παρόµοια µε την 
WGBS αλλά περιέχει 
πρόσθετα και τον 
εµπλουτισµό. 

Προσαρµογείς, εκκινητές 
βασισµένοι σε 

προσαρµογείς, εκκινητές 
αλληλούχισης για την 

προετοιµασία 
βιβλιοθηκών. 

Μεµονωµένη διακριτική 
ικανότητα για τα 
δινουκλεοτίδια CpG 

(Single CpG resolution). 
Φτηνότερη από την 

WGBS. 
Δεν απαιτεί µεγάλη 
ποσότητα DNA. Για 

µεγάλο µέγεθος δειγµάτων 
είναι πιο πρακτική από την 

WGBS. 
Η βιοπληροφορική 

ανάλυση δεν είναι πολύ 
απαιτητική. 

Η κάλυψη των περιοχών 
CpG είναι χαµηλότερη 
από την WGBS. 

Οριοθετείται από τις 
περιοριστικές περιοχές. 
Απαιτεί υπολογιστική 
ανάλυση πριν το 

πειραµατικό κοµµάτι για 
να ελεγχθεί αν οι υπο 
εξέταση περιοχές του 

γενώµατος 
εκπροσωπούνται επαρκώς 

στο δείγµα µας. 

Δισουλφ
ιδική 

Αλληλού
χιση 

Νουκλεο
σώµατος 
και 

Μεθυλιώ
µατος 

(NOMe-
seq) 

Βασίζεται στην χρήση 
εξογενούς 

µεθυλοµεταγραφάσης για 
να ενσωµατώσει 

µεθυλοµάδες σε περιοχές 
CpG που δεν 

µεθυλιώνονται 
φυσιολογικά, χωρίς 
προστασία από 

νουκλεοσώµατα και 
µεταγραφικούς 
παράγοντες. Στην 

συνέχεια 
χαρτογραφούνται οι 
πιθανές θέσεις 

Μεµονωµένη διακριτική 
ικανότητα για τα 

δινουκλεοτίδια CpG. 
Σχετίζει την µεθυλίωση 
DNA µε την παρουσία 
νουκλεοσωµάτων και 

µεταγραφικών 
παραγόντων. 

Είναι κοπιαστική.  
Απαιτεί επαρκή ποσότητα 

ποιοτικού DNA. 
Εξαρτάται από την 
απόδοση της 

µεθυλοµεταγραφής στα 
δινουκλεοτίδια (CpG) 
όταν ενσωµατώνουν τις 

µεθυλοµάδες. 
Τα τρινουκλεοτίδια GCG 
δεν αναλύονται µε 
ακρίβεια αφού η 

µεθυλίωση µπορεί να 
είναι ενδογενής ή 
εξωγενής. 
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νουκλεοσωµάτων, 
περιοχών πρόσδεσης 

µεταγραφικών 
παραγόντων και 

µεθυλίωσης DNA. 
Προσαρµογείς, εκκινητές 

βασισµένοι σε 
προσαρµογείς, εκκινητές 
αλληλούχισης για την 

προετοιµασία 
βιβλιοθηκών. 

Δισουλφ
ιδική 

Agilent 
SureSele

ct 
MethylS

eq 

Ένα κιτ για ανάλυση της 
µεθυλίωσης του DNA σε 
ένα εµπλουτισµένο 
υπόστρωµα του 

γενώµατος (CGIs και 
ρυθµιστικά στοιχεία που 

είναι συνήθως 
διαφορετικά 

µεθυλιωµένα). 
Προσαρµογείς, εκκινητές 

βασισµένοι σε 
προσαρµογείς, εκκινητές 
αλληλούχισης, RNA 
ανιχνευτές για την 
προετοιµασία 
βιβλιοθηκών. 

Μεµονωµένη διακριτική 
ικανότητα για τα 

δινουκλεοτίδια CpG. 
Φτηνότερη από την 

WGBS. 
Είναι χρήσιµη για µεγάλο 

µέγεθος δειγµάτων. 
Επικεντρώνεται στα CGIs 
και στις διαφορικά 

µεθυλιωµένες περιοχές 
(DMRs). 

Είναι κατάλληλη για την 
ανάλυση λιγότερο 
ποιοτικού DNA. 

Μόνο ο ένας κλώνος 
αναλύεται. Οι 

επαναλαµβανόµενες 
αλληλουχίες δεν 

αναγνωρίζονται. Αυτή η 
µέθοδος έχει λιγότερη 
κάλυψη των περιοχών 
CpG από την µέθοδο 

WGBS. 

Εµπλουτ
ισµού 

MeDIP-
Seq 

Βασίζεται στην 
προετοιµασία 

βιβλιοθηκών, στον 
εµπλουτισµό του 

µεθυλιωµένου DNA µε 
την χρήση των 

αντισωµάτων anti-5mC 
και στην αλληλούχιση. 
Προσαρµογείς και 
εκκινητές για 
προετοιµασία 
βιβλιοθήκης και 
επιβεβαίωση της. 

O θόρυβος του σήµατος, 
δηλαδή ο δείκτης SNR, 
είναι χαµηλότερος σε 
σχέση µε την MBD-Seq. 
Καλύτερη κάλυψη για τις 
περιοχές φτωχές σε CpG. 

Με αυτή γίνεται η 
καταγραφή και η 

µετέπειτα ανάλυση των 
µεταθετών στοιχείων του 
ανθρώπινου γενώµατος, 
ειδικά για τα 5mC. Είναι 
δύσκολη η απόλυτη 
ποσοτικοποίηση της 
µεθυλίωσης DNA. 

Εµπλουτ
ισµού 

MBD-
isolated 
genome 
sequenci

ng 
(MiGS) 

Η πρωτεΐνη MBD 
χρησιµοποιείται για τον 
εµπλουτισµό υψηλώς 

µεθυλιωµένων περιοχών 
του γενώµατος για να 
µειώσει το κόστος της 
αλληλούχισης που 
ακολουθεί. 

Προσαρµογείς και 
εκκινητές για 
προετοιµασία 
βιβλιοθήκης και 
επιβεβαίωση της. 

Επειδή αλληλουχεί µόνο 
υψηλώς µεθυλιωµένες 
περιοχές είναι προσιτό το 
κόστος. Χρησιµοποιείται 
για την εκτίµηση των 
επιπέδων µεθυλίωσης 
επαναλαµβανόµενων 
αλληλουχιών, 
κεντροµερών και 

υποτελοµερών περιοχών. 

Τα αποτελέσµατα δίνουν 
µόνο σχετικά επίπεδα 

µεθυλίωσης. Έχει χαµηλή 
διακρίνεια. Μόνο οι 
υψηλά µεθυλιωµένες 
περιοχές παρουσιάζουν 

καθίζιση. 

Εµπλουτ
ισµού 

SeqCap 
Epi 

CpGiant 
enrichme

nt 

Βασίζεται στην 
προετοιµασία 
βιβλιοθηκών από 

γενωµικά θραύσµατα 
DNA, που έχουν περάσει 
από δισουλφιδική 
κατεργασία, 

προεπαυξηθεί και 

Μπορεί να χρησιµοποιηθεί 
προσωποποιηµένο σχέδιο. 
Δεν απαιτεί µεγάλη 

ποσότητα εισερχόµενου 
δείγµατος. 

Είναι σχετικά ακριβή. 
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υβριδοποιηθεί σε 
ανιχνευτές καταγραφής, 
εκλουσθεί και επαυξηθεί 

πρίν από την 
αλληλουχοποίηση. 

Εµπλουτ
ισµού 

MBD-
seq/ 

MethylC
ap- seq 

Εµπλουτισµός 
µεθυλιωµένου DNA 

µέσω της πρωτεΐνης της 
περιοχής πρόσδεσης 

µεθυλοµάδας, πριν ή µετά 
την προετοιµασία της 
βιβλιοθήκης και την 
αλληλούχιση που 
ακολουθεί. 

Είναι κατάλληλη και για 
αναλύσεις από δείγµατα 

φολµαλδεΰδης 
(formaldehyde-fixed 

paraffin-embedded, FFPE), 
υψηλής απόδοσης και 
µεγάλων πληθυσµών. 

Είναι δύσκολη η απόλυτη 
ποσοτικοποίηση της 

µεθυλίωσης DNA και 
µόνο για τις 5mC. 

Περιορι
σµού MRE-seq 

Βασίζεται στην πέψη 
γενωµικού DNA 

παράλληλα µε διάφορα 
ένζυµα περιορισµού 

ειδικά για την µεθυλίωση 
και στην συνέχεια την 

προετοιµασία 
βιβλιοθήκης και την 
αλληλούχιση. 

Χρησιµοποιείται κατα 
προτίµιση για την ανάλυση 
µη µεθυλιωµένων CpGs σε 
υψηλής περιεκτικότητας 
περιοχές CpG. Αν 
συνδυαστούν µε την 

µέθοδο MeDIP υπάρχει 
ολική κάλυψη του 

γενώµατος. Μεµονωµένη 
διακριτική ικανότητα για 
τα δινουκλεοτίδια CpG. 

Οριοθετείται από τις 
περιοριστικές περιοχές. 
Χρησιµοποιείται κυρίως 
για να συµπληρώσει την 

MeDIP- seq. 

Δισουλφ
ιδική 

Amplico
n BS-Seq 

Οι περιοχές 
ενδιαφέροντος 

επαυξάνονται µε PCR 
από DNA µε 
δισουλφιδική 

κατεργασία, ενώ οι 
βιβλιοθήκες 

προετοιµάζονται και η 
αλληλουχοποιούνται µε 

NGS (MiSeq/IonTorrent). 

Αποτελείται από κλωνικά 
θραύσµατα και παρέχει 
υψηλή κάλυψη. Τα 

πολλαπλά άµπλικονς και οι 
µεµονωµένες αλληλουχίες 

µπορούν να αναλυθούν 
παράλληλα. Μπορεί να 
χρησιµοποιηθεί µε 
µικρορευστονικές 

διατάξεις ή συστήµατα 
σταγονιδίων για την 

προετοιµασία προϊόντων 
PCR. 

Η ανάλυση είναι 
πολύπλοκη και απαιτεί 
έµπειρο βιοπληροφορικό. 
Είναι σχετικά ακριβή. 

 

2.3. Ροή Εργασιών Γενωµικής Ανάλυσης 
Γενικά βήµατα που ακολουθούνται για την ανάλυση µικροσυστοιχιών και 

αλληλουχοποίησης.  

Α) Δειγµατοληψία. 

Αποκοµιδή των πρωτογενών δεδοµένων, συνήθως του εξεταζόµενου δείγµατος και ενός 

φυσιολογικού δείγµατος (δείγµα ελέγχου). 

Β) Αλληλούχιση. 

Στις µικροσυστοιχίες γίνεται µέτρηση φθορισµού και στην αλληλουχοποίηση νέας γενιάς 

γίνεται αλληλούχιση των νουκλεοτιδίων και η συναρµολόγηση τους.  

Γ) Μετά την σάρωση της πρωτογενούς εικόνας γίνεται εφαρµογή πλέγµατος (gridding) και 

κατάτµηση (segmentation), µε σκοπό την αποκοµιδή των αποτελεσµάτων. Στις 

µικροσυστοιχίες γίνεται εντοπισµός των spots (στατική εικόνα spotted) και στην 
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αλληλουχοποίηση γίνεται εντοπισµός ολόκληρων µορίων (δυναµική η µορφή της 

πληροφορίας). Όµως δεν έχω χρωστικές σε όλες τις περιπτώσεις των αλληλουχοποιητών, π.χ. 

στις τεχνολογίες IonTorrent, SMRT, Nanopore δεν γίνεται σάρωση εικόνας, οπότε η 

ποσοτικοποίηση γίνεται µε µειωµένα επίπεδα θορύβου. 

Δ) Προεπεξεργασία πρωτογενών δεδοµένων. Γίνεται η ψηφιακή επεξεργασία της εικόνας  

(εξαγωγή έντασης µέσω ποσοτικοποίησης του σήµατος, διόρθωση υποβάθρου και 

φιλτράρισµα). 

Σε αυτό το σηµείο γίνεται η πιο σηµαντική λειτουργία της ανάλυσης. Δηλαδή, η 

κανονικοποίηση και ο έλεγχος ποιότητας των δεδοµένων. Αν έχουµε κακής ποιότητας 

δεδοµένα πρέπει να αρχίσουµε το πείραµα από την αρχή. 

Ε) Προσδιορισµός διαφορικά εκφραζόµενων γονιδίων µέσω στατιστικών µεθόδων 

επεξεργασίας των δεδοµένων. 

Ζ) Βιοπληροφορική ανάλυση (π.χ. αναγνώριση προτύπων και µελλοντικές εκτιµήσεις). 

Η) Διαδικασία χαρακτηρισµού γονιδίων. 

Θ) Μοντελοποίηση και Big Data. 
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3. Κεφάλαιο 3 Μέθοδος Ανάλυσης Μικροσυστοιχιών 
Ανάλυση των βιολογικών σηµάτων. Σε αυτό το κοµµάτι της εργασίας έχουµε παρόµοια 

ανάλυση στις µικροσυστοιχίες και στην αλληλουχοποίηση νέας γενιάς µε τις τεχνικές που 

βασίζονται στην σάρωση εικόνας, δηλαδή 2ης γενιάς NGS (αντιπαράδειγµα η τεχνική IonTor-

rent). Το 2001 ο ερευνητής Brazma και οι συνεργάτες του δηµοσίευσαν µια εργασία στην 

οποία πρότειναν ένα στάνταρ για την αποθήκευση γονιδιακών δεδοµένων από πειράµατα 

µικροσυστοιχιών MIAME (Minimum Information About a Microarray Experiment), το οποίο 

αποδείχτηκε χρήσιµο για την ποιοτική ανάλυση των δεδοµένων (114). Τα στοιχεία που µας 

απασχολούν είναι τα πρωτογενή και τα κανονικοποιηµένα δεδοµένα για κάθε υβριδοποίηση, 

οι πληροφορίες για τα δείγµατα και τις τιµές τους, την πειραµατική διαδικασία και τους 

παράγοντές της, ο χαρακτηρισµός γονιδίων της µικροσυστοιχίας και τα βιοπληροφορικά 

λογισµικά ανάλυσης των δεδοµένων. 

 

Μετά το πειραµατικό κοµµάτι της µεθόδου µικροσυστοιχιών τα πρωτογενή δεδοµένα, που 

µας δίνονται σε spots, ακολουθούνται από την προεπεξεργασία και την ποσοτικοποίηση των 

αποτελεσµάτων σε λίστες γονιδίων ανάλογα µε την φωτεινότητα του κάθε spot, σε σύγκριση 

µε την έκφραση του γονιδίου σε κάθε δείγµα. Για την εύρεση των διαφορικά εκφραζόµενων 

γονιδίων (DEG) εφαρµόζουµε στατιστικούς ελέγχους στις λίστες αυτές, συνήθως σε ένα 

µορφή αρχείου EXCEL (.xlsx ή .xls) της Microsoft. 

 

Έστω ότι λαµβάνουµε τις λίστες µε 1000 γονίδια σε δύο αρχεία .xls ένα για 10 δείγµατα 

ελέγχου και ένα για 10 υπό εξέταση δείγµατα. Μας ενδιαφέρει αν ο µέσος όρος των 10 

δειγµάτων που εξετάστηκαν για το κάθε γονίδιο διαφέρει σηµαντικά από τον µέσο όρο των 

10 φυσιολογικών δειγµάτων. Έστω, επίσης, ότι από τα 1000 γονίδια, τα 100 έχουν σηµαντικά 

διαφορετικούς µέσους όρους, αυτά ονοµάζονται διαφορικά εκφραζόµενα γονίδια. Η 

σηµαντικότητα της διαφορικής έκφρασης µεταξύ των δύο οµάδων είναι η βάση της 

αξιοπιστίας της ανάλυσης των δεδοµένων µικροσυστοιχιών. Γι’αυτόν τον λόγο έχουν 

δηµιουργηθεί πολλές στατιστικές µέθοδοι και εφαρµογές, που χρησιµοποιούνται ανάλογα µε 

την περίσταση. Πιθανές στατιστικές καταχρήσεις µπορεί εύκολα να αλλοιώσουν την 

βιολογική πληροφορία. 
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Κάποια δηµοφιλή πρόσθετα, ελεύθερης πρόσβασης, για την ανάλυση δεδοµένων 

µικροσυστοιχιών στο EXCEL, είναι το SAM (Ανάλυση σηµαντικότητας µικροσυστοιχιών, 

Significance Analysis of Microarrays)7, PAM (Ανάλυση εκτίµησης για µικροσυστοιχίες, 

Prediction Analysis for Microarrays)8 και το BRB9. Το ολοκληρωµένο πακέτο BRB 

ArrayTools είναι φτιαγµένο για την οπτικοποίηση και την στατιστική ανάλυση των 

δεδοµένων έκφρασης µικροσυστοιχιών DNA από τον τοµέα βιοµετρικής έρευνας Biometrics 

Research Branch του NCI, παρόλο που χρησιµοποιείται στο Excel, τα εργαλεία του 

προγραµµατίστηκαν σε R, C, Fortran και Java. Η εξοικείωση µε το λογισµικό Microsoft 

EXCEL είναι βασική δεξιότητα, αφού το χρησιµοποιούν οι εργαζόµενοι στα περισσότερα 

γραφεία και διδάσκεται από το δηµοτικό. Με αυτό µπορούν να εφαρµοστούν πολλές µέθοδοι 

για την στατιστική ανάλυση, αρχίζοντας µε την εύρεση του µέσου όρου για κάθε γονίδιο 

ξεχωριστά, και, στην συνέχεια, εφαρµόζουµε στατιστικούς ελέγχους. Εκτός αυτού, τα µεγάλα 

αρχεία EXCEL είναι δύσχρηστα και καθίσταται δύσκολο να τα αναλύσουµε µε εντολές 

.macro, αφού είναι χρονοβόρα διαδικασία και µπορεί το λογισµικό να µην αντέχει την 

απαιτητική υπολογιστική δύναµη που χρειαζόµαστε. Ακόµα, υπάρχουν πιο κατάλληλα 

λογισµικά για πολύπλοκη στατιστική ανάλυση, όπως το SAS, το STATA και το MATLAB 

(µαθηµατικός προγραµµατισµός). 

 

Πολλοί ερευνητές έχουν ασχοληθεί και µε το πόσες επαναλήψεις ενός πειράµατος (replicates) 

δίνουν την µεγαλύτερη αξιοπιστία, χωρίς να γίνει τόσες φορές που θα είναι ακριβό. Ένα 

τέτοιο παράδειγµα επαναλαµβανόµενου πειράµατος είναι η δικάναλη ανάλυση του ίδιου 

mRNA αλλά αντιστρέφοντας τις φθορίζουσες ουσίες σε κάθε ανεξάρτητο πείραµα. Βεβαίως, 

και το βιολογικό repilcate χρειάζεται να περάσει από τα ίδια βήµατα της σάρωσης, της 

ποσοτικοποίησης και την κανονικοποίησης. Είναι σύνηθες να γίνονται τουλάχιστον τρεις 

επαναλήψεις, αλλά για ακόµα καλύτερα αποτελέσµατα και για την εξάλειψη των ακραίων και 

των εσφαλµένως θετικών (False Positive, FP) τιµών χρειάζονται περισσότερες επαναλήψεις. 

Μπορούµε να ελέγξουµε πόσες επαναλήψεις θα χρειαστούν, για να είναι µην είναι ακριβή 

αλλά να είναι αξιόπιστη η ανάλυση, µε το ποσοστό εσφαλµένων ανακαλύψεων (False Dis-

covery Rate, FDR). Αυτός ο δείκτης αναφέρεται στο εκτιµώµενο ποσοστό όλων των δοκιµών 

που δηλώθηκαν σηµαντικές και ελέγχει τον αριθµό των δοκιµών που δηλώθηκαν ψευδώς 

                                                

 
7 https://statweb.stanford.edu/~tibs/SAM 
8 https://statweb.stanford.edu/~tibs/PAM/ 
9 https://brb.nci.nih.gov/BRB-ArrayTools/ 
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σηµαντικές. Ανάλογα µε την ανάλυση µπορεί και ένας υψηλός FDR να είναι ικανοποιητικός 

αλλά και πιο αποδοτικός. Σε κάποιες εφαρµογές µας ενδιαφέρει να έχουµε υψηλή 

ευαισθησία, π.χ. στον έλεγχο διάγνωσης του COVID- 19 θέλουµε δηλαδή να αποφύγουµε τα 

εσφαλµένως αρνητικά (false negative, FN) γιατί µπορεί να κολλήσει κάποιον άλλο, ενώ σε 

κάποιες µας ενδιαφέρει η υψηλή ακρίβεια, π.χ. στον έλεγχο αντισωµάτων για τον COVID-19 

θέλουµε να αποφύγουµε τα FP γιατί κάποιος µπορεί να θεωρεί εσφαλµένα ότι είναι 

προστατευµένος. 

 

3.1. Προεπεξεργασία Δεδοµένων 
Μετά την αποκοµιδή των πρωτογενών δεδοµένων, ακολουθούνται τα διάφορα βήµατα για 

τον καθαρισµό τους, ώστε να έχουµε όσο επαναλαµβανόµενα, αναπαράξιµα και συγκρίσιµα 

αποτελέσµατα. Μας ενδιαφέρουν ακόµα η ευαισθησία και η ειδικότητα του πειράµατος. Η 

ευαισθησία είναι η ικανότητα να ανιχνευτούν οι πραγµατικές διαφορές (true-positive rate, 

TP). Η ειδικότητα είναι η ικανότητα να ανιχνευτούν οι διαφορές µόνο όταν υπάρχουν (true-

negative rate, TN). Το έργο κριτηρίων ποιότητας (MAQC) έχει πολλές οργανωµένες 

δηµόσιες βάσεις δεδοµένων, που ασχολούνται µε την επαναληψιµότητα ενός µεµονωµένου 

πλακιδίου, την αναπαραξιµότητα µεταξύ replicates και την συγκρισιµότητα µεταξύ 

διαφορετικών πλατφόρµων (115). Η συστηµατική ποικιλοµορφία µπορεί να αφαιρεθεί µε την 

κανονικοποίηση, ενώ η στοχαστική ποικιλοµορφία αφαιρείται µε στατιστικούς ελέγχους. 

 

3.1.1. Αφαίρεση Θορύβου (Noise Removal) 

Η αφαίρεση του θορύβου αποτελείται κυρίως από την αποµάκρυνση τεχνικών σφαλµάτων 

(artifacts) και την διόρθωση του υποβάθρου (background correction), δηλαδή θέλουµε να 

ελαχιστοποιείται ο θόρυβος. Το υπόβαθρο θεωρούµε ότι έχει οµοιόµορφη ένταση θορύβου. 

Θεωρητικά αυτή η διαδικασία αποδίδει µια αµερόληπτη εκτίµηση του πραγµατικού σήµατος, 

ωστόσο προκύπτουν διορθωµένες εντάσεις µε ανεπιθύµητες στατιστικές ιδιότητες. 

 

Επειδή η τεχνική µικροσυστοιχιών περιλαµβάνει πολλά στάδια, υπάρχει η πιθανότητα για 

τεχνικά σφάλµατα σε κάθε ένα από αυτά. Για παράδειγµα, στο στάδιο της έκπλυσης και της 

σάρωσης και ο ανθρώπινος παράγοντας σε αυτά. Ακόµα, οι αλλαγές στην θερµοκρασία, στην 

φωτοευαισθησία και στην υγρασία του εργαστηρίου, µπορεί να επηρεάσουν την 

επαναληψιµότητα του πειράµατος, αφού εµφανίζουν διαφορές στην αποδοτικότητα 

ενσωµάτωσης της φθορίζουσας ουσίας και γενικά στα αποτελέσµατα του φθορισµού. Ακόµα, 

υπάρχει και η περίπτωση να έχει επιµολυνθεί το δείγµα και να υπάρχει διασταυρούµενη 
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υβριδοποίηση ή µη ειδική υβριδοποίηση, που είναι σφάλµα που δεν αφαιρείται. Το πλακίδιο 

να έχει τεχνικές ατέλειες, δηλαδή γρατζουνιές ή επικαθισµένη σκόνη ή αποτυπώµατα, που 

µπορεί να θεωρηθεί κατά λάθος βιολογικής σηµασίας. Ειδικά όταν τα πλακίδια είναι 

φτιαγµένα µε ροµποτικά µηχανήµατα στο κάθε εργαστήριο, οι πείροι του µπορεί να 

προσθέσουν συστηµατική ποικιλοµορφία στα αποτελέσµατα λόγω της γεωµετρίας τους αλλά 

ακόµα και οι ίδιοι πείροι λόγω διαφορετικής ποσότητας και ακρίβειας εναπόθεσης γενετικού 

υλικού στην πλακέτα. 

 

Τα πρωτογενή δεδοµένα από εφαρµογές δικάναλων πειραµάτων µε µικροσυστοιχίες DNA 

λαµβάνονται σε αρχεία εικόνας .tiff, ένα αρχείο 16-bit για κάθε κανάλι (φθορίζουσα ουσία), 

και µε ένα πρόγραµµα ανάλυσης εικόνας εκτιµούν τα σηµεία των spots, γίνεται η κατάτµηση 

και η εξαγωγή των πληροφοριών, δηλαδή των τιµών φωτεινότητας του σήµατος και του 

υποβάθρου, καθώς και πληροφορίες για την ποιότητα του πειράµατος. Στη συνέχεια, γίνεται 

η προεπεξεργασία για την διόρθωση υποβάθρου, όπου συνήθως αφαιρούµε τις τιµές 

υποβάθρου από τις τιµές φωτεινότητας του πραγµατικού σήµατος, όπως στην Εξίσωση 5. 

Ενώ υπάρχουν και πιο εξειδικευµένοι µέθοδοι, οι οποίοι βασίζονται σε ειδικούς αλγόριθµους, 

όπως το πακέτο limma (Linear Models of Microarrays, LIMMA) του λογισµικού 

BioConductor10, το οποίο βασίζεται στην προγραµµατιστική γλώσσα R. 

R ' = R − Rbackground  

G ' = G −Gbackground  

Εξίσωση 5. Διόρθωση υπόβαθρου (background). 

 

Τα λογισµικά ανάλυσης εικόνας κάνουν πλέον πιο αυτοµατοποιηµένη προεπεξεργασία 

δεδοµένων, παρέχουν κριτήρια ποιότητας και παρέχουν στατιστικά εργαλεία για µεγαλύτερη 

αξιοπιστία, µε την βοήθεια διαφόρων τιµών, όπως της µέσης τιµής (mean, συνήθως 

συµβολίζεται µε «µ»), της διαµέσου τιµής (median) και της τυπικής απόκλισης (Standard 

Deviation, SD, συνήθως συµβολίζεται µε «σ»). Το λογισµικό ανάλυσης εικόνας από την κάθε 

εταιρία κατασκευής των σαρωτών µικροσυστοιχιών είναι ένα ολοκληρωµένο πακέτο 

λογισµικού (suite), που περιέχει τα περισσότερα εργαλεία που χρειάζεται ο βιοπληροφορικός, 

χωρίς να καλύπτει όλες τις δυνατότητες των εργαλείων που υπάρχουν, και µε φιλικό προς τον 

χρήστη περιβάλλον, συγκεκριµένα δίνει πολλές δυνατότητες οπτικοποίησης, δηλαδή 

                                                

 
10 https://www.bioconductor.org 
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καλύτερης κατανόησης, των αποτελεσµάτων. Είναι, όµως, δύσκολη  η πρόσβαση σε αυτά για 

πολλά εργαστήρια , αφού συνήθως έχουν ακριβές ετήσιες συνδροµές. Εκτός αυτού, µπορεί να 

µην έχουν ευελιξία και να δηµιουργήσουν σφάλµατα συµβατότητας, που θα περιορίσουν την 

αποδοτικότητα της ανάλυσης των δεδοµένων. Κάποια ελεύθερα λογισµικά είναι εξίσου καλά 

µε τα εµπορικά, αφού παρέχουν πρόσβαση σε πολλές µεθόδους ανάλυσης, προϋπάρχουσες 

αλλά και την δυνατότητα να προσθέσει τον δικό του κώδικα ο χρήστης. Το πιο γνωστό 

ελεύθερο λογισµικό, που χρησιµοποιείται και στο κοµµάτι της προεπεξεργασίας, είναι το 

λογισµικό στατιστικής R/BioConductor. 

 

Μια εναλλακτική είναι το ελεύθερο λογισµικό M4 Suite, που βασίζεται στην γλώσσα Java 

και παρέχεται από το Ινστιτούτο Γενωµικής Έρευνας (The Institute for Genomic Research, 

TIGR)11. Το εργαστήριο Quackenbush ανέπτυξε ένα ολοκληρωµένο πακέτο ανάλυσης 

µικροσυστοιχιών µε τέσσερις εφαρµογές για την ανάλυση δικάναλων µικροσυστοιχιών. Πιο 

συγκεκριµένα, το λογισµικό MADAM (MicroArray DAta Manager) κάνει εύκολη την 

προσθήκη των δεδοµένων από την ανάλυση µικροσυστοιχιών σε βάση δεδοµένων. Το 

λογισµικό εύρεσης κηλίδων (Spotfinder) αναλύει τις εικόνες .TIFF για να γίνει η εξαγωγή της 

φωτεινότητάς τους µέσω ενός δυναµικού αλγόριθµου κατωφλιού. Το λογισµικό MIDAS 

(MIcroarray Data Analysis System) χρησιµοποιείται για την κανονικοποίηση των δεδοµένων. 

Τέλος, το λογισµικό αναπαράστασης MeV (Multiple Experiment Viewer) χρησιµοποιείται 

για την εξόρυξη των δεδοµένων και την οπτικοποίηση τους (116). 

 

Στα γονιδιακά τσίπ της Affymetrix είναι σύνηθες το µοντέλο ανάλυσης D-Chip12. Μπορεί ο 

βιοπληροφορικός να γράψει και τον δικό του κώδικα, συνήθως σε Python ή R, για να 

καλύψει πιο ειδικές ανάγκες ανάλυσης των µικροσυστοιχιών, αλλά σε αυτή την περίπτωση το 

εργαλείο παρέχει µόνο συγκεκριµένες δυνατότητες, πολλές φορές χωρίς την δυνατότητα 

οπτικοποίησης των αποτελεσµάτων. Ένα άλλο αρνητικό, είναι ότι προϋποθέτει πολύ καλές 

γνώσεις προγραµµατισµού, κάτι που δεν χρειάζεται για να χρησιµοποιήσεις τα έτοιµα 

λογισµικά, ελεύθερης πρόσβασης ή εµπορικά. 

 

Η µέθοδος κανονικοποίησης µπορεί να είναι τοπική ή ολική, έλεγχος αρνητικών τιµών, που 

µπορεί να γίνει µε µοντέλα σταθεροποίησης της διασποράς (variance stabilizing models, 

                                                

 
11 https://mev.tm4.org/    
12 https://sites.google.com/site/dchipsoft/ 
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VSM), και µορφολογική. Με την τοπική εξοµάλυνση µπορούν να διορθωθούν οι εντάσεις 

ανάλογα µε την µορφολογία της µικροσυστοιχίας. Για παράδειγµα, αφαιρούµε τις τιµές από 

τα υβριδοποιηµένα και επαυξηµένα µόρια που έχουν υβριδοποιηθεί το ένα πάνω στο άλλο. Οι 

µορφολογικές µέθοδοι είναι απαραίτητες για την σωστή ανάλυση περιοχών στις οποίες η 

ένταση στο εκτιµώµενο υπόβαθρο µπορεί να είναι υψηλότερη από την ένταση του 

πραγµατικού σήµατος. Αλλιώς το χαρακτηριστικό βιολογικού ενδιαφέροντος µετά την 

λογαρίθµιση δεν υπάρχει στην λίστα γονιδίων. Πιο συγκεκριµένα, δηµιουργούµε ένα 

αντίγραφο της κάθε µεµονωµένης εικόνας, το οποίο φιλτράρεται για να κατασκευάσει µια 

εικόνα υποβάθρου. Τα δικάναλα πειράµατα έχουν µεγαλύτερο σφάλµα προκατάληψης από τα 

µονοκάναλα, τα οποία χαρακτηρίζονται από µεγαλύτερη απλότητα και ευελιξία. 

 

Οι πιο γνωστές εφαρµογές µονοκάναλων πειραµάτων είναι µε τα ολιγονουκλεοτιδικά τσιπ 

της Affymetrix, τα οποία έχουν λίγο διαφορετική διόρθωση υποβάθρου από τις 

µικροσυστοιχίες DNA. Είναι τετράγωνα spots αντί για κυκλικά spots και σκανάρονται µε την 

διαίρεση κάθε κυττάρου σε ένα τετραγωνικό πίνακα εικονοστοιχείων (pixels), και τα επίπεδα 

φωτεινότητας µετρώνται σε κάθε εικονοστοιχείο, αγνοούνται τα εικονοστοιχεία στις 

συνοριακές τιµές και αποθηκεύονται τα επίπεδα φωτεινότητας του spot, του ανιχνευτή 

κυττάρου, στα υπόλοιπα εικονοστοιχεία. Ο υπολογισµός του θορύβου υποβάθρου δίνεται µε 

την Εξίσωση 6 για κάθε πίνακα ανιχνευτή, όπου N είναι ο συνολικός αριθµός των κυττάρων 

στο υπόβαθρο, stdevi είναι η τυπική απόκλιση της φωτεινότητας των εικονοστοιχείων που 

απαρτίζουν τα κύτταρα στο υπόβαθρο, SF είναι ο συντελεστής κλίµακας και NF είναι ο 

συντελεστής κανονικοποίησης (117). 

 

Q = 1

N ∗ stdevi ∗SF ∗NF
pixelii

∑
 

Εξίσωση 6. Θόρυβος ολιγονουκλεοτιδικής 
µικροσυστοιχίας Affymetrix. 

 

Στις ολιγονουκλεοτιδικές µικροσυστοιχίες της Affymetrix, πριν την κανονικοποίηση υπάρχει 

ένα επιπλέον στάδιο περίληψης (Summarizing), αφού οι γονιδιακή έκφραση αναπαρίσταται 

από πολλούς ανιχνευτές, ενώ εµείς θέλουµε να µετρήσουµε µια τιµή, δηλαδή το µετάγραφο. 

Στο λογισµικό R/Bioconductor εκτελείται από το πακέτο affy µε την εντολή summary. Το 

αρχείο .CEL, που παράγεται από το λογισµικό της Affymetrix από ένα αρχείο πρωτογενών 

δεδοµένων .DAT, περιέχει αυτά τα επίπεδα φωτεινότητας (118). 
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3.1.2. Φιλτράρισµα (Filtering) 

Ουσιαστικά είναι η αφαίρεση των σηµάτων που δεν ξεπερνάνε κάποιες τιµές (threshold). 

Φιλτράρονται οι τιµές φωτεινότητας που δεν είναι ανιχνεύσιµες και οι αρνητικές τιµές 

φωτεινότητας, δηλαδή προσαρµόζεται η εκτίµηση των τιµών έκφρασης στα κατάλληλα 

επίπεδα. Οι ανιχνευτές ελέγχου και οι αρνητικοί ανιχνευτές ελέγχου, οι οποίοι βρίσκονται σε 

τυχαία σηµεία των µικροσυστοιχιών, είναι σηµαντικό εργαλείο στο φιλτράρισµα τιµών για 

την αποφυγή θορύβου λόγω µη ειδικότητας κατά την υβριδοποίηση. 

 

Το φιλτράρισµα βοηθάει να µειωθεί η πολυπλοκότητα των πολλαπλών ελέγχων και να 

αυξήσει την στατιστική δύναµη. Η προσοχή παραµένει στα ενεργά γονίδια, δηλαδή αυτά που 

εκφράζονται, οπότε χρειάζονται λιγότερες διορθώσεις. Ακόµα, θα υπάρχει µεγαλύτερο 

ποσοστό διαφορικά εκφραζόµενων γονιδίων. Όταν, όµως, αφαιρούνται τα δεδοµένα 

χαµηλότερης ποιότητας µπορεί να χαθεί σηµαντική βιολογική πληροφορία των σχετικών 

γονιδίων. 

 

3.1.3. Κανονικοποίηση (Normalization) 

Η κανονικοποίηση είναι η διαδικασία ελαχιστοποίησης της ανεπιθύµητης τεχνικής 

διακύµανσης µη βιολογικού ενδιαφέροντος στο εσωτερικό (within) του δείγµατος ή µεταξύ 

(between) των δειγµάτων (Εικόνα 17). 

 

 

Εικόνα 17. Εσωτερική και µεταξύ κανονικοποίηση (119). 

 

Η εσωτερική ασχολείται µε συστηµατικά λάθη εντός των συγκρινόµενων δειγµάτων, ενώ η 

µεταξύ ασχολείται µε συστηµατικά λάθη ανάµεσα στα συγκρινόµενα δείγµατα και στοχεύει 

στην αξιόπιστη σύγκριση επιπέδων έκφρασης πολλαπλών πειραµάτων. Η κανονικοποίηση 

είναι ένα απαραίτητο βήµα, πρέπει όµως πρώτα να κάνουµε κάποιες παραδοχές, δηλαδή ή ότι 

υπάρχουν λίγα DEGs ή ότι είναι ισάριθµα τα υποεκφρασµένα µε τα υπερεκφρασµένα DEGs 
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ή και τα δύο. Η κανονικοποίηση στα µονοκάναλα πειράµατα αφορά σε απόλυτες τιµές 

φωτεινότητας αντί για σχετικές τιµές φωτεινότητας. Πληροφορίες από πολλαπλά τσίπ µπορεί 

να χρησιµοποιηθούν για µια έρευνα, οπότε για να αφαιρέσουµε τις τεχνικές διακυµάνσεις 

λαµβάνουµε υπόψη την συγκεκριµένη οµάδα των δειγµάτων τα οποία εξετάστηκαν 

παράλληλα και, συνεπώς, υπό όµοιες συνθήκες, ώστε να κανονικοποιηθούν οι τιµές και 

επηρεαστούν όσο το δυνατόν λιγότερο οι στατιστικές δοκιµές, δηλαδή αφαιρούµε τον θόρυβο 

που προέρχεται από τις ταυτόσηµες επιδράσεις µιας παρτίδας (batch effects). Πιο 

συγκεκριµένα, αν το εύρος και η διάµετρος των τιµών τους είναι παρόµοια για κάθε δείγµα, 

τότε έχει πετύχει η κανονικοποίηση. Όταν µας ενδιαφέρει να µετρήσουµε την διαφορική 

γονιδιακή έκφραση (Differential Gene Expression, DGE) στα δεδοµένα υπάρχουν πολλοί 

µαθηµατικοί µέθοδοι για τον µετασχηµατισµό των δεδοµένων, όπως η παρατηρούµενη τιµή 

ελέγχου στατιστικής σηµαντικότητας (p-value), η λογαριθµισµένη διαφορά έκφρασης (loga-

rithmic fold change, log2FC) και η απόλυτη διαφορά (absolute difference) (120). 

 

Με την Fold Change καταφέρνουµε να µην λάβουµε υπόψη τις τιµές χαµηλές εκφράσεις, στις 

οποίες είναι δυσκολότερο να ελεγχθεί η σηµαντικότητα και εµφανίζουν υψηλότερα επίπεδα 

θορύβου. Πρόκειται για µια απλή αφαίρεση των τιµών έκφρασης του γονιδίου ενός δείγµατος 

υπό εξέταση µε την έκφραση του ίδιου γονιδίου στο φυσιολογικό δείγµα (Wildtype, Wt), η 

σχετική έκφραση που παίρνουµε χρησιµοποιείται για περαιτέρω ελέγχους. Αν το γονίδιο έχει 

τιµή διαφοράς έκφρασης (FC) µέσα στο διάστηµα -1≤x≤1 θεωρείται ότι δεν έχουµε διαφορά 

µεταξύ των δύο δειγµάτων, ενώ αν έχει τιµή fold x<-1 θεωρείται υπο-εκφρασµένο και αν έχει 

τιµή x>1 θεωρείται υπερ-εκφρασµένο. Συχνότερα, µε την FC και την τιµή p-value µπορούµε 

να οπτικοποιήσουµε ποια γονίδια είναι υπερεκφρασµένα [logFC ≥  1 & p-value ≤   0,05] και 

υποεκφρασµένα [logFC ≤   -1 & p-value ≤   0,05] µε την βοήθεια ενός διαγράµµατος 

κρατήρα ηφαιστείου (Volcano Plot), που εκτελείται µε την εντολή volcanoplot, από το 

πακέτο limma του R/Bioconductor. Κάθε τελεία στο διάγραµµα ηφαιστείου αντιπροσωπεύει 

ένα γονίδιο διαφορικής έκφρασης, ο ένας άξονας είναι για τις λογαριθµισµένες τιµές FC και ο 

άλλος άξονας είναι η –log10 της p-value για το στατιστικό έλεγχο που χρησιµοποιούµε. Η FC 

είναι από τις πρώιµες µεθόδους να µετρήσουµε την DGE και δεν είναι λαµβάνει υπόψη την 

διασπορά, δεν είναι ευαίσθητη σε µικρές αλλαγές, δεν είναι αµερόληπτη στα 

υποεκφραζόµενα γονίδια, αγνοεί την διαφορετικότητα των γονιδιακών επιπέδων στα 

replicates και, συνήθως, δεν εκτιµάται ο δείκτης εσφαλµένης θετικότητας (FP). Αντί να 

χρησιµοποιήσουµε την υψηλή τιµή της FC, ελέγχουµε την σηµαντικότητα µε κατάλληλους 

στατιστικούς ελέγχους, µε τους οποίους θα ασχοληθούµε στην επόµενη ενότητα. Στο 



90 

λογισµικό MATLAB η FC εκτελείται µε την εντολή mavolcanoplot ενώ στο λογισµικό 

R/Bioconductor, και συγκεκριµένα στο πακέτο limma, γίνεται µε την εντολή topTabe. 

 

Η τιµή στατιστικής σηµαντικότητας p-value είναι η τιµή του µικρότερου επιπέδου 

σηµαντικότητας για την οποία το παρατηρούµενο στατιστικό δείγµα µας προτρέπει να 

απορρίψουµε την µηδενική υπόθεση Η0, δηλαδή όταν την συγκρίνουµε µε µια τιµή 

κατωφλίου α και ισχύει ότι p-value <α, θεωρούµε τα γονίδια διαφορικά εκφραζόµενα. To α 

ονοµάζεται επίπεδο σηµαντικότητας ή επιτρεπόµενο επίπεδο σφάλµατος τύπου Ι (False 

Positive, FP), όπου η Η0 απορρίπτεται λανθασµένα, και το χρησιµοποιούµε στον έλεγχο 

υποθέσεων για να απορρίψουµε ή όχι την Η0. Μια συνήθης τιµή κατωφλιού είναι η 0,05 

(αυθαίρετο κριτήριο), τότε για τιµές p<0.05 θεωρούµε ότι έχουµε στατιστική σηµαντικότητα.�

Απορρίπτουµε την µηδενική υπόθεση και θεωρούµε ότι το συγκεκριµένο γονίδιο είναι 

διαφορικά εκφραζόµενο αν η p-value είναι πολύ µικρή (π.χ. p < 0,01), δηλαδή δεν είναι πολύ 

πιθανό ότι αυτή η διαφορά παρουσιάστηκε τυχαία. Το σφάλµα τύπου ΙΙ (False Negative, FN), 

από την άλλη πλευρά, είναι η περίπτωση η µηδενική υπόθεση να µην απορρίπτεται, παρόλο 

που είναι ψευδής. Σε αντίθετη περίπτωση, δηλαδή αν p-value ≥ α, τότε δεν θα απορρίψουµε 

την µηδενική υπόθεση Η0 και θεωρούµε τα γονίδια φυσιολογικά. 

