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Α. Εισαγωγή 
 

1. Ερυθροποίηση 
Η ερυθροποίηση είναι µια αυστηρά ελεγχόµενη διαδικασία που περιλαµβάνει τη 

διαφοροποίηση των αιµοποιητικών βλαστικών κυττάρων, τα οποία βρίσκονται στο µυελό 

των οστών, σε ώριµα ερυθροκύτταρα, τα οποία µεταφέρουν οξυγόνο στους ιστούς, µε σκοπό 

τη διατήρηση της οµοιόστασης των επιπέδων οξυγόνου (O2) στο σώµα (Elliott et al., 2008; 

Testa, 2004; Zivot et al., 2018). Μέσω της ερυθροποίησης παράγονται περίπου 200 

δισεκατοµµύρια ερυθροκύτταρα καθηµερινά, ενώ η παραγωγή αυτή µπορεί να αυξηθεί 

σηµαντικά ανάλογα µε τις ανάγκες του οργανισµού (Valent et al., 2018). 

 Η συνεχής παραγωγή κυττάρων του αίµατος διασφαλίζεται µε την παρουσία 

ολοδύναµων αιµοποιητικών βλαστικών κυττάρων (HSCs), τα οποία έχουν την ικανότητα 

αυτοανανέωσης και διαφοροποίησης (Testa, 2004). Αρχικά κατά την ερυθροποίηση, από τα 

HSCs προκύπτουν δύο µεγάλες κατηγορίες προγονικών κυττάρων, τα κοινά µυελικά 

προγονικά κύτταρα (CMPs) και τα κοινά λεµφικά προγονικά κύτταρα (CLPs). Από τα CMPs 

προκύπτουν οι πληθυσµοί των µεγακαρυωτικών/ερυθροκυτταρικών προγονικών κυττάρων  
	

	
Εικόνα	1.	Αιμοποιητικά	κύτταρα	και	προγονικές	κυτταρικές	σειρές	διαφοροποίησης	(από	Passegue	et	al.,	2003) 

(MEPs) και των κοινών προγονικών µυελικών κοκκιοκυττάρων (GMPs) (Εικόνα 1). Στη 

συνέχεια, ο πληθυσµός των MEPs µπορεί να δώσει µετά τη διαφοροποίησή του άλλες δύο 
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κυτταρικές κατηγορίες, είτε τους µεγακαρυοβλάστες (MKPs) είτε τα ερυθροποιητικά 

προγονικά κύτταρα. Από τους µεγακαρυοβλάστες προκύπτουν τα αιµοπετάλια, ενώ από τα 

ερυθροποιητικά προγονικά κύτταρα προκύπτουν, έπειτα από µερικά επιπρόσθετα στάδια 

διαφοροποίησης, τα ώριµα ερυθροκύτταρα (Singh, 2018, 

Εικόνα 2).  

Στην πρώτη καθορισµένη ερυθροποιητική 

προγονική κυτταρική σειρά διαφοροποίησης ανήκουν 

κύτταρα τα οποία µπορούν να αναπτύξουν σε 

κυτταροκαλλιέργειες µονάδες «εκρηκτικής αύξησης» 

ερυθροειδών κυττάρων BFU-E (Burst-forming units – 

erythroid). Όταν ένα κύτταρο BFU-E αναπτυχθεί σε 

θρεπτικό το οποίο περιέχει ερυθροποιητίνη, µπορεί να 

δώσει περίπου 500 ώριµα ερυθροκύτταρα σε 6-10 ηµέρες. 

Τα κύτταρα BFU-E διαφοροποιούνται σε έναν άλλο τύπο 

κυττάρων που ονοµάζονται CFU-E (Colony-forming units 

– erythroid), τα οποία µε τη σειρά τους διαφοροποιούνται 

σε κλασσικούς ερυθροβλάστες (Singh, 2018; Zivot et al., 

2018). 

