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Μικροσυστοιχίες

Γυάλινο πλακίδιο που αποτελείται από συγκεκριμένες
αλληλουχίες οι οποίες είναι ειδικές για συγκεκριμένα
γονίδια, τους ανιχνευτές (probes), οι οποίοι είναι
ακινητοποιημένοι σε μία κουκκίδα (spot) της γυάλινης
επιφάνειας του πλακιδίου.



Μικροσυστοιχίες

• Ταυτόχρονη ανάλυση του τρόπου έκφρασης χιλιάδων γονιδίων
σε διαφορετικά δείγματα ή σε διαφορετικά στάδια ανάπτυξης

• Σύγκριση έκφρασης σε φυσιολογικές και παθολογικές
καταστάσεις

• Ανταπόκριση σε φαρμακευτικές ουσίες ή θεραπείες

• Παρέχουν χρήσιμες πληροφορίες για τη βιολογική λειτουργία
ενός οργανισμού, βρίσκοντας ποια γονίδια ενεργοποιούνται ή
καταστέλλονται σε διάφορα στάδια ανάπτυξης ή σε απόκριση σε
ερεθίσματα του περιβάλλοντος, όπως η απόκριση σε ορμόνες ή
σε υψηλή θερμοκρασία



Βασικά βήματα για ένα πείραμα
μικροσυστοιχιών

• Διατύπωση του βιολογικού ερωτήματος

• Επιλογή του κατάλληλου τύπου μικροσυστοιχίας (τυπωμένες
μικροσυστοιχίες cDNA, τυπωμένες μικροσυστοιχίες
ολιγονουκλεοτιδίων, μικροσυστοιχίες που κατασκευάστηκαν
με in situ σύνθεση ολιγονουκλεοτιδίων)

• Απομόνωση του RNA από τα δείγματα

• Σήμανση των δειγμάτων με φθορίζουσες ουσίες

• Υβριδισμός στην επιφάνεια της μικροσυστοιχίας

• Σάρωση μικροσυστοιχίας στα μήκη κύματος των
φθορίζουσων ουσιών και μετρώντας τον αντίστοιχο φθορισμό
της κάθε ουσίας

• Χρήση κατάλληλων προγραμμάτων για τη δημιουργία της
τελικής εικόνας των μικροσυστοιχιών. 



Μικροσυστοιχίες

Η συνδυασμένη εικόνα της μικροσυστοιχίας

παρέχει ένα βολικό τρόπο ώστε να βρεθούν τα
γονίδια τα οποία βρίσκονται σε μεγαλύτερη
έκφραση στο δείγμα ελέγχου σε σύγκριση με το
δείγμα αναφοράς



Μικροσυστοιχίες

• Μονοχρωματικές μικροσυστοιχίες (Affymetrix): Κάθε
δείγμα RNA σημαίνεται με μια χρωστική και τοποθετείται
για υβριδισμό σε ένα τσιπ μικροσυστοιχιών.

• Διχρωματικές μικροσυστοιχίες:  Δύο δείγματα RNA 
(ελέγχου – αναφοράς) σημαίνονται με 2 διαφορετικές
φθορίζουσες ουσίες και το τοποθετούνται για υβριδισμό
στο ίδιο τσιπ μικροσυστοιχιών.





Μικροσυστοιχίες

•Με κόκκινο χρώμα εμφανίζεται μια κουκκίδα, αν σε αυτήν η
ποσότητα του δείγματος ελέγχου είναι μεγαλύτερο
•Με πράσινο χρώμα εμφανίζεται μια κουκκίδα, αν σε αυτήν η
ποσότητα του δείγματος αναφοράς είναι μεγαλύτερο
•Με κίτρινο χρώμα εμφανίζεται μια κουκκίδα, αν σε αυτήν οι
ποσότητες του δείγματος ελέγχου και του δείγματος αναφοράς
είναι ίσες
•Με μαύρο χρώμα εμφανίζεται μία κουκκίδα αν κανένα δείγμα
δεν έχει υβριδοποιηθεί
•Οι υπόλοιπες αποχρώσεις εμφανίζονται για αντίστοιχες
ποσότητες των δύο δειγμάτων



Ποσοτικοποίηση δεδομένων

•Η ένταση του φθορισμού μετατρέπεται σε αριθμητικά
δεδομένα και δίνει πληροφορίες σχετικά με την
έκφραση των γονιδίων της μικροσυστοιχίας.

•Το σχετικό επίπεδο έκφρασης για κάθε γονίδιο
αντιστοιχεί με την ποσότητα του κόκκινου ή του
πράσινου φωτός που εκπέμπεται μετά από διέγερση. 

•Για να συσχετίσουμε αυτές τις ποσότητες και να
εξάγουμε το σχετικό επίπεδο έκφρασης κάθε γονιδίου
χρησιμοποιούμε το λόγο έκφρασης
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Σφάλματα στα πειράματα
μικροσυστοιχιών

Τυχαία και συστηματικά σφάλματα συμβαίνουν σε ένα πείραμα

μικροσυστοιχιών:

– Χρήση διαφορετικών φθορίζουσων ουσιών

– Χρήση διαφορετικών πλατφορμών

– Διαφορετικές πειραματικές συνθήκες

– Εισαγωγή θορύβου στα δεδομένα από το σαρωτή



Κανονικοποίηση

Τρόπος ελαχιστοποίησης των σφαλμάτων στα επίπεδα έκφρασης

• Κανονικοποίηση ολικής έντασης (total intensity normalization)

• Lowess (locally weighted linear regression) κανονικοποίηση



Βάσεις δεδομένων μικροσυστοιχιών

• GeneExpression Omnibus (GEO): Βάση δεδομένων του NCBI που
παρέχει δεδομένα γονιδιακής έκφρασης
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/ 