 

Aν υπάρχουν replicates ελέγχονται οι τιµές για οποιαδήποτε σηµαντική διαφορά µε 

στατιστικά τέστ π.χ. αν έχουµε 3 replicates εξάγουµε για κάθε γονίδιο την µέση τιµή 3 

επαναλήψεων για το δείγµα Α, την µέση τιµή 3 επαναλήψεων για το δείγµα Β και την µέση 

τιµή 3 επαναλήψεων φυσιολογικού δείγµατος (Wt), και πάνω σε αυτές διενεργούµε 

στατιστικό έλεγχο t-test. Έτσι, µπορούµε να ελέγξουµε και για βιολογικά και για τεχνικά 

σφάλµατα. Ακόµα, µε την αφαίρεση spots κακής ποιότητας βελτιώνεται η περαιτέρω 

ανάλυση. Υπάρχουν πολλοί τρόποι κανονικοποίησης και ο καθένας χρησιµοποιεί τις δικές 

τους υποθέσεις, συνήθως θεωρείται ότι η διαφορική έκφραση συµβαίνει σε πολύ µικρό 

ποσοστό γονιδίων και ότι τα γονίδια που υποεκφράζονται είναι ισόποσα µε τα γονίδια που 

υπερεκφράζονται. Η κανονικοποίηση κλίµακας (scaling) εφαρµόζεται µαζί µε άλλες 

κανονικοποιήσεις και πρόκειται για διαίρεση ή πολλαπλασιασµό µε µια σταθερά, συνήθως µε 

το µέγιστο ή το ελάχιστο. Στο λογισµικό MATLAB η κανονικοποίηση κλίµακας και το 

κεντράρισµα εκτελείται µε την εντολή manorm ενώ στο λογισµικό R/Bioconductor, και 

συγκεκριµένα στο πακέτο preprocessCore, γίνεται µε την εντολή normalize.constant. Ανήκει 

και στις δύο κατηγορίες κανονικοποίησης, δηλαδή την within και την between, ενώ η c είναι 

µια σταθερά που, συνήθως, είναι η λογαριθµισµένη τιµή µέσου ή διάµεσου. Αυτή η 
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κανονικοποίηση εφαρµόζεται και ανάµεσα σε replicates. Την οπτικοποιούµε σε 

θηκογράµµατα, που παρουσιάζουν πολύ βολικά τα αποτελέσµατα. 
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Εξίσωση 7. Κανονικοποίηση 
κλίµακας. 

 

Lowess (LOcally WEighted Scatterplot Smoothing) και Loess. Η lowess είναι µια γραµµική 

παλινδρόµηση τοπικών βαρών (121, 122), η οποία θεωρεί δεδοµένο ότι η ποσότητα του 

αρχικού µεταγράφου είναι ίδια σε όλα τα δείγµατα και ότι υπάρχει σχετική ισοεµφάνιση 

υπερεκφραζόµενων και υποεκφραζόµενων γονιδίων. Η κανονικοποίηση lowess αφορά σε 

αλλαγή της δοµής των δεδοµένων. Ενώ θεωρεί ότι υβριδοποιούνται ισάριθµα τα νουκλεϊνικά 

µόρια στα δείγµατα και ότι η κάθε φθορίζουσα ουσία παρουσιάζει ίδια συνολική 

φωτεινότητα. Είναι µια µέθοδος για την οµαλοποίηση του διαγράµµατος διασποράς 

(scatterplot) στις οποίες η διορθωµένη τιµή xk είναι η τιµή µιας προσαρµοσµένης (fitted) 

γραµµής στα δεδοµένα µέσω της µεθόδου των ελαχίστων τετραγώνων µε βάρη, τα οποία για 

το σηµείο (xi , yi) είναι µεγάλο αν το xi βρίσκεται κοντά στο xk και µικρό αν το xi βρίσκεται 

κοντά στο xk, ενώ οι ακραίες τιµές απορρίπτονται, δηλαδή αυτήν η κανονικοποίηση 

χρησιµοποιείται για να αλλάξουµε την δοµή των δεδοµένων. H κανονικοποίηση lowess είναι 

πολύ παρόµοια µε την loess και οι δύο χρησιµοποιούνται για την αφαίρεση των στατιστικών 

προκαταλήψεων λόγω φωτεινότητας, απλά η µια είναι γραµµική (y=a+bx) και η άλλη 

δευτεροβάθµια (y=a+bx +cx2 quadratic), έτσι ώστε να αποφύγει τους επιπλέον χειρισµούς 

(123). Στο λογισµικό MATLAB εκτελείται µε την εντολή malowess, ενώ στο λογισµικό 

R/Bioconductor εκτελείται από το πακέτο affy µε τις εντολές�normalize.loess και 

normalize.AffyBatch.loess. 

 

M-A plot.   Η κανονικοποίηση Lowess, για δικάναλο πείραµα µικροσυστοιχιών DNA ή για 

δύο πειράµατα µονοκάναλων µικροσυστοιχιών, είναι σύνηθες να οπτικοποιείται στο 

διάγραµµα M-A plot, που ονοµάζεται και R-I. Στον y-άξονα του διαγράµµατος βρίσκεται η 

συνάρτηση Μ (Εξίσωση 8), δηλαδή τον λόγο της έντασης, που κανονικοποιείται µε την 

αφαίρεση της αντίστοιχης τιµής από την καµπύλη της προσαρµοσµένης (fitted) lowess σε 

σχέση µε τις τιµές της συνάρτησης A του x-άξονα, δηλαδή την µέση ένταση για αυτό το 

σηµείο του διαγράµµατος (Εξίσωση 9). Όταν οι τιµές του M είναι οµοιόµορφα 

κατανεµηµένες γύρω από το 0 κατά µήκος όλων των Α τιµών έντασης έχουµε καλά επίπεδα 

υβριδοποίησης. Στο λογισµικό MATLAB εκτελείται µε την εντολή mairplot, ενώ στο 

λογισµικό R/Bioconductor εκτελείται από το πακέτο limma µε την εντολή plotMA. 
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Μ = log2 (
Ri, j
Gi, j

) = log2 (Ri, j )− log2 (Gi, j )
 Εξίσωση 8. Η εξίσωση Μ για την 
οπτικοποίηση των τιµών φωτεινότητας σε 
MA Plot.. 

 

A =
log2 (Ri, j ⋅Gi, j )

2
=
log2 Ri, j( ) + log2 Gi, j( )

2
 
Εξίσωση 9. Η εξίσωση Α για την 
οπτικοποίηση των τιµών φωτεινότητας σε 
MA Plot. 

 

Rank invariant.   Εφαρµόζουµε την µέθοδο σταθερής ταξινόµησης σε δικάναλα πειράµατα, 

την οποία βρίσκουµε στο συµπληρωµατικό υλικό της δηµοσίευσης του Tseng και των 

συνεργατών του (124), αναζητούµε ποια γονίδια παραµένουν σταθερά και χρησιµοποιούµε 

αυτά στην καµπύλη κανονικοποίησης, δηλαδή αν έχουµε παρόµοια ταξινόµηση των 

κόκκινων και πράσινων εντάσεων ενός γονιδίου και αν η ταξινόµηση της µέσης έντασης των 

δύο καναλιών δεν είναι υπερβολικά υψηλή ή χαµηλή, τότε θεωρούµε ότι το γονίδιο δεν είναι 

διαφορικά εκφραζόµενο στα δύο δείγµατα. Είναι πιο χρήσιµη όταν περιµένουµε υψηλή 

διαφορική έκφραση, π.χ. σε καρκινικούς ιστούς. Στο λογισµικό MATLAB εκτελείται µε την 

εντολή mainvarsetnorm, ενώ στο λογισµικό R/Bioconductor εκτελείται από το πακέτο 

preprocessCore µε την εντολή normalize.invariantset. 

 

Quantile normalization.  Στο λογισµικό MATLAB ο µετασχηµατισµός ποσοστηµορίων 

γίνεται µε την εντολή quantilenorm ενώ στο λογισµικό R/Bioconductor, και συγκεκριµένα 

στο πακέτο preprocessCore, εκτελείται µε τις εντολές normalize.quantiles, 

normalize.quantiles.robust και normalize.AffyBatch.quantiles. Ο µετασχηµατισµός 

ποσοστηµορίων στα µονοκάναλα πειράµατα ακολουθεί τον εξής αλγόριθµο:  

1) Πρώτα, ταξινοµούµε τις λογαριθµισµένες τιµές φωτεινότητας κάθε συστοιχίας.  

2) Στη συνέχεια, βρίσκουµε το µέσο όρο αυτών των τιµών για κάθε γονίδιο, έτσι ώστε να 

υπολογίσουµε την έκφρασης τους σε όλες τις συστοιχίες. 

3) Στο τέλος, προσδιορίζουµε την θέση των εξεταζόµενων τιµών µε βάση την βαθµονόµηση 

(ranking) του κάθε ανιχνευτή, από τον υψηλότερο στον χαµηλότερο. 

Στην δηµοσίευση (125) παρουσιάζεται εκτενέστερη ανάλυση του µετασχηµατισµού 

ποσοστηµορίων. 

 

Quantile global median. Ο ολικός µετασχηµατισµός ποσοστηµορίων διαµέσου τιµής ανήκει 

στις µεθόδους ολικής κανονικοποίησης πολλαπλών δειγµάτων και είναι µια ικανοποιητική 

και γρήγορη µέθοδος αφαίρεσης τεχνικού θορύβου από τα πρωτογενή δεδοµένα. Ουσιαστικά 
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κανονικοποιούµε ώστε τα ποσοστηµόρια να είναι ισόποσα σε κάθε τσιπ. Η διάµεσος τιµή 

προτιµάται από την µέση τιµή, αφού είναι λιγότερο επιρρεπές στην παρουσία ακραίων τιµών, 

και, µετά την εφαρµογή της µεθόδου έχουµε ίδια διάµεσο τιµή (ίση µε 0) και ίδια τυπική 

απόκλιση, σε κάθε µικροσυστοιχία. Η ολική κανονικοποίηση των επιπέδων γονιδιακής 

έκφρασης αναφέρεται στο ότι αυτή επηρεάζεται από δύο παράγοντες, δηλαδή την γονιδιακή 

παραγωγή και την ειδικό θόρυβο σε κάθε πλακίδιο. 

 

RMA (Robust Multichip Average). Η µέθοδος εύρωστης ανάλυσης του µέσου πολυ-

συστοιχιών (RMA) βασίζεται στην συνέλιξη και την εφαρµόζουµε σε αρχεία (Εικόνα 18). 

CEL που προέρχονται από τις ολιγονουκλεοτιδικές µικροσυστοιχίες της Affymetrix και 

έχουµε τα κονονικοποιηµένα αρχεία .CHP. Είναι αποτελεσµατική για την µείωση της 

µεταβλητότητας των µεταγράφων χαµηλής συγκέντρωσης. Λειτουργεί µε την 

ποσοτικοποίηση της φωτεινότητας των θέσεων ανιχνευτή PM, υπολογίζοντας το άθροισµα 

από τα εικονοστοιχεία ανεξάρτητης τυχαίας µεταβλητής για το υπόβαθρο και τον φθορισµό, 

δηλαδή µιας κανονικά κατανεµηµένης και, αντίστοιχα, µιας εκθετικά κατανεµηµένης 

µεταβλητής. Εχει καλή διακριτική ικανότητα ανάµεσα σε διαφορικά εκφραζόµενα γονίδια 

και µη. Στο λογισµικό MATLAB εκτελείται µε τις εντολές affyrma, rmabackadj και 

rmasummary ενώ στο λογισµικό R/Bioconductor, και συγκεκριµένα στο πακέτο affy, γίνεται 

µε την εντολή rma. Το λογισµικό RMA Express13 χρησιµοποιείται για την διόρθωση 

υποβάθρου, την κανονικοποίηση ποσοστηµορίου και την µέθοδο σύνοψης (summarization) 

των ολιγονουκλεοτιδικών τσίπ της Affymetrix (126). 

 

                                                

 
13 https://rmaexpress.bmbolstad.com/  
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Εικόνα 18. Η RMA έχει καλύτερα αποτελέσµατα στην ανίχνευση διαφορικής έκφρασης στην πράξη 
από την MAS 5.0, ενώ µε την RMA δεν παρατηρείται αυξηµένος θόρυβος στις χαµηλές φωτεινότητες 
(127). 

 

Microarray Suite 5 (MAS 5.0). Η συγκεκριµένη µέθοδος, έκδοσης 5.0, δηµιουργήθηκε από 

την ίδια την εταιρία Affymetrix για την προεπεξεργασία δεδοµένων από τα 

ολιγονουκλεοτιδικά της τσίπ. Στο λογισµικό R/Bioconductor, και συγκεκριµένα στo πακέτο 

affy, εκτελείται µε την εντολή mas5.  Σε κάποιες µελέτες θεωρείται καλύτερη µέθοδος από 

την RMA (128), όπως φαίνεται από την σύγκριση στην Εικόνα 18. 
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Εικόνα 19. Θηκόγραµµα πριν την εφαρµογή της κανονικοποίησης και το κεντράρισµα των κουτιών 
στο 0 (129). 

 

Θηκόγραµµα. Για να είναι πιο κατανοητές οι πληροφορίες αυτών των µεθόδων 

κανονικοποίησης µπορούµε να τις οπτικοποιήσουµε και να τις συγκρίνουµε, αν έχουµε πάνω 

από ένα δείγµα, µε την µέθοδο των θηκογραµµάτων (boxplots). Από την Εικόνα 19 φαίνεται 

ότι η κεντρική γραµµή δείχνει τη διάµεσο (Q2=50%) και τα όρια του κουτιού τοποθετούνται 

στα δύο τεταρτηµόρια (Q1=25%, Q3=75%). Οι πιό ακραίες τιµές παρουσιάζονται ως 

κουκκίδες και είναι µακριά από το κουτί. Με τα θηκογράµµατα µπορούµε να ελέγξουµε 

εκτός από τις ακραίες τιµές και την συµµετρικότητα της κατανοµής της διαµέσου και των 

ποσοστιαίων τεταρτηµορίων. Αν η κεντρική γραµµή είναι κάτω από το µέσο του κουτιού, η 

κατανοµή παρουσιάζει θετική ασυµµετρία και αν είναι πάνω από το µέσο του κουτιού, η 

κατανοµή παρουσιάζει αρνητική ασυµµετρία. 

 

Συµπλήρωση ελλιπών τιµών (Missing Values). Είναι σύνηθες να µην έχουν συµπεριληφθεί 

όλες οι τιµές βιολογικού ενδιαφέροντος στα εξαγόµενα σύνολα δεδοµένων γονιδιακής 

έκφρασης. Υπάρχουν διάφοροι πιθανοί λόγοι αυτής της έλλειψης, όπως τα τεχνικά σφάλµατα 
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των πλακιδίων της µικροσυστοιχίας, οι εκλιπούσες τιµές λόγω φιλτραρίσµατος, τα σφάλµατα 

κατά την εικονοληψία ή και λόγω κακής διακριτικής ικανότητας του συστήµατος ανάλυσης. 

Οι πρώτες προσεγγίσεις είχαν σκοπό την αναγνώριση των περιοχών ελλιπών τιµών και, στην 

συνέχεια, η αντικατάστασή τους από µηδενικά ή µε την µέση έκφραση σε σχέση µε τις 

στήλες των δειγµάτων (130). Μια καλύτερη λύση είναι τα replicates, που µπορούν να 

χρησιµοποιηθούν για την συµπλήρωση ελλιπών τιµών. Ακόµα, στην δηµοσίευση των 

ερευνητών (131), προτείνονται µέθοδοι βασισµένοι στις µηχανών υποστήριξης διανυσµάτων 

(Support vector machines, SVM) και η ταξινόµησης k-κοντινότερων γειτόνων (k-Nearest 

Neighbor, kNN), για την συµπλήρωση εκλιπών τιµών. Αυτές είναι τεχνικές ταξινόµησης που 

θα αναφερθούµε στην ενότητα 3.3.2.  

 

3.2. Εξόρυξη Δεδοµένων: Μαθηµατικό Σκέλος 
Η Εξόρυξη Δεδοµένων (Data Mining) αποτελείται από διάφορα βήµατα. Τα βασικά είναι ο 

εντοπισµός Διαφορικής Έκφρασης Γονιδίων (Differentially Expressed Genes, DEG), η 

Οπτικοποίηση (Visualisation) τους, η Οµαδοποίηση/Συσταδοποίηση (Clustering) τους και η 

Ταξινόµηση (Classification) τους. 

 

3.2.1. Ο Εντοπισµός των Επιπέδων της Διαφορικής Έκφρασης µε Στατιστικές 

Μεθόδους 

Μετά το πειραµατικό κοµµάτι των µικροσυστοιχιών γίνεται καθαρισµός των δεδοµένων και 

σύγκριση µε το δείγµα αναφοράς (121). Αναγνωρίζεται η εικόνα και µετατρέπονται τα 

δεδοµένα µικροσυστοιχιών σε αρχεία EXCEL που αποτελούνται από αριθµητικές λίστες. 

Έχουµε στην οριζόντια γραµµή του πίνακα τα διάφορα δείγµατα υπό εξέταση, 

συµπεριλαµβανοµένου του δείγµατος αναφοράς, ενώ στην κατακόρυφη γραµµή του πίνακα 

τα χιλιάδες γονίδια που µας ενδιαφέρουν. Αρχικά, βρίσκουµε το µέσο όρο για κάθε γονίδιο 

ξεχωριστά. Στη συνέχεια, γίνεται η εκτίµηση των δεδοµένων µε διάφορους στατιστικούς 

ελέγχους και η επιλογή µε τις τιµές p-value για επιβεβαίωση των επιπέδων διαφορικής 

έκφρασης, έτσι ώστε να επεξεργαστούµε και να αξιολογήσουµε σωστά τα δεδοµένα. Οι 

παραµετρικοί έλεγχοι συνήθως εξετάζουν τυχαία δείγµατα ενός φυσιολογικού πληθυσµού, 

ενώ στους µη παραµετρικούς ελέγχους χρησιµοποιείται µια µαθηµατική εξίσωση για τον 

υπολογισµό της κατανοµής υπό συγκεκριµένες συνθήκες. Οι στατιστικοί έλεγχοι είναι βασικό 

κοµµάτι της µεταγενέστερης ανάλυσης (downstream analysis), όπου όσο µεγαλύτερο είναι το 

υπολογιστικό αποτέλεσµα της στατιστικής εξίσωσης, τόσο πιο πιθανό είναι να δεχτούµε την 

εναλλακτική υπόθεση (122). 
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Στην στατιστική διαµορφώνουµε υποθέσεις για να εξετάσουµε τα δεδοµένα. Για να πάρουµε 

µια στατιστική απόφαση, αρχίζουµε πάντα µε µια υπόθεση, η οποία ονοµάζεται µηδενική 

υπόθεση και συµβολίζεται µε Η0. Αν µια παραδοχή είναι ασυµβίβαστη µε την Η0, τότε 

ονοµάζουµε την υπόθεση εναλλακτική και την αριθµούµε αναλόγως, δηλαδή Η1,...,Ηm. Για 

σύγκριση ανάµεσα σε δυο συνθήκες µε άγνωστη όµοια διακύµανση µπορούµε να 

χρησιµοποιήσουµε τον έλεγχο του µαθητή (Student’s t-Τest), αλλά υπάρχουν πολλές άλλες 

εναλλακτικές ανάλογα µε το ποιος στατιστικός έλεγχος ταιριάζει στις παρατηρήσεις υπό 

εξέταση. Πρώτα, βρίσκουµε την µέση τιµή και εφαρµόζουµε την επιλεγµένη στατιστική 

µέθοδο. Στην συνέχεια, συγκρίνουµε τα αποτελέσµατα µε την τιµή αναφοράς, p-value, και 

έτσι αποφασίζουµε αν θα απορριφθεί ή όχι η Η0. Συγκεκριµένα για το Student’s t-Τest 

υπολογίζουµε την πιθανότητα δύο κατανοµών να προέρχονται από τον ίδιο δειγµατικό χώρο 

και κατανοµή. Αν έχουµε άνιση διακύµανση µεταξύ των τιµών της οµάδας φυσιολογικών 

δειγµάτων και των τιµών της οµάδας των υπό εξέταση δειγµάτων χρησιµοποιούµε µια άλλη 

εκδοχή του t-Τest, το Welch’s t-Τest (133). Αν πρόκειται για ανάλυση δύο οµάδων προτιµάµε 

αυτά τα δύο t-Τest, όµως για τρεις και παραπάνω οµάδες προτιµάµε τον έλεγχο ανάλυσης 

διακύµανσης ANOVA (Analysis of Variations) και τον Welch’s ANOVA, οι οποίοι είναι 

επίσης παραµετρικοί έλεγχοι. Αν έχουµε πέντε και παραπάνω βιολογικά replicates µιας 

εξαρτηµένης µεταβλητής, δηλαδή γονιδίου, τότε προτιµάµε µη παραµετρικές µεθόδους. 

 

Μας ενδιαφέρει ο τύπος των παρατηρήσεων που εξετάζουµε, δηλαδή αν είναι paired 

(εξαρτηµένων), όπως τα time course πειράµατα, ή unpaired (ανεξάρτητων), όπως η σύγκριση 

ενός φυσιολογικού µε άλλο υπό εξέταση δείγµα για εύρεση διαφορικά εκφρασµένου 

γονιδίου. Η ανεξαρτησία των παρατηρήσεων πρέπει να ισχύει και εντός µιας οµάδας. Στην 

περίπτωση των εξαρτηµένων πειραµάτων δεν µπορούµε να τα αναλύσουµε ξεχωριστά, όπως 

ένα πείραµα που γίνεται πριν και µετά από µια θεραπεία. 

 

3.2.1.1. Περιγραφική Στατιστική 

Η στατιστική ανάλυση είναι σηµαντική για να διερευνήσουµε πληροφορίες βιολογικής 

σηµασίας, όπως την ποσοτική περιγραφή γενωµικών χαρακτηριστικών, γενικά µας 

ενδιαφέρει η ποσοτικοποίηση των τιµών των διαφορικά εκφραζόµενων γονιδίων και πως 

επηρεάζονται από διάφορους παράγοντες (83). 

 

Κανονική Κατανοµή (Normal Distribution). Στη γενωµική ανάλυση µικροσυστοιχιών µας 

απασχολεί πολύ οι κανονική κατανοµή, η οποία χαρακτηρίζεται από την συνάρτηση του 
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Gauss (Εξίσωση 10) και, για συνεχείς µεταβλητές ή αν συνδέσεις όλα τα σηµεία της 

κατανοµής σχετικής συχνότητας ή ποσοστού, χαρακτηρίζεται από µια συµµετρική καµπύλη, 

που θυµίζει το σχήµα κουδουνιού (Bell Curve). Ένας τρόπος που η κατανοµή µπορεί να 

διαφοροποιείται είναι η ασυµµετρία (skewness), η οποία µπορεί να είναι θετική ή αρνητική. 

Ένας άλλος τρόπος που η κατανοµή µπορεί να διαφοροποιείται είναι το εύρος της κορυφή, 

δηλαδή ποια είναι η κύρτωσή (kurtosis) της. 

f x( ) = 1
σ 2π

e
− x−µ

σ 2
⎛
⎝⎜

⎞
⎠⎟
2

 Εξίσωση 10. Η γκαουσιανή (Gauss) συνάρτηση, για x 
πραγµατικό αριθµό. 

Μέση τιµή (mean). Η µέση τιµή ή ο αριθµητικός µέσος του πληθυσµού µ (θεωρητική τιµή) 

και του δείγµατος x  (εµπειρική τιµή) χρησιµοποιείται συνήθως για να υπολογιστεί η 

κεντρική τάση συνεχών ή διακριτών τιµών. Αν η κατανοµή είναι θεωρητική ονοµάζεται 

αναµενόµενη Ε(Χ), δηλαδή είναι η θεωρητική µέση τιµή που θα περιµέναµε αν σχεδιάζαµε 

άπειρα σηµεία από αυτή την κατανοµή. Εκτός από την κανονική κατανοµή N(0,1) (E(X)=0), 

ξέρουµε την αναµενόµενη τιµή και για άλλες γνωστές κατανοµές, όπως η διωνυµική 

(Ε(Χ)=Np), η υπεργεωµετρική (N,M,n) (Ε(Χ)=n(M/N)) και η εκθετική µε ρυθµό λ(Ε(Χ)=1/λ). 

x = 1
n
⋅ xi
i=1

n

∑
 

Εξίσωση 11. Η µέση τιµή για n διαφορετικές 

τιµές, όπου το µ είναι ο µέσος του πληθυσµού και 

το x  είναι ο µέσος του δείγµατος. 

 

Ε X( ) = x ⋅ f x( )dx
−∞

+∞

∫  
Εξίσωση 12. Προσδοκώµενη τιµή για συνεχή 
τυχαία µεταβλητή Χ. 

 

Τιµή διαµέσου (median). Μια άλλη τιµή υπολογισµού κεντρικής τάσης είναι η τιµή διαµέσου. 

Προτιµάµε να την χρησιµοποιούµε όταν έχουµε πολλές ακραίες τιµές στο δείγµα µας, αφού 

αντίθετα µε την µέση τιµή, οι παρατηρήσεις είναι διατεταγµένες (ordinal) και είναι ισόποσες 

εκατέρωθεν της διαµέσου. Για δείγµα µε περιττές παρατηρήσεις είναι η µεσαία τιµή και για 

δείγµα µε άρτιες παρατηρήσεις είναι ο µέσος όρος των δύο µεσαίων τιµών. 
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Md = xn+1
2

 Εξίσωση 13. H διάµεσος (Md) για n περιττό. 

 

Md =
xn
2

+ xn
2
+1

2  

Εξίσωση 14. Η διάµεσος (Md) για n άρτιο. 

 

Επικρατούσα τιµή (mode). Η παρατήρηση που εµφανίζεται πιο συχνά. 

 

Διακύµανση ή Διασπορά (variance).  Βρίσκουµε την πιο χρήσιµη στατιστική πληροφορία για 

τον υπολογισµό της διασποράς µιας κατανοµής παίρνοντας κάθε σηµείο και υπολογίζουµε 

την απόκλισή τους από το µέσο, το οποίο τετραγωνίζουµε και µετράµε τον µέσο τους. Αυτό 

το αποτέλεσµα είναι η διακύµανση και συµβολίζεται ως σ2 (θεωρητική τιµή) ή s2 (εµπειρική 

τιµή). 

s2 = 1
n −1

⋅ (xi − x )
2

i=1

n

∑  Εξίσωση 15. Υπολογισµός της διακύµανσης. 

 

Συνδιακύµανση. H συνδιακύµανση µεταξύ του X και Y συµβολίζεται µε Cov(X,Y) ή SXY. Είναι 

η τιµή Aν οι συνδιακυµάνσεις είναι θετικές, τότε οι δύο µεταβλητές είναι θετικά 

συσχετισµένες. Αν οι συνδιακυµάνσεις είναι αρνητικές, τότε οι δύο µεταβλητές είναι 

αρνητικά συσχετισµένες. 

Cov(X,Y ) = E (X − µX ) ⋅ Y − µY( )⎡⎣ ⎤⎦
 Εξίσωση 16. Υπολογισµός της συνδιακύµανσης. 

 

Τυπική Απόκλιση (standard deviation, SD). Είναι η τετραγωνική ρίζα της διακύµανσης και 

δείχνει πόσο καλά αντιπροσωπεύεται το δείγµα στην καµπύλη, ενώ συµβολίζεται ως σ 

(εµπειρική τιµή) ή s (θεωρητική τιµή). 

s = 1
n −1

⋅ (xi − x )
2

i=1

n

∑  Εξίσωση 17. Η τυπική απόκλιση για µικρές τιµές n. 
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s = 1
n −1

⋅ xi
2

i=1

n

∑ −
( xi )

2

i=1

n

∑
n

⎡

⎣

⎢
⎢
⎢
⎢

⎤

⎦

⎥
⎥
⎥
⎥

 Εξίσωση 18. Η τυπική απόκλιση για µεγάλες τιµές 

n. 

 

Βαθµοί ελευθερίας (degrees of freedom). Παρατηρούµε στις παραπάνω εξισώσεις για 

διακύµανση και τυπική απόκλιση το άθροισµα δεν διαιρείται µε το n, αλλά µε το n-1, δηλαδή 

τον αριθµό των παρατηρήσεων µείον µια. Ο αριθµός αυτός ονοµάζεται βαθµός ελευθερίας 

(df) και αναπαριστά πόσες είναι οι ελάχιστες ανεξάρτητες πληροφορίες έτσι ώστε να 

προσδιοριστεί µια άλλη πληροφορία. Στις εξισώσεις παρουσιάζεται µε το ελληνικό γράµµα ν. 

Είναι ο ίδιος για την σ2 και την σ, αφού µόνο n-1 των τετραγωνισµένων αποκλίσεων µπορούν 

να µεταβάλλονται ελεύθερα, αλλά εξαρτάται από την τιµή που εξετάζουµε κάθε φορά. 

 

IQR. Το εύρος ενδοποσοστηµορίου (interquartile range, IQR) είναι η απόσταση µεταξύ του 

πρώτου και του τρίτου ποσοστηµορίου και χρησιµοποιείται στην ανίχνευση ακραίων τιµών, 

ενώ είναι ένα µέτρο κεντρικότητας. 

IQR =Q3 −Q1                    Εξίσωση 19. Εύρος ενδοποσοστηµορίου. 

 

3.2.1.2. Στατιστικοί Έλεγχοι 
Οι στατιστικοί έλεγχοι t-Τest χρησιµοποιούνται µε την παραδοχή ότι έχουµε φυσιολογικά 

δείγµατα. Ακόµα και αν δεν έχουµε κανονική κατανοµή, µπορούµε σε πολλές περιπτώσεις να 

κάνουµε αυτή την παραδοχή για µεσαίο ή µεγάλο πλήθος παρατηρήσεων, αφού τα σφάλµατα 

τύπου Ι είναι σε αποδεκτά επίπεδα. Αυτό δεν ισχύει στην περίπτωση που έχουµε πολλές 

ακραίες τιµές, οπότε θα χρησιµοποιηθούν µη παραµετρικοί έλεγχοι. Οι µη παραµετρικοί 

έλεγχοι, όπως ο Mann-Whitney U και ο Kruskal-Wallis H, έχουν το πλεονέκτηµα ότι είναι 

πιο εύκολα κατανοητοί, πιο γρήγοροι και πιο εύκολα εφαρµόσιµοι σε µικρά δείγµατα. 

 

Student’s t-Test µε 2 ανεξάρτητα δεδοµένα. Ο στατιστικός έλεγχος του µαθητή (134) 

(ψευδώνυµο του W. S. Gosset σε αυτή την δηµοσίευσή του) εφαρµόζεται συνήθως στην µέση 

ή την διάµεσο τιµή µε την παραδοχή ότι ακολουθούµε κανονική κατανοµή N(µ,σ2), δηλαδή 

όταν συγκρίνουµε δύο δείγµατα θεωρούµε ότι το δείγµα 1 έχει κατανοµή X1i~Ν(µ1,σ2) και το 

δείγµα 2 έχει κατανοµή X2i~Ν(µ2,σ2). Η σύγκριση των τιµών Χ1 και Χ2 µεταξύ των δυο 
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δειγµάτων εξετάζει το επίπεδο της οµοιότητας στις κατανοµές των παρατηρήσεων ενός 

γονιδίου σε αυτά, δηλαδή να επικαλύπτονται για µια δεδοµένη τιµή, ενώ όσο πιο µικρός είναι 

ο αριθµός που δίνει η εξίσωση t-Τest, τόσο πιο κοντά είναι η τιµή µ1 στην τιµή µ2. Στην 

αντίθετη περίπτωση έχουµε διαφορική έκφραση. Μια άλλη παραδοχή του t-Τest, είναι ότι οι 

δύο οµάδες έχουν σχετικά τον ίδιο αριθµό παρατηρήσεων. Παρόλο που το t-Τest σχεδιάστηκε 

για εξέταση πληθυσµών µιας οµάδας δειγµάτων µέχρι 30 παρατηρήσεων, στην πράξη 

αποδεικνύεται ανθεκτικό και για εξέταση µεγαλύτερων πληθυσµών, αλλά δεν λειτουργεί 

καλά για ανάλυση πάνω από δύο οµάδων. Το t-Τest θεωρείται ένα εύρωστο µέτρο ελέγχου, 

ακόµα και για µικρές αποκλίσεις έχει καλά αποτελέσµατα. Υπάρχουν διάφορα µέτρα 

ποιότητας ελέγχου για την κανονικότητα, που χρησιµοποιούµε όταν θέλουµε να επιλέξουµε 

έναν έλεγχο. Κάποιοι τέτοιοι έλεγχοι είναι ο Anderson–Darling, ο Cramer–von Mises, ο 

Lilliefors (Kolmogorov–Smirnov), ο έλεγχος κανονικότητας Pearson chi-square και ο 

Shapiro–Francia (135). 

 

Ακολουθεί ένα τυπικό µοντέλο στατιστικής σύγκρισης t-Τest, όπως παρουσιάζεται στο βιβλίο 

των (136), για την σύγκριση των µέσων όρων δύο δειγµάτων, που αποτελούνται από ίσες 

παρατηρήσεις. Πρώτα θεωρούµε την µηδενική υπόθεση Η0 ότι µ1=µ2 και την εναλλακτική 

υπόθεση Η1 ότι µ1≠µ2. 

SS1 = X1i − µ( )2
i

n1

∑  
 Εξίσωση 20. Το άθροισµα τετραγώνων για το δείγµα 1, 

όπου το 1i∈(1,...,n1) για τις τιµές Χ1i . 

 

SS2 = Χ2i − µ( )2
i

n2

∑  
 Εξίσωση 21. Το άθροισµα τετραγώνων για το δείγµα 2, 
όπου το 2i∈(1,..., n2) για τις τιµές X2i. 

 

sp
2 = SS1 + SS2

df1 + df2
= SS1 + SS2
n1 −1+ n2 −1

 
Εξίσωση 22. Η κοινή διακύµανση. 

 

SEM =
sp
2

n1
+
sp
2

n2
          Εξίσωση 23. Το τυπικό σφάλµα του µέσου. 
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Τ = X1 − X2
SΕΜ  

Εξίσωση 24. Υπολογίζουµε το στατιστικό Τ για να 
ανιχνεύσουµε DEGs. 

 

Για να υπολογιστούν οι κρίσιµές τιµές και οι τιµές p-value θεωρούµε ότι για την Η0 ισχύει 

Τ~tn1-n2-2 µε α=0,05. Μετά γίνεται η σύγκριση της κρίσιµης τιµής tcrit, που βρήκαµε από τον 

πίνακα του µαθητή, µε την τιµή που υπολογίσαµε στατιστικά tstat. Αν η στατιστική τιµή είναι 

µεγαλύτερη από την κρίσιµη, τότε απορρίπτουµε την Η0 και θεωρούµε ότι έχουµε διαφορική 

έκφραση γονιδίου. 

 

Welch’s t-Test µε 2 ανεξάρτητα δεδοµένα. Αυτή η περίπτωση είναι παρόµοια µε τον έλεγχο 

του µαθητή, µε την διαφορά ότι δεν έχουµε ίδια διακύµανση, δηλαδή θεωρούµε ότι το δείγµα 

1 έχει κατανοµή X1i ~Ν(µ1,σ1
2) και το δείγµα 2 έχει κατανοµή X2i~Ν(µ2,σ2

2). Αυτή η διαφορά 

αλλάζει η εξίσωση των βαθµών ελευθερίας (d.f.) και η στατιστική εξίσωση t-Test, η οποία 

δεν έχει πλέον µια ακριβή κατανοµή t, αλλά κατά προσέγγιση έχουµε καλά αποτελέσµατα µε 

την εξίσωση Welch–Satterthwaite (137, 138). 

Τ = X1 − X2
s1
2

n1
+ s2

2

n2
 
Εξίσωση 25. Welch's t-Test. 

 

s1 =
1

n1 −1
⋅ X1i − X1( )2

i

n1

∑  Εξίσωση 26. Η αµερόληπτη εξίσωση της διακύµανσης 
για το δείγµα 1. 

 

s2 =
1

n2 −1
⋅ X2i − X2( )2

i

n2

∑  Εξίσωση 27. Η αµερόληπτη εξίσωση της   διακύµανσης 
για το δείγµα 2. 
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ν ≈
( s1

2

n1
+ s2

2

n2
)2

s1
4

n1
2 ⋅(n1 −1)

+ s2
4

n2
2 ⋅(n2 −1)

 
Εξίσωση 28. Οι d.f. της εξίσωσης Welch–Satterthwaite. 

 

Student’s t-Test µε εξαρτηµένα/συσχετισµένα δεδοµένα (Paired/Matched t-Test). Συχνά δύο ή 

περισσότεροι πληθυσµοί που εξετάζουµε µπορεί να µην είναι ανεξάρτητοι, π.χ. σε ένα time 

course experiment. Κάποια παραδείγµατα τέτοιων ελέγχων είναι όταν ελέγχουµε πώς ένα 

φάρµακο επιδρά σε µια µετρήσιµη τιµή ή πως δυο διαφορετικά φάρµακα επιδρούν στον ίδιο 

οργανισµό ή ακόµα και να εξετάσουµε δείγµατα από διαφορετικά άτοµα που έχουν 

ακολουθήσει άλλη φαρµακευτική αγωγή και να τους συγκρίνουµε σύµφωνα µε ηλικία ή άλλα 

χαρακτηριστικά. Έτσι, θα έχουµε ζευγάρια µετρήσεων, αφού η µια µέτρηση εξαρτάται από 

την άλλη. θεωρούµε ότι το δείγµα 1 έχει µετρήσεις X1,…,Xn µε µέσο µ1 και το δείγµα 2 έχει 

µετρήσεις Y1,…,Yn µε µέσο µ2. Αφού δεν έχουµε ανεξάρτητες µεταβλητές δεν µπορούµε να 

χρησιµοποιήσουµε το κλασικό t-Τest, οπότε θέτουµε µια µεταβλητή Ui =Yi-Xi µε µέσο 

πληθυσµού µu. Τότε, θεωρούµε την µηδενική υπόθεση Η0:µu=0 και την εναλλακτική υπόθεση 

H1:µu<0, η οποία µπορεί να εξεταστεί µε το κλασικό t-test για ένα πληθυσµό, µε µετρήσεις 

U1,...,Un (136). 

T =
n ⋅ U − 0( )

s  

Εξίσωση 29. Η στατιστική εξίσωση t ενός πληθυσµού, 
για µέσο 0. 

 

s2 = 1
n −1

⋅ Ui −U( )
i=1

n

∑  
Εξίσωση 30. Η διακύµανση του πληθυσµού µε 
βαθµούς ελευθερίας d.f.=n-1. 

 

Μετά γίνεται η σύγκριση της κρίσιµης τιµής tcrit , που βρήκαµε από τον πίνακα του µαθητή, 

µε την τιµή που υπολογίσαµε στατιστικά tstat. Αν η στατιστική τιµή είναι µεγαλύτερη από την 

κρίσιµη, τότε απορρίπτουµε την Η0 και θεωρούµε ότι έχουµε διαφορική έκφραση γονιδίου. 

 

Ανάλυση Διακύµανσης ή Διασποράς (ANalysis Of VAriations, ANOVA).  Η ανάλυση 

διακύµανσης µπορεί να χρησιµοποιηθεί για την ανίχνευση DEGs ανάµεσα στις παρατηρήσεις 
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πάνω από δύο δειγµάτων. Είναι ένας παραµετρικός έλεγχος, οπότε µια βασική παραδοχή 

είναι ότι ακολουθούµε κανονική κατανοµή και ότι κάθε πληθυσµός αποτελείται από ίσο 

πλήθος παρατηρήσεων. Προτιµάµε τον έλεγχο ANOVA για σύγκριση σε τρία δείγµατα ή 

περισσότερα από το να κάνουµε πολλαπλά διαδοχικά t-Τest, τα οποία αυξάνουν το ποσοστό 

των σφαλµάτων. Η ανάλυση διακύµανσης αφορά την εκτίµηση ποσοτικοποίησης των 

επιµέρους συνιστωσών της ολικής µεταβλητότητας, που υπολογίζεται σαν συνολικό 

άθροισµα τετραγώνων (Total Sum of Squares, SST), όπως είναι η εσωτερική διακύµανση 

κάθε πειράµατος (Within groups Sum of Squares, SSW), η διακύµανση που υπάρχει µεταξύ 

των δειγµάτων (Between groups Sum of Squares, SSB) και η διακύµανση λόγω σφαλµάτων 

(Sum of Squared Errors, SSE). Η εσωτερική διακύµανση κάθε πειράµατος SSW αναλύει την 

µεταβλητότητα η οποία δεν εξηγείται από τις διαφορές µεταξύ των µέσων των δειγµάτων. Η 

ANOVA µπορεί να είναι σύγκριση ανάµεσα στις µέσες τιµές τριών ή περισσότερων 

δειγµάτων κατά ένα παράγοντα (One way), κατά δύο παράγοντες (Two way), κατά τρεις 

παράγοντες (Three way) κ.λ.π. . Ο έλεγχος ANOVA κατά ένα παράγοντα χρησιµοποιείται για 

να αναγνωρίσει τις στατιστικά σηµαντικές διαφορές για ένα χαρακτηριστικό ανάµεσα σε τρία 

ή περισσότερα δείγµατα. Το µειονέκτηµα της ANOVA είναι ότι δεν µπορεί να κατονοµάσει 

ποια δείγµατα εµφανίζουν στατιστική σηµαντικά διαφορά, αυτό µπορεί να γίνει µε έναν 

έλεγχο post hoc, απλώς ότι τουλάχιστον δύο δείγµατα την εµφανίζουν. Ο έλεγχος ANOVA 

κατά δύο παράγοντες χρησιµοποιείται για να αναγνωρίσει τις στατιστικά σηµαντικές 

διαφορές παράλληλα για δύο χαρακτηριστικά και την σχέση µεταξύ τους. Το πλεονέκτηµα 

του είναι ότι αναπαριστά καλύτερα ένα πραγµατικό ερευνητικό πείραµα, αφού οι µεταβλητές 

συνήθως επηρεάζονται από πάνω από ένα χαρακτηριστικό, οπότε χρησιµοποιείται στη 

γενωµική πιο συχνά από τον έλεγχο ANOVA κατά ένα παράγοντα (135). 

 

O έλεγχος ANOVA του δείγµατος σε διάφορες χρονικές στιγµές (time course), όπου για την 

κάθε µια υπάρχει και η αντίστοιχη κατάσταση αναφοράς, δηλαδή έχουµε ζευγάρια 

λογαριθµισµένων τιµών κατάστασης µε αναφοράς. Το βασικό µέρος της ανάλυσης 

διακύµανσης είναι ο έλεγχος F. 

F =
SSB
νB
SSW
νB

=
SSB
k−1
SSW

n1+n2−k
 

Εξίσωση 31. Ο έλεγχος F για ανίχνευση DEGs, όπου 
k είναι το πλήθος των δειγµάτων, ενώ n1 και n2 είναι ο 
αριθµός των παρατηρήσεων της οµάδας 1 και 2, 
αντίστοιχα. 
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Ακολουθεί ένα τυπικό µοντέλο ανάλυσης διακύµανσης ANOVA κατά ένα παράγοντα, όπως 

παρουσιάζεται στο βιβλίο των (139), για την σύγκριση των µέσων όρων δύο δειγµάτων, που 

αποτελούνται από ίσες παρατηρήσεις. Αν έχουµε µεγάλη διαφορά στο SSB σε σχέση µε το 

SSW, τότε υπάρχει διαφορική έκφραση γονιδίων, και αντιστρόφως. 

s2=
(xi1−x1 )

2

i=1

n1

∑ + (xi 2−x2 )
2

i=1

n2

∑
n1+n2−2

= SSE
n1+n2−2

 

Εξίσωση 32. Εσωτερική διακύµανση 
(Within groups variation, SSW) κοινή 
για τις δύο οµάδες, όπου xi1 και xi2 
είναι η i-οστή παρατήρηση στην 
οµάδα 1 και στην οµάδα 2, αντίστοιχα. 

 

SSB = n1(x1 − x )
2 + n2 (x2 − x )

2
 

Εξίσωση 33. H διακύµανση που 
υπάρχει µεταξύ των δύο οµάδων, όπου 

x1  και x2  
είναι η µέση τιµή των 

παρατηρήσεων του κάθε δείγµατος 
(Between groups variation, SSB). 

 

SSE = xi − xi
∧⎛

⎝
⎞
⎠

n=1

n

∑
 

Εξίσωση 34. Η διακύµανση λόγω 
σφαλµάτων, που ακολουθεί κανονική 
κατανοµή µε µέση τιµή 0. 

 

SST = SSW + SSB = (xi − x )
2

i=1

n

∑
 

Εξίσωση 35. Η ολική διακύµανση. 

 

F = SSB
SSW

n1 + n2 − 2

= n1(x1−x )
2+n2 (x2−x )

2

[ ( xi−x )
2 ]−n1( x1−x )

2−n2 ( x2−x )
2

i=1

n
∑

n1+n2−2

 

Εξίσωση 36. Ο έλεγχος F για 
ανίχνευση DEGs. 