Τα στάδια των ερυθροβλαστών ακολουθούν την 

εξής σειρά: προερυθροβλάστης, βασεόφιλος 

ερυθροβλάστης, πολυχρωµατικός ερυθροβλάστης και 

ορθοχρωµατικός ερυθροβλάστης. Για τη µετάβαση στο 

στάδιο του προερυθροβλάστη καθώς και του βασεόφιλου 

ερυθροβλάστη είναι απαραίτητη η ερυθροποιητίνη (Singh, 

2018). Η φάση του ερυθροβλάστη περιλαµβάνει τη 

σταδιακή συσσώρευση αιµοσφαιρίνης, τη µείωση του κυτταρικού µεγέθους και τη 

συµπύκνωση του πυρήνα που έχει ως τελικό αποτέλεσµα την αποβολή του και τη 

διαφοροποίηση των ερυθροβλαστών σε δικτυοερυθροκύτταρα (Zivot et al., 2018). 

Η τελευταία φάση της ερυθροποίησης περιλαµβάνει την ωρίµανση των 

δικτυοερυθροκυττάρων σε ώριµα ερυθροκύτταρα. Αυτή λαµβάνει χώρα στα ερυθροβλαστικά 

νησίδια του µυελού των οστών, όπου 1 ή 2 µακροφάγα κύτταρα περιβάλλονται από µέχρι και 

30 κύτταρα του ερυθροποιητικού συστήµατος σε διάφορες φάσης της ερυθροποίησης (από 

το στάδιο του κυττάρου CFU-E έως και του ερυθροβλάστη). Η σύνδεση αυτή µε τα 

µακροφάγα δηµιουργεί ένα περιβάλλον επικοινωνίας στο οποίο λαµβάνουν χώρα όλες οι 

Εικόνα	 2.	 Ερυθροποίηση.	 Σχηματική	
απεικόνιση	 της	 διαδοχής	 των	 σειρών	
διαφοροποίησης	για	τον	σχηματισμό	των	
ώριμων	 ερυθροκυττάρων.	
Επισημαίνονται	 τα	 στάδια	 όπου	 είναι	
απαραίτητη	η	ερυθροποιητίνη	καθώς	και	
τα	 στάδια	 στα	 οποία	 γίνεται	 η	 σύνδεση	
αιμοσφαιρίνης	(από	Singh,	2018).	 
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αλληλεπιδράσεις που είναι απαραίτητες για την διαφοροποίηση και τον πολλαπλασιασµό 

των κυττάρων. Τα διαφοροποιηµένα ώριµα ερυθροκύτταρα απελευθερώνονται στο 

περιφερικό αίµα (Valent et al., 2018; Zivot et al., 2018). 

 

1.1 Μεταγραφικοί παράγοντες στην ερυθροποίηση 

Στη διαδικασία της ερυθροποίησης εµπλέκονται πολλοί µεταγραφικοί παράγοντες οι 

οποίοι ρυθµίζουν την έκφραση των γονιδίων στόχων τους. Ένας από αυτούς είναι ο 

επαγόµενος από την υποξία παράγοντας HIF, ο οποίος ανήκει στην οικογένεια 

µεταγραφικών παραγόντων έλικας-στροφής-έλικας (basic helix-loop-helix). Προσδένεται σε 

ειδικές αλληλουχίες του DNA που αναφέρονται ως στοιχεία απόκρισης στην υποξία 

(Hypoxia-response elements – HREs) και στον ενισχυτή της 3’ περιοχής του γονιδίου της 

ερυθροποιητίνης και επάγει την έκφρασή του στους νεφρούς και στο ήπαρ (Singh, 2018). 

Η ερυθροποιητίνη (EPO) είναι µια κυτοκίνη που συντίθεται κυρίως στους νεφρούς. 

Στοχεύει κύτταρα που βρίσκονται στο µυελό των οστών και εκφράζουν τον υποδοχέα της 

ερυθροποιητίνης (EPOR) και έχει ως κύρια λειτουργία τη ρύθµιση της κατανοµής οξυγόνου 

στους περιφερικούς ιστούς (Testa, 2004; Zivot et al., 2018). Η δράση της EPO 

διεκπεραιώνεται µέσω της πρόσδεσής της στον υποδοχέα της EPOR, ο οποίος βρίσκεται 

στην επιφάνεια των ερυθροποιητικών προγονικών κυττάρων (Εικόνα 3). Η πρόσδεση της 