• Array Express: Δημόσια βάση δεδομένων μικροσυστοιχιών η
οποία διατηρείται στο Ευρωπαϊκό Ινστιτούτο Βιοπληροφορικής ΕΒΙ
http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/

• ONCOMINE: Βάση δεδομένων που περιέχει πειράματα
μικροσυστοιχιών που αφορούν διαφόρους τύπους καρκίνου. 
Επίσης παρέχει στο χρήστη εργαλεία διαχείρισης των δεδομένων
για την αποδοτικότερη εύρεση των επιθυμητών πειραμάτων και
γονιδίων http://www.oncomine.org/



Δεδομένα μικροσυστοιχιών



Ανάλυση Μικροσυστοιχιών

1) Στατιστική ανάλυση για εύρεση γονιδίων που υπέρ ή
υπoεκφράζονται

2) Ομαδοποίηση (Clustering)

3) Πρόγνωση (Prediction)



Στατιστική Ανάλυση Μικροσυστοιχιών

• t-test
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Στατιστική Ανάλυση Μικροσυστοιχιών

3)

4)

• SAM (Significance Analysis of Microarrays) – Στατιστική
Ανάλυση Μικροσυστοιχιών

1 2

2 2
1 1 2 2/ 1 / 2

k k

k k k k

x x
S

n n  




 

1 2

2 2
1 2

1 2

p

X X
t

s s
a

n n




 

2

1

k

k

x
t
x


Μια άλλη επιλογή είναι να χρησιμοποιήσουμε
τον λόγο των μέσων τιμών για τις δύο
καταστάσεις. 

με α ίσο με το 90% των σφαλμάτων όλων των
γονιδίων



Computationally Intensive 
methods

• Bootstrap

• Permutation

• Bayesian t-test



Στατιστική Ανάλυση Μικροσυστοιχιών

• Παράδειγμα: Ας υποθέσουμε ότι εξετάζονται 10000 γονίδια τότε με
p-value<0.05, 500 γονίδια αναμένεται να βρεθούν στατιστικά
σημαντικά κατά τύχη (by chance)

• Ανάγκη χρησιμοποίησης των μεθόδων διόρθωσης για πολλαπλές
συγκρίσεις

– Bonferroni: 

– Sidak:

– Holm:

– Holland:

– FDR:
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Εφαρμογή t-test σε ζευγαρωτές παρατηρήσεις



Εφαρμογή t-test σε παρατηρήσεις δυο
δειγμάτων



Ομαδοποίηση (Clustering)

• Oμαδoποιούνται μαζί γονίδια με βάση τα επίπεδα έκφρασης τους

• Αναπαράσταση των ομάδων αυτών με σκοπό την εύρεση πιθανών
σχέσεων μεταξύ των γονιδίων

• Αλγόριθμοι ομαδοποίησης μπορούν να διαχωριστούν σε
επιβλεπόμενους (supervised) και μη-επιβλεπόμενους
(unsupervised)

• Η απόσταση (distance) μεταξύ δύο γονιδίων χρησιμοποιηται ως
είσοδος στους αλγορίθμους ομαδοποίησης:

– Ευκλείδεια απόσταση

– Απόσταση Manhattan

– Συντελεστής Συσχέτισης του Pearson
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Πρόγνωση

• Ενδιαφερόμαστε κυρίως για τη σωστή
πρόγνωση (ταξινόμηση) των ασθενών. 

• Έχει σημασία σε περιπτώσεις πρόβλεψης της
ασθένειας, σαν διαγνωστική δοκιμασία

• Χρησιμοποιούνται οι συνηθισμένες μέθοδοι
ταξινόμησης (Νευρωνικά Δίκτυα, SVM, κλπ)

• Πολλές φορές απαιτείται κάποια μέθοδος
επιλογής των πιο σημαντικών γονιδίων





Αλγόριθμοι Ομαδοποίησης

Ιεραρχική ταξινόμηση:

α)Single Linkage Clustering

β) Complete Linkage Clustering

γ) Average Linkage Clustering



Αλγόριθμοι Ομαδοποίησης

• Κ-means

• SOMs

• SVΜ

• PCA

• MCL



Αλγόριθμοι Ομαδοποίησης

• Κ-means

• SOMs

• SVΜ

• PCA

• MCL



Μετα-Ανάλυση

• Παρουσία θορύβου στα αποτελέσματα

• Μη επαναλήψιμα αποτελέσματα μεταξύ των πειραμάτων

• Στατιστικό εργαλείο που επεξεργάζεται τα δεδομένα και τα
αποτελέσματα μελετών που ερευνούν το ίδιο ερώτημα

• Παρέχει ένα τελικό συμπέρασμα το οποίο προέρχεται από μια
σύνθεση ανεξάρτητων συνόλων δεδομένων

Normand, S. L. (1999). "Meta-analysis: formulating, evaluating, combining, and reporting." Stat Med 18(3): 321-59 



Μετα-ανάλυση Μικροσυστοιχιών

Μέθοδοι μετα-ανάλυσης:
– t-test 

– Rank Product (Γινόμενο των βαθμών κατάταξης)

– Συνδυασμός των p-values

Hong, F. and R. Breitling (2008). "A comparison of meta-analysis methods for detecting differentially expressed genes in microarray
experiments." Bioinformatics 24(3): 374-82.
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Μετά το clustering και τη μετα-
ανάλυση?

• Χρήση λογισμικών για εύρεσης κοινών χαρακτηριστικών μεταξύ
ομάδων γονιδίων

• Δημιουργία γονιδιακών υπογραφών με σκοπό την πρόβλεψη
ασθενειών