 

Οι παράγοντες λέγονται σταθεροί (fixed), αν σε κάθε πείραµα έχουµε τα ίδια επίπεδα 

έκφρασής του, και τυχαίοι (random), αν έχουµε ένα δείγµα του πληθυσµού από τα πιθανά 

επίπεδα έκφρασης. Αυτό σηµαίνει ότι για τυχαίους παράγοντες ενσωµατώνεται ένα επιπλέον 

επίπεδο θορύβου στην διακύµανση του δείγµατος. Χρησιµοποιούµε τυχαίο παράγοντα για να 
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µπορούµε να κάνουµε πιο επιτυχηµένη γενίκευση, αφού σε αντίθετη περίπτωση, δηλαδή αν 

µια συστοιχία αναλύεται σαν σταθερού παράγοντα, θεωρούµε ότι έχουµε µια σταθερά 

θορύβου σε κάθε πείραµα, κάτι που δεν µπορεί να συµβεί στην πραγµατικότητα σε κάθε 

παρτίδα (batch). Κατά τον υπολογισµό των σφαλµάτων όταν εκτελούµε στατιστικό έλεγχο 

ANOVA σε δεδοµένα µικροσυστοιχιών, θεωρείται ότι τα σφάλµατα είναι οµογενή. Αυτό 

είναι αδύνατο σε ένα πραγµατικό πείραµα, αφού δεν µπορούµε να έχουµε το ίδιο σφάλµα 

µέτρησης σε όλους τους ανιχνευτές. Ακόµα, οι µετρήσεις καταλήγουν να βασίζονται στην 

FC, η οποία δεν έχει τόσο καλά αποτελέσµατα. Αν από την άλλη, δεχόµασταν την 

ετερογένειά τους και ότι κάθε γονίδιο είχε το δικό του σφάλµα, τότε δεν θα είχαµε µια 

στατιστική µέθοδο µε πολύ περιορισµένη ικανότητα να ανιχνεύσει σωστά τα DEGs. 

Χρησιµοποιούµε Μπεϋσιανή (Bayes) στατιστική για να εκτιµήσουµε την µετριασµένη 

διακύµανση, αφού µας επιτρέπει να εφαρµόσουµε συγκεκριµένες σχέσεις στις διακυµάνσεις 

(140). 

 

Ακολουθεί ένα τυπικό µοντέλο ανάλυσης διακύµανσης ANOVA κατά δύο παράγοντες, όπως 

παρουσιάζεται στο βιβλίο των (139), για την σύγκριση των µέσων όρων δύο δειγµάτων, που 

αποτελούνται από ίσες παρατηρήσεις. Οι υπολογισµοί της ANOVA µπορεί να γίνουν 

αναλύοντας το πειραµατικό µοντέλο µε παλινδρόµηση µέσω υπολογιστή. 

CM =
( xi
i=1

n

∑ )2

n
=
( xi
i=1

n

∑ )2

a*b*r
 

Εξίσωση 37. Διόρθωση για τον µέσο, όπου 
n το σύνολο των παρατηρήσεων, α είναι το 
πλήθος των επιπέδων του ανεξάρτητου 
παράγοντα 1, b είναι το πλήθος των 
επιπέδων του ανεξάρτητου παράγοντα 2 και 
r είναι το πλήθος των παρατηρήσεων για 
κάθε ζευγάρι επιπέδων ανεξάρτητων 
παραγόντων 1 και 2. 

 

SST = xi
2 −CM

i=1

n

∑ = SS A( ) + SS B( ) + SS AB( ) + SSE
 
Εξίσωση 38. Η ολική διακύµανση. 

 

SS(A) =
Ai
2

i=1

a

∑
br

−CM
 

Εξίσωση 39. Άθροισµα τετραγώνων για τον 
παράγοντα της ανεξάρτητης µεταβλητής 1, 
όπου Ai είναι οι συνολικές παρατηρήσεις της 
ανεξάρτητης µεταβλητής 1 στο επίπεδο i∈
(1,2,...,α). 
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SS(B) =
Bj
2

j=1

b

∑
ar

−CM  

Εξίσωση 40. Άθροισµα τετραγώνων για τον 
παράγοντα της ανεξάρτητης µεταβλητής 2, όπου Bj 
είναι οι συνολικές παρατηρήσεις της ανεξάρτητης 
µεταβλητής 2 στο επίπεδο j∈(1,2,...,b). 

 

SS(AB) =
ABij

2

i=1

a

∑
j=1

b

∑
r

− SS(A)− SS(B)−CM

 

Εξίσωση 41. Άθροισµα τετραγώνων για την 
αλληλεπίδραση των παρατηρήσεων της 
µεταβλητής Α µε της µεταβλητής Β, όπου το ABij 
είναι οι συνολικές παρατηρήσεις στο επίπεδο i∈
(1,2,...,α) της ανεξάρτητης µεταβλητής 1 και στο 
επίπεδο j∈(1,2,...,b) της ανεξάρτητης µεταβλητής 
2. 

 

MSE =
SS AB( ) + SSE
n − a − b +1

 
Εξίσωση 42. Το µέσο τετραγωνικό σφάλµα (Mean 
Squared Error, MSE). 

 

MS AB( ) = SS AB( )
a −1( ) ⋅ b −1( )  

Εξίσωση 43. Mέσο άθροισµα τετραγώνων, MS, 
για την αλληλεπίδραση των παρατηρήσεων της 
µεταβλητής Α µε της µεταβλητής Β. 

 

F =
MS AB( )
MSE

       Εξίσωση 44. Ο έλεγχος F για ανίχνευση DEGs. 

 

Διαφορές παραµετρικών και µη παραµετρικών ελέγχων. Ο έλεγχος t-Test και ο έλεγχος 

ANOVA θεωρούν ότι οι µεταβλητές ακολουθούν κανονική κατανοµή. Σε κάποιες 

περιπτώσεις οι παρατηρήσεις έχουν µεγάλες αποκλίσεις από την κανονική κατανοµή και 

εφαρµόζονται οι µη παραµετρικές µέθοδοι. Ακόµα, µε τους µη παραµετρικούς ελέγχους δεν 

απαιτούνται εκτιµήσεις των παραµέτρων των κατανοµών. Η κλίµακα µέτρησης των 

παρατηρήσεων πρέπει να είναι διατεταγµένη (ordinal). Ο έλεγχος Mann-Whitney U είναι ένα 

µη παραµετρικό t-test για δύο ανεξάρτητα δείγµατα. Ο έλεγχος Kruskal-Wallis H 
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αντιπροσωπεύει ένα µη παραµετρικό έλεγχο ANOVA µε περισσότερα από δύο ανεξάρτητα 

δείγµατα. 

 

Mann-Whitney U Test ή Wilcoxon Rank Sum Test ή Mann-Whitney-Wilcoxon (MWW) µε 2 

ανεξάρτητα δείγµατα. Ο έλεγχος Mann-Whitney U, αντιστοιχεί σε µη παραµετρική εκδοχή 

του t-Test, δηλαδή δεν είναι προϋπόθεση να έχουν κανονική κατανοµή τα δείγµατα, όταν έχω 

δύο ανεξάρτητα δείγµατα. Η διαφορά είναι ότι ελέγχει την σχέση τάξεων µεταξύ των τιµών 

και όχι τις πραγµατικές τιµές, όπως το t-Test. Η καλύτερη περίπτωση για την ταξινόµηση των 

επιπέδων έκφρασης δύο συνθηκών, είναι όλες οι αξίες µιας συνθήκης να ταξινοµούνται 

υψηλότερα από την άλλη συνθήκη. Αφού όµως ο έλεγχος MWW δεν εξετάζει την διασπορά, 

η σηµασία του αποτελέσµατος περιορίζεται µόνο από τον αριθµό των επαναλήψεων για τις 

δύο συνθήκες. Για αυτό τον λόγο ο έλεγχος MWW, δεν δίνει σωστά αποτελέσµατα για µικρό 

αριθµό επαναλήψεων και η κατανοµή των p-value είναι σχετικά διάσπαρτη (141, 142). Η 

MWW εµφάνισε καλύτερα αποτελέσµατα, όταν συγκρίθηκε, στην ακόλουθη δηµοσίευση 

(132), µε τους στατιστικούς ελέγχους t-Test 2 ανεξάρτητων δειγµάτων, t-Test 2 εξαρτηµένων 

δειγµάτων και ANOVA. Η µέθοδος στατιστικής ανάλυσης µε τον έλεγχο Mann-Whitney U 

ακολουθεί τον εξής αλγόριθµο: 

1) Θεωρούµε µια µηδενική υπόθεση Η0, δηλαδή µ1=µ2, και µια εναλλακτική υπόθεση Η1, 

δηλαδή µ1 διαφορετικό από το µ2. 

2) Ιεραρχούµε σε πίνακες όλες τις τιµές, από την µικρότερη στην µεγαλύτερη τιµή, και τις 

βαθµονοµούµε, δηλαδή τους δίνουµε µια βαθµίδα. 

3) Αθροίζουµε τις τιµές των βαθµίδων για κάθε δείγµα. 

4)Υπολογίζουµε την διαφορά µεταξύ του αθροίσµατος των βαθµίδων µε την 

ελεγχοσυνάρτηση U, όπου θεωρούµε ότι έχουµε συµµετική κατανοµή σε κάθε δείγµα. 

5) Θέτουµε ένα κατώφλι, συνήθως το α=0,05 και σύµφωνα µε αυτό βρίσκουµε στον σχετικό 

πίνακα την κρίσιµη τιµή Ucrit και ελέγχουµε αν είναι πάνω ή όχι από την στατιστική τιµή που 

βρήκαµε Ustat. Αν αυτή η τιµή είναι µεγαλύτερη από την κρίσιµη τιµή, τότε απορρίπτουµε 

την µηδενική υπόθεση. 

U1= n1n2 +
n1(n1 +1)

2
− R1  

Εξίσωση 45. Εφαρµογή του στατιστικού ελέγχου 
MWW στο δείγµα Α, όπου R1 είναι ο αριθµός της 
βαθµίδας και n1 είναι το µέγεθος του δείγµατος Α. 

 

U2 = n1n2 +
n2 (n2 +1)

2
− R2 = n1n2 −U1

 

Εξίσωση 46. Εφαρµογή του στατιστικού ελέγχου 
MWW στο δείγµα Β, όπου R2 είναι ο αριθµός της 
βαθµίδας και n2 είναι το µέγεθος του δείγµατος Β. 
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U = min(U1,U2 ) Εξίσωση 47. Ελεγχοσυνάρτηση U. 

 

1 2

2u
n nµ =  Εξίσωση 48. Υπολογίζουµε την µέση τιµή. 

 

2 1 2 1 2( 1)
12u

n n n nσ + +=  Εξίσωση 49. Υπολογίζουµε την διακύµανση. 

 

Kruskal-Wallis H Test µε πάνω από 2 ανεξάρτητα δείγµατα. Ένας άλλος στατιστικός µη 

παραµετρικός έλεγχος είναι ο Kruskal-Wallis H, που αντιστοιχεί σε µη παραµετρική εκδοχή 

του ελέγχου ANOVA κατά ένα παράγοντα και εφαρµόζεται στην σύγκριση τριών ή 

παραπάνω πληθυσµών. Όµως, σε σχέση µε τον έλεγχο ANOVA, έχει µικρότερη ισχύ και 

χρησιµοποιεί λιγότερη πληροφορία. Ο έλεγχος Kruskal–Wallis H εφαρµόζεται σε πλήρως 

τυχαιοποιηµένα πειραµατικά σχέδια και έχει καλύτερα αποτελέσµατα όταν εξετάζουµε πέντε 

ή περισσότερα replicates. Η µέθοδος στατιστικής ανάλυσης για k ανεξάρτητα δείγµατα 

(συνήθως τρία ή περισσότερα) µε τον έλεγχο Kruskal–Wallis H ακολουθεί τον εξής 

αλγόριθµο: 

 

1) Θεωρούµε µια µηδενική υπόθεση Η0 ότι όλα τα δείγµατα προέρχονται από τον ίδιο 

πληθυσµό και µια εναλλακτική υπόθεση Η1 ότι τουλάχιστον ένα δείγµα προέρχεται από 

διαφορετικό πληθυσµό. 

2) Ιεραρχούµε σε πίνακες όλες τις τιµές, από την µικρότερη στην µεγαλύτερη τιµή (ordinal), 

και τους δίνουµε βαθµίδες π.χ. από 1 ως n, αγνοώντας από ποιό δείγµα προέρχονται. 

3) Αν υπάρχουν ίδιες τιµές (tie), τότε αρχικά τους δίνουµε τον αριθµό που θα είχαν αν δεν 

βρίσκονταν στην ίδια βαθµίδα και τελικά χρησιµοποιούµε τον µέσο των δύο δοσµένων 

αριθµών ως την βαθµίδα του. 

4) Υπολογίζουµε την ελεγχοσυνάρτηση Η, όπου θεωρούµε ότι έχουµε συµµετρική κατανοµή 

µέσα σε κάθε δείγµα. 

5) Θέτουµε ένα κατώφλι, συνήθως το α=0,05, η οποία είναι η κατάλληλη προσέγγιση όταν 

έχουµε τουλάχιστον πέντε παρατηρήσεις και σύµφωνα µε τους πίνακες κατανοµών 
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πιθανότητας χ2 (chi-squared) και το d.f.=k-1, βρίσκουµε την κρίσιµη τιµή Hcrit και την 

συγκρίνουµε µε την στατιστική τιµή που υπολογίσαµε Hstat. Αν αυτή η τιµή είναι µεγαλύτερη 

από από την κρίσιµη τιµή, τότε απορρίπτουµε την µηδενική υπόθεση. 

212 3 ( 1)
( 1)

i

i

RH n
n n n

= ⋅ − ⋅ +
⋅ + ∑  

Εξίσωση 50. Η στατιστική εξίσωση Kruskal Wallis 
H, όπου Ri είναι το άθροισµα των βαθµίδων (ranks) 
των αντίστοιχων παρατηρήσεων (ni), για κάθε 
δείγµα. 

 
Ανάλυση Πολυµεταβλητής Διακύµανσης (Multivariate analysis of variance, MANOVA). 

Πρόκειται για µια στατιστική µέθοδο ανάλυσης κατά δύο ή περισσότερους παράγοντες και 

δύο ή περισσότερες εξαρτηµένες µεταβλητές, και εξετάζει κατά πόσο οι παράγοντες τις 

επηρεάζουν. Για τον έλεγχο της στατιστικής σηµαντικότητας χρησιµοποιούµε έναν έλεγχο F, 

ο οποίος αποτελεί µία γενίκευση του ελέγχου t-Test, συγκρίνοντας τους µέσους όρους των 

µεταβλητών. Αν είναι σηµαντικοί, τότε πραγµατοποιούµε µονοµεταβλητό έλεγχο (univariate) 

ANOVA, δηλαδή ένα για κάθε ξεχωριστή µεταβλητή. 

 

Συσχέτιση (Correlation). Οι συσχετίσεις είναι στατιστικοί συνδυασµοί, έτσι ώστε να 

διερευνηθεί το πόσο κοντά είναι οι δύο µεταβλητές και να βρεθεί η γραµµική σχέση µεταξύ 

τους. Στην προγνωστική ανάλυση, µπορούν να βρεθούν είναι πιο σχετικές µεταβλητές σε 

αυτή που µας ενδιαφέρει και, έτσι, να µειώσουµε τις µεταβλητές. Δεν είναι µια τιµή που 

αφορά την αιτιατότητα (causation), δηλαδή πώς η αλλαγή σε µια µεταβλητή φέρνει αλλαγή 

σε άλλη µεταβλητή. Η θετική συσχέτιση, δηλαδή 0< rxy≤1, σηµαίνει ότι αν µια µεταβλητή 

αυξάνεται, τότε αυξάνεται και η άλλη µεταβλητή. Η αρνητική συσχέτιση, δηλαδή -1≤rxy<0, 

σηµαίνει ότι αν µια µεταβλητή αυξάνεται, τότε η άλλη µεταβλητή µειώνεται. Όσο πιο µεγάλη 

είναι η τιµή κοντά στο 1 ή όσο πιο µικρή είναι η τιµή κοντά στο -1, τόσο πιο καλή είναι η 

σχέση. 

( )( )

( ) ( )
1

2 2

1

n

i i
i

xy n

i i
i

x x y y
r

x x y y

=

=

− −
=

− −

∑

∑

 Εξίσωση 51. Η εξίσωση συσχέτισης του Pearson 
µε εύρος -1 µέχρι 1, µε την τιµή 0 να δείχνει 
απουσία σχέσης. 

 

Πολλαπλοί έλεγχοι (multiple testing).   Όταν οι στατιστικοί έλεγχοι δείχνουν διαφορική 

έκφραση υπάρχουν διάφοροι τρόποι επιβεβαίωσής τους. Η p-value (probability-value), όπως 

είδαµε παραπάνω, είναι η πιθανότητα να της εµφάνισης µιας παρατηρούµενης στατιστικής 
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τιµής, αν θεωρήσουµε ότι η µηδενική υπόθεση ισχύει. H q-value, από την άλλη πλευρά, είναι 

η τιµή σηµαντικότητας όσο αφορά το ποσοστό εσφαλµένων ανακαλύψεων FDR (false dis-

covery rate). Όσο µεγαλύτερη είναι η τιµή του στατιστικού αποτελέσµατος τόσο µικρότερη 

είναι η p-value. Στο λογισµικό R εκτελείται η προσαρµογή της p-value µέσω της εντολής 

p.adjust, ενώ στο λογισµικό R/Bioconductor από το πακέτο limma µε την εντολή topTable. 

Παρόλο που ο έλεγχος υποθέσεων παράγει µια τιµή p-value για κάθε γονίδιο, η επιλογή ενός 

κατωφλιού στατιστικής σηµαντικότητας είναι δύσκολη στην περίπτωση των µικροσυστοιχιών 

αφού αφορά πολλαπλούς ελέγχους. Εφόσον εξετάζουµε χιλιάδες γονίδια, χρειάζεται 

προσαρµογή για να αφαιρέσουµε το στατιστικό σφάλµα από την απλή µέθοδο κατωφλιού, 

δηλαδή εφαρµόζουµε µια διαδικασία διόρθωσης πολλαπλών ελέγχων (Multiple Testing 

Procedure, MTP). Αυτή η προσαρµογή της p-value συνήθως γίνεται µε ένα ολοκληρωµένο 

λογισµικό πακέτο λειτουργικού χαρακτηρισµού γονιδίων, όπως η εφαρµογή Galaxy14, η 

εφαρµογή DAVID15 (143, 144) και η εφαρµογή WebGestalt16 (145). Έχουµε στη διάθεσή µας 

διάφορους µεθόδους για να αντιµετωπίσουµε τα σφάλµατα. Για παράδειγµα, η PCER (Per-

comparison error rate) είναι η αναµενόµενη τιµή (expected, E(Χ)) των σφαλµάτων τύπου Ι, 

ως προς τον αριθµό των υποθέσεων (m). Η FDR, που έχουµε ήδη αναφέρει και ονοµάζεται 

επίσης Benjamini–Hochberg, µας δίνει την δυνατότητα να ελαχιστοποιήσουµε την αναλογία 

των σφαλµάτων τύπου Ι (146). Μια πιο συντηρητική µέθοδος είναι η FWER (Family Wise 

Error Rate), η οποία ονοµάζεται και διόρθωση Bonferroni, αναφέρεται στην πιθανότητα 

(probability, P) να έχουµε τουλάχιστον ένα ψευδώς θετικό (V), δηλαδή ένα σφάλµα τύπου ΙΙ. 

Πολλές φορές µε αυτή την µέθοδο βιολογικά ενδιαφέροντα γονίδια δεν περνάνε το νέο 

κατώφλι p-value, τότε επιλέγονται τα γονίδια µε την χαµηλότερη p-value. 
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( )
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Εξίσωση 52. Διόρθωση σφαλµάτων τύπου Ι, όπου 
R είναι ο αριθµός των απορριφθέντων υποθέσεων. 

 

Η διόρθωση του Bonferroni-Holm ακολουθεί συγκεκριµένα βήµατα, σύµφωνα µε την 

δηµοσίευση του Holm (147). Η τιµή p-value κάθε γονιδίου ταξινοµείται από την χαµηλότερη 

στην υψηλότερη τιµή. Στη συνέχεια, η πρώτη τιµή p-value πολλαπλασιάζεται µε τον αριθµό 

                                                

 
14 https://usegalaxy.org 
15 https://david.ncifcrf.gov/ 
16 http://webgestalt.org/ 
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των γονιδίων που υπάρχουν στην γονιδιακή λίστα, αν η τελική τιµή είναι κάτω από 0.05, το 

συγκεκριµένο γονίδιο θεωρείται σηµαντικό: Προσαρµοσµένη p-value=p-value×n<0.05. 

Μετά, η δεύτερη τιµή p-value πολλαπλασιάζεται µε τον αριθµό των γονιδίων που υπάρχουν 

στην γονιδιακή λίστα, µειωµένη κατά µια µονάδα: Προσαρµοσµένη p-value=p-value×n-

1<0.05. Το παρατηρούµενο επίπεδο ελέγχου σηµαντικότητας (p-value) µπορεί ακόµα να 

υπολογιστεί και µε την µέθοδο προσοµοίωσης Monte-Carlo, µε το λογισµικό στατιστικής 

SPSS και τoν ακριβή έλεγχο του Fisher (Fisher’s Exact Tests), που εκτελείται και από το 

λογισµικό R µε την εντολή fisher.test και από το λογισµικό MATLAB µε την εντολή hygecdf. 

 

Θα πρέπει πάντα να εφαρµόζεται διόρθωση για τους πολλαπλούς ελέγχους, δηλαδή να 

ελέγχεται η στατιστική ανάλυση και να µειώνεται αρκετά το κατώφλι σηµαντικότητας στο 

επίπεδο του p-value για να αποφύγουµε τις εσφαλµένες προβλέψεις. 

 

Ανάλυση Σηµαντικότητας Μικροσυστοιχιών (Significance Analysis of Microarrays, SAM). 

Significance Analysis of Microarrays (SAM), που δηµοσιεύτηκε από την Virginia Tusher and 

και τους συνεργάτες της το 2001 (148), είναι µια στατιστική µέθοδος αναγνώρισης 

στατιστικά σηµαντικών διαφορών. Το SAM17 ανιχνεύει τα DEGs κάνοντας συγκεκριµένους 

ελέγχους t-Τests και υπολογίζει ένα στατιστικό αριθµό dj για κάθε γονίδιο j, ο οποίος δίνει 

µέτρηση για την σχέση µεταξύ της γονιδιακής έκφρασης και µιας εξαρτηµένης µεταβλητής. 

Πιο συγκεκριµένα, το SAM µπορεί να χρησιµοποιηθεί σαν πρόσθετο του Microsoft Excel. 

Προσαρµόζουµε την παράµετρο dj, για να βρούµε το πλήθος των DEGs, τον FDR και να 

εκτιµήσουµε το µέγεθος του δείγµατος. Έτσι, λαµβάνουµε την λίστα µε τα διαφορικά 

εκφρασµένα γονίδια. 
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 Εξίσωση 53. To SAM d-test, όπου το s0=sα. 

 

Οπτικοποίηση. Μετά τις κανονικοποιήσεις στη µέσο ή την διάµεσο τιµή γίνεται η 

οπτικοποίηση των αποτελεσµάτων σε διάφορους τύπους διαγραµµάτων, όπως τα 

διαγράµµατα διασποράς, τα volcano plots, τα θηκογράµµατα και τα MA plots, που 

συναντήσαµε σε προηγούµενες παραγράφους, αλλά και ιστογράµµατα (histograms), 

                                                

 
17 http://www-stat.stanford.edu/tibs/SAM/ 
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διαγράµµατα Venn, δεδρογράµµατα, θερµικούς χάρτες, διαγράµµατα πολυδιάστατης 

διαβάθµισης (MDS plot) κ.α. άµεσες οπτικοποιήσεις σε µορφή σύγκρισης δειγµάτων 

διαφορετικής φωτεινότητας. Οι τεχνικές υψηλής απόδοσης στις µικροσυστοιχίες είναι 

υψηλής πυκνότητας, δηλαδή αποτελούνται από πολλά σηµεία δεδοµένων. Η οπτικοποίηση 

βοηθάει να ελέγξουµε γρήγορα ότι έχουµε κάνει καλό «καθάρισµα» και κανονικοποίηση των 

δεδοµένων, δηλαδή είναι ένας καλός ποιοτικός έλεγχος (Q.C.). 

 

Θερµικός Χάρτης (Heatmap). Στους θερµικούς χάρτες χρησιµοποιούµε χρώµατα για να 

οπτικοποιήσουµε τα αποτελέσµατα από την ανάλυση της γονιδιακής έκφρασης σε σχέση µε 

τα δείγµατα που εξετάζουµε, είναι σύνηθες το κόκκινο χρώµα να υποδηλώνει την 

υπερέκφραση των γονιδίων, το πράσινο ή µπλέ την υποέκφραση των γονιδίων και το µαύρο 

την µη µεταβολή της. Στην γραµµή είναι τα ξεχωριστά γονίδια και στην στήλη είναι 

διαφορετικά δείγµατα ή βιολογικά replicates. 

 

Bayes.  Ένα µοντέλο για εκ των υστέρων (posterior) µπεϋσιανή ανάλυση σε ένα κανονικό 

πληθυσµό Y~(µ,σ2) και θεωρώντας ότι η πιθανότητα για την µεταβλητή ακολουθεί κανονική 

κατανοµή Pr(µ)~N(κ,φ2) (149). 
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Εξίσωση 54. Η posterior Bayes πιθανότητα. 

 

Limma. Στο πακέτο limma του R/Bioconductor µπορούµε να εφαρµόσουµε και την εµπειρική 

Μπεϋσιανή προσέγγιση (empirical Bayes). Μας δίνει την δυνατότητα να αναλύσουµε 

δεδοµένα γενετικής έκφρασης υψηλής απόδοσης, αφού δίνει τη δυνατότητα µείωσης της 

διαστασιµότητας. Συγκεκριµένα, στην εµπειρική Μπεϋσιανή προσέγγιση, όπως στην 

δηµοσίευση των (150), θεωρούµε προγενέστερη γνώση του άγνωστου γονιδίου και των  

χρησιµοποιούµε την αντίστροφη Γάµµα κατανοµή (Γ-1) για να υπολογίσουµε το 

προσαρµοσµένο t για την limma. Θα δούµε ένα τέτοιο µοντέλο από την δηµοσίευση των 

(151). 
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Εξίσωση 55. Η αντίστροφη κατανοµή Γάµµα της 
σ2, όπου ν είναι η d.f., η s2 και η s0

2 αντιστοίχως 
είναι η εκ των υστέρων διακύµανση και η πρώιµη 
διακύµανση της κατανοµής. 
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Εξίσωση 56. H στατιστική t της limma, όπου η  
⌢
β  

ακολουθεί κανονική κατανοµή και µπορεί να 
οριστεί ως η logFC των δυο πληθυσµών και η  !s  
ακολουθεί κατανοµή chi-squared (χ2). 

 

 
!s2 = ν0s0
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ν0 +ν  

Εξίσωση 57. Η εκ των υστέρων διακύµανση του 
πληθυσµού. 
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3.3. Υπολογιστικές Μέθοδοι 
Μηχανική Μάθηση (Machine Learning, ML). Η Τεχνητή Νοηµοσύνη είναι η επιστήµη που 

µαθαίνει των υπολογιστή να επεξεργάζεται στοιχεία και να παίρνει αποφάσεις µε παρόµοιο 

τρόπο που σκέφτεται ο άνθρωπος. Ένας επιµέρους τοµέας της Τεχνητής Νοηµοσύνης 

ονοµάζεται Μηχανική Μάθηση και µελετάει σύνολα δεδοµένων, µέσω στατιστικών και 

υπολογιστικών µεθόδων (Εικόνα 20). Είναι ένας τοµέας που συνδέεται στενά µε τις έννοιες 

Εξόρυξη Δεδοµένων και ανάλυση Μεγάλων Δεδοµένων (Big Data). Ο βασικός στόχος της 

µηχανικής µάθησης είναι η εκπαίδευση αλγορίθµων για να ανακαλύπτουν ορθολογικά νέα 

στοιχεία, που δεν γνωρίζαµε πριν, αλλά και συσχετισµούς ανάµεσα στα δεδοµένα. Με τις 

τεχνικές εξόρυξης δεδοµένων να καλυτερεύουν παράγονται όλο και πιο σωστά 

συµπεράσµατα και αποτελέσµατα από την κάθε ανάλυση. Η έννοια της ανάλυσης Μεγάλων 

Δεδοµένων είναι πολύ σηµαντική για την διενέργεια µεγάλων ερευνητικών προγραµµάτων 

στους τοµείς της Βιολογίας, της Ιατρικής και της Φαρµακολογίας. Ένα απλό παράδειγµα 

είναι η ανακάλυψη νέων φαρµάκων µεγάλων εταιριών, όπου συλλέγονται και αποθηκεύονται 

πληροφορίες από οµάδες επιστηµόνων διαφορετικών ειδικοτήτων π.χ. µοριακών βιολόγων, 

γιατρών κ.α., σε αρχεία διαφορετικών µορφών και αυτές οι πληροφορίες επεξεργάζονται ίσως 

από µια άλλη οµάδα βιοπληροφορικών. Η διαχείριση, η επεξεργασία και η ερµηνεία των 

µεγάλων σε όγκο και πολυπλοκότητας δεδοµένων πραγµατοποιείται ολοκληρωµένα, από µια 

βάση δεδοµένων, και έχουµε βελτιωµένες δυνατότητες ανακάλυψης νέας πληροφορίας αλλά 

και επαναχρησιµοποίησης των δεδοµένων π.χ. αποθηκεύοντας τα σε µια δοµηµένη βάση, 

όπως την Γονιδιακή Οντολογία (Gene Ontologies, GO). 

 

Εικόνα 20. Το διάγραµµα κατηγοριών του ML (152). 
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Επιβλεψηµότητα. Η ML ανάλογα µε το αν εκτελείται πρόβλεψη µιας τιµής ή όχι χωρίζεται σε 

δύο κατηγορίες, αν έχουµε πρόβλεψη ανήκει στην κατηγορία της επιβλεπόµενης µάθησης 

(Supervised) και εισάγεται η έννοια Αναγνώρισης Προτύπων (Pattern Recognision), αλλιώς 

ανήκει στην κατηγορία µη επιβλεπόµενης µάθησης (Unsupervised), αφού ο αλγόριθµος δεν 

χρειάζεται ανθρώπινη επίβλεψη. Θα χρησιµοποιήσουµε ένα παράδειγµα για να γίνει πιο 

κατανοητό, στην πρώτη περίπτωση έχουµε έναν αλγόριθµο που εξετάζει δείγµατα από άτοµα 

που ξέρουµε ότι έχουν καρκίνο και από άτοµα που ξέρουµε ότι δεν ασθενούν και να 

καταλάβουµε ποιος παράγοντας και µε ποιό τρόπο επηρέασε την υγεία του ατόµου, ενώ στην 

δεύτερη περίπτωση έχουµε έναν αλγόριθµο που εξετάζει δεδοµένα από έναν φυσιολογικό 

κυτταρικό πληθυσµό σε αντιπαράθεση µε ύποπτα κύτταρα για την ανίχνευση διαφορικής 

έκφρασης σε αυτά και την ύπαρξη κυτταρικών κυττάρων. Ακόµα, υπάρχει και η ηµι-

επιβλεπόµενη µάθηση, στην οποία µαζί µε τα δεδοµένα χωρίς πληροφορίες περιέχεται και 

µια µικρή οµάδα µε γνωστές πληροφορίες. Η τελευταία περίπτωση είναι λιγότερο απαιτητική 

υπολογιστικά από την επιβλεπόµενη µάθηση, αλλά πιο προβληµατική στην εφαρµογή της, 

αφού έχουµε δύο τύπων δεδοµένα. 

 

Η ταξινόµηση/κατηγοριοποίηση ανήκει στην κατηγορία επιβλεπόµενης γνώσης και την 

χρησιµοποιούµε για πρόβλεψη διακριτών τιµών, ενώ για την πρόβλεψη συνεχούς τιµής 

µπορούµε να πραγµατοποιήσουµε και ανάλυση παλινδρόµησης (Regression). H 

oµαδοποίηση/συσταδοποίηση ανήκει στην κατηγορία της µη επιβλεπόµενης γνώσης και 

αφορά εφαρµογή τοποθέτησης των δεδοµένων σε ξεχωριστές οµάδες, ανάλογα µε τα 

πρότυπα έκφρασης των γονιδίων και την λειτουργία τους. Αν θέλουµε µια αριθµητική 

εκτίµηση στην περίπτωση µη επιβλεπόµενης γνώσης τότε κάνουµε εκτίµηση πυκνότητας 

(Density Estimation), µια τέτοια µέθοδος είναι τα ιστογράµµατα και οι εκτιµήτριες 

πυκνότητας πυρήνα (Kernel Density Estimation, KDE). Ένα παράδειγµα των µεθόδων KDE 

είναι ο αλγόριθµος k-κοντινότερων γειτόνων (k-Nearest Neighbors, kNN), στον οποίο 

θεωρούµε ότι παρόµοια γονίδια ή δείγµατα βρίσκονται σε κοντινή απόσταση µεταξύ τους, 

δηλαδή θα εντοπίσουµε τα k κοντινότερα γονίδια στο υπό εξέταση σηµείο και σύµφωνα µε 

αυτά θα βγάλουµε το συµπέρασµά µας για αυτό (152).  

 

3.3.1. Οµαδοποίηση ή Συσταδοποίηση (Clustering) 

Ο στόχος της οµαδοποίησης είναι η αναγνώριση προτύπων, η οπτικοποίηση και ερµηνεία των 

πληροφοριών από την πειραµατική διαδικασία και ο κατακερµατισµός της γενετικής 

πληροφορίας σε µικρότερες οµογενείς οµάδες, έτσι ώστε να επιτευχθεί η αναγνώριση µιας 
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οµάδας γονιδίων, τα οποία ανταποκρίνονται µε τον ίδιο τρόπο µεταξύ διαφορετικών 

καταστάσεων. Η οµαδοποίηση είναι µια πρώτη ένδειξη της βιολογικής λειτουργίας των 

οµαδοποιηµένων λειτουργιών, αλλά δεν αποδεικνύεται η ανοµοιότητα σε όλες τις 

περιπτώσεις βιολογικής σηµασίας. Η οµαδοποίηση είναι µια ευαίσθητη διαδικασία και ο 

ερευνητής καλείται να χρησιµοποιήσει τους κατάλληλους αλγορίθµους οµαδοποίησης για τα 

εξεταζόµενα δεδοµένα και την επιθυµητή ανάλυση. Ακόµα και αν έχει γίνει η σωστή επιλογή 

του αλγορίθµου, τα αποτελέσµατα της οµαδοποίησης µπορούν εύκολα να διακυµανθούν µε 

µικρές διαφορές στα επιλεγµένα γονίδια από τις επιλογές που ακολουθήσαµε στην 

προεπεξεργασία. Οπότε, είναι απαραίτητη η βιολογική ερµηνεία και επικύρωση των 

αλγοριθµικών υπολογισµών µέσω διασταύρωσης τους µε προϋπάρχουσα γνώση. Γι’αυτό, σε 

επόµενες ενότητες, θα αναλύσουµε την διαδικασία χαρακτηρισµού γονιδίων και την 

µοντελοποίηση των προτύπων γονιδιακής έκφρασης. Παρόλο που συνήθως χρησιµοποιούµε 

µη επιβλεπόµενες µεθόδους γνώσης για να επεξεργαστούµε λίστες DEGs χωρίς να 

γνωρίζουµε τα φαινοτυπικά χαρακτηριστικά τους, σε κάποιες εφαρµογές τις χρησιµοποιούµε 

και όταν υπάρχουν διαθέσιµες φαινοτυπικές πληροφορίες. Ο στόχος µας σε αυτή την 

περίπτωση είναι να συγκρίνουµε τα αποτελέσµατα οµαδοποίησης µε τον γνωστό φαινότυπο. 

Οι πιο καθιερωµένοι τρόποι οµαδοποίησης είναι η ιεραρχική οµαδοποίηση, η οµαδοποίηση 

k-µέσων και η ανάλυση διαστασιµότητας, π.χ. η ανάλυση κυρίων συνιστωσών (Principal 

Component Analysis, PCA). Άλλοι τρόποι οµαδοποίησης είναι η οµαδοποίηση ασαφών 

προσεγγίσεων (Fuzzy Approaches Clustering), όπως ο ασαφής c-µέσων (Fuzzy c-means, 

FCM) (153), και οι νευρωνικοί µέθοδοι οµαδοποίησης (Neural Network-based Clustering 

Methods), όπως είναι οι αυτο-οργανωµένοι χάρτες (Self-Organizing Maps, SOMs). O 

αλγόριθµος µέγιστης πιθανοφάνειας των εκτιµήσεων παραµέτρων ενός µοντέλου 

(Expectation-Maximization, EM) επίσης χρησιµοποιείται στην οµαδοποίηση δεδοµένων 

µικροσυστοιχιών, όπου συµβαίνει η σύγκλιση EM το δείγµα έχει την µέγιστη πιθανότητα υπό 

συνθήκη (conditional) (154, 155). Η ΕΜ µπορεί να χρησιµοποιηθεί και όταν κάποια από τα 

δείγµατα έχουν ελλείψεις στις τιµές τους (156). 

 

Ιεραρχική Οµαδοποίηση (Hierarchical Clustering). Ένας βασικός τρόπος οµαδοποίησης είναι 

η ιεραρχική, όπου κάθε γονίδιο συγκρίνεται µε κάθε άλλο γονίδιο και παράγεται µια τιµή 

οµοιότητας ή συγγένειας για το γονίδιο, δηλαδή αφορά τα πρότυπα έκφρασης των γονιδίων 

µεταξύ δύο δειγµάτων. Η οµαδοποίηση εφαρµόζεται µέσω δεικτών απόστασης και µέσω 

δείκτη συσχέτισης (157). 

 



118 

Aν xi είναι η λογαριθµισµένη τιµή για το γονίδιο x, δηλαδή την τιµή log2FCx, την χρονική 

στιγµή i και yi είναι η λογαριθµισµένη τιµή για το γονίδιο y την χρονική στιγµή i, τότε για 

δυο γονίδια x και y, τα οποία αποτελούνται από n τιµές έκφρασης, υπολογίζεται η τιµή 

οµοιότητας/απόστασης, σύµφωνα µε την σχετική δηµοσίευση του D’Haeseleer (158). Στα 

δενδρογράµµατα , η οµοιότητα απεικονίζεται µέσω του ύψους που δύο οµάδες ενώνονται σε 

αυτά, δηλαδή για µικρό ύψος έχουµε µεγάλη οµοιότητα. 

 

Μέτρα Οµοιότητας/Απόστασης. Μερικά παραδείγµατα µέτρων απόστασης είναι η απόσταση 

του Ευκλείδη (Euclidean distance), η οποία οµαδοποιεί αντικείµενα που έχουν όµοιες 

απόλυτες εκφράσεις, η απόσταση Μανχάταν (Manhattan distance), η απόσταση Minkowski 

και η απόσταση Mahalanobis (159). 
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Εξίσωση 58. Ευκλείδια Απόσταση, που µετράει 
την γεωµετρική απόσταση µεταξύ δύο γονιδίων. 
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Εξίσωση 59. Απόσταση Μανχάταν. 
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Εξίσωση 61. Απόσταση Minkowski, όπου για λ=1 
έχω την απόσταση Μανχάταν και για λ=2 την 
Ευκλείδια απόσταση. 
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′= − −∑  Εξίσωση 62. Απόσταση Mahalanobis d2, όπου Σ 
είναι πίνακας συνδιακύµανσης. 
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Μέτρα Οµοιότητας/Συσχέτισης. Τα µέτρα συσχέτισης µπορούν να διακρίνουν καλά την 

οµοιότητα στο σχήµα αλλά είναι ευαίσθητα στις ακραίες τιµές. Μερικά παραδείγµατα µέτρων 

συσχέτισης είναι ο συντελεστής συσχέτισης Pearson, που είναι η κανονικοποιηµένη µορφή 

της συνδιακύµανσης και οµαδοποιεί αντικείµενα που έχουν παρόµοια πρότυπα διαφορών 

(160), ο συντελεστής συσχέτισης τάξεων µεγέθους του Spearman και της συνηµιτονικής 

γωνίας (cosine angle). Τον συντελεστή Pearson τον χρησιµοποιούµε για δεδοµένα που 

ακολουθούν κανονική κατανοµή, σε αντίθετη περίπτωση προτιµούµε τον Spearman. 

Μπορούµε να συγκρίνουµε και γονίδια από διαφορετικά πειράµατα ή διαφορετικές χρονικές 

στιγµές. Ακολουθούν γνωστές στατιστικές εξισώσεις συσχέτησης, όπως παρουσιάζονται στη 

δηµοσίευση των (161), για την σύγκριση οµοιότητας δύο γονιδίων. 

 

Συντελεστής συσχέτισης Pearson (Pearson correlation coefficient rxy). Υπολογίζει την δύναµη 

της γραµµικής συσχέτισης µεταξύ των επιπέδων έκφρασης των γονιδίων. Όταν ο 

συντελεστής συσχέτισης παίρνει την τιµή 0, τότε δεν έχουµε γραµµική σχέση µεταξύ των 

συγκρινόµενων γονιδίων. Από την άλλη όταν παίρνει τις ακραίες τιµές του, δηλαδή την -1 

και την 1, έχουµε τον µεγαλύτερο βαθµό συσχέτισης (χρησιµοποιούµε απόλυτο ώστε να 

έχουµε µόνο την θετική τιµή σε πολλές εφαρµογές). Για µη γραµµικές σχέσεις ο συντελεστής 

συσχέτισης Pearson δεν αποδεικνύει οµοιότητα και είναι ευαίσθητος στον θόρυβο. 

 

Υπολογίζουµε τις τιµές από όλους τους συνδυασµούς γονιδίων και βρίσκουµε τα ζευγάρια 

γονιδίων µε την µεγαλύτερη συσχέτιση σε µια από πάνω διαγώνια µήτρα τιµών (scoring). 

Βρίσκουµε το ζευγάρι µε την υψηλότερη τιµή και τον µέσο αυτών. Αυτός ο κόµβος 

προσµετράται µε τα υπόλοιπα στοιχεία και η µήτρα ανανεώνεται µε τις νέες τιµές, αυτή η 

διαδικασία επαναλαµβάνεται µέχρι να µείνει ένα µόνο γονίδιο (157). 
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Εξίσωση 63. Η απόσταση του συντελεστή 
συσχέτισης Pearson. 
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 Εξίσωση 64. Συνηµιτονική γωνία. 
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Εξίσωση 65. Ο συντελεστής συσχέτισης Spearman 
για διακριτές τιµές. 
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Εξίσωση 66. H απόσταση του συντελεστή 
δειγµατικής συσχέτισης Spearman, όπου 
xi ́=rank(xi) και yi ́=rank(yi). 

 

Δενδρόγραµµα. Είναι σύνηθες η ανάλυση ιεραρχικής οµαδοποίησης (Hierarchical cluster 

analysis, HCA) να αναπαρίστανται σε δενδρόγραµµα ή αλλιώς φυλογενετικό δέντρο, όπου τα 

πιο παρόµοια δείγµατα οµαδοποιούνται µαζί και οι πιο παρόµοιες οµάδες επίσης. Τα 

χρώµατα στο δενδρόγραµµα αναπαρίστανται µε κόκκινο για θετική λογαριθµική τιµή (µέχρι 

την τιµή 3, όπου έχω το πιο έντονο κόκκινο), µαύρο για µηδενική τιµή και κόκκινο για 

αρνητική λογαριθµική τιµή (από την τιµή -3, όπου έχω το πιο έντονο πράσινο), όπως 

φαίνεται στην Εικόνα 21. Το δεδρόγραµµα µπορούµε να το οπτικοποιήσουµε και 

δισδιάστατα, µε τα γονίδια (y-άξονας) και τα δείγµατα (x-άξονας) να οµαδοποιούνται 

ξεχωριστά. Όταν µια οµάδα γονιδίων είναι ρυθµιζόµενη από κοινού, οι περιοχές εκκινητών 

αυτών των γονιδίων ελέγχονται τα διατηρητέα πρότυπα που αναπαριστούν την 

αλληλεπίδραση µε συγκεκριµένους µεταγραφικούς παράγοντες. Η µέθοδος οµαδοποίησης 

που θα χρησιµοποιηθεί σε κάθε πείραµα µικροσυστοιχιών εξαρτάται από την αρχική υπόθεση 

µας. 

 

Συσσωρευτικοί και Διαχωριστικοί αλγόριθµοι. Η ιεραρχική οµαδοποίηση χωρίζεται σε δύο 

κατηγορίες ανάλογα µε το ποια κατεύθυνση ακολουθεί η οµαδοποίηση. Με τον 
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συσσωρευτικό (agglomerative) αλγόριθµο θεωρούµε ότι κάθε στοιχείο ανήκει στον εαυτό του 

και οι οµάδες ξεκινάνε άδειες . Στο πρώτο βήµα τα δύο πιο όµοια στοιχεία γίνονται µια 

οµάδα και αυτό συνεχίζεται µέχρι όλα τα γονίδια να συγκεντρώνονται σε µια οµάδα. Στους 

συσσωρευτικούς αλγορίθµους χτίζουµε τις διακλαδώσεις του δενδρογράµµατος αρχίζοντας 

µε τις δύο πιο παρόµοιες οµάδες, όπου µια οµάδα ορίζεται σαν µια υποδιακλάδωση σε ένα 

φυλογενετικού τύπου δέντρο, που δηµιουργείται χρησιµοποιώντας ένα µέτρο ζευγαρωτής 

οµοιότητας, π.χ. ο συντελεστής συσχέτισης Pearson. 