EPO στον υποδοχέα της έχει ως αποτέλεσµα την ενεργοποίηση πολλαπλών µονοπατιών 

µεταγωγής σήµατος, συµπεριλαµβανοµένων και των σηµατοδοτικών µονοπατιών του 

µεταγωγέα σήµατος και ενεργοποιητή της µεταγραφής 5 (STAT5), της PI3 κινάσης/AKT και 

SHC/RAS/mitogen-activated protein kinase (MAPK). Η απενεργοποίηση οποιουδήποτε εκ 

των δύο πρώτων σηµατοδοτικών µονοπατιών έχει ως αποτέλεσµα µειωµένη παραγωγή 

ερυθροκυττάρων, ενώ η απενεργοποίηση του τρίτου µονοπατιού έχει ελαφρές επιδράσεις 

στην ερυθροποίηση (Hattangadi et al., 2011).  

Οι πρωτεΐνες της οικογένειας GATA (GATA-1 και GATA-2) προσδένονται στην 

περιοχή του υποκινητή του γονιδίου της EPO και το ρυθµίζουν αρνητικά. Εκτός από τη 

ρύθµιση του γονιδίου της EPO, οι πρωτεΐνες GATA-1 και GATA-2 έχουν σηµαντικό ρόλο 

στη ρύθµιση της έκφρασης ειδικών γονιδίων για την κάθε κυτταρική σειρά διαφοροποίησης 

κατά την ερυθροποίηση, καθώς η σχετική αναλογία έκφρασης των GATA-1 και GATA-2 

προωθεί την έκφραση των γονιδίων στόχων που είναι απαραίτητα για την ωρίµανση των 

ερυθροκυττάρων και την έκφραση των γονιδίων της β-σφαιρίνης (Zivot et al., 2018). Στα 

ερυθροκύτταρα, µεταγραφικοί παράγοντες ειδικοί για κάθε κυτταρική σειρά διαφοροποίησης  
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Εικόνα	3.	Σχηματική	αναπαράσταση	του	μηχανισμού	σηματοδότησης	της	ερυθροποιητίνης	μέσω	του	υποδοχέα	της.	(1)	Οι	
υποδοχείς	EPO	υπάρχουν	σαν	ανενεργά	προσχηματισμένα	διμερή	στην	επιφάνεια	του	κυττάρου	με	κινάσες	JAK2	συνεχώς	
προσδεδεμένες.	 (2)	 Η	 σύνδεση	 της	 ερυθροποιητίνης	 προκαλεί	 αναδιάταξη	 των	 υποδοχέων	 που	 επιτρέπει	 την	 trans-
φωσφορυλίωση	 και	 ενεργοποίηση	 των	 κινασών	 JAK2.	 (3)	 Οι	 ενεργοποιημένες	 κινάσες	 φωσφορυλιώνουν	 κατάλοιπα	
τυροσίνης	 στους	 υποδοχείς	 της	 EPO	 δημιουργώντας	 θέσεις	 πρόσδεσης	 για	 πρωτεΐνες	 που	 περιέχουν	 SH2.	 (4)	
Σηματοδοτικά	 μόρια	 που	 περιέχουν	 αυτοτελείς	 λειτουργικές	 περιοχές	 SH2	 προσδένονται	 στους	 φωσφορυλιωμένους	
υποδοχείς	 EPO	 και	 φωσφορυλιώνονται	 από	 τις	 κινάσες	 JAK2.	 Τα	 ενεργοποιημένα	 σηματοδοτικά	 μόρια	 επάγουν	 την	
ερυθροποίηση.	 (5)	 Τερματισμός	 της	 μετάδοσης	 σήματος	 συμβαίνει	 όταν	 φωσφατάσες	 αποφωσφορυλιώνουν	 του	
υποδοχείς	της	EPO	και	τα	σύμπλοκα	που	είναι	προσδεδεμένα	στην	ερυθροποιητίνη	ενδοκυτταρώνονται	(από	Singh,	2018)		

 

όπως ο GATA1, SCL/Tal1, LMO2 και άλλοι, αλληλοεπιδρούν µε επαγόµενους από την 

EPO µεταγωγείς σήµατος και ενεργοποιητές τη µεταγραφής, όπως ο STAT5, για να 

εκφράσουν τα απαιτούµενα για την ερυθροποιητική διαφοροποίηση (Hattangadi et al., 2011). 