 

 

Εικόνα 21. Mία κλασική αναπαράσταση δενδρογράµµατος (117). 

 

Η ιεράρχιση γίνεται αντίστροφα στους διαχωριστικούς (divisive ή partitional) αλγορίθµους, 

όπου αρχικά έχουµε όλα τα γονίδια σε µια οµάδα και τα χωρίζουµε σε υποοµάδες. Χτίζουµε 

το δενδρόγραµµα αρχίζοντας µε τις πιο ανόµοιες οµάδες, δηλαδή ψάχνουµε το καλύτερο 

τρόπο διαχωρισµού των γονιδίων, έτσι ώστε να έχουµε στο τέλος τις πιο οµογενής οµάδες 

γονιδίων µε την µεγαλύτερη εµφάνιση ανοµοιότητα µεταξύ διαφορετικών οµάδων, µέχρι η 

κάθε οµάδα να αποτελείται από ένα µόνο γονίδιο. Oι διαχωριστικοί αλγόριθµοι έχουν 

υψηλότερη υπολογιστική πολυπλοκότητα, γι’αυτό είναι πιο σύνηθες να χρησιµοποιούµε τους 
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συσσωρευτικούς αλγορίθµους. Οι συσσωρευτικοί αλγόριθµοι εφαρµόζονται µε το πακέτο 

DIANA (DIvisive ANAlysis Clustering)18 και οι διαχωριστικοί µε το πακέτο AGNES 

(AGglomerative NESting)19 στο λογισµικό R/Bioconductor (162). 

 

Συνδεσιµότητα.  Οι µέθοδοι οµαδοποίησης µε τους αλγόριθµους απόστασης 

χρησιµοποιούνται για να υπολογίσουν διακεκριµένες τιµές δηµιουργώντας µια ιεραρχία 

οµάδων. Η συνδεσιµότητα είναι το δεύτερο µέτρο που µας ενδιαφέρει, την οποία υπολογίζει 

ο αλγόριθµος κάνοντας σύγκριση του µέτρου της απόστασης µιας νεοσύστατης µε µια οµάδα 

που δηµιουργήθηκε σε προηγούµενο βήµα (162). Η διαφορά είναι ότι ενώ το πρώτο µέτρο 

πραγµατοποιεί σύγκριση οµοιότητας ανάµεσα σε γονίδια, το δεύτερο µέτρο πραγµατοποιεί 

σύγκριση απόστασης ανάµεσα σε δύο οµάδες. Η συνδεσιµότητα µεταξύ των διαφορετικών 

καταστάσεων µπορεί να πραγµατοποιηθεί µέσω διαφορετικών τύπων σύνδεσης (linkage), 

ανάλογα µε τον τρόπο που υπολογίζουµε την απόσταση ανάµεσα σε δύο οµάδες.  

 

Στην απλή σύνδεση (single linkage) υπολογίζουµε το ζεύγος µε την µικρότερη τιµή του 

µέτρου απόστασης που υπάρχει ανάµεσα στα δύο σύνολα. Με αυτήν υπάρχει ο κίνδυνος οι 

δύο οµάδες να µην είναι όµοιες στην πραγµατικότητα, δηλαδή τα ζεύγος στοιχείων που 

επιλέχθηκαν να µην είναι καθόλου αντιπροσωπευτικά της κάθε οµάδας, τότε έχουµε το 

φαινόµενο µιας µακριάς και στενής αλυσίδας (chaining). Στην πλήρη σύνδεση 

(complete/compact linkage) υπολογίζουµε το ζεύγος µε την µεγαλύτερη τιµή του µέτρου 

απόστασης που υπάρχει ανάµεσα στα δύο σύνολα. Με αυτήν οι δύο οµάδες είναι πολύ 

συνεκτικές, µε όλα τα µέλη της οµάδας να έχουν σχετικά την ίδια απόσταση µεταξύ τους, 

αλλά εξαρτώνται πολύ από τα στοιχεία που χρησιµοποιήθηκαν για να ξεκινήσουν την 

οµαδοποίηση (crowding). Στην σύνδεση µέσου (average linkage) υπολογίζουµε την µέση 

τιµή των αποστάσεων όλων των στοιχείων σε µια οµάδα i µε τα στοιχεία στην οµάδα j, µεσω 

ενός αλγορίθµου όπως την µέθοδο µέσου UPGMA (Unweighted Pair Group Method with 

Arithmetic mean), η οποία υπολογίζεται στο MATLAB µε την εντολή average, και την 

µέθοδο σταθµισµένων µέσων WPGMA (Weighted Pair Group Method with Arithmetic 

mean), η οποία υπολογίζεται στο MATLAB µε την εντολή weighted, παίρνοντας υπόψη όλα 

τα ζεύγη (163). Με αυτήν οι δύο οµάδες είναι ικανοποιητικά συνεκτικές, λιγότερο από την 

πλήρη σύνδεση. Παρόλο που είναι πιο απαιτητικές µέθοδοι από την απλή και πλήρη σύνδεση 

                                                

 
18 https://www.rdocumentation.org/packages/cluster/versions/2.1.2/topics/diana 
19 https://www.rdocumentation.org/packages/cluster/versions/2.1.2/topics/agnes 
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χρησιµοποιούνται πιο συχνά από αυτές, αφού συνδυάζουν µε µέτρο τα πλεονεκτήµατα και τα 

µειονεκτήµατα αυτών. Στην σύνδεση κεντροειδούς (centroid linkage), δηλαδή κέντρου 

βάρους, υπολογίζουµε την απόσταση των κεντροειδών, δηλαδή των στοιχείων στην οµάδα i 

και στην οµάδα j που βρίσκονται στο κεντρικό σηµείο της κάθε οµάδας, που έχουν την 

µικρότερη απόσταση µεταξύ τους, µεσω αλγορίθµων όπως την µέθοδο κεντροειδούς 

UPGMC (Unweighted Pair Group Method with Centroid), η οποία υπολογίζεται στο 

MATLAB µε την εντολή centroid, και την µέθοδο σταθµισµένου κέντρου βάρους WPGMC 

(Weighted Pair Group Method with Centroid), η οποία υπολογίζεται στο MATLAB µε την 

εντολή median. Τέλος, στην σύνδεση του Ward (Ward’s linkage) εφαρµόζουµε την 

οµαδοποίηση σύµφωνα µε ανάλυση διακύµανσης, αρχίζοντας από πολλές διακριτές οµάδες-

στοιχεία n µέχρι όλα τα στοιχεία να έχουν οµαδοποιηθεί σε µια οµάδα. 

 

Η συνδεσιµότητα µπορεί να υπολογιστεί, όπου p o αριθµός πειραµάτων, n ο αριθµός 

γονιδίων και οι οµάδες (clusters) συµβολίζονται αντιστοίχως µε Ck και Cl, σύµφωνα µε τους 

(157, 164, 165) µε τον εξής αλγόριθµο: 

1) Για ν=n αρχίζοντας µε το καλύτερα διαχωρισµένο τµήµα (partition). 

2) Υπολογίζουµε το νέο διαχωρισµένο τµήµα, ενώνοντας τις δύο οµάδες που ελαχιστοποιούν 

την απόσταση, σύµφωνα µε τις εξισώσεις που ακολουθούν και πια επιλογή σύνδεσης θα έχει 

τα επιθυµητά αποτελέσµατα. 

3)Ανανεώνουµε τα στοιχεία αποστάσεων των υπολειπόµενων οµάδων µε το νέο 

διαχωρισµένο τµήµα-οµάδα. 

4) Επαναλαµβάνουµε το βρόχο µέχρι που το ν=1, αφού τότε όλα τα δεδοµένα είναι πλέον σε 

µία οµάδα. 
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= −  Εξίσωση 67. Σε απλή σύνδεση. 
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= −  Εξίσωση 68. Σε πλήρη σύνδεση. 

 

( ) ( )
( ) ( )

( ) ( )
( ) ( )

;

1,
i jk l

k l i j
x C x Ck l

d C C d x x
C C ν ν

ν ν
ν ν

∈ ∈

= −∑
 
Εξίσωση 69. Σε σύνδεση µέσου. 

 

Μείωση Διαστάσεων. Με την µείωση διαστάσεων µειώνεται η πολυπλοκότητα ενός 

προβλήµατος, όσο αφορά τα γονίδια ή τα δείγµατα. Δίνει µια λύση στο πρόβληµα διαχείρισης 
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δεδοµένων πολλών διαστάσεων (d). Χρησιµοποιείται στην ανάλυση δεδοµένων γονιδιακής 

έκφρασης, ως προκαταρτικό βήµα για την οµαδοποίηση δεδοµένων υψηλής απόδοσης. Η 

ανάλυση κύριων συνιστωσών (Principal Components Analysis, PCA) και η 

πολυδιαστασηµότητα κλίµακας (Multidimensional Scaling, MDS) ανήκουν στις 

µεθοδολογίες µείωσης διαστάσεων, όπου θέλουµε να µειώσουµε τα χαρακτηριστικά των 

δεδοµένων µας για να κάνουµε περαιτέρω ανάλυση και για να έχουµε βελτιωµένη 

οπτικοποίηση των αποτελεσµάτων. Το σηµαντικό είναι ο µετασχηµατισµός αυτός να 

διατηρήσει τη βασική δοµή των χαρακτηριστικών τους και γι’αυτό τον λόγο µας ενδιαφέρουν 

περιοχές µε υψηλά επίπεδα διακύµανσης. 

 

Ανάλυση Κύριων Συνιστωσών (Principal Components Analysis, PCA). Η ανάλυση κύριων 

συνιστωσών, ονοµάζεται και καθωσπρέπει ορθογωνική αναδιάταξη (proper orthogonal 

decomposition, POD), είναι ένας τρόπος πρότερης (a priori) περιγραφής των δεδοµένων, 

δηλαδή χωρίς να ψάχνουµε ειδικά για ένα προκαθορισµένο πρότυπο (166). Η PCA 

δηµιουργεί συνιστώσες που είναι σταθµισµένοι µέσοι των αρχικών χαρακτηριστικών και 

επιλέγονται οι άξονες στους οποίους παρατηρείται η µέγιστη διακύµανση των δεδοµένων 

(167). Προσπαθούµε να υπολογίσουµε ένα νέο συνδυασµό χαρακτηριστικών, χωρίς να 

µειώνονται οι βασικές διαστάσεις. Στην γενωµική, συγκεκριµένα, εξετάζει αν η γονιδιακή 

έκφραση είναι συνεπής σε όλα τα δείγµατα µιας πειραµατικής οµάδας, δηλαδή οι 

συντεταγµένες των σηµείων στον νέο χώρο αντιπροσωπεύουν γραµµικό συνδυασµό των 

αρχικών γονιδίων και χάνονται ελάχιστες χρήσιµες πληροφορίες (133). Το πλεονέκτηµα της 

είναι ότι οι µη σχετικές πληροφορίες  αναπαρίστανται σε µια συνιστώσα, από την άλλη 

πλευρά οι συνιστώσες µπορεί να µην παρουσιάζουν προφανή βιολογική ερµηνεία. Κάποιες 

φορές χρησιµοποιούµε την τεχνική µοναδικής τιµής αναδιάταξης (Singular Value 

Decomposition, SVD) για την εύρεση των κυρίων συνιστωσών των δεδοµένων. 

 

Πολυδιαστασηµότητα Κλίµακας (Multidimensional Scaling, MDS). Η MDS προσπαθεί να 

µετασχηµατίσει πίνακες αποστάσεων µεταξύ αντικειµένων σε µικρότερη κλίµακα, χωρίς να 

χάσουν τα αντικείµενα τις αρχικές αποστάσεις τους. Ειδικότερα, όταν έχουµε αντικείµενα σε 

τρισδιάστατο χώρο µπορούµε να τα µετασχηµατίζουµε όσο πιο πιστά γίνεται σε δισδιάστατο 

χώρο (34). Το αποτέλεσµα της οµαδοποίησης µπορεί να οπτικοποιηθεί σε κατάλληλα 

διαγράµµατα συνιστωσών MDS (MDS plot), που περιγράφουν τις διακυµάνσεις στην 

γονιδιακή έκφραση (168, 169). Στο λογισµικό R δουλεύουµε µε τις εντολές sammon και 

isoMDS, στο πακέτο MASS και την κλασική εντολή cmdscale, στο πακέτο mva (170). 
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Οµαδοποίηση µε αλγόριθµους κοντινότερων γειτόνων. Η οµαδοποίηση k-µέσων και οι αυτο-

οργανωµένοι χάρτες ανήκουν στην κατηγορία οµαδοποίησης κοντινότερων γειτόνων, όπου 

πρώτα αποφασίζεται µε απαιτητικό υπολογιστικό κόστος πόσες οµάδες k θα έχουµε, στην 

συνέχεια υπολογίζονται οι οµάδες και κάθε γονίδιο τοποθετείται σε µια οµάδα. Από την µια 

πλευρά, αυτές οι δύο παρουσιάζουν τα αποτελέσµατα µε εύκολα κατανοητό τρόπο, π.χ. µε 

διαφορετικά χρώµατα, και µπορείς αµέσως να εντοπίσεις τις παραλλαγές στα πρότυπα 

γονιδιακής έκφρασης. Από την άλλη πλευρά, δεν γνωρίζουµε ακριβώς πως θα 

δηµιουργήσουµε την αρχική γεωµετρία του χάρτη ή του διαγράµµατος. Γι’αυτό τον λόγο, 

πραγµατοποιούµε στοχαστική ανάλυση και είναι σύνηθες να επικυρώνουµε τα 

αποτελέσµατα. Αλλά και στην περίπτωση των replicates, αν δεν κάνουµε σωστή 

οµαδοποίηση µπορεί να εµφανιστούν υπερεκτιµηµένες τιµές του µέτρου απόστασης, λόγω 

της οµοιότητας των µετρήσεων. Μπορεί ακόµα και µια τιµή γονιδίου αν λείπει, να έχουµε 

εσφαλµένα αποτελέσµατα οµαδοποίησης, αν ήταν σηµαντικού βιολογικού ενδιαφέροντος. 

Ακόµα, οι αλγόριθµοι αυτοί δεν είναι κατάλληλοι στην περίπτωση αρνητικών τιµών, π.χ για 

έλεγχο ογκοκατασταλτικών γονιδίων. 

 

Οµαδοποίηση k-µέσων (k-means clustering).  Στην οµαδοποίηση k-µέσων έχουµε ταξινόµηση 

και όχι ιεράρχιση. Είναι από τους πιο γνωστούς τρόπους οµαδοποίησης (171). Με αυτόν δεν 

υπολογίζουµε τις αποστάσεις µεταξύ κάθε γονιδίου, που είναι υπολογιστικά απαιτητικό, αλλά 

χρησιµοποιείται ένας γρήγορος αλγόριθµος µε ένα πολύ έξυπνο τρόπο να πηγαίνει από 

διαχωρισµένο τµήµα σε διαχωρισµένο τµήµα. Η οµαδοποίηση k-µέσων διαχωρίζει τα γονίδια 

σε οµάδες που έχουν εσωτερικά µικρή διακύµανση και έχουν στο ενδιάµεσο µεταξύ τους 

µεγάλη διακύµανση (172, 173). Οι µετρήσεις µπορεί να αφορούν δύο ή παραπάνω 

χαρακτηριστικά. Ως πρώτο βήµα, αρχικοποιούµε τον αλγόριθµο, δηλαδή ο χρήστης ορίζει 

απαρχής τον αριθµό των k οµάδων, πολλές φορές µε την βοήθεια ειδικών τεχνικών π.χ. PCA, 

στις οποίες θα διαχωριστούν τα δεδοµένα γονιδιακής έκφρασης. Στην συνέχεια, ο αλγόριθµος 

ορίζει τυχαία τα k αυτά κεντροειδή σηµεία, µε διάφορους τρόπους π.χ. τελείως τυχαία στον 

χώρο µας ή τυχαία στις πιο πυκνές περιοχές ή µε βάση επιλεγµένα πρότυπα (174). Μετά 

υπολογίζουµε τις αποστάσεις ανάµεσα τους χρησιµοποιώντας κάποιο από τα 

προαναφερόµενα µέτρα οµοιότητας, και αποδίδουµε σε κάθε κέντρο τα σηµεία µε την 

ελάχιστη απόσταση από αυτό, ενώ το κάθε σηµείο αποδίδεται σε µια µόνο οµάδα. Αφού 

εκτιµήσαµε τις οµάδες δεν µας ενδιαφέρουν πλέον τα κέντρα αυτά και επικεντρωνόµαστε στα 

νέα κεντροειδή, που ορίζονται ως οι µέσες συντεταγµένες όλων των σηµείων της κάθε 

οµάδας. Επαναλαµβάνουµε αυτή την διαδικασία, εφόσον χρειάζεται. Έτσι, συνεχίζουµε τις 
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επαναταξινοµήσεις των στοιχείων σε διαδοχικούς κύκλους επανάληψης του αλγορίθµου 

µέχρι να µην µπορούµε να κάνουµε περαιτέρω βελτιώσεις (όπως είναι η ελαχιστοποίηση της 

απόστασης κάθε γονιδίου από τα εκτιµώµενα σηµεία κεντροειδών της κάθε οµάδας), έτσι 

ώστε να µην αλλάζει πλέον η ταξινόµηση αυτών των στοιχείων. Τότε, ο αλγόριθµος 

επιστρέφει τις τελικές οµάδες (175, 176). Αυτή η διαδικασία ονοµάζεται και k-κεντροειδών 

(k-centroids) ή µέσων βαρών. Στην πράξη, δοκιµάζουµε διάφορες αρχικές θέσεις k έτσι ώστε 

να έχουµε τα καλύτερα αποτελέσµατα οµαδοποίησης. Κάποια λογισµικά εσκεµµένα 

επαναλαµβάνουν πολλές φορές τον αλγόριθµο για να πραγµατοποιήσουν συναινετική 

οµαδοποίηση. 

 

Από την άλλη πλευρά, αν έχουµε µεγάλο αριθµό k µπορεί να να µην τερµατίζει ο αλγόριθµος, 

µε κάποια σηµεία να συνεχίζουν να παλινδροµούν από την µια οµάδα στην άλλη. Γι’αυτό 

είναι καλό να ορίσουµε ένα άνω όριο επαναλήψεων του αλγορίθµου και, ίσως, κάποια 

συνάρτηση για να καταλήξει αυτό το σηµείο στην πιο σωστή οµάδα. Αντιστοίχως 

λειτουργούµε και στην διαδικασία οµαδοποίησης µε την διάµεσο τιµή, η οποία ονοµάζεται k-

µεδοειδών (k-medoids) (177). Παρόλο που δεν είναι ο πιο κατάλληλος τρόπος οµαδοποίησης 

των δεδοµένων γονιδιακής έκφρασης, είναι σύνηθες να χρησιµοποιείται ενδεικτικά και να 

ακολουθείται από άλλους τρόπους οµαδοποίησης. 

 

Αυτο-οργανωµένοι χάρτες (Self-Organizing Maps, SOMs). Οι SOM είναι παρόµοια µέθοδος 

µε την k-µέσων, αλλά πρόκειται για µια διαδικασία εκµάθησης ενός επιπέδου τεχνητών 

νευρωνικών δικτύων (Αrtificial Neural Networks, ANN) (Εικόνα 22), το πρώτο από τα οποία 

σχεδιάστηκε το 1958 από τον Frank Rosenblatt. Μια σηµαντική διαφορά είναι ότι οι 

γειτονικές οµάδες στους χάρτες έχουν µεγαλύτερη σχέση από αυτές που είναι πιο 

αποµακρυσµένες, δηλαδή αν κάποιες οµάδες γονιδιών είναι γειτονικές, τότε είναι πολύ 

πιθανό αυτά να έχουν παρόµοια λειτουργία. Ο χάρτης που παράγεται είναι συνήθως ένα 

δισδιάστατο πλέγµα κόµβων ή νευρώνων (n), οι οποίοι περιγράφονται από το βάρος wij, και ο 

στόχος είναι να διατηρηθεί η τοπολογία κατά την µείωση διαστασηµότητας. Είναι σύνηθες να 

χρησιµοποιούµε το µέτρο του Ευκλέιδη για να εντοπίσουµε την απόσταση. Αρχικά, ο 

χρήστης ορίζει τον αριθµό των οµάδων και από τον αλγόριθµο SOM ορίζονται τα κεντροειδή 

σε αυθαίρετες θέσεις xi και κάθε νευρώνας σχετίζεται µε ένα τυχαίο πρότυπο βάρους wij, που 

ονοµάζεται και διάνυσµα αναφοράς (178). Κατά την διάρκεια της εκµάθησης, για κάθε 

επανάληψη (t=1,2,3η επανάληψη κ.ο.κ.) τα γονίδια συνεχίζουν να χαρτογραφούνται, µε κάθε 

κεντροειδές να κινείται προς ένα τυχαία επιλεγµένο γονίδιο, δηλαδή γίνεται εύρεση του n που 
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είναι πιο κοντά στο διάνυσµα αναφοράς και προσαρµόζουµε το βάρη wij του n και τον 

κοντινότερων σε αυτόν νεωρώνων, έτσι ώστε να πλησιάζουν ακόµα περισσότερο στο xi. 

Είναι ενδιαφέρον ότι όσο υψηλότερος είναι ο αριθµός επανάληψης του αλγορίθµου που 

εφαρµόζουµε και όσο πιο µακριά είναι το κεντροειδές από το αυθαίρετα επιλεγµένο σηµείο, 

τόσο µικρότερη απόσταση διανύεται. Ο κοντινότερος n στο διάνυσµα αναφοράς “κερδίζει” 

την θέση και το διάνυσµα αναφοράς ενηµερώνεται. Μετά από την πλήρη εφαρµογή της 

εκµάθησης, οι n αναπαριστούν τις οµάδες (117). Οπότε κάθε κεντροειδές θα βρίσκεται στο 

κέντρο µιας οµάδας, το οποίο είναι ένα θεωρούµενο πρότυπο γονιδιακής έκφρασης (179). 

Στην πράξη επεκτείνεται σταδιακά η SOM µέχρι να αναγνωρίζονται εµφανώς τα ξεχωριστά 

πρότυπα έκφρασης. Είναι µια µέθοδος κατάλληλη για θορυβώδη δεδοµένα έχει και συνήθως 

δεν επηρεάζεται πολύ από τις ακραίες τιµές, βέβαια σε κάποιες περιπτώσεις µπορεί να 

πειράξει µια βέλτιστη οµάδα (180). Ακόµα, είναι µια εύρωστη µέθοδος οµαδοποίησης 

δεδοµένων υψηλής απόδοσης, µε καλά αποτελέσµατα οπτικοποίησης (181). 

 

 

Εικόνα 22. Αρχή Λειτουργίας των SOM (117, 179). 
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Είναι σύνηθες να χρησιµοποιείται η SOM και για έλεγχο της ποιότητας µικροσυστοιχιών. 

Κάποια πολύ γνωστά ελεύθερα λογισµικά για την εύρεση των SOM είναι: GeneCluster20 

(Whitehead Institute, MIT), Xcluster21 (Sherlock, Stanford University), Cluster and 

TreeView22 (Eisen, Stanford University/Berkeley), J-Express23 (Molmine). Στο λογισµικό 

MATLAB χρησιµοποιούµε την εντολή newsom, train και sim. Στο λογισµικό R µε την 

εντολή som, από τα πακέτα kohonen ή som ή wccsom (182). Στο λογισµικό Waikato 

Environment for Knowledge Analysis (WEKA) µε την εντολή SelfOrganizingMap (183). Το 

WEKA είναι ένα ελεύθερης πρόσβασης λογισµικό µε φιλικό προς τον χρήστη περιβάλλον 

γραµµένο σε Java που περιέχει εφαρµογή διαφόρων γνωστών µεθόδων οµαδοποίησης, µε το 

πακέτο Weka.cluster, και ταξινόµησης, µε το πακέτο Weka.classifier. 

 

SOTA (Self-Organizing Tree Algorithm). Ο αυτοοργανώµενος αλγόριθµος δέντρου βασίζεται 

στην SOM, όµως είναι µια ιεραρχική µέθοδος οµαδοποίησης, την οποία µπορούµε να 

εφαρµόσουµε στα δεδοµένα γονιδιακής έκφρασης. Η βασική διαφορά είναι ότι µετά την 

σύγκλιση των τιµών, ο νεωρώνας µε την υψηλότερη ανοµοιότητα γενετικών προτύπων 

έκφρασης, διαµερίζεται σε αδερφικούς νεωρώνες, µε δοµή δυαδικού δέντρου το οποίο 

ολοκληρώνεται µέσω στατιστικών µεθόδων. Το αρνητικό είναι ότι δεν προσφέρει µέθοδο 

επιβεβαίωσης της βιολογικής σηµασία αυτού. 

 

Οµαδοποίηση προσεγγίσεων ασάφειας (Fuzzy Approaches).  To πλεονέκτηµα της 

οµαδοποίησης µε ασαφείς προσεγγίσεις είναι ότι ένα γονίδιο µπορεί να συµπεριληφθεί σε 

πάνω από µια οµάδες, δηλαδή είναι µια ασαφής τοποθέτηση, η οποία είναι πιο χρήσιµη όταν 

θέλουµε να διαλευκάνουµε τις σχέσεις ενός γονιδίου µε πολλαπλές βιολογικές λειτουργίες. 

Έτσι, εισάγεται και η έννοια του βαθµού συµµετοχής (membership), µέσω της οποίας 

υπολογίζεται το κατά πόσο ένα χαρακτηριστικό ανήκει σε διάφορες οµάδες. Πρόκειται για 

µια τιµή που µπορεί να αναδείξει σχέσεις µεταξύ δεδοµένων και των οµάδων τους (184). 

Προτιµάµε την ασαφή προσέγγιση στις µικροσυστοιχίες όταν εξετάζουµε γονίδια που 

εµπλέκονται παράλληλα σε πολλές βιολογικές λειτουργίες. Ειδικότερα, οι προσεγγίσεις 

ασάφειας είναι εύρωστες και κατάλληλες για γενωµικά δεδοµένα, που παρουσιάζουν υψηλά 

επίπεδα θορύβου.  

                                                

 
20 http://www.genome.wi.mit.edu/MPR 
21 https://web.stanford.edu/group/sherlocklab/cluster.html  
22 http://diyhyl.us/~bryan/irc/protocol.cache/EisenSoftware.htm  
23 http://jexpress.bioinfo.no/site/  
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FCM.  Ο αλγόριθµος ασάφειας µέσου διαχωρίζει αντικείµενα σε διαφορετικές οµάδες, ενώ 

ένα αντικείµενο µπορεί να ανήκει σε παραπάνω οµάδες. O υπολογισµός της µε την γλώσσα R 

γίνεται µε την εντολή cmeans και µε το λογισµικό MATLAB µε την εντολή fcm.  

 Η µέθοδος FCM, όπως αναπτύχθηκε και µετέπειτα εξελίχθηκε, υπολογίζεται από τις 

παρακάτω εξισώσεις (153, 185, 186): 
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Εξίσωση 71. Ο βαθµός συµµετοχής uij 
(membership) του xi στο Cj, όπου το είναι το 
µετρούµενο στοιχείο στην i-ιοστή διάσταση (n) και 
το Xi είναι η επιλεγόµενη οµάδα. 
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Εξίσωση 72. To Cj είναι το κέντρο της οµάδας. 

 

Δυο-Οµαδοποίηση (BiClustering). Τα γονίδια µπορεί να ανήκουν σε διαφορετικές οµάδες 

ανάλογα µε τις συνθήκες του πειράµατος και το κάθε δείγµα. Με την δυο-οµαδοποίηση 

µπορούµε να ανακαλύψουµε παράλληλα υπο-οµάδες γονιδίων και δειγµάτων, οι οποίες 

παρουσιάζουν µεγάλη οµοιότητα. Μια βασική λειτουργία αυτής της οµαδοποίησης είναι όταν 

απεικονίζουµε µαζί γονίδια και δείγµατα, τα οποία όµως έχουν οµαδοποιηθεί ξεχωριστά, έτσι 

ώστε να ανακαλυφθούν πιθανές οµοιότητες στα πρότυπα γονιδιακής έκφρασης. 

Διαχωρίζονται κυρίως στους µεταευριστικούς ή στοχαστικούς αλγορίθµους και τους 

συστηµατικούς αλγορίθµους. Για τους συστηµατικούς αλγορίθµους υπάρχουν οι εξής 

βασικές προσεγγίσεις: διαίρει και βασίλευε (Divide-And-Conquer, DAC), άπληστοι 

επαναληπτικοί αλγόριθµοι (Greedy Iterative Search, GIS) και αλγόριθµοι απαρίθµησης δυο-

οµάδων (Biclusters Enumeration, BE). Για τους µεταευριστικούς αλγορίθµους υπάρχουν 

διάφορες προσεγγίσεις: ευρετικοί αλγόριθµοι γειτονιάς (Neighborhood Search, NS), 

εξελικτικοί υπολογιστικοί αλγόριθµοι (Evolutionary Computation, EC) και οι υβριδικοί 

αλγόριθµοι (Hybrid, H), που είναι ο συνδυασµός των δυο παραπάνω προσεγγίσεων (187). 
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Επικύρωση και Ερµηνεία των αποτελεσµάτων. Στο τέλος της οµαδοποίησης χρειάζεται να 

γίνει επικύρωση των δηµιουργηµένων οµάδων, έτσι ώστε να ελεγχθούν αυτές ως πρός την 

ορθότητά τους µέσω κάποιου µέτρου ανάλυσης. Ακολουθεί η ερµηνεία των αποτελεσµάτων 

µέσω του χαρακτηρισµού των οµάδων. 

 

3.3.2. Ταξινόµηση ή Κατηγοριοποίηση (Classification) 

Η ταξινόµηση ανήκει στις µεθόδους επιβλεπόµενης µάθησης. Οι µέθοδοι επιβλεπόµενης 

αναγνώρισης προτύπων (supervised pattern recognition) γονιδιακής έκφρασης είναι µέθοδοι 

αυτόµατης δηµιουργίας µοντέλων µέσω γενίκευσης από ένα µεγάλο αριθµό δεδοµένων 

εκµάθησης, έτσι ώστε να ελεγχθούν µελλοντικά δεδοµένα. Η ταξινόµηση, πρόκειται για την 

είσοδο ενός υποσυνόλου δεδοµένων εκπαίδευσης ή εκµάθησης (training ή learning), τα οποία 

περιέχουν τα επισηµειωµένα ή µε επιγραφή (labeled) πρότυπα γονιδιακής έκφρασης, έτσι 

ώστε να ταξινοµηθούν στη συνέχεια µε αξιοπιστία δεδοµένα αξιολόγησης (validation) σε 

γνωστές κατηγορίες βιολογικών λειτουργιών (Εικόνα 23).  

 

Εικόνα 23. Σχεδιάγραµµα Ταξινόµησης (188). 
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Μετά από τα στάδια της εκπαίδευσης και της αξιολόγησης το µοντέλο εφαρµόζεται στα 

δεδοµένα δοκιµών (test) και ταξινοµεί τα δεδοµένα γονιδιακής έκφρασης όπως εκπαιδεύτηκε. 

Στις µικροσυστοιχίες είναι σύνηθες η επιγραφή να έχει την µορφή του αν προέρχονται από 

φυσιολογικά δείγµατα ή όχι. Το αποτέλεσµα είναι η ταξινόµηση των γονιδίων ή δειγµάτων µε 

κοινούς κανόνες συµπεριφοράς και η δηµιουργία ενός µοντέλου πρόβλεψης, µέσω της 

εκτίµησης των παραµέτρων του κατηγοριοποιητή (classifier) για τα γονίδια ή δείγµατα υπό 

εξέταση, γι’αυτό ονοµάζεται και πρόβλεψη κατηγορίας (class prediction). Έτσι είναι δυνατή 

η εκτίµηση για την πρόβλεψη των τιµών ενός ή παραπάνω παραµέτρων που σχετίζονται µε το 

άγνωστο δείγµα. Υπάρχουν πολλοί µέθοδοι για να καταφέρουµε την σωστή αναγνώριση και 

πρόβλεψη των γονιδίων. Θα διαλέξουµε την πιο ενδεδειγµένη µέθοδο, η οποία ταιριάζει στα 

δεδοµένα µας και την απαιτούµενη ανάλυση, και αυτή που δίνει τα πιο σίγουρα 

αποτελέσµατα, σε ακρίβεια ή σε ευαισθησία. Θα αναφέρουµε κάποιες από αυτές τις µεθόδους 

σε αυτή την ενότητα. 

 

Ταξινόµηση k-κοντινότερων γειτόνων (k-Nearest Neighbor, kNN). Η µέθοδος ταξινόµησης 

kNN είναι ένας απλός αλγόριθµος (189, 190). Συγκαταλέγεται στους lazy αλγορίθµους, αφού 

δεν δηµιουργείται ένα µοντέλο από εκµάθηση όπως στους άλλους κατηγοριοποιητές, αλλά 

γίνεται σύγκριση του µέτρου οµοιότητας του υπό εξέταση δεδοµένου µε όλα τα 

αποθηκευµένα δεδοµένα εκµάθησης µε κάθε νέο δείγµα. Πρέπει, αρχικά, να διαλέξουµε έναν 

αριθµό k για την ανεύρεση κοντινότερων γειτόνων, ο οποίος καλύτερα να είναι περιττός και 

όχι πολλαπλάσιο του αριθµού των κατηγοριών, και το µέτρο απόστασης που θα 

χρησιµοποιήσουµε. Ο αριθµός k πρέπει να είναι αρκετά µεγάλος για να γίνει σωστά η 

ταξινόµηση, αλλά, ταυτόχρονα, αρκετά µικρός ώστε τα σηµεία να είναι αρκετά κοντά στο 

υπό εξέταση σηµείο για να γίνει σωστή εκτίµηση της κατηγορίας του και να µην είναι πολύ 

χρονοβόρα η ανάλυση. Ο αλγόριθµος αυτός αποθηκεύει τα δεδοµένα εκµάθησης και τις 

κατηγορίες τους, ενώ όταν έχουµε νέα δεδοµένα προς εξέταση υπολογίζουµε τις αποστάσεις 

αυτών µε τις ήδη αποθηκευµένες στην µνήµη. Στη συνέχεια, οι αποστάσεις ταξινοµούνται 

από την µικρότερη τιµή προς την µεγαλύτερη τιµή. Αν ο αριθµός ήδη ταξινοµηµένων 

σηµείων είναι ικανοποιητικός, υπολογίζουµε την πλειοψηφία µεταξύ των κατηγοριών από k 

παραδείγµατα, που είναι τα πιο κοντινά στο υπό εξέταση σηµείο. Ο kNN δεν έχει πολύ καλά 

αποτελέσµατα σε δεδοµένα µικροσυστοιχιών υψηλής απόδοσης χωρίς καλή πρότερη µείωση 

διαστασιµότητας, αφού τότε δεν υπάρχει ακρίβεια στις προβλέψεις και την ταξινόµηση των 

δεδοµένων (191). 
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Γραµµική ανάλυση διακρίσεως LDA (Linear Discriminant Analysis).  Η γραµµική ανάλυση 

διακρίσεως είναι µια από τις αρχικές µεθόδους ταξινόµησης πολυπαραγοντικών δεδοµένων 

και είναι, ουσιαστικά, µια από τις µεθόδους µείωσης της διαστασηµότητας. Βασίζεται στην 

εύρεση των γραµµικών προβολών των δεδοµένων µε τρόπο που διαχωρίζονται κατάλληλα οι 

k-κατηγορίες, έτσι ώστε να πραγµατοποιήσουν πρόβλεψη του φαινοτύπου που µας 

ενδιαφέρει (192). Σε σύγκριση µε άλλες µεθόδους δεν παρουσίασε καλά αποτελέσµατα χωρίς 

να έχει γίνει πρώτα φιλτράρισµα των γονιδίων (190). Υπάρχουν και άλλες εκδοχές της 

ανάλυσης διακρίσεως, όπως η ευέλικτη ανάλυση διακρίσεως (Flexible Discriminant Analysis, 

FDA), η ανάµειξη αναλύσεων διακρίσεως (Mixture Discriminant Analysis, MDA) και η 

δευτεροβάθµια ανάλυση διακρίσεως (Quadratic Discriminant Analysis, QDA) (193). 

 

Μηχανές υποστήριξης διανυσµάτων (Support vector machines, SVM). Η SVM είναι µια 

εύρωστη δυαδική µέθοδος ταξινόµησης, η οποία διαχωρίζει ένα σύνολο δεδοµένων 

γονιδιακής έκφρασης από ένα άλλο εκατέρωθεν ενός υπερεπιπέδου (hyperplane) και 

χρησιµοποείται συχνά όταν θέλουµε να ανιχνεύσουµε διαφορές σε timecourse πειράµατα ή 

σε πειράµατα σύγκρισης µεταξύ διαφορετικών δειγµάτων (Εικόνα 24) (194, 195). 

 

 

Εικόνα 24. Πιθανά υπερεπίπεδα και τα περιθώριά τους (196). 

 

Πιο συγκεκριµένα, µεταµορφώνουµε την λίστα των DEGs σε µεγαλύτερες διαστάσεις µέσω 

µιας διαδικασίας που λέγεται kerneling, στην οποία χρησιµοποιείται µια συνάρτηση πυρήνα 

(kernel) έτσι ώστε να δηµιουργηθεί ένα επίπεδο µε τον συνδυασµό αυτών των γονιδίων. Μια 

βασική διαφορά µε άλλες κάπως παρόµοιες µεθόδους π.χ. τις Μπεϋσιανές Μεθόδους είναι 
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στον τρόπο µείωσης των σφαλµάτων στο µοντέλο εκµάθησης, αφού στην SVM προσπαθούµε 

να µειώσουµε τα δοµικά ελαττώµατα. Πρακτικά, αυτό σηµαίνει ότι βρίσκουµε ένα 

υπερεπίπεδο που να διαχωρίζει τα δείγµατα/γονίδια στο πολυδιάστατο χώρο. Το υπερεπίπεδο 

πρέπει να έχει ίδια απόσταση από τα κοντινότερα διανύσµατα στην καθεµία από τις δύο 

κατηγορίες, έτσι ώστε να µεγιστοποιήσουµε τα περιθώρια εκατέρωθεν του υπερεπιπέδου. 

Λαµβάνουµε υπόψη µόνο τα διανύσµατα που είναι στα όρια αυτών και τα ονοµάζουµε 

διανύσµατα υποστήριξης. Η SVM κάνει σχετικά καλή γενίκευση στις µικροσυστοιχίες, αφού 

αποφεύγεται κατά κανόνα το πρόβληµα της υπερταύτισης (overfitting), που δηµιουργείται 

από την υπερβολική εφαρµογή στις τιµές συνόλου δεδοµένων εκµάθησης που περιέχουν 

θορυβώδη γονίδια. Ένα ακόµα πλεονέκτηµα είναι ότι έχουν χαµηλό υπολογιστικό κόστος, 

ακόµη και στην περίπτωση µη γραµµικότητας, όπως και έχουµε συνήθως στις 

µικροσυστοιχίες και πρέπει να ρυθµίσουµε τα θέµατα της υπερταύτισης µε την βοήθεια της 

υπερπαραµέτρου C. Χρησιµοποιούνται δεδοµένα ελέγχου για να υπολογιστεί η ακρίβεια του 

µοντέλου κατηγοριοποίησης και αν αυτή είναι ικανοποιητική, τότε είναι αποδεκτό το 

µοντέλο ταξινόµησης (181). 

 

Δέντρα Αποφάσεων (Decision trees, DT). Με την κατασκευή ενός δέντρου αποφάσεως 

χρησιµοποιούµε ένα σύνολο εκµάθησης γονιδίων/δειγµάτων για να ταξινοµήσουµε 

αντίστοιχα κάποια σύνολα αξιολόγησης. Αρχίζουµε µε έναν κόµβο µε όλα τα δεδοµένα και 

µετά µε τον διαιρετικό αλγόριθµο τα διαχωρίζουµε σε όλο και µικρότερα υποσύνολα, τα 

οποία οπτικοποιούµε στο αυξανόµενο δέντρο. Τα δέντρα αποτελείται από φύλλα, που 

εκφράζουν κάποια κατηγορία, και από τα κλαδιά, που «αποφασίζουν» για τον διαχωρισµό 

σύµφωνα µε κάποια χαρακτηριστικά. Στο τέλος, για να λυθούν τυχόν προβλήµατα 

υπερταύτισης, που είναι σύνηθες φαινόµενο στα δέντρα αποφάσεων, γίνεται «ψαλίδισµα» 

του δέντρου (tree prunning). Τα δέντρα αποφάσεων είναι εύρωστα και παρατηρείται γρήγορη 

ταξινόµηση ακόµα και δεδοµένων υψηλής απόδοσης. Επίσης, τα αποτελέσµατα είναι εύκολα 

κατανοητά από τον βιοπληροφορικό, κάτι που παίζει σηµαντικό ρόλο για την δηµοτικότητα 

των DTs. Ένας γνωστός DT αλγόριθµος είναι ο CART (Classification And Regression 

Trees), στον οποίο χρησιµοποιείται ένα υποψήφιο σύνολο ερωτήσεων µε µια υποψήφια τιµή 

αξιολόγησης µεταξύ κάθε ζεύγους σηµείων, έτσι ώστε να δηµιουργηθεί ένα µοντέλο 

πρόβλεψης και χαρτογράφησης των δεδοµένων (197). Άλλοι αλγόριθµοι που 

χρησιµοποιούνται είναι ο ID3 (Iterative Dichotomiser 3), ο CHAID (Chi-squared Automatic 

Interaction Detection) κ.α. 
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Τυχαίο Δάσος (Random Forest, RF). Χρησιµοποιούµε τον αλγόριθµο του τυχαίου δάσους για 

να αποφύγουµε το πρόβληµα της υπερταύτισης που εµφανίζεται στα DTs. Πρόκειται για την 

κατασκευή πολλαπλών DTs στο σκέλος της εκµάθησης, κάθε δέντρο δίνει την δική του 

ταξινόµηση και επιλέγεται η κατηγορία µε τις περισσότερες «ψήφους», δηλαδή συγκλίνουν 

στο µέσο όρο των προβλέψεων. Το τυχαίο δάσος είναι ένας αλγόριθµος ακρίβειας και 

πραγµατοποιεί πολύ καλή γενίκευση (198). Ένας παρόµοιος αλγόριθµος µε του τυχαίου 

δάσους είναι ο Bootstrapped Aggregation (Bagging) και ο Gradient Boosted Regression Trees 

(GBRT). 

 

Ανάλυση εκτίµησης για µικροσυστοιχίες (Prediction Analysis of Microarrays, PAM). Το 

εργαλείο PAM λειτουργεί παροµοίως µε το εργαλείο SAM, που είδαµε σε προηγούµενο 

κεφάλαιο. Το PAM χρησιµοποιεί έναν βελτιωµένο, ως προς την ακρίβεια, αλγόριθµο 

συρρικνωµένου κεντροειδή (nearest shrunken centroids) για την ταξινόµηση µε 

κατηγοριοποιητή κοντινότερου κεντροειδούς (199). Ο κατηγοριοποιητής αυτός αναγνωρίζει 

υποσύνολα γονιδίων που χαρακτηρίζουν καλύτερα µια κατηγορία, η συρρίκνωση, η οποία 

υπολογίζεται µε την παράµετρο δέλτα (δ), ελέγχεται από ένα όριο, κάτω από το οποίο οι 

διαφοροποιήσεις θεωρούνται θόρυβος. Τα υψηλά όρια, για µεγάλο δ, έχουν συνήθως µεγάλο 

ποσοστό σφαλµάτων ταξινόµησης και όσο το όριο αυτό µειώνεται τόσο µειώνεται και αυτό 

το ποσοστό, τουλάχιστον µέχρι να παρουσιαστεί υπερταύτιση (34). Το εργαλείο αναγνωρίζει 

το δ που αντιστοιχεί στο µικρότερο σταυρωτά επικυρωµένο (cross-validated) σφάλµα 

πρόβλεψης και παρέχει µια λίστα µε τα γονίδια που περιέχονται στον κατηγοριοποιητή για 

την συγκεκριµένη τιµή δ (200). 

 

Μπεϋσιανά Δίκτυα (Bayesian Networks). Τα Μπεϋσιανά Δίκτυα ανήκουν στις Πιθανοτικές 

Μεθόδους Ταξινόµησης (Probabilistic Classification Methods). Ο κατηγοριοποιητής Μπέϋς 

βασίζεται στο θεώρηµα του Bayes για την πρόβλεψη της κατηγορίας, όπου µεγιστοποιείται η 

εκ των υστέρων πιθανότητα. Έχουν ακρίβεια και καλή ταχύτητα για δεδοµένα υψηλής 

απόδοσης. Επιπροσθέτως, κάνει καλή πρόβλεψη των αποτελεσµάτων ακόµα και αν 

παρέχονται µόνο ελλιπείς πληροφορίες. Ένα µειονέκτηµα αυτού του κατηγοριοποιητή είναι 

ότι δεν υπάρχουν αρκετά δεδοµένα για την αξιόπιστη  εκτίµηση της από κοινού συνάρτηση 

πυκνότητας πιθανότητας. 