Ο STAT5 είναι ένας µεταγραφικός παράγοντας της οικογένειας SΤΑΤ, στην οποία 

ανήκουν µεταγραφικοί παράγοντες που έχουν ρόλο ως µεταγωγείς σήµατος και 

ενεργοποιητές της µεταγραφής (Signal transducers and activators of transcription). Οι 

παράγοντες αυτής της οικογένειας βρίσκονται ανενεργοί στο κυτταρόπλασµα και 

ενεργοποιούνται από κάποιο εξωκυτταρικό σήµα (όταν για παράδειγµα µια κυτοκίνη, ένας 

αυξητικός παράγοντας ή µια ορµόνη προσδένονται σε συγκεκριµένο επιφανειακό υποδοχέα 

του κυττάρου). Ειδικότερα για τον SΤΑΤ5, ένας από τους υποδοχείς κυτοκίνης που προκαλεί 

την ενεργοποίησή του είναι ο EPOR µετά από πρόσδεση της EPO (Testa, 2004). Μετά την 

πρόσδεση ενός συνδέτη στον υποδοχέα, προκαλείται η φωσφορυλίωση των κινασών JAK 

(Janus Kinase) οι οποίες αλληλοφωσφορυλιώνονται. Μετά τη φωσφορυλίωση και 

ενεργοποίησή τους, οι JAKs φωσφορυλιώνουν τον υποδοχέα δηµιουργώντας θέσεις 

πρόσδεσης για τον STAT5, τον οποίο και φωσφορυλιώνουν. Το µονοπάτι JAK-SΤΑΤ 

αλληλοεπιδρά και µε άλλα µονοπάτια, όπως αυτά των κινασών ERK-MAPK και της κινάσης 

PI3K (Katsantoni, 2012). Ο ενεργοποιηµένος STAT5 διµερίζεται και µετατοπίζεται από το 
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κυτταρόπλασµα στον πυρήνα, όπου και δρα ρυθµίζοντας τη µεταγραφή γονιδίων σχετικών 

µε τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό και τη διαφοροποίηση. Στα γονίδια στόχους του STAT5 

περιλαµβάνεται και το αντιαποπτωτικό γονίδιο Bcl-XL. Η ρύθµιση του γονιδίου από τον 

STAT5 εξηγεί την αντιαποπτωτική του δράση στις ερυθροποιητικές κυτταρικές σειρές. 

Απώλεια έκφρασης και των δύο ισοµορφών (STAT5a & STAT5b) του παράγοντα STAT5 σε 

έµβρυα ποντικών έχει ως αποτέλεσµα σοβαρή αναιµία λόγω µειωµένης επιβίωσης των 

ερυθροποιητικών προγονικών κυττάρων (Testa, 2004). 

 

2. Αναιµία 
Η αναιµία είναι µια κατάσταση στην οποία ο αριθµός των ερυθρών αιµοσφαιρίων στο 

αίµα ή η ικανότητά τους να µεταφέρουν οξυγόνο στους ιστούς είναι ανεπαρκής και δεν 

ανταποκρίνεται στις φυσιολογικές ανάγκες του οργανισµού. Οι ανάγκες αυτές ποικίλουν 

ανάλογα µε την ηλικία, το φύλο, το υψόµετρο και άλλους παράγοντες. Διάφοροι παράγοντες 

µπορούν να προκαλέσουν αναιµία, ενώ µπορεί να υπάρχουν περισσότερες από µια αιτίες 

πρόκλησης αναιµίας σε ένα άτοµο. Στους παράγοντες αυτούς ανήκουν η σιδηροπενία, η 

οποία είναι υπεύθυνη για το 50% των περιπτώσεων αναιµίας, ενώ η αυξηµένη απώλεια 

αίµατος κατά την έµµηνο ρύση και οι οξείες ή χρόνιες µολύνσεις µπορούν επίσης να 

χαµηλώσουν τη συγκέντρωση της αιµοσφαιρίνης (Hb) του αίµατος και να προκαλέσουν 

αναιµία. Αυξηµένο κίνδυνο αναιµίας έχουν άτοµα µε ελλείψεις βιταµινών όπως οι βιταµίνες 

Α, Β12 και ριβοφλαβίνη. Άλλες αιτίες αναιµίας είναι οι αιµοσφαιρινοπάθειες (De Benoist et 

al., 2008). 