 

Ένας άλλος γνωστός κατηγοριοποιητής, που αποτελεί µια απλοποίηση του κατηγοριοποιητή 

Μπέϋς, ονοµάζεται Αφελούς Μπέϋς (Naive Bayes). Αυτά τα δίκτυα αποτελούν µια σχετικά 
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απλή προσέγγιση ταξινόµησης, µε χαµηλό υπολογιστικό κόστος και εύκολη κατασκευή. 

Είναι αρκετά αποτελεσµατικά για δεδοµένα µε πολλά ασθενώς συσχετισµένα 

χαρακτηριστικά. Από την άλλη, αν υπάρχουν ισχυρές ανεξάρτητες υποθέσεις, τότε 

περιορίζεται η απόδοση του αλγορίθµου, ειδικά όταν πολλά από τα χαρακτηριστικά έχουν 

ισχυρή συσχέτιση (201).  

 

Λογιστική Ανάλυση Παλινδρόµησης (Logistic Regression).  Η λογιστική ανάλυση 

παλινδρόµησης είναι ένα µη παραµετρικό µοντέλο εκτίµησης του πόσο µια ανεξάρτητη 

παράµετρος επηρεάζει µια εξαρτηµένη παράµετρο, η οποία έχει µόνο δύο αποτελέσµατα. 

Αυτό το µοντέλο χρησιµοποιείται για την εύρεση της κλίσης και της τέµνουσας µορφής µιας 

γραµµής και είναι ο αλγόριθµος που στην εξόρυξη δεδοµένων χρησιµοποιείται ευρύτερα για 

την πρόβλεψη της πιθανότητας. Απαιτεί, ακόµα, την ανάλυση όλων των περιπτώσεων. Σε 

αντίθετη περίπτωση οποιαδήποτε παρατήρηση απορρίπτεται από την ανάλυση. Μια πιο απλή 

εκδοχή της είναι η γραµµική ανάλυση παλινδρόµησης, που εφαρµόζεται σε παραµετρικά 

µοντέλα, η οποία όµως δεν είναι συνήθως κατάλληλη για τα υψηλής απόδοσης δεδοµένα 

µικροσυστοιχιών. Τα µοντέλα παλινδρόµησης παράγουν καλές εκτιµήσεις στα περισσότερα 

προβλήµατα. 

 

Νευρωνικά Δίκτυα (Neural Networks, ΝΝ). Το ΝΝ ή ΑΝΝ είναι ένα υπολογιστικό µοντέλο 

που προήλθε σαν ιδέα από τον τρόπο που συνδέονται οι νευρώνες του εγκεφάλου και τις 

δυνάµεις µεταξύ τους. Πρωτοεµφανίστηκε την δεκαετία του πενήντα από τον Bernard 

Widrow του πανεπιστηµίου Στάνφορντ. Το µοντέλο αυτό µπορεί να εκπαιδευτεί για να 

ταξινοµεί περίπλοκα πρότυπα εµπειρικά. Το δίκτυο εκπαιδεύεται µε την ρύθµιση και τον 

προσδιορισµό των βαρών των ακµών του κάθε νευρώνα, δηλαδή δεν πρόκειται για ένα 

µοντέλο βασισµένο σε κάποιο κανόνα ή σε ένα µη αλγοριθµικό µοντέλο, αλλά εκπαιδεύεται 

σε ένα ευρύτερο εννοιολογικό πλαίσιο, όπου και προσοµοιώνεται η ανθρώπινη σκέψη. Η 

εκπαίδευση σταµατάει όταν συγκλίνουν οι τιµές στα βάρη των ακµών. Η ικανότητα για 

γενικεύσεις παρέχεται από τα κρυµµένα στρώµατα (hidden layers) και τους κρυφούς 

νευρώνες που περιέχουν. Στο δίκτυο υπάρχουν οι υπολογιστικοί νευρώνες, οι οποίοι 

πολλαπλασιάζουν τις εισόδους τους µε τα συναπτικά βάρη και υπολογίζουν το άθροισµα του 

γινοµένου, και οι νεωρώνες εισόδου, οι οποίοι βρίσκονται ανάµεσα στους πρώτους και στις 

εισόδους του δικτύου, οι οποίες συνήθως αριθµούν όσο και οι ανεξάρτητες µεταβλητές. Αυτό 

το άθροισµα είναι το όρισµα της συνάρτησης µεταφοράς, που µπορεί να είναι βηµατική, 

γραµµική ή µη και στοχαστική. Ένα από τα πολλά παραδείγµατα ανάλυσης δεδοµένων 
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µικροσυστοιχιών µε ΑΝΝ είναι η µια δηµοσίευση κλινικής έρευνας για την πρόβλεψη των 

αποτελεσµάτων ασθενών µε νευροβλαστώµα (NB), όπου σε 25.000 γονίδια ο 

κατηγοριοποιητής του ΑΝΝ αναγνώρισε ένα σύνολο δεκαεννιά γονιδίων µε κοντινά 

συσχετισµένα επίπεδα γονιδιακής έκφρασης (202, 203). Γνωστοί αλγόριθµοι για τεχνητά 

νευρωνικά δίκτυα (ΑΝΝ) είναι οι ακόλουθοι: Perceptron, Back-Propagation, Stochastic 

Gradient Descent, Hopfield Network, Radial Basis Function Network (RBFN). Για 

παράδειγµα, η οπισθοδιάδοση (Back-propagation) είναι πολύ χρήσιµη στην ανάλυση 

ιατρικών εικόνων και την εύρεση καρκινικών κυττάρων σε αυτές, αφού εκπαιδεύεται µε την 

επαναλαµβανόµενη επεξεργασία των δεδοµένων εκµάθησης και την σύγκριση των 

προβλέψεων του δικτύου µε τις πραγµατικές τιµές. 

 

Η ύπαρξη πάνω από ενός κρυµµένου στρώµατος υποδεικνύει δίκτυο βαθιάς µάθησης (deep 

learning). Οι αλγόριθµοι αυτοί χρησιµοποιούνται συχνά σε πιο πολύπλοκα δίκτυα και για την 

ανάλυση δεδοµένων υψηλής απόδοσης. Σε αντιδιαστολή µε τα θετικά των δικτύων βαθιάς 

µάθησης, η αύξηση του αριθµού των κρυφών στρωµάτων σε αυτά αυξάνει επίσης το χρόνο 

υπολογισµού και τον κίνδυνο υπερταύτισης, που οδηγεί σε κακές προβλέψεις. Ένας γνωστός 

αλγόριθµος deep learning είναι τα συνελεκτικά νευρωνικά δίκτυα (Convolution Neural 

Network, CNN). Άλλοι γνωστοί αλγόριθµοι για δίκτυα βαθιάς µάθησης είναι οι ακόλουθοι: 

Recurrent Neural Networks (RNNs), Long Short-Term Memory Networks (LSTMs), Deep 

Boltzmann Machine (DBM), Deep Belief Networks (DBN) (204). 

 

Τα νευρωνικά δίκτυα µπορούν να δώσουν την λύση όταν άλλοι τρόποι ταξινόµησης δεν 

λειτουργούν σωστά και υπάρχουν πολλά ελεύθερα και µη λογισµικά για την επεξεργασία 

αυτών των δικτύων, αλλά η ερµηνεία των υπολογισµών στα βάρη των ακµών είναι δύσκολη. 

 

Για την σωστή κατηγοριοποίηση των δεδοµένων γονιδιακής έκφρασης πραγµατοποιείται και 

επικύρωση ή σταυρωτή επικύρωση (cross validation) των αποτελεσµάτων και στο στάδιο των 

δοκιµών (testing). Η επικύρωση (εξωτερική) αφορά ετερογενή δεδοµένα, δηλαδή αποτελείται 

από διαφορετικά δείγµατα, τα οποία λήφθησαν ίσως σε διαφορετικές χρονικές στιγµές και µε 

διαφορετικό πρωτόκολλο. Η σταυρωτή ή εσωτερική επικύρωση, γίνεται σε ένα υποσύνολο 

από το ίδιο σύνολο δεδοµένων. Ο συντελεστής συσχέτισης Μάθιου (Mathew correlation 

coefficient, MCC) χρησιµοποιείται για µη ισορροπηµένες τάξεις. Για παράδειγµα η σταυρωτή 

επικύρωση Κ-πτυχών (K-fold) χρησιµοποιείται συχνά για τον έλεγχο της λειτουργίας 

πρόγνωσης του ταξινοµητή. 
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Εξίσωση 73. O συντελεστής που µας 
ενδιαφέρει στην επικύρωση µη 
ισορροπηµένων τάξεων. 
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4. Κεφάλαιο 4 Μέθοδος Ανάλυσης Αλληλουχοποίησης Νέας Γενιάς 

(Next Generation Sequencing (NGS)) 
Σε αυτό το κεφάλαιο, θα αναφερθούµε στη µελέτη και στην ποσοτικοποίηση της γονιδιακής 

έκφρασης καθώς και το µερίδιο της µεθυλίωσης σε συγκεκριµένες ή σχετιζόµενες 

αλληλουχίες µε µεθόδους NGS σε πληθυσµούς συνήθως παρόµοιων δειγµάτων, δηλαδή µας 

ενδιαφέρει ο εντοπισµός της διαφορικής γονιδιακής έκφρασης και όχι οι αποκλίσεις από 

variants, SNPs κ.λ.π. Στο δεύτερο µέρος του κεφαλαίου θα δούµε τεχνικές οµαδοποίησης και 

ταξινόµησης, κάποιες από τις οποίες υπάρχουν στην ανασκόπηση του προηγούµενου 

κεφαλαίου. Παρόλο το κόστος της NGS έχει πτωτική τάση, το κόστος της ανάλυσης αυτών 

των δεδοµένων µπορεί να είναι πολύ ακριβό. 

 

4.1. Βάσεις Δεδοµένων Αλληλούχισης και Ολοκληρωµένες Πλατφόρµες 

Βιοπληροφορικής 
Η τεχνολογία αλληλούχισης νέας γενιάς όπως είδαµε θα απασχολήσει σύσσωµη την ιατρική 

κοινότητα, αφού γίνονται προσπάθειες για την χρήση προσωποποιηµένης ιατρικής σε όλους 

τους τοµείς και όχι µόνο στην έρευνα και στις κλινικές µελέτες. Η συστηµατική ιατρική και 

βιολογία θα ξετυλίξει την πολυπλοκότητα του ανθρώπινου οργανισµού και θα αναπτυχθούν 

καλύτεροι δείκτες για την πρόγνωση, διάγνωση και θεραπεία ασθενειών. Με πλατφόρµες 

όπως οι διαγνωστικοί αλληλουχοποιητές και η τεχνολογία των big data, η προσωποποιηµένη 

ιατρική είναι έτοιµη να καθιερωθεί και να εφαρµοστούν κοινά πρότυπα και ροές εργασίας, 

καθώς και τρόποι διασφάλισης της πρόσβασης στα ιατρικά δεδοµένα των πολιτών µόνο 

εξουσιοδοτηµένων ατόµων. 

 

Οι επιστήµονες είναι υποχρεωµένοι να µοιράζονται τα αποτελέσµατα τους σε βιολογικές 

βάσεις δεδοµένων (Databases, DB), όταν δηµοσιεύουν µια ερευνητική εργασία. Αυτή η 

µετάβαση σε µια ελεύθερη πρόσβαση στη γνώση ήταν ένας από τους βασικούς λόγους που η 

επιστηµονική κοινότητα καταφέρνει να συνεργάζεται για ένα κοινό σκοπό και που ο τοµέας 

της βιοπληροφορικής για την επεξεργασία αυτών των δεδοµένων ευδοκιµεί. Η επεξεργασία 

τους σε πρωτογενές επίπεδο γίνεται συνήθως εξολοκλήρου στην πλατφόρµα αλληλούχισης, 

σε δευτερογενές επίπεδο υπάρχουν εφαρµογές εντός και εκτός της πλατφόρµας και σε 

τριτογενές επίπεδο έχουν δηµιουργηθεί πολλές εφαρµογές εκτός της πλατφόρµας και µάλιστα 

παρέχουν εργαλεία για την οπτικοποίηση των συµπερασµάτων από τα αποτελέσµατα της 
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έρευνας. Υπάρχουν, για τον σκοπό αυτό, ολοκληρωµένες σουίτες ανάλυσης των ωµικών 

δεδοµένων, όπως οι πλατφόρµες DAVID και Galaxy. 

 

Τα σχετιζόµενα δεδοµένα στην πρωτογενή DB, δηλαδή αποθηκευµένες σε ψηφιακή µορφή 

αλληλουχίες από πειράµατα NGS, µπορούν να τα κατατεθούν, να ανασυρθούν για ανάλυση 

και να ενηµερωθούν από έναν µέσο χρήστη π.χ. έναν βιολόγο χωρίς ειδικές γνώσεις στην 

πληροφορική και την στατιστική. Μια από τις πιο σηµαντικές έννοιες της βιοπληροφορικής 

και της βιολογίας είναι η σύγκριση δύο πρωτεϊνών ή αλληλουχιών νουκλεϊνικών οξέων. Πιο 

συγκεκριµένα, χρησιµοποιούµε εργαλεία, για την εύρεση µιας οµάδας συσχετιζόµενων 

ακολουθιών και την εύρεση του σκόρ οµοιότητας. Πραγµατοποιούµε τη βιολογική στοίχιση 

για βραχύ-µικροανάγνωση (short reads) πλέον µε νεότερα εργαλεία, όπως το Bowtie224 και 

το SOAP225, αφού είναι ένας από τους καλύτερους τρόπους να συγκρίνουµε τις αλληλουχίες 

αυτές µε ταχύτητα και ευαισθησία, για να µπορούµε εντοπίσουµε σε ποιες θέσεις βρίσκονται 

πιθανώς DEGs. 

 

Αν ξέρεις να διαχειρίζεσαι ένα εργαλείο αναζήτησης, µπορείς συνήθως να καταλάβεις και 

αποτελέσµατα από άλλα εργαλεία αναζήτησης. Το µέγεθος των βάσεων δεδοµένων 

αλληλούχισης αυξάνεται εκθετικά, όσο κατεβαίνει το κόστος των τεχνικών εξαιρετικά 

υψηλής απόδοσης. Το κάθε εργαλείο αναζήτησης έχει τις δικές του στατιστικές µορφές και 

τις µορφοποιήσεις των αποτελεσµάτων, κάτι που συµβάλει στην πολυπλοκότητα των 

αναλύσεων. Οπότε, πραγµατοποιούµε υπολογισµό της οµοιότητας και την αναζήτηση των 

οµολόγων (homologues) αλληλουχιών, δηλαδή που προέρχονται από κοινούς προγόνους, σε 

κάποιες DB. Τα οµόλογα γονίδια διαχωρίζονται σε παράλογα γονίδια (paralogous genes), που 

εµφανίζονται σε διαφορετικά άτοµα του ίδιου είδους, και σε ορθόλογα γονίδια (orthologous 

genes), που προκύπτουν από την εξέλιξη των οργανισµών και ανήκουν δηλαδή σε 

διαφορετικά είδη. H οµολογία δηλαδή δείχνει ποιοτικά την ύπαρξη συσχέτισης ενώ η 

οµοιότητα δίνει αριθµητικά τον βαθµό της συσχέτισης. Οπότε ένας χρήστης της 

βιοπληροφορικής πλατφόρµας κάνει τις σχετικές αναζητήσεις στο γένωµα, οπτικοποιεί τα 

αποτελέσµατα και εξάγει τα αντίστοιχα συµπεράσµατα. 

 

                                                

 
24 http://bowtie-bio.sourceforge.net/bowtie2/index.shtml 
25 http://soap.genomics.org.cn/soapaligner.html 
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Από την άλλη πλευρά, ο σκοπός του βιοπληροφορικού επιστήµονα είναι ο σχεδιασµός, ο 

προγραµµατισµός και η εκπαίδευση των κατάλληλων αλγορίθµων για τα υπό ανάλυση 

δεδοµένα. Αυτοί εφαρµόζονται στα δεδοµένα δοκιµών (test) και ταξινοµούνται τα δεδοµένα 

γονιδιακής έκφρασης, όπως εκπαιδεύτηκαν οι αλγόριθµοι. Το έτοιµο µοντέλο τότε είναι 

κατάλληλο για χρήση ως βιοπληροφορικό εργαλείο ή web πλατφόρµα από την επιστηµονική 

κοινότητα. 

 

Παραγώµενα αρχεία αλληλούχισης. Τα αρχεία Fasta είναι ένας βασικός τύπος αρχείου που 

µπορεί να παράγει µια πλατφόρµα αλληλούχισης. Η FastQ είναι αρχείο αλληλούχισης Fasta 

µαζί µε δεδοµένα ποιότητας που παράγεται από την πλατφόρµα Illumina. Αντίστοιχα, η 

πλατφόρµα PacBio παράγει αρχεία αλληλούχισης BΑΜ και η πλατφόρµα Nanopore (HDF5) 

παράγει αρχεία αλληλούχισης Fast5. Τα αρχεία αυτά είναι τα δεδοµένα εισόδου σε λογισµικά 

ανάλυσης ποιότητας και γίνεται εξαγωγή µιας αναφορά σε HTML αρχείο, ακόµα και εκτός 

διαδικτύου. Τα εργαλεία αυτά µπορούν να χρησιµοποιηθούν κατευθείαν από το τερµατικό 

(συνήθως σε περιβάλλον UNIX, αλλά κάποια εργαλεία δουλεύουν και σε περιβάλλον MAC ή 

WINDOWS) και µπορούν να αναλυθούν σε µια διαδικτυακή πλατφόρµα, όπως το Galaxy. 

 

Πέναλτι κενών (Gap penalty). Το σκόρ οµοιότητας αφορά το άθροισµα του αριθµού 

ταυτίσεων ακριβείας και συντηρητικών (high scoring) αντικαταστάσεων στην στοίχιση, 

διαιρεµένο µε το σύνολο των χαρακτήρων που στοιχίστηκαν, ενώ τα κενά µερικές φορές 

αγνοούνται (ungapped). Σε κάποιες άλλες περιπτώσεις λαµβάνουµε υπόψη τα κενά µε 

γραµµικό ή affine τρόπο (linear vs affine gap penalty). 

 

Τοπική Στοίχιση, Ολική Στοίχιση, Ηµιολική Στοίχιση (Local, Global, Semiglobal alignment). 

Η τοπική στοίχιση γίνεται βάση της υψηλότερης πυκνότητας των ταυτίσεων. Η τοπική 

στοίχιση είναι gapped και δεν λαµβάνουµε υπόψη τα πέναλτι στις άκρες. Η τελευταία τιµή 

της στοίχισης είναι το υψηλότερο σκόρ στον πίνακα και µηδενίζουµε τις αρνητικές τιµές. Στις 

άλλες δύο περιπτώσεις δεν µηδενίζουµε τις αρνητικές τιµές. Στην ηµιολική στοίχιση έχουµε 

καλύτερες στοιχίσεις σε οµόλογες αλληλουχίες διαφορετικού µήκους. Ακόµα, στην ηµιολική 

δεν λαµβάνουµε υπόψη τα πέναλτι στις άκρες και η τελευταία τιµή της στοίχισης είναι το 

υψηλότερο σκόρ στην κατώτερη ή το υψηλότερο σκόρ στην δεξιότερη τιµή του πίνακα. Στην 

ολική στοίχιση πρέπει να ελεγχθούν για ταύτιση όλες οι θέσεις και στις δύο αλληλουχίες, άρα 

το χρησιµοποιούµε για αρκετά όµοιες και ίδιου µήκους αλληλουχίες. Ακόµα, σε αυτή 
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λαµβάνουµε υπόψη τα πέναλτι στις άκρες και η τελευταία τιµή της στοίχισης είναι η 

κατώτερη και δεξιότερη τιµή του πίνακα. 

 

Αλγόριθµος Needleman-Wunsch (NW Algorithm).  Λειτουργεί µε την λογική του δυναµικού 

προγραµµατισµού και τις έννοιες ταύτιση, αντικατάσταση και κενά. Είναι µια ολική στοίχιση 

µεταξύ των αλληλουχιών και έχει καλύτερα αποτελέσµατα στοίχισης. Η διαδικασία είναι 

ντετερµινιστική και απολύτως επαληθεύσιµη. 

 

Aλγόριθµος Smith-Waterman (SW Algorithm). O αλγόριθµος SW αφορά µόνο τα τµήµατα µε 

µικρή οµοιότητα µεταξύ τους και λειτουργεί µε την λογική του δυναµικού προγραµµατισµού 

για την εύρεση τοπικών στοιχίσεων µεταξύ αλληλουχιών. Καθορίζεται από την µικρότερη 

αλληλουχία και είναι µια παραλλαγή του Needleman-Wunsch. Η ιδιαιτερότητα του είναι ότι 

όλα τα αρνητικά σκόρ µηδενίζονται στον πίνακα για να αποφευχθούν κακοί υπολογισµοί 

στοίχισης και να είναι πιο εύκολο να αναγνωριστούν η αρχή και το τέλος των τοπικών 

στοιχίσεων σε οποιοδήποτε σηµείο του πίνακα βρίσκονται. 

 

BLAST. Ο ευρετικός αλγόριθµος για τοπική στοίχιση BLAST (Basic Local Alignment Search 

Tool) είναι ένα βασικό εργαλείο αναζήτησης οµοιότητας µιας ακολουθίας έναντι µιας βάσης 

αλληλουχιών και αφορά τοπικές στοιχίσεις, όπου αναζητούµε την ολική στοίχιση από 

µικρότερες τοπικές στοιχίσεις (205). Η αναγνώριση των αλληλουχιών στην βιολογία είναι µια 

από τις βασικές λειτουργίες της βιοπληροφορικής. To BLAST δεν είναι ο πλέον 

ενδεδειγµένος τρόπος για στοίχιση, αφού υπάρχουν καλύτερα λογισµικά στοίχισης για 

γενωµικές αλληλουχίες DNA ή δεδοµένα RNA-Seq, που προέρχονται από αλληλούχιση νέας 

γενιάς, λόγω του µεγάλου όγκου των δεδοµένων, ενώ το παρόµοιο εργαλείο BLAT έχει λίγο 

καλύτερες επιδόσεις (206). Όµως είναι ένα χρήσιµο ευρετικό εργαλείο όταν έχουµε µια 

συγκεκριµένη αλληλουχία για την οποία ψάχνουµε οµόλογα ανάµεσα σε διαφορετικά είδη ή 

επιπλέον πρωτεΐνες µε παρόµοιες δοµικές περιοχές, στην διαδικτυακή πλατφόρµα Blast του 

NCBI, όπου τα αποθηκευµένα δεδοµένα είναι πολυάριθµα. Tα εργαλεία αυτά διαχωρίζονται 

σε υπο-οµάδες ανάλογα µε το τι αλληλουχίες εξετάζουν π.χ. για πρωτεΐνες υπάρχει το blastp 

και για νουκλεοτίδια το blastn κ.α. 

 

Στοίχιση αλληλουχιών κατά ζεύγη (Pairwise Alignment). Έτσι ονοµάζουµε την στοίχιση που 

πραγµατοποιείται µεταξύ δύο αλληλουχιών. Για παράδειγµα, την στοίχιση κατά ζεύγη 

µπορούµε να την χρησιµοποιήσουµε για την µελέτη µεταξύ ενός DNA µεθυλώµατος και ενός 
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µεταγράφου, δηλαδή για να βρούµε την σύµπραξη των DMGs-DEGs. Στην στοίχιση µεγάλων 

αλληλουχιών, όπως είναι τα ολόκληρα γενώµατα, εκτός από τις αντικαταστάσεις 

(substitutions) και τα κενά (gaps), αναγνωρίζουµε επίσης τους διπλασιασµούς (duplications) 

και τις αναστροφές (reversals). Λογισµικά για στοίχιση κατά ζεύγη είναι το FASTA και το 

BLAST. The συστήµατα PAM (Percent Accepted Mutation) και BLOSUM (BLOck Amino 

Acid SUbstitution Matrix) χρησιµοποιούνται για τον υπολογισµό του σκορ στην κατά ζεύγη 

στοίχιση (207, 208). Tα οποία έχουν τις εξής αντιστοιχίσεις µε βάση τον ρόλο τους: το 

PAM250 µε το BLOSUM45, το PAM160 µε το BLOSUM62  και το PAM120 µε το 

BLOSUM80. 

 

Πολλαπλή στοίχιση (Multiple Alignment, MA). Έτσι ονοµάζουµε την στοίχιση που 

πραγµατοποιείται µεταξύ άνω των δύο αλληλουχιών. Κάποια λογισµικά για πολλαπλή 

στοίχιση ακολουθούν: MSA (Μultiple Sequence Alignment) (209), Clustal W/W2/X (210), 

T-COFFEE (211). Αλλά και λογισµικά που δουλεύουν µε µεθόδους ολικής επαναληπτικής 

στοίχισης όπως το HMMER (212), που χρησιµοποιεί Hidden Markov Models, και το SAGA 

(213), που χρησιµοποιεί γενετικούς αλγόριθµους. 

 

Προσεγγίσεις στοίχισης.  Έχουµε διαθέσιµα καταλληλότερα εργαλεία από το αργό στην 

στοίχιση BLAST για βραχύ-µικροανάγνωση, που είναι ο τύπος µικροαναγνώσεων σε πολλές 

πλατφόρµες NGS. Οι αλγόριθµοι στα NGS εργαλεία βασίζονται στην κατάταξη σε πίνακα 

(indexing) για την ταχύτερη χαρτογράφηση. Ένας τρόπος είναι µέσω της κατάταξης του 

γενώµατος αναφοράς σε ένα πίνακα κατακερµατισµού, π.χ. το εργαλείο SOAP και το 

εργαλείο MAQ26 (Mapping and Assembly with Qualities) (214). Ένας άλλος είναι ο 

µετασχηµατισµός Burrows-Wheeler, π.χ. το εργαλείο Bowtie, το εργαλείο SOAP2 και το 

εργαλείο BWA. 

 

BWA27 (Burrows-Wheeler Aligner). Ο µετασχηµατισµός Burrows-Wheeler (Burrows-Wheeler 

Transform, BWT), που δηµοσιεύτηκε το 1994, χρησιµοποιείται σε αυτό κ.α. εργαλεία για την 

ταχύτητα που πραγµατοποιεί την διαδικασία στοίχισης (215). Τα εργαλεία που 

χρησιµοποιούν τον BWT δεν έχουν τόση ευαισθησία, που σηµαίνει πιθανές αποκλίσεις κατά 

την στοίχιση, όσο αυτά που χρησιµοποιούν πίνακες κατακερµατισµού. 

                                                

 
26 http://maq.sourceforge.net 
27 http://bio-bwa.sourceforge.net 
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Bowtie2. Είναι ένα από τα προτιµώµενα λογισµικά για NGS στοιχίσεις. Η κατάταξη στον 

πίνακα γίνεται µε τον FM-δείκτη (Fulltext Minute-index) και παρέχει ταχύτατες στοιχίσεις, 

αφού κρατάει σε χαµηλά επίπεδα την χρήση της προσωρινής µνήµης µε την επιτάχυνση 

SIMD. Ο αλγόριθµος αποτελείται από το στάδιο χωρίς κενά (ungapped) εύρεσης “σπόρων” 

(seeds) και από το στάδιο επέκτασης µε κενά (gapped), το οποίο χρησιµοποιεί δυναµικό 

προγραµµατισµό και βελτιώνει την ευαισθησία του αλγορίθµου (216). 

 

SOAP228 (Short Oligonucleotide Analysis Package). Το εργαλείο SOAP2 είναι η δεύτερη 

έκδοση του εργαλείου SOAP (217). Ένα βασικό πλεονέκτηµα του εργαλείου είναι ότι 

αναφέρει και τις στοιχίσεις των µικροαναγνώσεων που έχουν χαρτογραφηθεί σε πολλαπλές 

θέσεις (218). 

 

Η επιλογή ενός από τα πολυάριθµα εργαλεία που υπάρχουν έχει να κάνει µε τις δυνατότητες 

του κάθε εργαλείου και την πλατφόρµα στην οποία κάνουµε την αλληλούχιση. Ακόµα 

εξαρτάται από το τι θέλουµε να αναλύσουµε, δηλαδή DNA ή RNA ή miRNA ή µεθυλίωση 

DNA. 

 

Στην Εικόνα 25, παρατηρούµε ότι στην αριστερή πλευρά έχουµε αλληλουχίσει ένα γένωµα 

αναφοράς, πρόκειται για το ανθρώπινο γένωµα που έγινε διαθέσιµο πρώτη φορά µε την 

ολοκλήρωση του HGP. Πρόκειται για µια de novo αλληλούχιση που πρέπει να 

πραγµατοποιούµε για οργανισµούς που δεν έχουν γένωµα αναφοράς. Πιο συγκεκριµένα, 

πρόκειται για συναρµολόγιση του γενώµατος, δηλαδή η δηµιουργία ενός συναινετικού 

γενώµατος από το σύνολο των ξεχωριστών µικροαναγνώσεων. Στην δεξιά πλευρά, έχουµε 

την χαρτογράφηση των αλληλουχιών στο γένωµα αναφοράς, δηλαδή πραγµατοποιούµε 

αναλληλούχιση. Πιο συγκεκριµένα, παίρνουµε ως δεδοµένες τις θέσεις των γονιδίων στο 

γένωµα αναφοράς και πραγµατοποιούµε στοίχιση των µικροαναγνώσεων του υπο εξέταση 

γενώµατος σε αυτό. Οπότε, µπορούµε στην συνέχεια να ποσοτικοποιήσουµε τα επίπεδα της 

διαφορικής γονιδιακής έκφρασης (90). 

 

Παροµοίως, η τεχνολογία RNA-Seq βασίζεται στην αλληλούχιση µικρών θραυσµάτων 

συµπληρωµατικού DNA (cDNA), το οποίο προέρχεται από RNA. Αντί να υβριδοποιούνται 

τα θραύσµατα cDNA σε µικροσυστοιχίες DNA, τα θραύσµατα αλληλουχοποιούνται 
                                                

 
28 http://soap.genomics.org.cn/soapaligner.html 
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απευθείας, χαρτογραφούνται στο γένωµα ή στο χαρακτηρισµένο µεταγράφωµα, όπου οι 

χαρακτηρισµένες αλληλουχίες αναφοράς (annotations) είναι διαθέσιµες για εξαγωγή από 

διάφορες διαδικτυακές βάσεις δεδοµένων, όπως η Ensembl, η UCSC και η NCBI σε αρχεία 

.GTF (Gene Transfer Format). GFF (είναι το απλοποιηµένο-flattened .GTF), µε 

υπολογιστικές µεθόδους και υπολογίζονται οι επικαλυπτόµενες µικροαναγνώσεις. Έτσι, 

αναγνωρίζεται κάθε θραύσµα και επανασυναρµολογούνται τα θραύσµατα σε ολόκληρα 

µετάγραφα µε λογισµικά όπως το Cufflinks (219), το οποίο χρησιµοποιεί την προσέγγιση ΕΜ 

(expectation–maximization) και λαµβάνει υπόψη διάφορες αποκλίσεις, όπως την 

ανοµοιόµορφη κατανοµή των µικροαναγνώσεων κατά µήκος του γονιδίου, µε στόχο την 

αξιόπιστη ποσοτικοποίηση των επιπέδων γονιδιακής έκφρασης των υπό εξέταση δειγµάτων. 

To Cufflinks είναι ακόµα κατάλληλο για την βελτίωση ενός προϋπάρχοντος µεταγραφώµατος 

αναφοράς, όµως η ανακατασκευή ενός µεταγραφώµατος πρέπει να είναι η έσχατη λύση γιατί 

δεν έχει καλή ακρίβεια ούτε καλή ευαισθησία (220). 

 

   

Εικόνα 25. Η αλληλούχιση DNA ενός γενώµατος αναφοράς και η αναλληλούχιση. 
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Βάσεις δεδοµένων νουκλεοτιδικών ακολουθιών (Nucleotide Sequence Database). Η INSDC29 

(International Nucleotide Sequence Database Collaboration) είναι η σύµπραξη τριών πολύ 

γνωστών βάσεων δεδοµένων που χρησιµοποιούνται καθηµερινά από χιλιάδες επιστήµονες 

είναι η  Genbank30, η EMBL-Bank31 και η DDBJ32. Η GenBank ανήκει στην οµάδα του 

NCBI Entrez και περιέχει αποθηκευµένες αλληλουχίες DNA, RNA και πρωτεϊνών. Μπορεί 

να διαθέτει πολλαπλές αλληλουχίες τις ίδιας περιοχής, δηλαδή διαφορετικά δείγµατα από την 

ίδια αλληλουχηµένη περιοχή και µπορεί να χρησιµοποιηθεί για την αναγνώριση γενετικών 

διαφοροποιήσεων. 

 

 

Εικόνα 26. H RNA-Seq ροή έργου µε γένωµα και µετάγραφο αναφοράς (221). 

 

                                                

 
29 https://www.insdc.org/  
30 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/ 
31 https://www.ebi.ac.uk/ 
32 https://www.ddbj.nig.ac.jp/index-e.html 
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Αντιστοίχως, το αποθετήριο αρχείων SRA (Sequence Read Archive) παρέχει πρόσβαση σε 

δεδοµένα που προέρχονται από DNA-Seq και RNA-Seq, τα οποία υπάρχουν στην Genbank, 

την DDBJ και την ENA33 βάσεις δεδοµένων. 

 

Βάση δεδοµένων RefSeq (Reference Sequence Database).  Η RefSeq, επίσης µέρος της NCBI, 

έχει µόνο ένα δείγµα κάθε βιολογικού µορίου, κάποιες εγγραφές είναι αντίτυπα από την 

GenBank Records και άλλες προέρχονται από διαφορετικές πηγές (222), π.χ. FlyBase. Άλλες 

βάσεις δεδοµένων είναι η βάση γενωµικών δεδοµένων GOLD (Genome On Line Database34) 

και η βάση γενωµικών δεδοµένων του NCBI35, για να αναφέρουµε κάποιες. 

 

GEO (Gene Expression Omnibus36). Η GEO περιέχει χιλιάδες δεδοµένα από µελέτες και 

αποτελέσµατα γονιδιακής έκφρασης (223). 

 

R/Bioconductor.  Το λογισµικό Bioconductor, που είναι γραµµένο στην στατιστική γλώσσα 

R, είναι ένα σηµαντικό εργαλείο για την γενωµική και όχι µόνο. Περιέχει πολλές εκατοντάδες 

πακέτα, µε τον δικό του ρόλο το καθένα. Με αυτό µπορούµε να εξερευνήσουµε γενωµικές 

βάσεις δεδοµένων, να εξάγουµε δεδοµένα από αυτές και επιτρέπουν την διαδραστικότητα 

µεταξύ γενωµικών φυλλοµετρητών. Η ανάλυση και η οπτικοποίησή των γενωµικών 

δεδοµένων γίνονται από κάποιο άλλο πακέτο, σε πολλά από τα οποία έχουµε ήδη αναφερθεί 

(224). 

 

Galaxy37. Μέσω των εφαρµογών Galaxy (225), µπορεί ο βιοπληροφορικός να δηµιουργήσει 

ένα διαδικτυακό γραφικό περιβάλλον, όπως στην Εικόνα 27. Πρόκειται για µια πλατφόρµα, 

διαδικτυακή και λογισµικό, ροής εργασιών στην οποία είναι δυνατή η ανάλυση σε γενωµικές 

βάσεις δεδοµένων, ακόµα και µε συµπλήρωση µέσω διαφορετικού τύπου δεδοµένων, π.χ. 

δεδοµένα που προέρχονται από µικροσυστοιχίες µαζί µε δεδοµένα από NGS. Τα δεδοµένα 

εισάγονται µε το εργαλείο Get Data, από τοπικό αρχείο ή µε αυτοµατοποιηµένο τρόπο από 

κάποια βάση δεδοµένων, π.χ. τον φυλλοµετρητή UCSC Genome Browser, τον γενωµικό 

φυλλοµετρητή Ensembl κ.α. . Στην συνέχεια γίνεται η προεπεξεργασία των δεδοµένων, η 

                                                

 
33 https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/home  
34 https://gold.jgi.doe.gov  
35 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome  
36 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo  
37 https://www.galaxyproject.org 
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στοίχιση µε διάφορους αλγορίθµους, η στατιστική ανάλυση και η οπτικοποίησή τους. Αυτό 

µπορεί να γίνει σε παρτίδες για διάφορα πειράµατα και αναλύσεις, έτσι ώστε τα 

αποτελέσµατα της ανάλυσης να είναι αναπαράξιµα. Η χρήση της πλατφόρµας βελτιώνεται 

µέσω µιας µεγάλης κοινότητας υποστήριξης (224). Το πακέτο παραγωγής βιοπληροφορικών 

εργαλείων του Galaxy (Galaxy Tool Factory), διευκολύνει τις δοκιµές για την ανάπτυξη σε 

διάφορες προγραµµατιστικές γλώσσες ενός νέου εργαλείου. 

 

DAVID (Database for Annotation, Visualization, and Integrated Discovery) 38. Η βάση 

δεδοµένων DAVID κατασκευάστηκε για να γίνεται µε ευκολία η ανάλυση µιας µεγάλης 

λίστας δεδοµένων, αλλά και να διευκολύνει τον χαρακτηρισµό της λειτουργίας τους. Γι’αυτό 

παρέχει διάφορα εργαλεία εξόρυξης πληροφοριών µε περιγραφικά διαγράµµατα για την 

λειτουργία τους. Ακόµα, τα εργαλεία οπτικοποίησης, µε δυνατότητα γονιδιακού 

χαρακτηρισµού, λειτουργικής ταξινόµησης και κατασκευή βιοχηµικών µονοπατιών (227). 

 

                                                

 
38 http://david.ncifcrf.gov/  
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Εικόνα 27. Πλατφόρµα Galaxy (226).  
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4.2. Στατιστική Ανάλυση και Υπολογιστικές Μέθοδοι µε Τεχνικές Χρήσης 

Χρωστικών (π.χ. Πλατφόρµα Illumina) και µε άλλες Τεχνικές (π.χ. Τεχνική 

Ιόντων Υδρογόνου Ion Torrent) 
 

4.2.1. Προεπεξεργασία Δεδοµένων 

Tο RNA είναι δυναµικό και το DNA είναι στατικό, γι’αυτό τον λόγο έχουµε διαφορετικό 

τρόπο επεξεργασίας των αλληλουχιών υπο εξέταση, για παράδειγµα όταν αλληλουχούµε ένα 

γένωµα ή µεταγράφοµα αναφοράς. Αυτό σηµαίνει ότι έχουµε άλλη επεξεργασία όταν 

εξετάζουµε µια αλληλουχία DNA (π.χ. δεν έχουµε θέµα µε την αλληλοεπικάλυψη εξονίων 

όπως στην ανάλυση mRNA), RNA, miRNA και µεθυλίωση αλληλουχίας DNA 

(Differentially Methylated Genes, DMGs), όπου στις δυο τελευταίες περιπτώσεις έχουµε 

παραπάνω βήµατα επεξεργασίας. Γι’αυτό τον λόγο έχουν αναπτυχθεί πολλά λογισµικά που 

ειδικεύονται στην µια ή την άλλη κατηγορία αλληλουχιών υπό εξέταση. Θα δούµε σε αυτό το 

κεφάλαιο κάποιες από αυτές τις διαφορές. 

 

Οι βάσεις δεδοµένων για δεδοµένα που παρήχθησαν µε τεχνικές NGS επιτρέπουν σε 

βιοπληροφορικούς και βιολόγους πρόσβαση σε προϋπάρχουσες πληροφορίες και 

οργανωµένη προσθήκη νέων δεδοµένων. Η βιοπληροφορική επιστήµη έχει τον βασικό ρόλο 

να αναπτύξει εφαρµογές και αλγορίθµους για την βέλτιστη ανάλυση των βιολογικών 

δεδοµένων. Ο βασικός τύπος αρχείου για την αποθήκευση των παραγόµενων αλληλουχιών 

µικρού µήκους µικροαναγνώσεων είναι το αρχείο FastQ, το οποίο αποτελείται από την 

αλληλουχία και τις ASCII-κωδικοποιηµένες ποιοτικά βαθµολογίες για κάθε νουκλεοτίδιο που 

αλληλουχοποιείται (228). 

 

Έλεγχος Ποιότητας και Καθαρισµός Δεδοµένων. Μετά την αλληλούχιση γίνεται καθαρισµός 

των δεδοµένων και QC. Πριν οι αλληλουχοποιηµένες µικροαναγνώσεις χρησιµοποιηθούν 

περαιτέρω σε κάποια αναλυτική ροή εργασίας της διαδικασίας (workflow), πρέπει να 

ελεγχθεί η ποιότητα των µικροαναγνώσεων και του κάθε νουκλεοτιδίου σε αυτό ξεχωριστά, 

δηλαδή γίνονται έλεγχοι στα πρωτογενή δεδοµένα και όταν δεν τηρούνται συγκεκριµένες 

ποιοτικές συνθήκες επισηµαίνονται (flagged) και αποκλείονται. Ο έλεγχος ποιότητας και ο 

καθαρισµός δεδοµένων µπορούν να γίνουν πάνω από µια φορά, µέχρι να έχουµε µόνο καλής 

ποιότητας δεδοµένα. Η ποιότητα, όµως, υπολογίζεται διαφορετικά σύµφωνα µε τον 
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αλληλουχοποιητή και υπάρχουν πολλά εργαλεία QC για έλεγχο της ποιότητας των 

µικροαναγνώσεων. Αυτό είναι δυνατό µε διάφορα εργαλεία, όπως το FastQC39 (είναι 

γραµµένο σε Java), το Fastp, το MultiQC, το Ion Reporter (για πλατφόρµα Ion Torrent), το 

PRINSEQ40 (229), το FastX-Toolkit41 (που είναι κατάλληλο για βραχύ-µικροανάγνωση) και 

το TagCleaner (230). Για παράδειγµα, το πολύ διαδεδοµένο εργαλείο FastQC διαθέτει πολλές 

απλές εφαρµογές για τον έλεγχο της ποιότητας των δεδοµένων και στο τέλος παράγει µια 

αναφορά µε τα αποτελέσµατα µε πίνακες σε ένα αρχείο HTML. Ακόµα, καταγράφονται 

στατιστικά στοιχεία των δεδοµένων, όπως ο αριθµός και το µήκος των µικροαναγνώσεων, 

καθώς και η δυνατότητα να δούµε τα σκορ ποιότητας της αλληλουχίας σε κάθε βάση και 

διαγράµµατα µε την κατανοµή των σκορ ποιότητας. Παρόλο που µπορούµε να 

χρησιµοποιήσουµε το εργαλείο FastQC για τις πλατφόρµες που λειτουργούν µε την τεχνική 

Ion Torrent, υπάρχουν λογισµικά σχεδιασµένα για τις συγκεκριµένες πλατφόρµες που ίσως 

προσφέρουν καλύτερη αξιοπιστία, δηλαδή το εργαλείο Ιοn Reporter και το Torrent Suite, που 

παρέχονται από την ThermoFisher. Γενικά, ο έλεγχος ποιότητας γίνεται σε διάφορα στάδια 

της ανάλυσης των NGS δεδοµένων.  

 

Όταν η στάνταρ QC έλεγχοι ολοκληρώνονται, οι ερευνητές που µελετούν τα γενωµικά 

δείγµατα, χρησιµοποιούν άλλη µια σειρά εργαλείων, όπως το DeconSeq, που χρησιµοποιεί 

φίλτρα προεπεξεργασίας για να εξαλείψει την επιµόλυνση από τις µικροαναγνώσεις 

γενωµικών αλληλουχιών. Οι επιστήµονες που ερευνάνε τον καρκίνο µπορούν να 

χρησιµοποιήσουν το εργαλείο ContEst για την εκτίµηση του ποσοστού της επιµόλυνσης 

διασταυρωµένων δειγµάτων στα δεδοµένα αλληλούχισης (231). Το εργαλείο ContEst 

χρησιµοποιεί ένα Μπευσιανό πλαίσιο για την εκτίµηση των επιπέδων επιµόλυνσης από 

βασισµένους σε πίνακες γενότυπους και µικροαναγνώσεων αλληλούχισης (228). 

 

Base calling. Στο στάδιο της προεπεξεργασίας, οι πλατφόρµες νέας γενιάς παράγουν 

διαφορετικής ποιότητας κλήσης βάσεων (base calling), που είναι η διαδικασία µετατροπής 

των εντάσεων για την πλατφόρµα Illumina ή την ανίχνευση των αλλαγών στο pH στα Ion 

Torrent και την αντίστοιχη ανίχνευση των µορίων µε άλλες τεχνικές, σε ψηφιακές τιµές 

νουκλεοτιδικών σηµάτων. H κλήση βάσεων γίνεται από την πλατφόρµα Illumina µε το 

                                                

 
39 https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/  
40 https://edwards.sdsu.edu/cgi-bin/prinseq/prinseq.cgi  
41 http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/ 
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Illumina CASAVA (Consensus Assessment of Sequence And Variation), που είναι ένα 

εταιρικό εργαλείο και ανήκει στο λογισµικό ανάλυσης αλληλούχισης της Illumina (Illumina 

Genome Analyzer) και πραγµατοποιεί στοίχισης της εξεταζόµενης αλληλουχίας σε ένα 

γένωµα αναφοράς και στην συνέχεια την ποσοτικοποίηση των µικροαναγνώσεων (read 

counting) (232). Επισηµαίνεται ότι η τεχνική Ion Torrent έχει αρχικά πιο απλή διαδικασία 

από τις τεχνικές µε χρωστικές, αφού το κάθε σήµα ψηφιοποιείται µε την σειρά του χωρίς να 

χρειάζεται το βήµα λήψης της εικόνας. Αυτό όµως δεν σηµαίνει ότι είναι απαραίτητα πιο 

εύκολη από τις τεχνικές χρωστικών, αφού η αποκωδικοποίηση του σήµατος είναι τεχνικά 

απαιτητική (233). Ονοµάζουµε βιβλιοθήκη τις εκατοµµύρια µικροαναγνώσεις που 

παράγονται από ένα συγκεκριµένο δείγµα. 

 

Ακόµα, ανάλογα µε την χηµεία τους (µε χρωστικές ή µε ηµιαγωγούς κ.α.), οι πλατφόρµες 

εµφανίζουν διάφορα σφάλµατα στην πρωτογενή και δευτερογενή ανάλυση, γι’αυτό είναι 

απαραίτητο να υπολογίζουµε την ποιότητα των βάσεων µέσω της ίδιας της πλατφόρµας και 

να αναφέρουµε µαζί µε την κάθε βάση και το σκόρ της. Για παράδειγµα, µε την τεχνική 

χρωστικών, π.χ. Illumina, µπορεί να έχουµε κλήση βάσεων κακής ποιότητας λόγω του 

φθορισµού στο δείγµα µας ή κακής ποιότητας µικροαναγνώσεις λόγω της PCR, που έχουµε 

αναφέρει ότι ενισχύει και τα σφάλµατα. Στο ίδιο παράδειγµα πρέπει να πραγµατοποιήσουµε 

καθαρισµό λόγω αναδιπλασιασµού PCR, έτσι ώστε να αποκλείσουµε παρόµοιες 

µικροαναγνώσεις και ζεύγη µικροαναγνώσεων που µπορεί να προέρχονται από την 

PCR/emPCR που χρησιµοποιείται στις περισσότερες πλατφόρµες και πειράµατα που 

χρησιµοποιούν τεχνικές χρωστικών και προέρχονται από την ίδια περιοχή του γενώµατος. 

 

Φιλτράρισµα ή Ξάκρισµα (Trimming) Γονιδίων. Το φιλτράρισµα γονιδίων µε χαµηλά ή 

µηδενικά επίπεδα έκφρασης και ο αποκλεισµός τους είναι χρήσιµο εργαλείο για την 

σωστότερη ερµηνεία των στατιστικών αποτελεσµάτων, δηλαδή απορρίπτουµε αυτά που δεν 

ικανοποιούν συγκεκριµένα κριτήρια αξιοπιστίας. Δεν υπάρχουν συγκεκριµένοι κανόνες αλλά 

είναι σύνηθες να απορριφθούν τα γονίδια µε λιγότερο από 5 CPM σε όλα τα δείγµατα. 

Αντίθετα µε το φιλτράρισµα, στο ξάκρισµα γονιδίων, δηλαδή η υπολογιστική διεργασία 

αφαίρεσης των αλληλουχιών προσαρµογέα από τις µικροαναγνώσεις µετά το πέρας της 

αλληλούχισης, δεν απορρίπτουµε ολόκληρη την µικροανάγνωση, αλλά µόνο τις βάσεις της µε 

κακή ποιότητα, εκτός αν όλες έχουν κακή ποιότητα. Οι συνθετικές ολιγονουκλεοτιδικές 

αλληλουχίες που επιµολύνουν τις µικροαναγνώσεις και οι κακής ποιότητας βάσεις που 
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βρίσκονται στα άκρα των αλληλουχιών είναι κάποιες από τις προβληµατικές περιοχές της 

αλληλουχίας που αποκλείουµε σε αυτό το στάδιο.  

 

Από την άλλη πλευρά το ξάκρισµα µειώνει το µήκος των µικροαναγνώσεων, το οποίο µπορεί 

να µην είναι ιδανικό για όλες τις εφαρµογές. Ακόµα πρέπει να προσέξουµε όταν κάνουµε 

ξάκρισµα σε ανάλυση PE, αφού πρέπει να προσέξουµε ότι οι µικροαναγνώσεις στα δύο 

εξαρτηµένα αρχεία πρέπει να είναι αντίστοιχες, οπότε αν αφαιρέσουµε µια µικροανάγνωση 

από το ένα αρχείο πρέπει να αφαιρέσουµε την αντίστοιχη µικροανάγνωση και από το άλλο 

αρχείο, ακόµα και αν αυτό ήταν καλής ποιότητας. Ένα ακόµα βήµα που πρέπει να 

πραγµατοποιήσουµε είναι η συγχώνευση των αλληλοεπικαλυπτόµενων ζευγών, για να 

δηµιουργήσουµε µια συνδυασµένη αλληλουχία χωρίς ανώφελες πληροφορίες. Κάποια πολύ 

γνωστά εργαλεία για το ξάκρισµα είναι το Trimmomatic (234), το Flexbar (235), το Skewer, 

το PRINSEQ++ (236), το NGS QC Toolkit (είναι γραµµένο σε Perl) (237), PEAT (για 

ανάλυση PE) (238) και το TagCleaner. Το Trimmomatic και το Skewer λαµβάνουν υπόψη 

και τις αλληλουχίες προσαρµογέων και την ποιότητα των αλληλουχιών, επίσης είναι 

κατάλληλα και για ανάλυση PE. 

1010
Q

P
−

=  

Εξίσωση 74. Πιθανότητα σφάλµατος κλήσης 
βάσεων, όπου Q×2=ASCII. 

 

Στοίχιση, Χαρτογράφηση και Συναρµολόγηση (Sequencing alignment, mapping and αssembly). 

Για το στάδιο της στοίχισης, αρχικά πραγµατοποιούµε την χαρτογράφηση σε ένα γένωµα 

αναφοράς και, στην συνέχεια, ταιριάζουµε τις στοιχισµένες µικροαναγνώσεις µε τους 

γονιδιακούς χαρακτηρισµούς τους, έτσι ώστε να τις ποσοτικοποιήσουµε σε κάθε γονίδιο. Ενώ  

αν το εξεταζόµενο είδος έχει ποιοτικό χαρακτηρισµένο µεταγράφωµα (annotated 

transcriptome), τότε η στοίχιση γίνεται σε αυτό (239). Τα λογισµικά στοίχισης βραχέων 

µικροαναγνώσεων για NGS πλατφόρµες, που αναφέρθηκαν στην αρχή του κεφαλαίου, είναι 

πολλά και είναι δύσκολο πολλές φορές να επιλεγεί το σωστό λογισµικό στοίχισης από τον 

βιολόγο. Επιπροσθέτως υπάρχουν πολυάριθµες δηµοσιεύσεις µε χρήση του κάθε εργαλείου 

στις διάφορες πλατφόρµες και γίνεται ακόµα πιο εύκολη η επιλογή όταν χρησιµοποιείς 

πλατφόρµες όπως το DAVID και το Galaxy, όπου έχουν φτιαχτεί αυτοµατοποιηµένες ροές 

εργασιών για το κάθε είδος ανάλυσης. Ακόµα και σε αυτό το στάδιο είναι πολύ σηµαντικό να 

πραγµατοποιήσουµε έλεγχο της ποιότητας χαρτογράφησης. 
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Στην δηµοσίευση των (240), αναφέρονται κάποια εργαλεία που ξεχώρισαν για ανάλυση 

WGS/WES. Στην πλατφόρµα Illumina είναι τα εργαλεία BWA, Bowtie2 και SOAP2. Ενώ 

στην πλατφόρµα SOLiD είναι τα εργαλεία BFAST (241) και SHRiMP (242), αλλά και η 

νεότερη έκδοσή του SHRiMP242 η οποία έχει δείξει καλά αποτελέσµατα και στην στοίχιση 

του γενώµατος δεδοµένων miRNA (243). 

 

Επιπροσθέτως, για αυτοµατοποιηµένες ροές εργασιών µεθυλίωσης DNA µε ανάλυση BS-Seq 

ξεχωρίζουν τα εργαλεία Βismark (244), BS-seeker2 (245), Pash3 (246), BSMAP (247) και 

BRAT (248). 

 

Κάποια εργαλεία στοίχισης λαµβάνουν υπόψη την εναλλακτική συρραφή (splicing) του 

RNA, που µας αφορά ιδιαιτέρως όταν στοιχίζουµε µικροαναγνώσεις από RNA-seq σε 

γένωµατα αναφοράς, αφού αυτά περιέχουν εσόνια. Τέτοια είναι το STAR (Spliced Transcript 

Allignment to a Reference) (249), το Tophat2 (250), το Hisat2 (251), το GSNAP (252) και το 

Rsubread/Subread (253), το οποίο είναι διαθέσιµο στην R (239). 

 

Ένα άλλο θέµα που πρέπει να λάβουµε υπόψη είναι ότι µε την τεχνική Ion Torrent µπορεί να 

έχουµε πολύκλωνες µικροαναγνώσεις οι οποίες πρέπει να αφαιρεθούν γιατί αυτές έχουν 

µειωµένο σήµα µε συχνότερη ανίχνευση αυτού. Κάποιες πλατφόρµες αλληλουχίζουν τα 

γενώµατα µε ιδιαίτερες τεχνικές και γι’ αυτό στοιχίζονται οι µικροαναγνώσεις µε ειδικούς 

αλγορίθµους, οι οποίοι είναι φτιαγµένοι για τις τεχνικές αυτές και τα πρότυπα σφάλµατος που 

χαρακτηρίζουν την κάθε µια. Για παράδειγµα, η στοίχιση στην πλατφόρµα Ion Torrent 

πραγµατοποιείται µε το Tmap43 (Torrent Mapping Alignment Program), που είναι εργαλείο 

του Torrent Suite44 (λογισµικό ελεύθερης πρόσβασης από την εταιρεία ThermoFisher), και η 

στοίχιση στην πλατφόρµα SOLiD πραγµατοποιείται µε το LifeScope (εταιρικό λογισµικό που 

ανήκει στην ThermoFisher) (254). Ένα άλλο εργαλείο, κατάλληλο για την στοίχιση 

γενωµικών δεδοµένων από την πλατφόρµα Ion Torrent, είναι το MIRA (255). Σε µία 

σύγκριση στην ανάλυση δεδοµένων µεταξύ της πλατφόρµας Illumina και της πλατφόρµας 

Ion Torrent έδειξε παρόµοια αποτελέσµατα στην ανάλυση µε τα εργαλεία που 

χρησιµοποιήθηκαν, δηλαδή το GSNAP, το STAR, και ο συνδυασµός STAR+Bowtie2 (256). 

                                                

 
42 http://compbio.cs.toronto.edu/shrimp/ 
43 https://github.com/iontorrent/TMAP 
44 https://github.com/iontorrent/TS 
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Τα δεδοµένα από την πλατφόρµα SOLiD, που έχουν περισσότερα σφάλµατα αντικατάστασης 

ανά µικροανάγνωση στον χρωµατικό χώρο, γι’αυτό προτιµάµε εργαλεία µε πιο ελαστικά 

κριτήρια µη ταύτισης, όπως το εργαλείο PerM. Αντίστοιχα, για µικροαναγνώσεις της 

πλατφόρµας PacBio, η οποία παρουσιάζει µεγάλα ποσοστά σφαλµάτων σε σχέση µε άλλες 

πλατφόρµες, µπορούµε να χρησιµοποιήσουµε το εργαλείο BLASR, το οποίο είναι κατάλληλο 

για ανάλυση µακρύτερων µικροαναγνώσεων και λαµβάνει υπόψη τις αποκλίσεις indels. 

Εκτός από τις διαφορές στην διαδικασία κάθε πλατφόρµας και της ποιότητας των µετρήσεων 

κρίνεται απαραίτητη και η διόρθωση πιθανών σφαλµάτων κατά την διαδικασία κλήσης 

βάσεων. 

 

Για την στοίχιση σε είδη που δεν υπάρχουν ποιοτικά γενώµατα ή µεταγραφώµατα αναφοράς 

µπορούµε να το συναρµολογήσουµε εκ νέου. Σε µια αυτοµατοποιηµένη ροή εργασιών 

(pipeline) της εκ νέου αλληλούχισης, η συναρµολόγηση πραγµατοποιείται µε αρκετά 

απαιτητικές υπολογιστικές προσεγγίσεις, όπως η κατασκευή γράφων k-µερή (τα k-mers είναι 

µια υπο-αλληλουχία µε µήκος k) de Bruijn για τον τύπο βραχύ-µικροανάγνωση και η 

κατασκευή συναινετικού γενώµατος µε βάση τις επικαλύψεις (Overlap Layout Concensus, 

OLC) για µεγαλύτερου µήκους µικροαναγνώσεις, δηλαδή η κάθε µικροανάγνωση 

συγκρίνεται µε τις υπόλοιπες µικροαναγνώσεις στο δείγµα για την δηµιουργία του 

συναινετικού γενώµατος επιλέγοντας την πιο πιθανή νουκλεοτιδική αλληλουχία για κάθε 

contig και τον ποιοτικό έλεγχο αυτού (257). Για την συναρµολόγηση του µεταγράφου εκ 

νέου χρησιµοποιούµε εργαλεία όπως το Trinity (258) και το Trans-ABySS (259) και να 

εκτιµήσουµε τα επίπεδα έκφρασης µέσω αυτής της συναρµολόγησης. H δηµοσίευση των 

(260), περιέχει έναν περιεκτικό πίνακα µε εργαλεία συναρµολόγησης γενώµατος φυτού 

βασισµένα και στις δύο αυτές προσεγγίσεις, συµπεριλαµβανοµένου του από ποιες 

πλατφόρµες NGS µπορούν να προέρχονται οι ακατέργαστες µικροαναγνώσεις που εισάγονται 

στο κάθε λογισµικό. 

 

Οι συναρµολογηµένες µικροαναγνώσεις αποθηκεύονται σε αρχεία SAM (Sequence 

Alignment Map), τα οποία µετατρέπουµε στην συνέχεια στο δυαδικό αρχείο BAM, για να 

πετύχουµε καλύτερη αναζήτηση στο περιεχόµενό του και για να χρειαζόµαστε λιγότερο χώρο 

αποθήκευσης. Οι διαφορές στο µέγεθός τους είναι της τάξης: µέχρι τα 50Gb WES - 800Gb-

1Tb WGS για το SAM και 2-10Gb  WES -100-300Gb WGS για το BAM. Τα αρχεία BAM 

περιέχουν τις γενωµικές συντεταγµένες των ταυτίσεων µε το γένωµα αναφοράς, καθώς και 

ανάλυση των όποιων διαφοροποιήσεων µε την εξεταζόµενη αλληλουχία, δηλαδή µας 
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ενδιαφέρει να έχουµε µία γονιδιακή λίστα που να περιέχει πληροφορίες θέσης, όπως το 

χρωµόσωµα, τον κλώνο, την αρχή και το τέλος του. Δύο εργαλεία για QC µετά την στοίχιση 

είναι το RSeQC45 (είναι γραµµένο στην Python, οπτικοποίηση στην R) (261) και το QoRTs 

(239). Σε αυτό το στάδιο ελέγχουµε τα ποσοστά των στοιχισµένων µικροαναγνώσεων, τα 

ποσοστά των εξονικών έναντι των εσονικών και διαγονιδιακών περιοχών, την γονιδιακή 

ποικιλοµορφία και την κάλυψη του σώµατος των γονιδίων (gene body coverage), δηλαδή την 

προκατάληψη στο 3’-άκρο µε την αποδόµηση του RNA και τον εµπλουτισµό poly(A). 

 

Picard46. To Picard είναι µια σουίτα εργαλείων από το Broad Instutute γραµµένο στην Java. 

Πιο συγκεκριµένα, το εργαλείο του MarkDuplicates εισάγει αρχεία BAM, στα οποία 

επισηµαίνει και µπορεί να αφαιρέσει τις διπλασιασµένες µικροαναγνώσεις. Αυτό συγκρίνει 

αλληλουχίες που έχουν τις ίδιες θέσεις 5’-άκρου, αν είναι ίδιες τότε επισηµαίνονται ως 

διπλασιασµένες (262). 

 

Ποσοτικοποίηση µε την µέθοδο µετρητών (counts). Ποσοτικοποίηση είναι ουσιαστικά η 

διαδικασία του υπολογισµού των µικροαναγνώσεων που αλληλουχούνται από ένα γονίδιο ή 

µετάγραφο. Αντίθετα µε την ποσοτικοποίηση στις µικροσυστοιχίες, που έχουµε συνεχείς 

τιµές, στην NGS έχουµε διακριτές τιµές σε µορφή µετρητών (counts). Στην πραγµατικότητα 

αυτή δεν είναι µια εύκολη σύγκριση λόγω του φαινόµενου των επικαλύψεων. Αυτές µπορεί 

να είναι επικαλυπτόµενα χαρακτηρισµένα γονίδια ή επικαλυπτόµενα χαρακτηρισµένα εξόνια 

από διαφορετική ισοµορφές του µεταγράφου ενός γονιδίου ή επικαλυπτόµενα 

χαρακτηρισµένα γονίδια από συµπληρωµατικούς κλώνους DNA, αν δεν υπάρχει έλεγχος ποια 

κατεύθυνση έχει ο κάθε κλώνος. Σε περιπτώσεις επικαλύψεων, τα εργαλεία συνήθως 

παρέχουν την επιλογή στον χρήστη για το σε ποιες καταστάσεις θα προσµετρηθεί η 

µικροανάγνωση (239). Γενικότερα όταν πραγµατοποιούµε ποσοτικοποίηση πρέπει να 

ξέρουµε πώς το εργαλείο που χρησιµοποιούµε χειρίζεται το επικαλυπτόµενο µέγεθος, δηλαδή 

αν καλύπτεται ολόκληρη ή µερικώς η µικροανάγνωση, οι µικροαναγνώσεις που βρίσκονται 

σε πολλές θέσεις του γενώµατος (multi-mapping reads), οι µικροαναγνώσεις που 

επικαλύπτουν πολλαπλά γενωµικά γνωρίσµατα του ίδιου είδους και οι µικροαναγνώσεις που 

επικαλύπτουν τις περιοχές εσονίων. 

                                                

 
45 http://reseqc.sourceforge.net/ 
46 https://broadinstitute.github.io/picard/ 
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Η µέθοδος µετρητών σε γονιδιακό επίπεδο παρουσιάζεται σε πίνακα έκφρασης µετρητών, 

όπως φαίνεται στην Εξίσωση 75, ο οποίος αναπαριστά την γονιδιακή έκφραση. Σε αυτή την 

εργασία µας ενδιαφέρει η εύρεση DEGs, οπότε παρόλο που υπάρχουν και άλλοι τρόποι να 

πραγµατοποιήσουµε ποσοτικοποίηση του πειράµατος, τα αποτελέσµατα σε γονιδιακό επίπεδο 

είναι ο πιο κατάλληλος και εύκολα εφαρµόσιµος τρόπος, ειδικά αν το βάθος κάλυψης δεν 

είναι πολύ υψηλό στο πείραµά µας. 

 

Tximport. Όταν έχουµε αποτελέσµατα σε επίπεδο µεταγράφου χρησιµοποιούµε το εργαλείο 

Tximport, π.χ. αν έχουµε 3 διαφορετικές ισοµορφές, τότε αυτές θεωρούνται 3 µετάγραφα του 

γονιδίου. Το εργαλείο αυτό είναι κατάλληλο για την µετατροπή των µη κανονικοποιηµένων 

δεδοµένων από αποτελέσµατα πίνακα µετρητών σε επίπεδο µεταγράφου σε αποτελέσµατα σε 

επίπεδο γονιδίου. Σε αυτή την περίπτωση από τα ποσοτικοποιηµένα δεδοµένα στον πίνακα 

εξάγουµε τις λίστες DGE µέσω στατιστικών µεθόδων. 
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Εξίσωση 75. Πίνακας µετρητών/Counts (read 
count table), όπου κάθε γραµµή είναι ένα από τα 
δεκάδες χιλιάδες γονίδια (1,2...,m), µια στήλη είναι 
ένα δείγµα (1,2,...n) και η τιµή κάθε εγγραφής είναι 
το παρατηρούµενο πλήθος των µικροαναγνώσεων 
που χαρτογραφούνται σε αυτό το γονίδιο του 
συγκεκριµένου δείγµατος. Ακόµα, ο πίνακας 
µπορεί να περιέχει, στην πρώτη στήλη µε µετάθεση 
των υπόλοιπων στοιχείων κατά µια στήλη, την 
λίστα γενωµικών χαρακτηριστικών (conditions ή 
genomic features), η οποία συµβολίζεται µε f=[f1 … 
fm]T. 

 

Υπάρχουν εργαλεία, όπως το STAR που αναφέρθηκε στο στάδιο της στοίχισης, τα οποία 

µπορούν, στη συνέχεια, να ολοκληρώσουν και το στάδιο της ποσοτικοποίησης. Ένα 

δηµοφιλές εργαλείο για την ποσοτικοποίηση, γραµµένο στην python, είναι το HTSeq. Ένα 

άλλο δηµοφιλές λογισµικό για την ποσοτικοποίηση είναι το featureCounts (263), το οποίο 

µπορεί να ποσοτικοποιήσει τις µικροαναγνώσεις που προέρχονται από RNA-Seq ή γενωµικό 

DNA-Seq. Χρησιµοποιεί διάφορους τόπους για να αντιστοιχίσει αξιόπιστα τις 

µικροαναγνώσεις σε γενωµικά χαρακτηριστικά (features), όπως τον κατακερµατισµό 

χρωµοσώµατος και τoν έλεγχο του αριθµού των τετραγώνων σε σχέση µε τα χαρακτηριστικά 

(feature blocking). Eίναι εξαιρετικά γρήγορο όταν έχουµε µεγάλα δεδοµένα και είναι 

προσβάσιµο είτε από το τερµατικό είτε από το πακέτο Rsubread/Subread (264). Άλλα πακέτα 

του R/Bioconductor για να βρούµε τον πίνακα µετρητών C είναι το GenomicAlignments 
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(265) και το EasyRNASeq (266). Το εργαλείο DEXSeq χρησιµοποιείται για την 

ποσοτικοποίηση της WES ανάλυσης σε ένα πίνακα µετρητών εξονίων (exon counts). 

Ενώ πρέπει να αναφερθούν και οι µέθοδοι ποσοτικοποίησης χωρίς χάρτη (map-free), δηλαδή 

λιγότερο υπολογιστικά απαιτητικές αναλύσεις που γίνονται δυνατές µε ποιοτικά 

χαρακτηρισµένα γενώµατα και µεταγραφώµατα αναφοράς σε σύµπραξη µε τα κατάλληλα 

βιοπληροφορικά εργαλεία. Τέτοιες µέθοδοι είναι η επιλεκτική στοίχιση, µε το Salmon (267), 

η ψευδό-στοίχιση, µε το Kallisto (268), και η µερική-χαρτογράφιση (quasi-mapping), µε το 

Salmon και το Sailfish (269). Οι µέθοδοι χωρίς χάρτη προσδίδουν µειωµένο χρόνο ανάλυσης 

και απαιτούν λιγότερη χρήση προσωρινής µνήµης. Οι εκτιµήσεις των επιπέδων έκφρασης σε 

επίπεδο γονιδίου µπορούν να βελτιστοποιηθούν µε την πρότερη ανάλυση σε επίπεδο 

µεταγράφου (270). 

 

Κανονικοποίηση. Αφού έχουµε πραγµατοποιήσει την προετοιµασία και αλληλούχιση των 

βιβλιοθηκών, πρέπει απλώς να µετρήσουµε τον αριθµό των µικροαναγνώσεων ανά γονίδιο 

για να ξεχωρίσουµε τα µεγαλύτερα από τα µικρότερα γονίδια, επειδή τα µεγαλύτερα είναι πιο 

πιθανό να έχουν µεγαλύτερο αριθµό µικροαναγνώσεων από τα µικρότερα. Στο κεφάλαιο 2, 

αναφερθήκαµε στις µεθόδους κανονικοποίησης RPKM και την FPKM, που είναι για PE 

ανάλυση και στην οποία παίρνουµε υπόψη ότι δύο µικροαναγνώσεις µπορεί να 

χαρτογραφηθούν στο ίδιο θραύσµα. Η κανονικοποίηση αφορά την σύνθεση και το µέγεθος 

της βιβλιοθήκης, αφού διαφοροποιείται όταν προέρχεται από άλλη διαδροµή του flow cell, 

αλλά και διόρθωση τιµών για πολλούς άλλους λόγους όπως η µη οµοιόµορφη κατανοµή 

µεταγράφων, το διαφορετικό µέγεθος των µικροαναγνώσεων, το βάθος κάλυψης κ.α. Εκτός 

από βιολογικά replicates, που είδαµε σε προηγούµενη ενότητα, υπάρχουν στα περισσότερα 

πειράµατα NGS και τεχνικά replicates, όπως όταν χωρίζεται µια βιβλιοθήκη σε δύο flow 

cells. 

 

Μια γνωστή µέθοδος CPM είναι η κανονικοποίηση διαµέσου, όπου διαιρούµε τους µετρητές 

µε την διάµεσο όλων των µετρητών. Θα δούµε και άλλες µεθόδους κανονικοποίησης για 

ανάλυση δεδοµένων NGS, οι οποίες χρησιµοποιούνται ανάλογα µε την ανάγκη που έχουµε 

κάθε φορά (271). Επιπροσθέτως, όπως έχουµε ήδη αναφέρει κάθε λογισµικό ανάλυσης 

χρησιµοποιεί το δικό του τρόπο προεπεξεργασίας για να µειώσει τα ποσοστά σφαλµάτων και 

εσφαλµένων συµπερασµάτων στην µεταγενέστερη επεξεργασία των δεδοµένων. Μετά την 

κανονικοποίηση θα έχουµε ένα κανονικοποιηµένο πίνακα µετρητών c (read count table). 
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Κανονικοποίηση στο λογισµικό ΕDA-Seq. Η συγκεκριµένη αφορά την σε γονιδιακό επίπεδο 

κανονικοποίηση εσωτερικά της διαδροµής (within lane) του περιεχοµένου ποσοστού 

γουανίνης και κυτοσίνης (GC-content), µε αυτή ρυθµίζει και το µέγεθος της βιβλιοθήκης και 

το µήκος των γονιδίων (90). 

 

Κανονικοποίηση ποσοστηµορίων υπό προυποθέσεις (Conditional quantile normalization, 

CQN). Ο αλγόριθµος CQN αποτελεί µια εύρωστη γενικευµένη παλινδρόµηση, µε αυτή 

ρυθµίζει το µέγεθος της βιβλιοθήκης, το µήκος των γονιδίων και το περιεχόµενο ποσοστό 

γουανίνης και κυτοσίνης (272). 

 

Μετάγραφα ανά εκατοµµύριο (Transcripts Per Million, TPM). Η διαφορά µε τις 

προαναφερόµενες µεθόδους είναι ότι κανονικοποιούµε τις τιµές πριν τον υπολογισµό της. Η 

TPM είναι πιο εύκολα ερµηνεύσιµη από την τιµή RPKM, αφού το άθροισµα των 

κανονικοποιηµένων τιµών ισούται µε 106  για κάθε βιβλιοθήκη, και δίνει καλύτερα 

αποτελέσµατα στην ανάλυση µεταξύ διαφορετικών δειγµάτων (239). 
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 Εξίσωση 76. Κανονικοποίηση TPM, όπου 
διαιρόυµε τον µετρητή µικροανάγνωσης γονιδίου 
ανα βάση µε το σύνολο των γονιδιακών µετρητών 
για όλες τις γονιδιακές βάσεις. 

 

Κανονικοποίηση ξακρισµένου µέσου των Μ-τιµών (Trimmed mean of M-values, TMM). Μια 

βελτιωµένη µέθοδος κανονικοποίησης, η ΤΜΜ  παίρνει υπόψη όχι µόνο το µήκος του 

γονιδίου αλλά και την ολική κατανοµή στο γένωµα Αυτή εφαρµόζεται για την 

κανονικοποίηση πρωτογενών δεδοµένων από το λογισµικό edgeR της R (273), αλλά και στο 

λογισµικό JMP Genomics της SAS. 

 

Κανινικοποίηση χρησιµοποιώντας την διάµεσο του ποσοστού. Ένα άλλο πολύ γνωστό 

λογισµικό, το DESeq2, εφαρµόζει άλλη µέθοδο για την κανονικοποίηση πρωτογενών 

δεδοµένων (92). Πιο συγκεκριµένα, βρίσκουµε το ποσοστό των λογαριθµισµένων τιµών ενός 

γονιδίου το οποίο διαιρούµε µε τον µέσο των λογαριθµισµένων τιµών του συνόλου των 

γονιδίων στα δείγµατα και παίρνουµε τη διάµεσο αυτών των τιµών για όλα τα γονίδια. 

Παίρνουµε την κανονικοποιηµένη τιµή µε την διαίρεση των πρωτογενή µετρητών του 

γονιδίου µε αυτή την τιµή διαµέσου. 
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Κανονικοποίηση κλίµακας ανώτερου ποσοστηµορίου (Upper-quartile Scaling, UQS). Η 

κανονικοποίηση του ανώτερου ποσοστηµορίου είναι µέθοδος CPM και σε αυτή διαιρούνται 

οι µετρητές µε τις τιµές µετρητών ανώτερου ποσοστηµορίου (274). 

 

Κανονικοποίηση για πιθανές ταυτόσηµες οµαδικές επιδράσεις. Είναι εξίσου σηµαντικό να 

αφαιρέσουµε τον θορύβο που προέρχεται από τις ταυτόσηµες επιδράσεις µιας παρτίδας 

(batch effects), όπως για τα δεδοµένα µικροσυστοιχιών, έτσι ώστε να ρυθµίσουµε 

καταλλήλως τις τιµές στο σύνολο των γονιδίων. Για αυτό τον λόγο χρειάζεται να κάνουµε 

PCA ανάλυση. 

 

Το γενικευµένο γραµµικό µοντέλο (Generalized Linear Model, GLM). Η µέση τιµή των 

µετρητών µικροαναγνώσεων για το γονίδιο G στο δείγµα k µπορούν να µοντελοποιηθούν στο 

GLM. 
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Εξίσωση 77. Το GLM, όπου ykl  είναι η τιµή 
δειγµατικού συντελεστή του l (l=1,2,…n), aGl  είναι 
η τιµή γονιδιακού συντελεστή του l και Νk είναι ο 
συνολικός αριθµός µικροαναγνώσεων της 
βιβλιοθήκης k. 

 

Κάθε συντελεστής ykl και αGl υποδηλώνουν ένα χαρακτηριστικό του πειραµατικού 

σχεδιασµού. Η µη µηδενική τιµή του συντελεστή ykl υποδεικνύει την συµµετοχή του στην 

έκφραση του δείγµατος k, ενώ ο συντελεστής αGl υποδεικνύει την επιρροή του στις τιµές 

έκφρασης του γονιδίου G στα σχετικά δείγµατα (275). 

 

4.2.2. Ανάλυση DEGs/DMGs 

Μετά το στάδιο της κανονικοποίησης τα γονίδια συγκρίνονται για διαφορική έκφραση µε 

λογισµικά, όπως το Cuffdiff (µέρος του Cufflinks) (276), το DESeq2 (92), το limma, το 

baySeq κ.α. Στην Εικόνα 28, φαίνεται η ροή εργασίας της ανάλυσης διαφορικής έκφρασης 

για δεδοµένα από RNA-seq (277). Τα αποτελέσµατα εξάγονται ως λίστες DEGs και µε 

κάποιες διαφορές στην ροή οι λίστες DMGs. Το κάθε λογισµικό λειτουργεί µε κάποιους 

στατιστικούς αλγορίθµους, πολλούς από τους οποίους έχουµε διερευνήσει σε προηγούµενη 

ενότητα, ο χρήστης έχει κάποιες επιλογές χωρίς να έχει πρόσβαση στην διαδικασία και το 

πρόγραµµα παρέχει τα αποτελέσµατα. Το αν ένα γονίδιο θα αναγνωριστεί ως διαφορικά 

εκφραζόµενο εξαρτάται και από το ποιο λογισµικό χρησιµοποιούµε, γι’αυτό είναι σύνηθες να 

χρησιµοποιήσουµε πάνω από ένα λογισµικό και να συγκρίνουµε τα αποτελέσµατα τους. 
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Κάποιοι πολύ γνωστοί στατιστικοί έλεγχοι είναι ο έλεγχος Chi-squared (χ2), ο 

υπεργεωµετρικής κατανοµής έλεγχος ακρίβειας του Fisher (274) και µέσω παλινδρόµησης 

Poisson. Ο έλεγχος chi-squared µπορεί να πραγµατοποιήσει την ανάλυση του πίνακα 

µετρητών µε την εντολή chisq.test στο  R/Bioconductor. Επιπροσθέτως, η διαφορική 

ανάλυση µπορεί να πραγµατοποιηθεί και µε τον έλεγχο Poisson GLM, µε το εργαλείο 

DEGseq (278). 

 

Το πακέτο limma, στο οποίο αναφερθήκαµε και στην ανάλυση µικροσυστοιχιών, είναι 

κατάλληλο και για την ανάλυση διαφορικής έκφρασης σε RNA-Seq. Το εργαλείο limma + 

voom µπορεί να αναλύσει µε µεγάλη ακρίβεια τους µετρητές µικροαναγνώσεων και µε αυτό 

ελέγχουµε τα ποσοστά σφαλµάτων για τις πολλαπλές στοιχίσεις διαφόρων γονιδίων 

ταυτόχρονα (279). 

 

 

Εικόνα 28. Διαφορές στο workflow µεταξύ µεθόδους µετρητών (GLM), όπως το edgeR και το 
DESeq2, και γραµµικές µεθόδους, όπως το limma+voom (277, 280). 

 

Το µοντέλο για την διαφορική ανάλυση του εργαλείου DESeq, όπως δηµοσιεύτηκε από τους   

(281). Τα δεδοµένα ακατέργαστων µετρητών (Raw count) για γονίδιο i στο δείγµα j 

ακολουθούν την αρνητική διωνυµική κατανοµή (negative binomial), δηλαδή Κιj~NB(µij,σij
2). 
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Εξίσωση 78. Ο παράγοντας κλίµακας 
κανονικοποίησης για δεδοµένα RNA-Seq µε το 
DESeq, όπου i είναι το γονίδιο ή το ισόµορφο, j 
είναι το δείγµα, m είναι ο αριθµός των δειγµάτων, 
Kij είναι ο αριθµός των µετρητών για το γονίδιο i 
στο πείραµα j και sj είναι το βάθος κάλυψης για το 
πείραµα j (281). 

 

 

( )ij ip j jq sµ =  

2 2
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Εξίσωση 79. Υπολογισµός της µέσης κλιµακωτής 
έκφρασης για το γονίδιο i στην κατάσταση p, όπου 
p(j) είναι η κατάσταση του δείγµατος j (281). 

 

Ακόµα, έστω ότι έχουµε την υπόθεση H0 ότι δεν έχουµε διαφορική έκφραση ανάµεσα σε µια 

κατάσταση Α και Β. Τότε, έχουµε και την αντίθετη υπόθεση Η1 ότι υπάρχει διαφορική 

έκφραση. Ενώ ο έλεγχος αναλογίας πιθανότητας (Likelihood ratio) ακολουθεί την κατανοµή 

χ2  και µπορούµε να τον υπολογίσουµε (282). 
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2log
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⋅

=  Εξίσωση 80. Η στατιστική τιµή Τ για τον έλεγχο 
αναλογίας πιθανότητας ακολουθεί ασυµπτωτικά 
την κατανοµή chi squared (282). 

 

0( ) 1 iP H ChiSquaredCDF T ν≈ −  Εξίσωση 81. H πιθανότητα Η0 (282). 

 

Το µοντέλο που χρησιµοποιεί η DESeq2 για δεδοµένα RNA-seq. Τα δεδοµένα ακατέργαστων 

µετρητών (Raw count) για γονίδιο i στο δείγµα j ακολουθούν την αρνητική διωνυµική 

κατανοµή (negative binomial), δηλαδή Κιj~NB(µij,αi), όπου α είναι η ειδική γονιδιακή 

παράµετρος διασποράς (που προσαρµόζεται προς την µέση διασπορά). Όπου το πειραµατικό 

σχέδιο συµπεριλαµβάνει πληροφορίες όπως αν είναι δείγµα αναφοράς ή ελέγχου, από ποια 

παρτίδα προέρχεται κ.α. Το εργαλείο DESeq2 αποκλείει αυτόµατα ασθενώς εκφρασµένα 

γονίδια σε διαδικασία διόρθωσης πολλαπλών ελέγχων. Τα ασθενώς εκφρασµένα γονίδια 

προσδίδουν πολύ θόρυβο στο LFC και γι’αυτό συνήθως δεν αναγνωρίζονται ως διαφορικά 
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εκφραζόµενα, ενώ ο ελαττωµένος αριθµός ελέγχων αυξάνει την στατιστική δύναµη, δηλαδή 

έχουµε περισσότερες αναγνωρίσεις. Το σύνηθες όριο κατωφλιού FDR είναι η τιµή 0.1 (283). 

 

ij ij jq sµ =  
Εξίσωση 82. Προσαρµοσµένος µέσος, όπου q είναι 
η εκτιµώµενη τιµή έκφρασης και s είναι ο 
παράγοντας του µεγέθους της βιβλιοθήκης (283). 

 

2log ( )ij jr ir
r

q x β=∑  

Εξίσωση 83. H προσαρµοσµένη logFC για το 
γονίδιο i, όπου xj είναι η στήλη του πίνακα 
πειραµατικού µοντέλου για το δείγµα j και βir είναι 
ο συντελεστής του γενικευµένου γραµµικού 
µοντέλου (Generalized Linear Model, GLM), ένας 
για κάθε στήλη (283). 

 

Η παλινδρόµηση Poisson είναι ένας άλλος στατιστικός έλεγχος που µπορούµε να 

πραγµατοποιήσουµε. Θεωρούµε ότι η κατανοµή του παρατηρούµενου αριθµού συνολικών 

µικροαναγνώσεων για το γονίδιο στο δείγµα i είναι Ri~Poisson(Nipi), όπου Ni είναι ο 

συνολικός αριθµός των θραυσµάτων που µετρώνται στο δείγµα i και pi είναι η πιθανότητα το 

θραύσµα να ταυτίζεται µε το γονίδιο στο δείγµα i. Το στατιστικό µοντέλο ακολουθεί. 

 

[ ] [ ]i i i iE R Var R N p= =  
Εξίσωση 84. Παρατηρούµενος συνολικός αριθµός 
µικροαναγνώσεων που ταυτίζονται µε το γονίδιο 
στο δείγµα i. 

 

0 1log( )i ip Tβ β= +  
Εξίσωση 85. Ο έλεγχος για την διαφορική 
έκφραση γίνεται µε β1=0 για την µηδενική 
υπόθεση. Το Ti είναι δείκτης 0 ή 1. 
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Εξίσωση 86. Η παλινδρόµηση Poisson, όπου για το 
β1Τi  χρησιµοποιούµε την επαναληπτική διαδικασία 
MLE και η logNi δεν θεωρείται πολύ σηµαντικη 
(284). 

 

 
χD
2 = 2 ⋅ Ri ⋅ log

Ri
Ri!

⎛

⎝⎜
⎞

⎠⎟i
∑  

Εξίσωση 87. Η παρέκκλιση µε τον έλεγχο καλής 
προσαρµογής (goodness of fit) για την 
υπερδιασπορά (overdispersion) (284). 
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Στην Εικόνα 29, παρουσιάζεται µια προσέγγιση ML για την ταξινόµηση των DEGs µε την 

εκπαίδευση µοντέλου λογιστικής παλινδρόµησης και τη βοήθεια δικτύων αλληλεπιδράσεων 

µεταξύ πρωτεϊνών (Protein-Protein Interactions, PPI) (285). 

 

 

Εικόνα 29. Η ροή εργασιών MLDEG, όπου θετικά δεδοµένα είναι τα DEGs και αρνητικά δεδοµένα 
είναι τα µη διαφορικά εκφρασµένα (286). 

 

Myrna. Ένα πολύ χρηστικό εργαλείο συννέφου (cloud) για την ανάλυση διαφορικής 

έκφρασης σε δεδοµένα από RNA-seq είναι το Myrna. Η επεξεργασία µπορεί να γίνει στο 

σύννεφο µέσω του MapReduce (είναι ένα εργαλείο για την επεξεργασία Big Data µέσω 

παράλληλης εκτέλεσης σε µεγάλο αριθµό κόµβων) σε ένα cluster του Hadoop (είναι µια 

υποδοµή που κάνει δυνατή την αποθήκευση και την επεξεργασία δεδοµένων, ενώ αποτελείται 

από ονόµατα κόµβων και κόµβους δεδοµένων) ή σε έναν µεµονωµένο υπολογιστή µε την 

αξιοποίηση πολλών CPUs (287). 

 

Methyl-Seq. O σκοπός της ανάλυσης µεθυλίωσης είναι η εύρεση περιοχών µεθυλίωσης και η 

εξαγωγή µιας λίστας διαφορικά εκφραζόµενων (µεθυλιωµένων) γονιδίων DMGs, ενώ είναι 

συνήθης η σύγκριση τους µε DEGs. Η βασικός τρόπος ανάλυσης µεθυλίωσης είναι η WGBS, 

σε σύγκριση µε την MeDIP-Seq και τις µεθόδους ενζυµικού περιορισµού (π.χ. MRE-Seq). 

Ακόµα, σε κάποιες δηµοσιεύσεις γίνεται και το επιπλέον βήµα εύρεσης των διαφορικά 
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µεθυλιωµένων γενωµικών περιοχών (DMGR), η οποία γίνεται σε εξαρτώµενα άτοµα του 

ίδιου πληθυσµού και µπορεί να πραγµατοποιηθεί µε το υπολογιστικό πακέτο Methyl-IT47, το 

οποίο είναι γραµµένο στην R. Στην δηµοσίευση των (288), µπορούµε να δούµε την ροή 

εργασιών της λήψης σήµατος και µιας προσέγγισης ML για την εύρεση των DMGRs. 

 

 

Εικόνα 30. Η ροή εργασιών για την ανάλυση WGBS. Οι διακεκοµµένες γραµµές αναπαριστούν 
πιθανά εργαλεία ανάλυσης, τα οβάλ είναι δεδοµένα εισόδου/εξόδου και τα τετράγωνα είναι οι 
πρότυπες διεργασίες (289). 

 

Η ανάλυση µεθυλιώµατος από BS-Seq δεδοµένα περιέχει περισσότερα βήµατα από την 

DNA-Seq για την διαφορική ανάλυση, όπως φαίνεται στην δηµοσίευση του (290). Ακόµα, 

προτιµώνται εργαλεία που περιέχουν και ειδικές συναρτήσεις για την ανάλυση της 

µεθυλίωσης. Τα βήµατα της προεπεξεργασίας είναι όπως τα προαναφερθέντα, δηλαδή 

πραγµατοποιείται ο ποιοτικός έλεγχος των µικροαναγνώσεων, το φιλτράρισµά και το 

ξάκρισµά τους, αναφερθήκαµε σε τέτοια εργαλεία στην ενότητα 4.2.1. Αλλά το Trim Galore, 

εκτός από εργαλείο διασφάλισης ποιότητας και αφαίρεσης προσαρµογέων, περιέχει ειδικές 

συναρτήσεις για την αφαίρεση της προκατάληψης των µεθυλιωµένων περιοχών σε 

µικροαναγνώσεις που προέρχονται από ανάλυση RRBS και µπορεί να εφαρµόσει αυτόµατα 

FastQC στα ξακρισµένα δεδοµένα, βελτιώνοντας την αποδοτικότητά του (290). 
                                                

 
47 https://github.com/genomaths/MethylIT 
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Στην συνέχεια στοιχίζονται οι µικροαναγνώσεις σε ένα γένωµα αναφοράς. Το πακέτο 

Bismark είναι ενδεδειγµένο για αυτές τις αναλύσεις (244), αφού είναι ικανό για την 

ανίχνευση των γενωµικών περιοχών µεθυλίωσης και για την παραγωγή γενωµικής κάλυψης 

των µεθυλιωµένων βάσεων. Για αυτό τον σκοπό, το Bismark κατασκευάζει το ευρετήριο και 

τις µετατροπές των γενωµικών αλληλουχιών, πριν από την στοίχιση στο γένωµα αναφοράς µε 

ένα εργαλείο όπως το Bowtie2, που περιέχεται στο Bismark. Η αναφορά τoυ, το bedGraph, 

παρουσιάζει τους µεθυλιωµένους και µη µεθυλιωµένους µετρητές και που βρίσκονται, για 

κάθε περιοχή CpG στο γένωµα (κλήση µεθυλίωσης) (290). 