 

2.1 Μεσογειακή αναιµία 

Η µεσογειακή αναιµία ή θαλασσαιµία είναι µια αιµοσφαιρινοπάθεια στην οποία 

παρατηρείται αναποτελεσµατική ερυθροποίηση που χαρακτηρίζεται από αυξηµένη 

απόπτωση των ερυθροκυττάρων που ωριµάζουν (Εικόνα 4). Στην θαλασσαιµία έχει 

εντοπιστεί µεγάλος αριθµός διαφορετικών µεταλλαγών που προκαλούν µη φυσιολογική 

έκφραση των γονιδίων των σφαιρινών, µε αποτέλεσµα την µερική ή πλήρη µείωση της 

σύνθεση των αλυσίδων των σφαιρινών (Rivella, 2009).  
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Η φυσιολογική ενήλικη ανθρώπινη αιµοσφαιρίνη Α (HbA) αποτελείται από 2 ζεύγη 

αλυσίδων σφαιρινών α και β (α2β2), η σύνθεση των οποίων είναι συνήθως συντονισµένη 

ώστε να υπάρχουν σε ίσες ποσότητες (Ribeil et al., 2013). Ανάλογα µε το ποια γονίδια 

σφαιρινών έχουν επηρεαστεί, οι θαλασσαιµίες διακρίνονται σε α- και β-θαλασσαιµίες. Η α-

θαλασσαιµία συχνά οφείλεται σε ελλείψεις µέσα στο σύµπλεγµα γονιδίων των α-σφαιρινών 

που οδηγούν σε απώλεια λειτουργίας ενός ή και των δύο γονιδίων της α-σφαιρίνης σε κάθε 

ένα από τους δύο γονιδιακούς τόπους. Σε περίπτωση απενεργοποίησης και των 4 γονιδίων 

της α-σφαιρίνης παρατηρείται η µείζων α-θαλασσαιµία, οποία µπορεί να προκαλέσει 

ενδοµήτριο θάνατο. Η β-θαλασσαιµία οφείλεται συνήθως σε σηµειακές µεταλλαγές του β-

Εικόνα	 4.	 Σχηματική	 αναπαράσταση	 της	 φυσιολογικής	 και	 της	 αναποτελεσματικής	 ερυθροποίησης.	 Α)	 Σε	
φυσιολογικές	 συνθήκες,	 οι	 ερυθροβλάστες	 παράγουν	 ερυθροκύτταρα	 και	 υπάρχει	 ισορροπία	 μεταξύ	
πολλαπλασιασμού,	 διαφοροποίησης	 και	 απόπτωσης	 των	 κυττάρων.	 Β)	 Στην	 αναποτελεσματική	 ερυθροποίηση,	
προγονικά	 ερυθροποιητικά	 κύτταρα	αποπίπτουν,	 η	 παραγωγή	 ερυθροκυττάρων	 ελαττώνεται	 και	 διαταρράσεται	 η	
ισορροπία	 μεταξύ	 πολλαπλασιασμού,	 διαφοροποίησης	 και	 απόπτωσης	 των	 κυττάρων.	 Στη	 θαλασσαιμία	 τα	
προγονικά	 ερυθροποιητικά	 κύτταρα	 πολλαπλασιάζονται	 με	 αυξημένο	 ρυθμό	 και	 ταυτόχρονα	 μειώνεται	 ο	 ρυθμός	
κυτταρικής	διαφοροποίησης,	οδηγώντας	σε	αύξηση	των	προγονικών	ερυθροποιητικών	κυττάρων	παρά	τον	αυξημένο	
ρυθμό	απόπτωσης	(Ginzburg	&	Rivella,	2011).		
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γονιδίου της σφαιρίνης που περιλαµβάνουν µόνο ένα ή περιορισµένο αριθµό νουκλεοτιδίων. 