 

Η αυτοµατοποιηµένη ροή εργασιών MethPipe (291) είναι σχεδιασµένη για την ανάλυση, τον 

σχολιασµό και τον εντοπισµό της διαφορικής έκφρασης δισουλφιδικών δεδοµένων 

αλληλούχισης, όπως φαίνεται στην Εικόνα 31. Για πολλαπλά replicates, χρησιµοποιείται η 

βήτα διωνυµική παλινδρόµηση και στην συνέχεια προσαρµόζουµε την p-value για να βρούµε 

σωστά τις διαφορικά εκφραζόµενες περιοχές (Differentially Methylated Regions, DMRs). 

Μια πιο απλή υπολογιστική αυτοµατοποιηµένη ροή εργασιών είναι η DMRfinder (292). 

Ακόµα, το πακέτο R περιέχει το εργαλείο methylAction (293), που είναι κατάλληλο και 

εύχρηστο για την ανίχνευση DMRs. Ένα άλλο εργαλείο για την ανάλυση δεδοµένων από BS-

Seq είναι το Methylkit48 είναι γραµµένο στην R και χρησιµοποιείται στο Hadoop για την 

ανάλυση µεθυλίωσης DNA (294). 

 

Οπτικοποίηση. Η οπτικοποίηση των αποτελεσµάτων είναι από τους ευκολότερους τρόπους, 

π.χ. οι θερµικοί χάρτες και οι κρατήρες ηφαιστείου, να κατανοήσουµε γρήγορα και να 

ερµηνεύσουµε σωστά τα πειραµατικά δεδοµένα. Το αρχείο SAM/ BAM /BED µπορεί να 

χρησιµοποιηθεί από ένα εργαλείο όπως το IGV, που µπορεί να χρησιµοποιηθεί και σε 

δεδοµένα από µικροσυστοιχίες, και εξάγει τα αποτελέσµατα σε αρχεία PDF κ.α. εύκολα 

χρησιµοποιούµενα αρχεία σε δηµοσιεύσεις. Σε µια ανασκόπηση µε εννιά από τα πιο 

δηµοφιλή εργαλεία (295), για ανάλυση διαφορικής έκφρασης µε δεδοµένα NGS, το εργαλείο 

Cummerbund εµφανίζει τις πέντε από τις έξι βασικές λειτουργίες που επιλέχθηκαν (219). 

Αλλά υπάρχουν λογισµικά που περιέχουν πάνω από ένα από αυτά τα εργαλεία, οπότε, 

ουσιαστικά, µπορούµε να αξιοποιήσουµε όλες τις λειτουργίες. 

 

                                                

 
48 https://github.com/al2na/methylkit/  
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Εικόνα 31. Η ροή εργασιών BS-Seq και ανάλυση διαφορικής µεθυλίωσης µε το εργαλείο MethPipe 

(290). 

 

4.2.3. Οµαδοποίηση και Ταξινόµηση 

Τα υπολογιστικά εργαλεία και η µαθηµατική µοντελοποίηση, τα οποία έχουν περάσει πολλά 

στάδια ανάπτυξης, κάνουν πιο κατανοητές τις βιολογικές λειτουργίες και την λειτουργία 

πολύπλοκων συστηµάτων. Ήδη από το προηγούµενο κεφάλαιο έχουµε αναφέρει αρκετές από 

τις µεθόδους οµαδοποίησης και ταξινόµησης για τα δεδοµένα µικροσυστοιχιών, οι οποίες 

είναι εφαρµόσιµες και στα δεδοµένα αλληλούχισης. Οπότε σε αυτό το κεφάλαιο θα 

αναφερθούµε και σε επιπλέον τεχνικές. Η µέθοδοι µείωσης διαστασιµότητας, π.χ. PCA, 

παίζουν βασικό ρόλο, όπως και στις µικροσυστοιχίες. Το ίδιο ισχύει και για τις άλλες 

µεθόδους στις οποίες αναφερθήκαµε στην ενότητα 3.3. Πιο συγκεκριµένα, µας ενδιαφέρουν 

και στην NGS οι προαναφερθείσες τεχνικές για την οµαδοποίηση, όπως η ιεραρχική 

οµαδοποίηση, οι SOMs και οι νευρωνικοί µέθοδοι οµαδοποίησης, αλλά και οι τεχνικές για 

την ταξινόµηση, όπως τα RF, οι kNN και οι SVM. 

 

Η δηµοσίευση των (296) περιέχει ανασκόπηση ωµικών και πολυ-ωµικών (δηλαδή που 

αποτελούνται από πάνω από µια ωµική επιστήµη π.χ. γενωµική και µεταγραφοµική) µελετών, 

συµπεριλαµβανοµένου δηµοσιεύσεων που επικεντρώνονται στην ανάλυση γονιδιακής 

έκφρασης. Για παράδειγµα, στην µελέτη των (297), χρησιµοποιήθηκαν οι µέθοδοι 

ταξινόµησης SVM-RFE (recursive feature elimination), η οποία είναι η συνηθέστερα 
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χρησιµοποιούµενη µέθοδος SVM, και οι kNN. Οι ερευνητές ανέπτυξαν 50 γονιδιακές 

υπογραφές (gene signatures) σε δεδοµένα γονιδιακής έκφρασης µε την LOOCV (leave-one-

out cross validation) τεχνική αξιολόγησης του µοντέλου. Στην δηµοσίευση των (298), όπου 

συγκρίθηκαν δεδοµένα γονιδιακής έκφρασης µε δεδοµένα µεθυλίωσης DNA από ένα σύνολο 

δεδοµένων, χρησιµοποιήθηκε ο κατηγοριοποιητής Αφελούς Μπέϋς, η ταξινόµηση SVM, RF 

και η λογιστική ανάλυση παλινδρόµησης. Η ωµική ανάλυση µε τις µεθόδους µη 

επιβλεπόµενης αναγνώρισης προτύπων είχε καλύτερα αποτελέσµατα σε σχέση µε ένα 

µεµονωµένο σύνολο δεδοµένων. Σε µια πρόσφατη δηµοσίευση για ανάλυση ενός συνόλου 

γονιδιακής έκφρασης των (299), χρησιµοποιήθηκαν µέθοδοι ταξινόµησης όπως τα RF, τα 

NN, τα kNN και το SVM. Όµως καλύτερα αποτελέσµατα στην διάγνωση του καρκίνου 

παρουσίασε η ταξινόµηση µε RF. Επιπροσθέτως, στην δηµοσίευση των (296) περιέχονται σε 

ένα πίνακα διάφορα εργαλεία που χρησιµοποιούνται αυτή την στιγµή στην ωµική ανάλυση. 

 

4.2.4. Ειδικότερα για Αναλύσεις miRNA 

miRNA-Seq. Η αναγνώριση miRNA από γενωµικές αλληλουχίες µε υπολογιστικές µεθόδους 

είναι µια πολύ βοηθητική µέθοδος των πειραµατικών µεθόδων, λαµβάνοντας υπόψη ότι οι 

πειραµατικές µέθοδοι για την αλληλούχιση των miRNA είναι αρκετά προβληµατικές λόγω 

της δυσκολίας εξαγωγής του κατάλληλου δείγµατος (το µικρό µεγέθους και η χαµηλή 

έκφραση στα µόρια αυτά, καθώς και η ειδικότητας τους), του κόστους, και της αργής και 

χρονοβόρας διαδικασίας (Εικόνα 32). Οι υπολογιστικές (in silico) προγνώσεις των µορίων 

miRNA διαχωρίζονται σε γονιδιακή πρόγνωση miRNA (miRNA gene prediction), όπου µας 

αφορούν τα χαρακτηριστικά µορίων miRNA, και πρόγνωση στόχων miRNA (miRNA target 

prediction), όπου µας αφορούν τα χαρακτηριστικά φυσιολογίας. Υπάρχουν διάφοροι τρόποι 

να διαχωρίσουµε τα µόρια miRNA, οι βασικοί είναι: τα δοµικά γνωρίσµατά τους, όπως το 

µήκος του µίσχου-θηλιάς και η θερµοδυναµική σταθερότητα, τα γνωρίσµατα στην 

αλληλουχία τους, όπως το περιεχόµενο σε νουκλεοτίδια και την θέση αυτών, και η εξελικτική 

διατήρηση τους. 

 

Η γονιδιακή πρόγνωση βασίζεται στα ενηµερωµένα και καλοδιατηρηµένα σύνολα εκµάθησης 

που προέρχονται από διαδικασίες wetlab και έχουν ξεχωριστά γνωρίσµατα από άλλα είδη 

µικρών RNAs. Οι µέθοδοι αυτοί είναι σηµαντικό να έχουν την ίδια ή πολύ παρόµοια ροή 

εργασιών για τα σύνολα εκµάθησης, µε αποτέλεσµα να υπάρχει συναίνεση στην ορολογία 

του miRNA και µια συνοχή στον χαρακτηρισµό των µορίων miRNA, αφού πολλές φορές 

βρίσκεις σχόλια αντίθετης απόψεως για την ίδια γενωµική περιοχή σε διαφορετικές βάσεις 
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δεδοµένων (260). Κάποιες γνωστές µέθοδοι είναι η ανίχνευση γειτονικών/παρόµοιων δοµών 

µίσχου-θηλιάς, η ανίχνευση γονιδίων µέσω συντηρηµένων περιοχών, µε χρήση εργαλείων 

όπως το MFold, και η εύρεση οµολογίας ήδη γνωστών miRNAs, µε εργαλεία όπως το 

microHARVESTER για φυτικούς οργανισµούς. Η δηµοσίευση των (300) πρόκειται για µια 

εφαρµογή µεθόδου πρόβλεψης ανθρώπινου miRNA χρησιµοποιώντας SVM. Με τη βοήθεια 

του λογισµικού DIANA-microH γίνεται η ταξινόµηση του miRNA ως εξής: Κάνουµε 

εκµάθηση σε ένα υποσύνολο των miRNAs, που βρίσκονται στη RFAM και µετά ελέγχουµε 

τα υπόλοιπα. 

 

 

Εικόνα 32. Η miRNA-Seq ροή εργασιών για φυτά (260). 

 

Χαρτογράφηση miRNA-seq µε το εργαλείο Subread. Αν θέλουµε να χρησιµοποιήσουµε το  

Subread για την χαρτογράφηση των µικροαναγνώσεων από miRNA-seq, πρέπει πρώτα να 

κατασκευαστεί ένα πλήρες ευρετήριο, το οποίο αποτελείται από τα εξαγόµενα 16 bp-µερή 

από την κάθε περιοχή του γενώµατος. Στο εργαλείο Subread δεν ασχολούµαστε µε το βήµα 
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του ξακρίσµατος, αφού έχει την δυνατότητα να αφαιρεί τα µέρη τις αλληλουχίας που δεν 

χαρτογραφούνται σωστά. Τα 16 bp-µερή, που εξάγονται από κάθε µικροανάγνωση, πρέπει να 

υπολογίζονται στο µήκος των µικροαναγνώσεων πλήν 15, έτσι ώστε να έχουµε υψηλή 

ευαισθησία στα πολύ µικρά αυτά µόρια. Ο αριθµός των συναινετικών υπο-αναγνώσεων 

(subreads) είναι από δύο µέχρι εφτά. Στις λιγότερες συναινετικές υπο-αναγνώσεις (2) έχουµε 

µεγαλύτερο σφάλµα χαρτογράφησης, αλλά µπορούµε να ανιχνεύσουµε ακόµα και 

αλληλουχίες miRNA πολύ µικρού µήκους (από 17 bp). Από την άλλη πλευρά, στις 

περισσότερες συναινετικές υπο-αναγνώσεις (7) µπορούµε να ανιχνεύσουµε µόνο αλληλουχίες 

miRNA µεγαλύτερου µήκους (από 22 bp). Το ποια τιµή θα διαλέξουµε σε αυτή την κλίµακα 

(2-7) εξαρτάται από το δείγµα που έχουµε. Μπορούµε στην συνέχεια να χρησιµοποιήσουµε 

ένα εργαλείο όπως το featureCounts για το στάδιο της ποσοτικοποίησης των 

µικροαναγνώσεων στα γονίδια miRNA και µια βάση δεδοµένων miRNA, που περιέχει 

χαρακτηρισµό των γονιδίων αυτών (301). 

 

Ανακάλυψη νέων µορίων miRNA. Οι περιοχές γενωµικού miRNA είναι διακεκριµένες σε 

σχέση µε άλλους τύπους γονιδίων και κάποιες φορές βρίσκονται στα εσόνια. Τα δεδοµένα 

αναλύονται στατιστικά και µε τις προσεγγίσεις ML ως προς τα χαρακτηριστικά τους για την 

εκ νέου αλληλούχιση, έτσι ώστε να γίνει ο χαρακτηρισµός τους για την αναγνώριση νέων 

µορίων miRNA. Τα χαρακτηριστικά αυτά είναι κυρίως η δευτεροταγής δοµή του πρόδροµου 

µορίου miRNA, η υψηλώς συντηρηµένη αλληλουχία του ώριµου και του προδρόµου µορίου 

miRNA και τα χαρακτηρισµένα δεδοµένα έκφρασης στις βιβλιοθήκες αλληλουχιών µικρού 

RNA. Η επιτυχία στην στοίχιση αλληλουχίας είναι περιορισµένη σε κάποια προδροµικά 

µόρια miRNA γιατί οι περιοχές του πρόδροµου µορίου συχνά δεν είναι συντηρητικές 

περιοχές. Ο πιο εύκολος τρόπος ανακάλυψης νέων µορίων miRNA είναι µέσω τοπικής ή ηµι-

ολικής ανάλυσης οµολογίας µε παρόµοια είδη, σε λογισµικά όπως το gotohscan και το 

ssearch (302). Τα αποτελέσµατα πρέπει να επιβεβαιωθούν για την στοίχιση, όπου στο ώριµο 

miRNA επιτρέπονται µόνο ελάχιστες αντικαταστάσεις, και για την πλήρη οµοιότητα στην 

δευτεροταγή δοµή του µορίου. Το πρόδροµο miRNA οδηγεί σε ένα ή κάποιες φορές δύο 

µόρια ώριµου miRNA. Ένα καλό εργαλείο για την στοίχιση, αλληλουχίας και δοµής, των 

miRNAs είναι το miRAlign. Ένας άλλος τρόπος είναι µια αυτοµατοποιηµένη ροή εργασιών 

που φιλτράρει και θα αποκόπτει κάποια miRNA σύµφωνα µε τα όρια σε κάθε µέρος της ροής 

εργασιών, αυτός ο τρόπος είναι καλός για συγγενικά είδη. Η ανίχνευση µε βάση το προφίλ 

ανίχνευσης των mRNAs είναι µια ακόµα επιλογή. Μετά τον χαρακτηρισµό ολόκληρο το 

γένωµα ελέγχεται µε τις προσεγγίσεις ML, οι οποίες έχουν εκπαιδευµένους αλγορίθµους µε 
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γνωστά miRNA, και οι πιθανές αλληλουχίες ταξινοµούνται. Κάθε εργαλείο µπορεί να 

διαφέρει στους αλγορίθµους δοµικής πρόγνωσης για την δοµή µίσχου-θηλιάς, το πώς 

ορίζουµε τα χαρακτηριστικά για την ταξινόµηση και τις µεθόδους ML που χρησιµοποιούµε. 

Ένα τέτοιο παράδειγµα είναι το εργαλείο NOVOMIR (303), που χρησιµοποεί τεχνικές των 

κρυφών µοντέλων Μάρκοβ (Hidden Markov Models, HMM), πρώτα µε το εργαλείο 

RNAlfold (304) για να ελέγξει την τοπική δευτεροταγή δοµή, και στην συνέχεια εφαρµόζει 

το εργαλείο RNAshapes (305) για να ανακαλυφθούν οι περιοχές µίσχου θηλιάς. Τα πιθανά 

miRNAs ελέγχονται µε τους υπάρχοντες χαρακτηρισµούς για να µειωθούν τα εσφαλµένως 

θετικά αποτελέσµατα (306). Τέλος, ένα ολοκληρωµένο εργαλείο ανάλυσης miRNA σε 

διαδικτυακό διακοµιστή (Web Server) είναι το MiRQuest (307). 

 

Σε βραχύ-µικροανάγνωση αναλύσεις, αποµονώνεται το miRNA, γίνεται η πρόσδεση των 

προσαρµογέων, αυτό επαυξάνεται και αλληλουχείται σε πλατφόρµες NGS, όπως η 

πλατφόρµα Illumina και η SOLiD. Η χαρτογράφηση γίνεται µε τα εργαλεία που έχουµε ήδη 

αναφέρει, η διαφορά είναι ότι πρέπει να επιτρέψουµε τις µη ταυτίσεις και τις πολλαπλές 

χαρτογραφήσεις λόγω των αλλαγών στην αλληλουχία RNA (RNA editing), δηλαδή της 

δηµιουργίας µίας παραλλαγής του miRNA (isomir) ή ακόµα και να επιδράσει στην βιογένεση 

του µορίου. Με την αλληλούχιση ξέρουµε τις µικροαναγνώσεις και την περιοχή στην οποία 

βρίσκονται τα miRNA, οπότε η αναγνώριση νέων miRNA γίνεται µε αυτές τις πληροφορίες 

σε συνδυασµό µε την δευτεροταγή δοµή τους. Ένα χρήσιµο διαδικτυακό εργαλείο για την 

ανάλυση δεδοµένων µη κωδικών µορίων µε NGS είναι το DARIO (308). Χρησιµοποιούνται 

προφίλ χαρτογραφηµένων δεδοµένων υψηλής απόδοσης, οπότε δεν µας ενδιαφέρει από ποια 

πλατφόρµα προέρχονται, για να ταξινοµηθούν τα miRNAs, στην περίπτωσή µας. Οι στοίβες 

των συνεχόµενων µικροαναγνώσεων οργανώνονται σε blocks, µετά από την οµαδοποίηση 

τους, αυτά τα τετράγωνα παίρνουν την µορφή συγκεκριµένων προτύπων για διαφορετικούς 

τύπους µη κωδικών µορίων RNA και µε αυτά εκπαιδεύουµε έναν RF ταξινοµητή (309). Έτσι 

µπορούµε να ξεχωρίσουµε ανάµεσα σε miRNAs, tRNAs και snoRNAs (306). 
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Πίνακας 7 Εργαλεία για την αναγνώριση miRNA από δεδοµένα αλληλούχισης NGS (45). 

Εργαλείο 
Οργαν
ισµός 

Τύπος 
Αλγορίθµου 

Διάστηµα 
Δηµοσιέυσεω

ν 
Έκδοση 

Λογισµικό ή 
Διαδικτύου 

Σύνδεσµος και Βιβλιογραφία 

miRDeep2 Ζ 
Μηχανική 
Μάθηση, 

NGS, Δοµή 
2008-2012 

2016, 
v2.0.0.8 

Λ 
https://www.mdc-berlin.de/n-

rajewsky#t-data,software&resources  
(310) 

miRCat2 Ζ NGS 2008-2017 2018, v4.5 Λ 
http://srna-

workbench.cmp.uea.ac.uk/mircat2/ 
(311) 

miRanalyze
r 

Ζ+Φ 

NGS, 
Ενοποίηση 
δεδοµένων 

(ωµική) 

2009-2010 2012, v0.3 Λ+Δ 
https://bioinfo2.ugr.es/ceUGR/miranaly

zer/  
(312) 

miRDeep-
P2 

Φ 
Μηχανική 
Μάθηση, 

NGS, Δοµή 
2011 2019 Λ 

https://sourceforge.net/projects/mirdp2  
(313) 

miRDeep* Ζ+Φ 

Ενοποίηση 
δεδοµένων 

(ωµική), NGS, 
Δοµή 

2013 2016, v37 Λ 
http://www.australianprostatecentre.org

/research/software/mirdeep-star  
(314) 

miReader Ζ+Φ 
Μηχανική 
Μάθηση, 

NGS 
2013 2016 Λ 

https://scbb.ihbt.res.in/2810-
12/miReader.php  

(315) 

miRPlex Ζ+Φ 
Μηχανική 
Μάθηση, 

NGS 
2013 2013, v0.1 Λ 

https://www.uea.ac.uk/computational

-biology/software/mirplex		

(316) 

miRdentify Ζ 
Θερµοδυναµι
κή Ισορροπία, 

NGS 
2014 2014, v1.0 Λ 

https://www.ncrnalab.dk/#mirdentify/m
irdentify.php 

(317) 

miRPlant Φ 

NGS, 
Ενοποίηση 
δεδοµένων 

(ωµική) 

2014 2017, v5.1 Λ 
https://sourceforge.net/projects/mirplan

t/  
(318) 

Mirnovo Ζ+Φ 
Μηχανική 
Μάθηση, 

NGS 
2017 2018, v1.0 Λ+Δ 

http://wwwdev.ebi.ac.uk/enright-
dev/mirnovo/ 

(319) 

 

Στόχοι miRNA. Η πρόγνωση στόχων miRNA, µε µήκος pre-miRNA 60-80bp, έχει βασικό 

ρόλο την ρύθµιση της µετάφρασης και την διάγνωση του καρκίνου. Οι στόχοι miRNA 

συµπληρώνουν τα ώριµα miRNA, στο 5’-άκρο υπάρχει η περιοχή συντήρησης “σπόρων” 

µήκους 6-8 nt για την µείωση των εσφαλµένως θετικών (FP) προβλέψεων, ενώ το 3’-άκρο 

είναι το αντιστάθµισµα (compensatory) για την καλύτερη ευστάθεια και αποδοτικότητα του 

miRNA. Η εξεταζόµενη περιοχή µπορεί να είναι εσονική ή διαγoνιακή και η ρύθµιση 

πραγµατοποιείται συνήθως από το ένζυµο πολυµεράση ΙΙ. Για να βρούµε τους στόχους 

miRNA, που βρίσκονται στις περιοχές 3’-UTRs, ερευνάµε τα φυσικά χαρακτηριστικά και την 

δοµή τους. Ενώ για τα φυτά έχουµε υψηλό ποσοστό συµπληρωµατικότητας των 

αλληλουχιών, αυτό δεν ισχύει για τα ζώα. Εφόσον επιτρέπουµε τις µη ταυτίσεις θα έχουµε 
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και πολλά εσφαλµένως θετικά (FP) αποτελέσµατα. Γι’αυτό τον λόγο πρέπει να βελτιώσουµε 

την ακρίβεια των προγνώσεων, π.χ. µε καλύτερη συµπληρωµατικότητα του 5’-άκρου. 

 

Κάποια υπολογιστικά εργαλεία στόχων miRNΑ περιέχει ο Πίνακας 8, µε αυτά ο ερευνητής 

κερδίζει σε χρόνο και κόστος. Αυτά µπορεί να αναλύουν την συµπληρωµατικότητα (για 

παράδειγµα το 5’-άκρο του miRNA έχει περισσότερες συµπληρωµατικές βάσεις στον στόχο 

του από το 3’-άκρο), τους υπολογισµούς ελεύθερης ενέργειας, εξελικτικά χαρακτηριστικά 

(για παράδειγµα οι περιοχές στόχων είναι λιγότερο συντηρηµένες στα θηλαστικά) και η 

συνεργατικότητα της πρόσδεσης (πολλά miRNAs µπορούν να προσδεθούν σε ένα γονίδιο). 

 

Ακόµα, έχουµε µεγάλη επανεµφάνιση των περιοχών για διαφορετικά miRNAs στον στόχο 3’- 

UTRs. Ενώ η παρουσία και η απουσία των περιοχών στόχων συσχετίζεται µε την γονιδιακή 

λειτουργία. Μια καλή µέθοδος ταξινόµησης είναι η SVM, µε βάση την συντηρητικότητα.  

 

Η κατασκευή δικτύων πειραµατικά χαρτογραφηµένων miRNA γίνεται σε µικρά κοµµάτια, µε 

κάθε δηµοσίευση να προσθέτει ένα λιθαράκι στο δίκτυο, δηλαδή νέα µοριακή 

αλληλεπίδραση, η οποία µπορεί να παίρνει µέρος σε πάνω από ένα διαφορετικό δίκτυο 

miRNA. Η υπολογιστική πρόγνωση για εύρεση µοριακών αλληλεπιδράσεων αποτελείται από 

µεθόδους εύρεσης στατιστικά µη πιθανών γνωρισµάτων, τα οποία χαρακτηρίζουν την 

αλληλεπίδραση αυτή. Ένα παράδειγµα είναι η αναζήτηση πιθανών ρυθµιστών miRNA, αυτό 

µπορεί να πραγµατοποιηθεί µε την αναζήτηση των περιοχών πρόσδεσης ρυθµιστικών 

παραγόντων (transcription factor binding sites, TFBS) στις περιοχές υποκινητή ή ενισχυτή 

(enhancer) του γονιδίου, ή ακόµα και σε πιθανές αλληλεπιδράσεις µεταξύ πιθανών στόχων 

miRNA, συµπληρωµατικούς σπόρους πρόσδεσης στην 3’UTR περιοχή των mRNA. Για την 

εύρεση συντηρηµένων χαρακτηριστικών έχουµε παράλληλη ανάλυση γενωµάτων 

διαφορετικών ειδών. Οι αλληλεπιδράσεις που βρίσκουµε από αυτές τις αναλύσεις 

προστίθενται στις διαδικτυακές βάσεις δεδοµένων miRNA, αφού πρώτα επιβεβαιωθούν, και 

µπορούµε να τις χρησιµοποιήσουµε σε µεταναλύσεις. 
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Πίνακας 8. Εργαλεία πρόγνωσης στόχων µορίων miRNA (45). 

Εργαλείο 
Οργανι
σµός 

Τύπος Αλγορίθµου 
Διάστηµα 

Δηµοσιέυσεω
ν 

Έκδ
οση 

Διαδικτυακό 
ή Λογισµικό 

Σύνδεσµος και 
Βιβλιογραφία 

miRanda Ζ 

Μηχανική Μάθηση, 
υβριδοποίηση αντιστάθµισης, 
συµπληρωµατική ταύτιση, 
ταύτιση εκβλάστησης 

2003-2010 
2010, 
v3.3a 

Δ+Λ 

https://bioweb.pasteur.fr/pa

ckages/pack@miRanda@3.3a

/																		(320)		

RNAhybrid Ζ 
Υβριδοποίηση αντιστάθµισης, 

ταύτιση εκβλάστησης 
2004-2006 

2006, 
v2.1.

2 
Δ+Λ 

https://bibiserv.cebitec.uni-
bielefeld.de/rnahybrid 

(321)	 

TargetScan Ζ 
εξελικτική συντήρηση, 
ταύτιση εκβλάστησης 

2005-2015 
2018, 
v7.2 

Δ+Λ 
http://www.targetscan.org	

						(322)	 

PicTar Ζ 
εξελικτική συντήρηση, 
συµπληρωµατική ταύτιση 

2005-2006 2007 Δ 
https://pictar.mdc-berlin.de/ 

(323) 

TargetFinder Φ Συµπληρωµατική ταύτιση 2005-2010 
2015, 
v1.7 

Λ 
https://github.com/carringto

nlab/TargetFinder		

(324)	 

TarBase Ζ+Φ 
Ενοποίηση δεδοµένων 
(ωµική), Με επιµέλεια 
κατηγοριοποίησης 

2006-2018 
2017, 

v8 
Δ 

https://carolina.imis.athena-

innovation.gr/diana_tools/w

eb/index.php?r=tarbasev8%2

Findex		

(325) 

RNA22 Ζ 
Συµπληρωµατική ταύτιση, 
υβριδοποίηση αντιστάθµισης 

2006-2012 
2015, 
v2.0 

Δ 

https://cm.jefferson.edu/rna

22/		

(326)		 

PolymiRTS Ζ 
Ενοποίηση δεδοµένων 

(ωµική), πολυµορφισµοί, 
ταύτιση εκβλάστησης 

2007-2014 
2014, 
v3.0 

Δ 

https://compbio.uthsc.edu/

miRSNP/		

(327) 

miRDB Ζ Μηχανική Μάθηση 2008-2016 
2016, 
v5.0 

Δ 
http://www.mirdb.org 

(328) 

miRGator Ζ 
Ενοποίηση δεδοµένων 

(ωµική), συσχέτιση 
δεδοµένων έκφρασης 

2008-2013 
2013, 
v3.0 

Δ 
http://mirgator.kobic.re.kr/ 

(329) 

miRecords Ζ 
Με επιµέλεια 

κατηγοριοποίησης 
2009 

2013, 
v4 

Δ 
http://c1.accurascience.com/

miRecords/ 
(330) 

miRWalk Ζ 
Ενοποίηση δεδοµένων 

(ωµική), εξόρυξη κειµένου 
2011-2018 

2018, 
v3.0 

Δ 
http://mirwalk.umm.uni-

heidelberg.de/ 
(331) 

mirDIP Ζ 
Ενοποίηση δεδοµένων 

(ωµική) 
2011-2017 

2018, 
v4.1 

Δ 

https://ophid.utoronto.ca/mi

rDIP/	

(332)	 

miRTarBase Z+Φ 
Με επιµέλεια 

κατηγοριοποίησης 
2011-2020 

2021, 
v9.0 

Δ 

https://mirtarbase.cuhk.edu.

cn/~miRTarBase_2022/php/i

ndex.php		

(333)	 

psRNATarget Φ 
Συµπληρωµατική ταύτιση, 
ταύτιση εκβλάστησης 

2011-2018 
2019, 

v2 
Δ 

https://zhaolab.org/psRNATa

rget/		

(334)	 

miRBShunter Ζ Ανισοκαθίζηση 2017 
2017, 
v0.2 

Λ 

https://github.com/Trabucch

iLab/miRBShunter	

(335) 

miRTar2GO Ζ 
Ανισοκαθίζηση, 

υβριδοποίηση αντιστάθµισης, 
ταύτιση εκβλάστησης 

2017 2017 Δ 
http://www.mirtar2go.org 

(336) 
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5. Κεφάλαιο 5 Η Διαδικασία Χαρακτηρισµού των Γονιδίων 
 

5.1. Γονιδιακή Οντολογία (Gene Ontology (GO)) 
Ο όρος Οντολογία αναφέρεται στην δοµηµένη περιγραφή ενός πεδίου και επισηµοποιεί την 

ορολογία σε αυτό, σε αυτή την περίπτωση µελετάµε τα γονίδια, δηλαδή την Γονιδιακή 

Οντολογία (GO). Στην ηλεκτρονική πηγή δηµοσιεύσεων Google Scholar υπάρχουν µέχρι 

αυτή την στιγµή, 305.000 δηµοσιεύσεις που περιέχουν τον όρο “Gene Ontology”. Οι 

µεθοδολογίες της ωµικής προσφέρουν λεπτοµερή καταγραφή και χαρακτηρισµό σταδίων 

παθογένειας και ανάπτυξης, µοριακής διάταξης ολόκληρου ιστού, ανασκόπηση των σχέσεων 

των πρωτεϊνικών δικτύων κ.α. Αυτές οι περίπλοκες µοριακές σχέσεις εξερευνώνται στη 

γενωµική σε διαφόρους τύπους κυττάρων. Για να µπορούν να χρησιµοποιηθούν τα 

παραγόµενα δεδοµένα σε περαιτέρω έρευνες οι επιστήµονες κάνουν προσπάθειες για την 

ενοποίηση των δεδοµένων εξαιρετικά υψηλής απόδοσης µε τα συµπεράσµατα ερευνών 

γονιδιακής ή από άλλους κλάδους της ωµικής επιστήµης. Η τεράστια βάση δεδοµένων GO 

περιέχει αντιστοίχιση λειτουργιών µε το κάθε γονίδιο (337). 

 

Το Gene Ontology Consortium49 παρέχει περιγραφικό λεξικό λειτουργιών για τις 

φυσιολογικές µοριακές και βιολογικές διεργασίες του οργανισµού, καθώς και στις 

υποκυτταρικές περιοχές µε τις οποίες συνδέονται (338). Οι συντελεστές αυτής της οµάδας 

και κύριοι προµηθευτές χαρακτηρισµένων αρχείων στην GO είναι η πρωτεϊνική βάση 

δεδοµένων UniProt (339), η Mouse Genome Informatics (340), η Saccharomyces Genome 

Database (341), η Wormbase (342), η Flybase (343), η dictyBase (344) και η TAIR (345). Η 

GO διαχωρίζεται σε τρεις κατηγορίες, δηλαδή τις κυτταρικές περιοχές (cellular components, 

CC), τις βιολογικές διεργασίες (biological processes, BP) και τις µοριακές λειτουργίες 

(molecular functions, MF). 

 

Τα γονίδια κωδικοποιούν για προϊόντα γονιδίων (gene products), δηλαδή οι πρωτεΐνες και τα 

µη κωδικά µόρια RNA, τα οποία µπορούν να λάβουν µέρος σε χηµικές διαδικασίες και να 

επιτελέσουν κάποιες µοριακές διεργασίες σε συγκεκριµένες περιοχές του κυττάρου για να 

λάβουν µέρος σε µια απώτερη βιολογική λειτουργία σε συνεργασία µε άλλες µοριακές 

διεργασίες (346). Οι όροι GO µπορούν να προστεθούν σε µεµονωµένα αρχεία γονιδίων και 

                                                

 
49 http://wiki.geneontology.org/index.php/Main_Page   
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πρωτεϊνών, που βρίσκονται σε βάσεις δεδοµένων βιολογικών αλληλουχιών. Είναι µια 

πλατφόρµα που συνεχίζει και βελτιώνει την οµαλή ενοποίηση ξεχωριστών δεδοµένων µέσω 

επισηµειώσεων (curations). 

 

Για να δηµιουργηθούν οι όροι υπάρχουν επιστήµονες που οργανώνουν και έχουν την 

επιµέλεια χειροκίνητης κατηγοριοποίησης (manual curation) βιολογικών δεδοµένων. Εκτός 

από αυτούς υπάρχει η δυνατότητα σε κάποια πανεπιστήµια, µέσω ηµερίδων (wοrkshops) και 

µαθηµάτων βιοπληροφορικής, να γίνει η δουλειά του χαρακτηρισµού µέσω των 

συµµετεχόντων, ένα λαµπρό παράδειγµα αυτής της προσπάθειας είναι ο διαγωνισµός 

CACAO50 (Community Assessment of Community Annotation with Ontologies). Αυτός δίνει 

την δυνατότητα στους φοιτητές για ένα τρίµηνο να µάθουν πως γίνονται οι χαρακτηρισµοί 

και πως να δουλεύουν σε µια ερευνητική οµάδα, ενώ προσφέρει νέους χαρακτηρισµούς στην 

επιστηµονική κοινότητα (347). Η εξόρυξη κειµένου (text mining) είναι ένας βασικός τρόπος 

να γίνει η κατηγοριοποίηση των δεδοµένων χαρακτηρισµού και αυτά που συνάγονται από τον 

επιστήµονα έχουν την τυποποίηση IC (Inferred by Currator). 

 

Οι όροι GO αποθηκεύονται σε γλώσσες που έχουν συγκεκριµένη µορφή, στις περισσότερες 

των περιπτώσεων. Κάθε όρος (γονίδιο, πρωτεΐνη, µη κωδικό RNA κ.λ.π.) ενώνεται µε τα 

σχετικά αρχεία χαρακτηρισµού που αποθηκεύονται είτε σε µορφή GAF (Gene Association 

File), είτε σε µορφή GPAD (Gene Product Association Data). Οι γλώσσες της GO 

βελτιώνονται σε λογική έκφραση και πολυπλοκότητα, όπως και ήταν λογικό αφού 

βελτιώθηκε η υπολογιστική ικανότητα του λογισµικού και του υλικού εξοπλισµού. Η ανοιχτή 

βιοϊατρική γλώσσα οντολογίας (Open Biomedical Ontologies, OBO)51, η οποία είναι 

κατανοήσιµη από τον άνθρωπο, σχεδιάστηκε για τις δοµικές πληροφορίες και τα 

µεταδεδοµένα (metadata) που σχετίζονται µε τις γονιδιακές οντολογίες. Η επεξεργασία των 

οντολογιών γίνεται µέσω του εργαλείου OBO-Edit. Μια πιο καινούργια γλώσσα είναι η 

σηµασιολογική πρότυπη διαδικτυακή γλώσσα οντολογίας (Web Ontology Language 2, OWL 

2)52, που χρησιµοποιεί το εργαλείο Protégé για την επεξεργασία των οντολογιών. Αυτή 

εδραιώθηκε λόγω της ευρείας αποδοχής από την επιστηµονική κοινότητα και την καλή 

υποστήριξη των εργαλείων της (348), ακόµα καλύτερα υπάρχουν εργαλεία που µπορούν να 

                                                

 
50 http://gowiki.tamu.edu/wiki/index.php/Category:CACAO 
51 http://www.cs.man.ac.uk/~horrocks/obo/ 
52 https://www.w3.org/TR/owl2-overview/ 
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µεταφράσουν την πληροφορία από την µια γλώσσα στην άλλη (349). Αλλά υπάρχουν και οι 

µέθοδοι µε την χρήση µιας διαδικτυακής πλατφόρµας για την σηµασιολογική ανάλυση 

πολλαπλών οντολογιών, όπως είναι η BioPortal53, η OLS και η OntoBee, (350-352). 

 

Ο χρήστης µπορεί µε ευκολία να αναζητήσει όρους χαρακτηρισµού γονιδιακών λιστών στην 

µηχανή αναζήτησης του AmiGO54 (353) ή του QuickGO55 (354), αφού οι πληροφορίες GO 

προέρχονται από την ίδια πηγή (Εικόνα 33). Για να εµφανιστούν τα αποτελέσµατα πρέπει 

πρώτα να επιλέξεις τύπο αναζήτησης, να επιλέξεις γονιδιακό σύµβολο και να φιλτράρεις τα 

δεδοµένα µε βάση το είδος. Στην συνέχεια στέλνεις την ερώτηση (query) και µπορείς να 

χρησιµοποιείς τα αποτελέσµατα για να κάνεις οµαδοποίηση µε βάση το βιολογικό 

ενδιαφέρον. Μια δυνατότητα του GO είναι η ανάλυση εµπλουτισµού στα γονιδιακά σύνολα, 

αυτό γίνεται µέσω του εργαλείου PANTHER56, αφού είναι συνδεδεµένο εργαλείο. Αλλά δεν 

είναι το µόνο εργαλείο για ανάλυση εµπλουτισµού που µπορεί να αλληλεπιδράσει µε το GO 

και να παρουσιάσει ποια γονίδια είναι υπερεκφρασµένα ή υποεκφρασµένα. Για παράδειγµα, 

η πλατφόρµα DAVID έχει δεδοµένα εισόδου λίστες µη ταξινοµηµένων γονιδίων, ενώ 

λαµβάνει υπόψη τις αλληλεπιδράσεις µε την ορολογία GO. Εφαρµόζει µια παραλλαγή του 

ακριβή ελέγχου Fisher, που ονοµάζεται σκόρ EASE, για να υπολογίσει τον εµπλουτισµό των 

όρων GO (143). 

 

  

                                                

 
53 https://bioportal.bioontology.org 
54 http://amigo.geneontology.org 
55 https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/ 
56 http://www.pantherdb.org/ 



179 

 

 

Εικόνα 33. Η διεπαφή του χρήστη µε την AmiGO και την QuickGO (355). 
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Οπτικοποίηση GO. Οι τρόποι που µπορείς να οπτικοποιήσεις τα δεδοµένα των γονιδιακών 

οντολογιών είναι αρκετοί. Αυτοί συµπεριλαµβάνουν γράφους, επιφάνεια σηµασιολογικής 

οµοιότητας, δενδρογράµµατα και τα σύννεφα ορολογίας. Οι γράφοι GO έχουν τους όρους σε 

κόµβους και οι σχέσεις µεταξύ τους παρουσιάζονται µε  ακµές που έχουν κατευθυντικότητα. 

Υπάρχουν επιπλέον επιλογές επεξεργασίας του γράφου µε το πρόσθετο Cytoscape57. To 

εργαλείο και η πλατφόρµα Cytoscape σχεδιάστηκε για την ανάλυση και την οπτικοποίηση 

δικτύων, π.χ. κοινωνικών, οικονοµικών, βιολογικών. Είναι ελεύθερης πρόσβασης, γι’ αυτό 

χρησιµοποιείται σε πολλές άλλες εφαρµογές και ως πρόσθετο. Για την σηµασιολογική 

ανάλυση οµοιότητας υπάρχουν πολλές αλγοριθµικές µέθοδοι (Πίνακας 9), τα αποτελέσµατα 

παρουσιάζονται συνήθως µε το εργαλείο REVIGO. Τα δενδρογράµµατα είναι διαδραστικά, 

αφού µπορείς να επιλέξεις έναν όρο και να εµφανιστούν παραπάνω πληροφορίες για αυτόν. 

Τα σύννεφα ορολογίας είναι πολύχρωµα και µεγαλύτερα ή µικρότερα µε βάση την 

σηµαντικότητα για τον χρήστη, αυτό µπορεί να εφαρµοστεί µε τα εργαλεία GOSummaries 

και REVIGO. Μπορούµε να εξάγουµε τα δεδοµένα GO σε γνωστά λογισµικά οπτικοποίησης, 

όπως το πακέτο ggplot2 της R/Bioconductor και το εργαλείο gnuplot (356). 

 

Πίνακας 9. Τα βέλτιστα µέτρα πληροφοριακού περιεχοµένου (Information content, IC) που 
χρησιµοποιούνται στον υπολογισµό της σηµασιολογικής οµοιότητας οντολογιών (357-364). To 
Pfam58 παρέχει επισηµειωµένες ταξινοµηµένες αλληλουχίες µε λειτουργική ανάλυση. 

Σηµασιολογική Οµοιότητα Οντολογιών Μέτρα Οµοιότητας 
Αλληλουχιών SSDD, SimGIC, HRSS 
Pfam SORA, SSDD, SimGIC 
Δεδοµένα Έκφρασης TCSS, SimGIC, SimIC, Best-Match-Avg (Resnik) 
Αλληλεπίδραση πρωτεΐνης µε πρωτεΐνη TCSS, SimIC, Max (Resnik) 
 

WebGestalt59. Οι αρχές Gestalt, δηλαδή η εγγύτητα, η οµοιότητα, το περίβληµα, η συµµετρία, 

το κλείσιµο, η συνέχεια και η σύνδεση, περιγράφουν πως οργανώνονται τα πρότυπα σε 

οµάδες. Αυτό το διαδικτυακό εργαλείο γονιδιακής ανάλυσης, που βασίζεται στις 

συγκεκριµένες αρχές, µπορεί να βοηθήσει στην οπτικοποίηση των αποτελεσµάτων και την 

επισήµανση της σηµαντικότητας ή µη των δεδοµένων. Η ανάλυση WebGestalt περιέχει την 

βάση δεδοµένων WGDB, την γονιδιακή ή πρωτεϊνική λίστα ενδιαφέροντος (Gene Set 

Analysis Toolkit), και σε αυτήν µπορεί να γίνει η ανάλυση γονιδιακής οντολογίας και ο 

                                                

 
57 https://www.cytoscape.org/, http://cytoscapeweb.cytoscape.org 
58 https://pfam.xfam.org/ 
59 http://www.webgestalt.org    
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διαχωρισµός σε διάφορες λειτουργικές κατηγορίες (145, 365). Αυτό το εργαλείο 

χρησιµοποιείται για την στατιστική ανάλυση των p-values από ανάλυση εµπλουτισµού στην 

GO. 

 

Παρόλο που η ορολογία GO είναι πολύ χρήσιµη για την λειτουργική ταξινόµηση των 

γονιδίων, χρειάζονται περισσότερα δεδοµένα συνδετικότητας και συσχετισµού για την 

δηµιουργία σηµατοδοτικών µονοπατιών (signaling pathways). 

 

5.2. Ανάλυση Σηµατοδοτικών Μονοπατιών (Pathway Analysis) 
Η βιολογία των συστηµάτων µελετάει ένα πολύπλοκο βιολογικό δίκτυο και όχι απλά ένα 

µεµονωµένο γονίδιο, επειδή παρόλο που µεγάλες διαφορές σε µεµονωµένα γονίδια µπορούν 

να έχουν σηµαντικό βιολογικό ενδιαφέρον, αυτό ισχύει και για µικρότερες αλλά οργανωµένες 

αλλαγές. Γι’αυτό τον λόγο είναι σηµαντική η σωστή και αποτελεσµατική αποτύπωση νέων 

σηµατοδοτικών µονοπατιών σε βάσεις δεδοµένων που περιέχουν γνώση κυρίως για πρωτεΐνες 

µε πληροφορίες για την ενεργοποίηση και την καταστολή αυτών. Αυτά τα βιολογικά 

µονοπάτια κατηγοριοποιούνται, µε βάση τις πληροφορίες που περιέχουν, σε µεταβολικά, 

σηµατοδοτικά, ρυθµιστικά κ.α. µονοπάτια. Για τα σηµατοδοτικά µονοπάτια φτιάχνουµε 

γράφους, όπου ο κάθε κόµβος είναι µια πρωτεΐνη και πως αλληλεπιδρούν µεταξύ τους αυτές. 