Ανάλογα µε την περιοχή της µεταλλαγής, η σοβαρότητα της πάθησης ποικίλλει µε τις πιο 

σοβαρές συνέπειες να παρατηρούνται σε µεταλλαγές του υποκινητή και των 

µεταγραφόµενων περιοχών (Rivella, 2009). Οι επιπτώσεις αυτών των µεταλλαγών έχουν ως 

αποτέλεσµα τη διαταραχή της ισορροπίας στη σύνθεση των αλυσίδων της α- και β-σφαιρίνης 

και τη συσσώρευση ελεύθερων αλυσίδων α-σφαιρίνης, οι οποίες σχηµατίζουν τοξικά 

συσσωµατώµατα. Τα συσσωµατώµατα τελικά οδηγούν σε µειωµένη ζωή των 

ερυθροκυττάρων λόγω αιµόλυσης, σε πρόωρο θάνατο των προγονικών κυττάρων στο µυελό 

των οστών και τελικά σε αναιµία (Ribeil et al., 2013). Η β-θαλασσαιµία χωρίζεται σε τρεις 

τύπους, την ελάσσονα, την ενδιάµεση και τη µείζονα. Η ελάσσων β-θαλασσαιµία δεν 

εµφανίζει συµπτώµατα και ο φορέας έχει φυσιολογικό προσδόκιµο ζωής, η ενδιάµεση 

συνδέεται µε διάφορα συµπτώµατα και εµφανίζεται µε ποικίλους βαθµούς σοβαρότητας, ενώ 

η µείζων είναι η πιο βαριά µορφή. Σε ασθενείς που εξαρτώνται από µεταγγίσεις αίµατος 

παρατηρείται υπερφόρτωση σιδήρου και είναι απαραίτητη η χηλική θεραπεία για την 

αποσιδήρωσή τους. Μια συχνή αιτία θανάτου ασθενών µε µείζων β-θαλασσαιµία είναι οι 

καρδιολογικές επιπλοκές λόγω υπερφόρτωσης σιδήρου. Οι επιπλοκές από την θεραπεία αλλά 

και ο σύνθετος φαινότυπος της β-θαλασσαιµίας είναι δύο από τους λόγους για τους οποίους 

είναι απαραίτητη η ανάπτυξη νέων µοριακών µεθόδων για την κατηγοριοποίηση των 

ασθενών, αλλά και για τη διαχείριση της θεραπείας τους. Ένα σηµαντικό πρόβληµα που 

υπάρχει στην κλινική πράξη είναι η διάκριση µεταξύ της ενδιάµεσης β-θαλασσαιµίας 

(Thalassaemia Intermedia, TI) και της µείζονος β-θαλασσαιµίας (Thalassaemia Major, TM), 

ώστε να αποφευχθούν µεταγγίσεις αίµατος, οι οποίες δεν είναι απαραίτητες στους ασθενείς 

του ενδιάµεσου τύπου, και να ξεκινήσουν εγκαίρως οι µεταγγίσεις σε ασθενείς του µείζονος 

τύπου. Συνεπώς, είναι σηµαντική η ανακάλυψη νέων βιοδεικτών και παραγόντων που 

συνεισφέρουν στη διάκριση µεταξύ των δύο καταστάσεων της ασθένειας, η οποία σε πολλές 

περιπτώσεις είναι δύσκολη (Katsantoni, 2019).  

 

3. Ανακάλυψη βιοδεικτών 
Ο βιοδείκτης είναι ένα αντικειµενικά µετρήσιµο χαρακτηριστικό το οποίο περιγράφει 

µια φυσιολογική ή µη φυσιολογική βιολογική κατάσταση σε έναν οργανισµό. Βιοµόρια όπως 

το DNA, το RNA, οι πρωτεΐνες και τα πεπτίδια ή οι διάφορες χηµικές µετατροπές των 

βιοµορίων µπορούν να αποτελέσουν χρήσιµους βιοδείκτες. Με την πρόοδο των τεχνολογιών 

γενοµικής ανάλυσης και των στοχευµένων µοριακών θεραπειών, ιδιαίτερη σηµασία έχουν 
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αρχίσει να λαµβάνουν οι βιοδείκτες στην κλινική πράξη (Goossens et al., 2015). Μια 

κατηγοριοποίηση των βιοδεικτών, όπως παρουσιάζεται από τους McDermott et al 2013, είναι 

ο διαχωρισµός τους σε βιοδείκτες κινδύνου, διαγνωστικούς και προγνωστικούς βιοδείκτες. 