Οι γράφοι περιέχουν κυρίως πρωτεΐνες που συνδέονται µε βέλη για ενεργοποίηση και µε 

κάθετη γραµµή για καταστολή. Μας ενδιαφέρει δηλαδή σε ποιες γνωστές σηµατοδοτικές 

οδούς συµµετέχουν τα εξεταζόµενα γονίδια. Στην ρύθµιση γονιδιακής έκφρασης έχουµε 

πολλούς τρόπους να κατηγοριοποιήσουµε τις λειτουργίες των γονιδίων, οι οποίες είναι 

στόχος του ίδιου µεταγραφικού παράγοντα. Είναι επιθυµητό αυτά τα µονοπάτια να µπορούν 

να κατανοηθούν από ανθρώπους και µηχανές µε σκοπό την ποσοτικοποιηµένη υπολογιστική 

µοντελοποίηση. Υπάρχουν πολλοί τρόποι κατηγοριοποίησης των λειτουργιών των γονιδίων 

και οπτικοποίησης των αποτελεσµάτων σε δίκτυα πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων. Θα 

αναφερθούµε και σε ανώτερου επιπέδου λειτουργικές σχέσεις π.χ. ασθενειών. 

 

GSEA. Ένα πολύ χρήσιµο εργαλείο για την ανάλυση δεδοµένων γονιδιακής έκφρασης, σε 

επίπεδο συνόλων γονιδίων, είναι το εργαλείο ανάλυσης γονιδιακού εµπλουτισµού (Gene Set 

Enrichment Analysis, GSEA60) (366). Με το GSEA µπορούµε να ελέγξουµε αν τα µέλη µιας 

προκαθορισµένης λειτουργικής κατηγορίας κατανέµονται τυχαία στην γονιδιακή λίστα ή αν 
                                                

 
60 https://www.gsea-msigdb.org/gsea/index.jsp  
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είναι ακραίες τιµές. Οπότε, µπορούµε να υπολογίσουµε τον βαθµό εµπλουτισµού (Estimation 

Score, ES), µέσω ενός διαφοροποιηµένου ελέγχου KS (weighted Kolmogorov-Smirnov). 

Μπορούµε να πραγµατοποιήσουµε εκτίµηση των επιπέδων σηµαντικότητας του βαθµού 

εµπλουτισµού, µέσω ενός εµπειρικού φαινοτυπικού ελέγχου permutation. Ακόµα, πρέπει να 

εφαρµόσουµε µια διαδικασία διόρθωσης πολλαπλών ελέγχων, µέσω του FDR, σε αυτές τις 

εκτιµήσεις. Οπότε δεν χρειάζεται να έχεις σκληρό όριο µεταξύ διαφορικά εκφραζόµενων 

γονιδίων και µη, αλλά µε την τιµή που υπολογίστηκε από τον έλεγχο t, ή άλλο έλεγχο, για τα 

γονίδια και ελέγχουµε αν µπορεί να εξηγηθεί από την συµµετοχή του στο γονιδιακό σύνολο. 

Γι’ αυτό τον σκοπό µπορούµε να χρησιµοποιήσουµε οποιαδήποτε συλλογή γονιδιακού 

συνόλου, όµως είναι σύνηθες να χρησιµοποιούµε προκαθορισµένα γονιδιακά σύνολα, όπως 

αυτά που βρίσκονται στο GO ή στο KEGG (367). Με αυτήν την ανάλυση µπορούµε να 

ερευνήσουµε βιολογικά µονοπάτια και τις διεργασίες τους (368). 

 

KEGG Pathways61. Η βάση δεδοµένων για τα µονοπάτια της KEGG (Κyoto Encyclopedia of 

Genes and Genomes) αποτελείται από δίκτυα αλληλεπιδράσεων, όπου ο κάθε κωδικός στο 

δίκτυο αναπαριστά µια πρωτεΐνη/ ένζυµο και µπορούµε να δούµε ποια από τα γονίδια 

φαίνονται να έχουν χαρακτηριστικές ιδιότητες. Οι ενδιάµεσοι κόµβοι αναπαριστούν τους 

µεταβολίτες, δηλαδή τα προϊόντα και τα αντιδρώντα του µεταβολικού µονοπατιού. Η βάση 

δεδοµένων KEGG περιέχει πληροφορίες γενωµικής λειτουργίας και δυνατότητα 

επεξεργασίας αυτών.  

 

Εκτός από την KEGG υπάρχουν πολλές σηµαντικές βάσεις δεδοµένων µονοπατιών, που 

χρησιµοποιούνται κάθε µέρα από τους βιοπληροφορικούς. Αυτές συµπεριλαµβάνουν την 

Pathway Commons62 (369), την Wikipathways63 (370), την Panther Pathways, την Reactome 

Pathways64 (371) και την PathwaySeq65 κυρίως από δεδοµένα RNA-Seq. H βάση δεδοµένων 

BioCyc/Metacyc περιέχει πάνω από 2,000 µονοπάτια προερχόµενα από πειράµατα σε µόνο 

έναν οργανισµό το καθένα. Η SEED περιέχει υποσυστήµατα που περιγράφουν τις 

µεταβολικές διεργασίες µε προσεγµένες επισηµειώσεις. 

 

                                                

 
61 https://www.genome.jp/kegg/pathway.html  
62 https://www.pathwaycommons.org/  
63 https://www.wikipathways.org/ 
64 https://www.reactome.org 
65 https://rna-seqblog.com/pathwayseq-pathway-analysis-for-rna-seq-data/ 
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ORA. Από µια λίστα DEGs µπορούµε να χρησιµοποιήσουµε την ανάλυση υπερ-

αναπαράστασης (Over-Representation Analysis, ORA), για να εξετάσουµε την 

σηµαντικότητα της σε κάποια λειτουργική κατηγορία µε στατιστικά µέτρα όπως ο 

υπεργεωµετρικός έλεγχος. 

 

Σε µια δηµοσίευση, των (372), πραγµατοποιείται ανάλυση µονοπατιών µε το εργαλείο 

Pathway Explorer (373), όπου τα γονίδια από την λίστα των DEGs χαρτογραφούνται σε 

γνωστά επισηµειωµένα µονοπάτια. Αυτό το βήµα προσφέρει µια πρώτη εικόνα σε πόσα και 

ποια διαφορετικά µονοπάτια εµπλέκονται τα υπό εξέταση γονίδια, αλλά και τα ποσοστά της 

παρουσίας των γονιδίων σε αυτά. Στη συνέχεια, παρουσιάζεται το πιο πολύπλοκο στάδιο της 

µοντελοποίησης των χαρτογραφηµένων γονιδίων στο επιλεγόµενο µονοπάτι, το οποίο 

πραγµατοποιείται µε το εργαλείο KEGG Converter (374). 

 

miRWalk. To εργαλείο miRWalk2.0 χρησιµοποιεί πειραµατικώς επικυρωµένες 

αλληλεπιδράσεις των miRNA που σχετίζονται µε γονίδια, ασθένειες, µονοπάτια, όργανα και 

πρωτεΐνες για την επεξεργασία των miRNA. Έχει δύο πρωτόκολλα, το VTM (Validated 

Target Module) για τους στόχους miRNA και το PTM για την πρόγνωση miRNA (Predcicted 

Target Module). Ο χρήστης µπορεί να εξάγει επικυρωµένα δεδοµένα στόχων miRNA µε την 

βοήθεια ευρετικών µεθόδων του πρωτοκόλλου VTM και της βάσης δεδοµένων miR-TarBase. 

Τα αποτελέσµατα µιας τέτοιας ανάλυσης παρουσιάζονται στην Εικόνα 34. 

 

Τα αποτελέσµατα αυτά µπορεί να χρησιµοποιηθούν για άλλα βήµατα µετα-ανάλυσης µε 

επιπλέον εργαλεία, όπως το DAVID και το IPA66 (Ingenuity Pathway Analysis) (375), το 

οποίο είναι διαδικτυακό εργαλείο, µε εµπορική διάθεση, και είναι κατάλληλο για 

σηµατοδοτική ανάλυση δεδοµένων προερχόµενων από διάφορες αναλύσεις, όπως η RNA-

Seq, η miRNA-Seq και η miRNA από µικροσυστοιχίες (376). 

 

Άλλα σηµαντικά εργαλεία για ανάλυση µονοπατιών των µορίων miRNA είναι το miRPath 

του DIANA, το miRHrt, το miRnalyze, το miRNApath και το miRPathDB. 

 

                                                

 
66 https://www.qiagenbioinformatics.com/products/ingenuity-pathway-analysis/   



184 

 

Εικόνα 34. Το εργαλείο miRWalk και σηµατοδοτικοί οδοί για τα µόρια miRNA (376). 
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6. Κεφάλαιο 6 Μαθηµατική Προτυποποίηση 
H ανάλυση συσχέτισης παρουσιάζει καλύτερα αποτελέσµατα όταν εξετάζονται µαζί 

δεδοµένα από περισσότερους οργανισµούς, επειδή ακόµα και σε έναν από αυτούς να βρεθεί 

µια πρωτεΐνη µε τις δυο περιοχές συσχετισµένες ή λειτουργικά συνδεδεµένες, αυτή µπορεί να 

αναγνωριστεί και στους υπόλοιπους, οπότε έχουµε περισσότερες συσχετίσεις στο υπό 

εξέταση γένωµα. Υπάρχει η δυνατότητα να συµπληρώσουµε τα κενά στην κατανόηση µας 

και την ερµηνεία της κάθε ανάλυσης µέσω µιας συµπληρωµατικής ανάλυσης (Εικόνα 35). Ο 

όρος πολυσυγραµµικότητα (multicollinearity) χρησιµοποιείται όταν µια είσοδος των 

δεδοµένων είναι πολύ συσχετισµένη µε τουλάχιστον µια άλλη είσοδο και τότε 

παρατηρούνται αυξηµένα ποσοστά σφάλµατος στις εκτιµήσεις από τις βάσεις δεδοµένων. 

 

 

Εικόνα 35. Μια ροή έργων µηχανιστικής µοντελοποίησης (377). 

 

Στη διαφορική ανάλυση µπορούµε να συγκρίνουµε δύο ή παραπάνω δίκτυα (378), έτσι ώστε 

να αναγνωριστούν οι συντηρηµένες περιοχές, οι οποίες µπορεί να δείχνουν σηµαντικότητα, 

και να αναγνωριστούν οι περιοχές που είναι διαφορετικές µεταξύ άλλων συνθηκών (π.χ. 

µεταξύ φυσιολογικών και καρκινικών κυττάρων), έτσι ώστε να βρεθεί η υποκείµενη αιτία της 

ασθένειας. Για την ανάλυση αυτών των δικτύων είναι εξαιρετικά χρήσιµη η εφαρµογή DyNet 
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Cytoscape , που είναι µια από τις εφαρµογές που χρησιµοποιούν το Cytoscape, και άλλα 

παρόµοια εργαλεία σύγκρισης (379).  

 

Οπτικοποίηση. Εκτός από το πολύ χρήσιµο Cytoscape, στις διάφορες µορφές του, υπάρχουν 

και άλλα εργαλεία για την οπτικοποίηση µονοπατιών, π.χ. το λογισµικό Graph Visualization 

Software (GraphViz), το οποίο δέχεται ως είσοδο ένα αρχείο που περιέχει όλες τις 

αντιδράσεις του τελικού δικτύου. 

 

Γονιδιακό ρυθµιστικό δίκτυο (Gene Regulatory Network, GRN). Τα GRN είναι ένας τύπος 

βιολογικών δικτύων, όπως τα δίκτυα αλληλεπιδράσεων µεταξύ πρωτεϊνών (PPI), τα δίκτυα 

συν-έκφρασης και τα δίκτυα ρύθµισης µεταγραφής (transcriptional regulatory network, 

TRN). Τα δίκτυα PPI παρουσιάζουν τις σχέσεις µεταξύ των πρωτεϊνών, τα δίκτυα συν-

έκφρασης τις σχέσεις µεταξύ των γονιδίων και τα δίκτυα TRN αφορούν τους µεταγραφικούς 

παράγοντες που ρυθµίζουν την γονιδιακή έκφραση. Από την άλλη πλευρά, τα δίκτυα GRN 

παρουσιάζουν τις σχέσεις των γονιδίων µε οποιοδήποτε άλλο στοιχείο που έχει ρόλο στην 

ρύθµισή του. 

 

Παλινδρόµηση (Regression). Η παλινδρόµηση, που είδαµε και σε προηγούµενη ενότητα, 

µπορεί να αναδείξει τα δίκτυα συσχέτισης. Για παράδειγµα, σε ένα δίκτυο συν-έκφρασης, η 

µεθυλίωση γονιδίων µεταξύ των διαφορετικών δειγµάτων από δεδοµένα έκφρασης γονιδίων. 

Η κατάλληλη ανάλυση παλινδρόµησης εξαρτάται από το ποιο φαινόµενο περιγράφουµε. Για 

παράδειγµα, η πολλαπλή γραµµική παλινδρόµηση, για συνεχείς τιµές, και η βηµατική 

(stepwise) έχει καλή εφαρµογή στα µεγάλα δεδοµένα, η οποία είναι µια µέθοδος συνδυασµού 

εισαγωγής και εξαγωγής δεδοµένων. Σε περίπτωση που δεν έχουµε γραµµική συσχέτιση 

χρησιµοποιούµε τις πολυωνυµικές µεθόδους στο µοντέλο. Εκτός από τις stepwise υπάρχουν 

και οι πολύ διαδεδοµένοι µέθοδοι εκτίµησης της συρρίκνωσης (shrinkage), που επιτρέπει 

µείωση των εκτιµήσεων του πλήρους µοντέλου, όπως ο συντελεστής συρρίκνωσης LASSO 

(Least Absolute Shrinkage and Selection Operator), ο κορυφής (ridge) και ο ελαστικού 

δικτύου (elastic net). Στην Εικόνα 36, παρουσιάζονται οι παράµετροι από διάφορα σχετικά 

σύγχρονα µοντέλα παλινδρόµησης, όπως εµφανίζονται στην δηµοσίευση των ερευνητών 

(380). Οι ερευνητές συµπεριλαµβάνουν ακόµα, στην προαναφερθείσα δηµοσίευση, µια 

βιβλιογραφική ανασκόπηση µε το πόσες δηµοσιεύσεις είχαν χρησιµοποιήσει το κάθε µοντέλο 

ανάλυσης µέχρι το 2012. 
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Εικόνα 36. Βασισµένη σε προηγούµενα δεδοµένα πυκνότητα και διακύµανση των δεικτών 
επιδράσεως και οι προτεινόµενες εξισώσεις για την επιλογή τιµών υπερπαραµέτρων, σύµφωνα µε το 
µοντέλο παλινδρόµησης (380). 

 

6.1. Μοντελοποίηση των Σηµατοδοτικών Οδών (Pathways) 
Τα σηµατοδοτικά µονοπάτια των πρωτεϊνών αποτελούν ένα πολύπλοκο σύστηµα µε 

συγχρονισµό λειτουργιών σε διάφορα επίπεδα. Οι επιστήµονες αρχικά εξετάζουν τα 

υποσυστήµατα ενός κυττάρου και το αναλύουν σε σύστηµα εισόδου – εξόδου. Στην συνέχεια, 

αναλύουν τις αλληλεπιδράσεις των λειτουργιών του και η κυτταρική συµπεριφορά ελέγχεται 

στο σύνολό της. Για την συστηµική ανάλυση των σηµατοδοτικών µονοπατιών έχουµε 

δυναµική συµπεριφορά και έτσι πιο περίπλοκη. Οι µέθοδοι θεωρίας συστηµάτων 

χρησιµοποιούνται για αυτές τις αναλύσεις. Είναι µια δυναµική µοντελοποίηση των χηµικών 

αντιδράσεων µεταξύ γονιδίων και γονιδιακών προϊόντων, οπότε είναι πολύπλοκη διαδικασία. 

 

H δυνατότητα ορθής εύρεσης των σχετικών αλληλεπιδράσεων των µονοπατιών από µια λίστα 

DEGs ή πρωτεϊνών είναι σηµαντική για να µετατρέψουµε τα δεδοµένα έκφρασης σε 

βιοϊατρικά συµπεράσµατα. Για παράδειγµα, έστω ότι έχουµε 100 προβληµατικά γονίδια, 

µεταφέρουµε την πληροφορία σε πρωτεΐνες και θέλουµε να αναλύσουµε τις αλληλεπιδράσεις 

του βιολογικού δικτύου, τότε για κάθε ακµή έχω µια αντίδραση, άρα µπορώ να φτιάξω, για 

την κάθε ακµή µια διαφορετική εξίσωση. Δηλαδή, µπορούµε να αναπαραστήσουµε το 

µαθηµατικό µοντέλο ενός µονοπατιού µέσω ενός συστήµατος απλών διαφορικών εξισώσεων, 

οι οποίες περιγράφουν τον ρυθµό όλων των αντιδράσεων σε ένα µονοπάτι. Με τις σωστές 

παραµέτρους, π.χ. τις αρχικές συγκεντρώσεις των µορίων και τις σταθερές της κίνησης 
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αντιδράσεων, ο υπολογιστής µπορεί µε προσοµοιώσεις να υπολογίσει τις συγκεντρώσεις 

µορίων από διαφορετικά είδη σε κάποιο συγκεκριµένο µονοπάτι. 

 

Μία προσέγγιση είναι η ακόλουθη: η στατιστική επεξεργασία, η αναπαράσταση και ανάλυση 

του δικτύου µέσω αλγορίθµου, η δηµιουργία µονοπατιού και, ίσως διασταύρωση µε τα 

πειραµατικά δεδοµένα. Στην συνέχεια ανακαλύπτουµε τα αντικειµενικά µονοπάτια (normal 

pathways), τα αδύνατα µονοπάτια και τα εναλλακτικά µονοπάτια (alternative pathways). 

Έτσι, µπορούµε να ανακαλύψουµε τους κόµβους σύγκρουσης και να τις ελαχιστοποιήσουµε. 

Στην συνέχεια, µπορεί να γίνει η οπτικοποίηση µε τις προαναφερθείσες µεθόδους. 

 

Reactome.  Η Reactome, περιέχει µια επισηµειωµένη ανθρώπινη βάση δεδοµένων 

µονοπατιών (π.χ. µεταβολικών, σηµατοδοτικών και συσχέτισης ασθενειών) και 

συµπεριλαµβάνει µονοπάτια από άλλα 20 είδη που συσχετίζονται µε τα ανθρώπινα 

µονοπάτια µέσω της αναγνώρισης ορθόλογων πρωτεϊνών. Έχει την δυνατότητα ανάλυσης 

εµπλουτισµού και καλή αναπαράσταση των µονοπατιών, αφού περιέχει πολλά σύµβολα για 

την αναπαράσταση διαφορετικών µορίων και της συσχέτισης µεταξύ τους (φυσικές 

αλληλεπιδράσεις, ρύθµιση κ.α.). Ο χρήστης µπορεί, ακόµα, να ενσωµατώσει διάφορα 

δεδοµένα, π.χ. δεδοµένα έκφρασης, σε ένα υπάρχον µονοπάτι. 

 

STRING. Το STRING προσφέρει µηχανή αναζήτησης σε βάση δεδοµένων λειτουργικών 

αλληλεπιδράσεων µε δεδοµένα σε πάνω από 2000 γενώµατα (381), η αναζήτηση σε αυτή 

µπορεί να γίνει µέσω του ονόµατος του γονιδίου, µέσω της αλληλουχίας υπό εξέταση ή µέσω 

του αριθµού καταχώρησης στην βάση δεδοµένων. Τα δεδοµένα περιέχουν πληροφορίες για 

την γονιδιακή γειτονιά, φυλογενετικό προφίλ, συν-έκφρασης, όνοµα πηγής, προσδιορισµένες 

αλληλεπιδράσεις µεταξύ πρωτεϊνών από πειραµατική διεργασία κ.α. δεδοµένα. Τα 

αποτελέσµατα βαθµολογούνται µε ένα συγκεκριµένο τρόπο σε σχέση µε την επικύρωση των 

αλληλεπιδράσεων µεταξύ πρωτεϊνών και γνωστών µονοπατιών. Ακόµα, εκτός από το φιλικό 

προς το χρήστη περιβάλλον, το STRING παρέχει στον χρήστη την δυνατότητα να εξετάσει 

λεπτοµερώς τα επιµέρους κοµµάτια αυτών των αλληλεπιδράσεων. Ένα παρόµοιο εργαλείο 

είναι το GeneMANIA (382), το οποίο διαφέρει στο ότι εξάγει τα δεδοµένα από διαφορετικές 

πηγές από το STRING και εξετάζει εννιά συγκεκριµένα µοντέλα οργανισµών (383). 

 

SimBiology (add-in του MATLAB). Είναι πρόσθετο του MATLAB® για την δυναµική 

απεικόνιση των βιολογικών δεδοµένων και τον εντοπισµό των διάφορων αλληλεπιδράσεων 
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για την κατασκευή/συµπλήρωση ενός µονοπατιού, ενώ ελέγχει και πολλές άλλες 

δυνατότητες. Οι διαφορικές εξισώσεις (Ordinary Differential Equations, ODEs) 

χρησιµοποιούνται για την προσοµοίωση του µοντέλου. Ακόµα, υπάρχουν τρόποι να 

κατασκευαστούν κινητικά µοντέλα ενζύµων µέσω υπαρχόντων παραµέτρων κίνησης σε 

βάσεις δεδοµένων ενζυµικών αντιδράσεων, όπως η BRENDA (384) και η SABIO-RK (385). 

Αυτά τα δεδοµένα µπορούν να µεταφερθούν σε ένα µοντέλο του SimBiology. 

 

CellDesigner67 (freeware). To πρόγραµµα CellDesigner έχει πολύ καλή διασύνδεση µε την 

βάση δεδοµένων Panther Pathway (386, 387). Ένα αρχείο CD του CellDesigner µπορεί να 

εισαχθεί στο πρόσθετο SimΒiology του προγράµµατος MATLAB και υπάρχουν δύο 

επιλογές, είτε να µπορείς να αλλάξεις µόνο την µορφοποίηση του µονοπατιού ή να µπορείς 

να χρησιµοποιήσεις τις εξισώσεις του MATLAB. Οι χάρτες σηµατοδοτικών µονοπατιών 

χρησιµοποιούνται για την οπτικοποίηση γεγονότων που συµβαίνουν το ένα µετά το άλλο, 

αλλά δεν περιέχει δεδοµένα χώρου. Για να έχουµε πρόσβαση σε περισσότερες πληροφορίες 

χρησιµοποιούµε την γλώσσα της συστηµικής βιολογίας (Systems Biology Markup Language, 

SBML). Το πρόγραµµα CellDesigner και το LibSBGN υποστηρίζει την αυτόµατη παραγωγή 

γραφικών αναπαραστάσεων σύµφωνα πρότυπο γραφιστικής συντόµευσης (Systems Biology 

Graphical Notation, SBGN) για την οπτική αναπαράσταση βιοχηµικών και κυτταρικών 

διεργασιών (388), µε σκοπό την κατανόηση των υποκείµενων µηχανισµών (389). Η γλώσσα 

SBML είναι βασισµένη στην XML και χρησιµοποιείται για την ανταλλαγή µαθηµατικών 

µοντέλων µονοπατιών (390). Επιπροσθέτως, η βάση δεδοµένων BioModels περιέχει µοντέλα 

SBML για πολλά µονοπάτια και υπάρχουν πολλά λογισµικά για την προσοµοίωση των 

µοντέλων SBML στον υπολογιστή (391). 

 

Άλλα εργαλεία κατασκευής µονοπατιών, όπως το Pathway Editor, το Knowledge Editor και 

το Map Editor, µπορούν να xρησιµοποιηθούν για επισηµείωση από κάποιον επιστήµονα. 

Επιπροσθέτως για την κατασκευή µονοπατιών υπάρχουν και εργαλεία για εξόρυξη 

δεδοµένων από δηµοσιεύσεις, όπως το Pathway Studio, το Pathway Finder και το PubGene, 

όπου η συσχέτιση γίνεται µέσω τεχνικών επεξεργασίας φυσικής γλώσσας (Νatural language 

processing, NLP). 

                                                

 
67 http://www.celldesigner.org/models.html  
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Το έργο E-Cell68. To έργο E-Cell αφορά την δυναµική µοντελοποίηση και ανακατασκευή 

βιολογικών φαινοµένων στον υπολογιστή (392). Με αυτό µπορεί ο χρήστης να 

προσοµοιώσει, µέσω διαφορικών εξισώσεων, πολλές βιολογικές λειτουργίες, 

συµπεριλαµβανοµένου δικτύων PPI και ρύθµισης γονιδιακής έκφρασης (393). Γι’ αυτό τον 

σκοπό, υπάρχουν εκατοντάδες εξισώσεις αντιδράσεων για να χρησιµοποιηθούν σε µια 

προσοµοίωση (394). 

 

Εικόνα 37. Εφαρµογές στην κοινότητα του SBGN (395). 

 

                                                

 
68 https://www.e-cell.org   
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Εικόνα 38. Διάφοροι τύποι µοντελοποίησης (377). 
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7. Κεφάλαιο 7 Η Γενωµική στην Εποχή των Big Data 
Η ανάπτυξη της ML, η βελτίωση σε λογισµικό-υλικά συστήµατα έκανα και η ζήτηση 

µεγάλων εταιριών και οργανισµών για αποθήκευση, οργάνωση και ανάλυση των δοµηµένων, 

ήµι-δοµηµένων και, συχνότερα, µη δοµηµένων δεδοµένων. Τα λογισµικά βάσεων δεδοµένων 

όπως το Hadoop, το Spark, το NoSQL κ.α. είναι πλαίσια ανοιχτού κώδικα για την ανάλυση 

µεγάλων συνόλων δεδοµένων (Big Data). Η αρχιτεκτονική αυτών των συστηµάτων είναι 

πολύ σηµαντική για την σωστή λειτουργία του και για να αντεπεξέλθει το περιβάλλον στις 

ανάγκες του συστήµατος, γι’αυτό για κάθε νέα υποδοµή σχεδιάζεται ένα προσαρµοσµένο 

περιβάλλον από το φυσικό στρώµα (εξοπλισµός, υλικό), µέχρι και το υπολογιστικό στρώµα 

(εργαλεία για ανάλυση, οπτικοποίηση και σύστηµα αναφορών), τα οποία πρέπει να είναι 

αλληλένδετα και άµεσα προσπελάσιµα από το δίκτυο και τους εξουσιοδοτηµένους χρήστες. 

Γι’αυτό η σύνδεση στο δίκτυο γίνεται µέσω οπτικών ινών. 

 

Ένας άλλος παράγοντας που µας ενδιαφέρει πολύ είναι η ασφάλεια των δεδοµένων από 

κυβερνοεπιθέσεις και µη εξουσιοδοτηµένες προσπελάσεις, ένας σκοπός που δυσχεραίνεται µε 

τα Βig Data. Η αποθήκευση των Βig Data έχει ιδιαίτερο χαρακτήρα και διαφορετικές 

εφαρµογές, αφού τα δεδοµένα πρέπει να εξαχθούν, να µετασχηµατιστούν σε µια κοινή 

«γλώσσα» σύµφωνα µε τους κανόνες του υπολογιστικού περιβάλλοντος, να επεξεργαστούν, 

να αναλυθούν, να επιβεβαιωθούν, να επικαιροποιηθούν και ότι άλλο χρειάζεται η 

συγκεκριµένη υλοποίηση. Ο διαδικτυακός χώρος αποθήκευσης, συνήθως διαχωρίζεται στους 

SAN (Storage Area Network), που συνήθως συνδέονται µε οπτικές ίνες, και τους NAS 

(Network Attached Storage), που συνήθως συνδέονται µε καλώδιο Ethernet. Συχνά 

χρησιµοποιείται η κατανεµηµένη εφαρµογή µε τον αλγόριθµο MapReduce για την 

επεξεργασία των δεδοµένων και τη βελτιστοποίηση της οργάνωσης µεγάλων ροών 

δεδοµένων. 

 

Οι λειτουργικές βάσεις δεδοµένων (ωµικές στην παρούσα εργασία) και οι αναλυτικές βάσεις 

δεδοµένων, που υποστηρίζουν αναλυτικές πλατφόρµες για την εξόρυξη των δεδοµένων, είναι 

η ραχοκοκαλιά των Big Data. Το Σύστηµα Σχεσιακής Διαχείρισης Βάσης Δεδοµένων 

(Relational Database Management System, RDBMS) έχει τον ρόλο της οργάνωσης των 

σηµείων δεδοµένων µε προκαθορισµένες σχέσεις για γρήγορη προσπέλαση. Οι πιο γνωστές 

βάσεις δεδοµένων για την προσπέλαση στα αποθηκευµένα δεδοµένα είναι η IBM Db2, η 

Oracle Db, η HIVE (είναι ελεύθερης πρόσβασης και ειδικευµένη για µεγάλα κέντρα 

δεδοµένων), η Microsoft SQL Server, η Microsoft Azure SQL Database, η MySQL και η 
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Teradata, όπου η SQL (Structured Query Language) είναι µια σχετικά εύκολα αναγνώσιµη 

και ερµηνεύσιµη γλώσσα προγραµµατισµού. 

 

Τα εργαλεία και τα λογισµικά, καθώς και η δυνατότητα ταχείας ανάπτυξης νέων εργαλείων 

και διαχείρισης του όλου συστήµατος είναι βασικό κοµµάτι µιας καλής υλοποίησης 

αρχιτεκτονικής Big Data. 

 

Σύννεφο (cloud). Το υπολογιστικό σύννεφο έχει επεκτείνει τις δυνατότητες των µεγάλων 

δεδοµένων. Οι τεχνολογίες συννέφου µε βιοπληροφορικές λύσεις για την ανάλυση 

δεδοµένων από δεδοµένα υψηλής απόδοσης απαιτούν σηµαντικές υπολογιστικές και 

αποθηκευτικές ικανότητες. Η υποστήριξη αυτών των τεχνολογιών γίνεται από µεγάλες 

κεντρικές εγκαταστάσεις, οι οποίες αδυνατούν να αντεπεξέλθουν στην συνεχή και 

αυξανόµενη ροή των δεδοµένων (396). Με τις τεχνολογίες συννέφου περισσότερες υπηρεσίες 

είναι προσβάσιµες πλέον από µικρότερα κέντρα ερευνών και µεµονωµένους ερευνητές (396, 

397). Μια βιοπληροφορική πλατφόρµα συννέφου είναι η Cloud BioLinux69 µπορεί να 

υποστηρίξει την κατασκευή και διάθεση εικονικών µηχανών (VM) και περιέχει µια µεγάλη 

γκάµα εργαλείων ανάλυσης αλληλούχισης που είναι συµβατό µε το Amazon EC2 αλλά και 

προσωπικά και ακαδηµαϊκά περιβάλλοντα συννέφου, όπου είναι σύνηθες να 

χρησιµοποιηθούν οι πλατφόρµες συννέφου Eucalyptus και OpenStack (389, 397, 398). Αλλά 

πολλές ακόµα εταιρίες δραστηριοποιούνται στην αξιοποίηση των δυνατοτήτων του 

συννέφου, όπως η Aspera (που ειδικεύεται στη γρήγορη µεταφορά δεδοµένων µεταξύ 

δικτύων και συνεργάζεται µε την Amazon για να προσφέρει υπηρεσίες διαχείρισης 

δεδοµένων στο cloud), η FileCatalyst και η Data Expedition. 

 

Genovault. H Genovault είναι µια πολύ ενδιαφέρουσα εφαρµογή ιδιωτικού συννέφου 

αποθήκευσης γενωµικών δεδοµένων βασισµένη στην OpenStack, µε την χρήση της βάσης 

δεδοµένων MySQL. Tα δεδοµένα είτε προέρχονται από τις γνωστές γενωµικές  βάσεις 

δεδοµένων, είτε από ερευνητικά εργαστήρια και µπορεί ο χρήστης να ανεβάσει τα δεδοµένα 

της αλληλούχισης µε την διαδικτυακή διεπαφή ή µε την διεπαφή JavaFX του Genovault. Το 

Picard είναι ένα από τα εργαλεία που χρησιµοποιούνται για την επικύρωση των αρχείων 

(399). 

                                                

 
69 http://cloudbiolinux.org   
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Εικόνα 39. Η αρχιτεκτονική της Genovault, όπου φαίνονται τα συστήµατα και τα υποστρώµατα 
(399). 

 

Η περίπτωση της Novartis. Το Ινστιτούτο Βιοϊατρικών Ερευνών της φαρµακοβιοµηχανίας 

Novartis (Novartis Institutes for Biomedical Research, NIBR) είναι µια καλή εφαρµογή 

χρήσης µεγάλων δεδοµένων στην παγκόσµια βιοϊατρική έρευνα. Σε πρώτο στάδιο παραγωγής 

νέων φαρµάκων µεγάλο ρόλο ανάλυση της συµπεριφοράς της ασθένειας που θέλουµε να 

αντιµετωπίσουµε, έτσι ώστε να καθοριστεί η δοµή της συγκεκριµένης έρευνας και οι 

παράγοντες που σχετίζονται µε την συγκεκριµένη ασθένεια. Η έρευνα µε δεδοµένα NGS 

απαιτεί την συνεργασία µεταξύ επιστηµών διαφορετικών εξειδικεύσεων και επαγγελµάτων 

αφού τα δεδοµένα αυτά είναι ετερογενή και µπορούν να προέρχονται από κλινικά ή 

φαινοτυπικά ή πειραµατικά κ.α. δεδοµένα. Το σηµαντικό για την εταιρία είναι η σύνδεση 

αυτών των δεδοµένων µε όσο γίνεται λιγότερο κόπο. Επειδή το κόστος της NGS όλο και 

πέφτει, τα δεδοµένα που παράγονται από αυτή την τεχνική όλο και αυξάνονται. Σε αυτό το 

σηµείο την λύση δίνει µια υψηλής ευλυγησίας οργανωτική δοµή µεγάλων δεδοµένων. Ο 

στόχος τους είναι να εισάγονται χωρίς πολύ κόπο στην πλατφόρµα τους τα πιο προχωρηµένα 

αναλυτικά εργαλεία, οι πιο νέες τεχνικές και οι πιο ολοκληρωµένες βάσεις δεδοµένων, στην 

προκειµένη περίπτωση επιλέχθηκε η πλατφόρµα Apache Hadoop. Αλλά δεν είναι µόνο η 

πληθώρα των δεδοµένων αλληλουχοποίησης εξαιρετικά υψηλής απόδοσης NGS αλλά και το 

ότι δεν χρειάζεται βελτιστοποίησή τους, η οποία ήταν απαραίτητη για την χρήση σε 

κλασσικά υπολογιστικά συστήµατα υψηλής απόδοσης (High-Performance Computing, HPC). 

Ακόµα, αρκετά από τα απαραίτητα εργαλεία που χρησιµοποιούν οι ερευνητές σε κλασικά 

υπολογιστικά συστήµατα δεν λειτουργούν στο σύστηµα κατανεµηµένων αρχείων της 
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πλατφόρµας Hadoop (Hadoop Distributed File System, HDFS). Το νέο σύστηµα παρέχει 

στους βιοπληροφορικούς επιστήµονες το σύστηµα προσπέλασης αρχείων POSIX (MapR 

Hadoop, µια εµπορική έκδοση που χρησιµοποεί το σύστηµα αρχείων MapR-FS) µε το οποίο 

µπορούν να χρησιµοποιούν τα συνήθη εργαλεία τους. Το σύστηµα ροής εργασίας 

παρουσιάζει έτσι καλή απόδοση και ισχύ, ενώ επιτρέπει τον συνδυασµό των πλεονεκτηµάτων 

του κλασικού και του νέου Hadoop συστήµατος, αφού επιτρέπει στους ερευνητές να 

σχεδιάσουν πολύπλοκες ροές εργασίας της διαδικασίας για αυτόν τον σκοπό. Στη συνέχεια µε 

το Apache Spark ενσωµατώνουν τα πολύ διαφορετικά σέτ δεδοµένων. Η πρωτοπόρα µέθοδός 

τους για να αντιµετωπίσουν την ετερογένεια αυτή ήταν µε την χρήση ενός πελώριου 

γραφήµατος που αναπαραγάγει/παρουσιάζει αυτά τα δεδοµένα (µε τρισεκατοµµύρια κορυφές 

ήδη), αποθηκεύεται σε HDFS και τροποποιείται µε προσαρµοσµένο κώδικα Spark. Αυτό το 

γνωστικό γράφηµα γνώσης χρησιµοποιείται από τους βιοπληροφοριακούς της εταιρίας για να 

µοντελοποιήσουν τα περίπλοκα βιολογικά δεδοµένα και το πως συνδέονται µεταξύ τους, ενώ 

µε το Spark µπορούν να αναλύσουν τα γραφήµατα µε αξιοπιστία και στη σωστή κλίµακα. 

Όσο αφορά την αναλυτική επιστήµη, οι ερευνητές έχουν πρόσβαση στα δεδοµένα κατευθείαν 

από µια από τις καθορισµένες διεπαφές προγραµµατισµού (ΑΡΙ) του Spark ή από κάµποσες 

τελικού σηµείου βάσεις δεδοµένων µε σχέδια φτιαγµένα ειδικά για τις συγκεκριµένες 

αναλυτικές τους ανάγκες. Η εργαλειοθήκη τους επιτρέπει ολόκληρα σχέδια µε 100 

δισεκατοµµύρια σειρών να δηµιουργηθεί γρήγορα από το γνωστικό γράφηµα, τα οποία µετά 

εισάγονται στην επιθυµητή βάση δεδοµένων του ερευνητή. Πλέον αυτή η µέθοδος 

χρησιµοποιείται και σε άλλους τοµείς της εταιρίας, όπως στην πρωτεοµική, την 

µεταγενωµική και την ανάλυση βίντεο. Η ενσωµάτωση της πλατφόρµας µεγάλων δεδοµένων 

µε τα γνωστά βιοπληροφορικά εργαλεία µπορεί να επιτευχθεί σε λίγες µέρες αντί για µήνες. 

Με τον συνδυασµό Spark και µιας ροής εργασιών βασισµένης στο Hadoop και στρώµατα 

ενοποίησης (integration layers), οι ερευνητές της Novartis µπορούν να εκµεταλλευτούν 

δεκάδες χιλιάδες πειράµατα που υπάρχουν σε δηµόσιες βάσεις δεδοµένων, που τους δίνει ένα 

σηµαντικό πλεονέκτηµα σε σχέση µε τους ανταγωνιστές τους (400). 

 

Η παραδειγµατική γενωµική ανάλυση ενός λαού. Τα τελευταία χρόνια έχουν δηµιουργηθεί 

τεράστιες συλλογές δεδοµένων γονιδιακής έκφρασης, κυρίως µε την µέθοδο 

αλληλουχοποίησης νουκλεινικών οξέων.  Ένα τρανό παράδειγµα είναι αυτό της Ισλανδίας, 

µιας χώρας µε µειωµένο πληθυσµό. Το 1998 το κοινοβούλιο της Ισλανδίας επέτρεψε στην 

βιοφαρµακευτική εταιρία “deCODE genetics” να συλλέξει και να αποθηκεύσει τα ιατρικά 

δεδοµένα ολόκληρου του πληθυσµού της χώρας. Η συµβαλλόµενη εταιρία ήδη από το 2003 
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παρείχε διαδικτυακή πρόσβαση στις αλληλουχίες DNA του πληθυσµού στην βάση 

δεδοµένων “Íslendingabók”, που σηµαίνει το βιβλίο των Ισλανδών. Όλοι οι πολίτες 

µπορούσαν να ερευνήσουν το γενεαλογικό τους δέντρο και να ανακαλύψουν τυχόν συγγένεια 

µε άλλους πολίτες. Η βάση δεδοµένων αριθµούσε το 2020 πάνω από 200.000 χρήστες και 

900.000 προσθήκες αλληλουχιών DNA, καλύπτοντας ένα µεγάλο µέρος του πληθυσµού της 

χώρας. Έχει δηµιουργηθεί µια από τις πιο σηµαντικές και µεγάλες συλλογές δεδοµένων 

γονιδιακής έκφρασης στον κόσµο. Η εξόρυξη χρήσιµων πληροφοριών από τα µοτίβα και τις 

αλληλεπιδράσεις µεταξύ τους κάνει δυνατή την στατιστική επεξεργασία τους. Λόγω της 

δυσκολίας αυτής της εξόρυξης οι εξεταζόµενες αλληλουχίες συγκρίνονται µε τις ήδη 

υπάρχουσες και µε την βοήθεια των αλγορίθµων οµαδοποίησης αναγνωρίζονται οµόλογες 

οµάδες µε παρόµοια δεδοµένα γονιδιακής έκφρασης, για παράδειγµα γονιδιακές λειτουργίες 

και κυτταρικές διεργασίες. Η οµολογία γονιδίων είναι πολύ σηµαντική και για την ανάπτυξη 

εµβολίων. Η οµαδοποίηση των δεδοµένων γονιδιακής έκφρασης εξαρτάται από το µέτρο 

ανοµοιότητας, π.χ. µε την απόσταση Levenshtein. 

 

 

Εικόνα 40. SWOT Formulation and Frame Work of Research Project (186). 

 

COVID-19. H πανδηµία του κορωνοϊού που ξέσπασε στο τέλος του 2019 στην Wuhan (Κίνα) 

είχε πρωτοφανή επίδραση στην ανάπτυξη συνεργασιών µεταξύ επιστηµόνων, επιστηµονικών 

εργαστηρίων και κρατών, για να βρεθούν σωτήριες λύσεις, δηλαδή καταλληλότητα 

υπαρχόντων φαρµάκων, εφεύρεση εµβολίων και παραγωγή νέων φαρµάκων, και για να 

υποστηριχθούν οι υπηρεσίες υγείας τοπικά, δηλαδή στα νοσοκοµεία και ιδιωτικά 
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θεραπευτικά κέντρα της κάθε χώρας. Ο ρόλος των Big data είναι η αποθήκευση, ο 

µετασχηµατισµός και η ενσωµάτωση νέων δεδοµένων, που προέρχονται από αρχεία 

διαφορετικών ή/και νέων τύπων, η κατανόηση της πληροφορίας σε επίπεδο συστήµατος και η 

εφαρµογή µεθόδων για την ανίχνευση των σηµαντικών σηµάτων ή προτύπων, σε συνθήκες 

εξαιρετικά µεγάλων ποσοτήτων δεδοµένων (Volume), εξαιρετικά µεγάλης ταχύτητας 

δεδοµένων (Velocity) και εξαιρετικά ευρείας ποικιλίας δεδοµένων (Variety). Μια σηµαντική 

προσπάθεια συγκέντρωσης των δεδοµένων ασθενών που νόσησαν από το COVID είναι αυτή 

της αµερικανικής NIH µε την βάση δεδοµένων National Clinical COVID Collaboratory 

(N3C), που προέρχονται από CTSA χορηγούµενα ιδρύµατα (Εικόνα 41). Αυτά τα δεδοµένα 

είναι άµεσα προσβάσιµα για στατιστική ανάλυση και υπολογιστικές αναλύσεις (ML), αντί να 

πρέπει ο ερευνητής να ζητήσει ο ίδιος από κάθε νοσοκοµείο τα δεδοµένα (401). 

 

 

Εικόνα 41. Τα πλαίσια ανταλλαγής πληροφοριών/δεδοµένων (401). 

 

Μελλοντικά. Στο τέλος αυτού του κεφαλαίου, αλλά και της διπλωµατικής εργασίας µου, θα 

ήθελα να αναφερθώ σε µια πιθανή µελλοντική διερεύνηση της. Πιο συγκεκριµένα, 

αναφέροµαι στις διαφορές που υπάρχουν στις προαναφερόµενες µεθόδους και εργαλεία στην 

περίπτωση ανάλυσης µεµονωµένων κυττάρων (single cell, sc). Από το 2009 έχουν 

πραγµατοποιηθεί αρκετές µελέτες σε µεµονωµένα κύτταρα και µε την βελτίωση των 

αλληλουχοποιητών υπάρχει ακόµα πιο σηµαντική αύξηση της επιλεκτικότητας και της 

ευκρίνειας στα πειράµατα. Συνεπώς, ενδείκνυται µία µελλοντική ανασκόπηση βασισµένη σε 

µεµονωµένα κύτταρα.   
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