Οι βιοδείκτες κινδύνου αναγνωρίζουν ασθενείς οι οποίοι πιθανώς θα αναπτύξουν µια 

ασθένεια. Οι διαγνωστικοί βιοδείκτες συµβάλλουν στον εντοπισµό µιας ασθένειας σε πρώιµο 

στάδιο, βοηθούν στην ταξινόµηση σε υποτύπους της ασθένειας και στον χαρακτηρισµό της 

απόκρισης στη θεραπεία. Τέλος, οι προγνωστικοί βιοδείκτες συµµετέχουν στην πρόβλεψη 

της προόδου ή της επανεµφάνισης της ασθένειας και αναγνωρίζουν ασθενείς που είναι 

πιθανότερο να ανταποκριθούν σε κάποια θεραπεία (McDermott et al., 2013). Η ανακάλυψη 

βιοδεικτών για εφαρµογή σε κλινικό επίπεδο και για βελτίωση της εξατοµικευµένης ιατρικής 

ακριβείας είναι πολύ σηµαντική σήµερα.  

Η ιατρική ακριβείας (Precision Medicine), γνωστή παλαιότερα και ως εξατοµικευµένη 

ιατρική, είναι µια µορφή ιατρικής που λαµβάνει υπόψη της τα ειδικά χαρακτηριστικά ενός 

ασθενή ώστε να εξατοµικεύσει την πρόληψη, τη διάγνωση και τη θεραπεία. Εκτός από τις 

κλινικές και επιδηµιολογικές πληροφορίες, η ιατρική ακριβείας βασίζεται σε πληροφορίες 

που παρέχονται από διάφορα πεδία οµικών αναλύσεων που εµφανίστηκαν τα τελευταία 

χρόνια όπως είναι η γενοµική, η µεταγραφοµική και η πρωτεοµική. Σε καθεµία από αυτές τις 

οµικές αναλύσεις µελετάται ένα διαφορετικό σύνολο βιοµορίων. Στη γενοµική 

πραγµατοποιείται µελέτη του γονιδιώµατος ή ενός µεγάλου υποσυνόλου του, στη 

µεταγραφοµική µελετάται το σύνολο των µεταγράφων ενός βιολογικού επιπέδου οργάνωσης 

(κύτταρο, ιστός, οργανισµός), ενώ στην πρωτεοµική γίνεται ανάλυση των πρωτεϊνών που 

απαντώνται σε κάποιο από τα βιολογικά επίπεδα οργάνωσης (Quezada et al., 2017). 

Στο παρελθόν, η ανακάλυψη ενός βιοδείκτη ήταν περισσότερο στοχευµένη και 

βασιζόταν σε µελέτες και στοιχεία σχετικά µε την ασθένεια, καθιστώντας τα πρώτα στάδια 

της ανακάλυψης αρκετά δύσκολα. Πλέον, οι οµικές τεχνολογίες προσφέρουν τη δυνατότητα 

µελέτης χιλιάδων µορίων χωρίς να υπάρχει κάποια προηγούµενη γνώση για αυτά ή 

συσχέτισή τους µε κάποια ασθένεια, µε αποτέλεσµα να είναι δυνατή η διατύπωση µιας 

ερευνητικής υπόθεσης βασισµένης στα δεδοµένα αυτά (Goossens et al., 2015). Οι 

τεχνολογίες αυτές έχουν επιτρέψει την πρόσβαση σε µεγάλη ποσότητα ποσοτικών 

δεδοµένων διαφορικώς εκφραζόµενων mRNAs, microRNAs και πρωτεϊνών από µελέτες 

ασθενών και υγιών ατόµων. Για την ανάλυση και εξαγωγή συµπερασµάτων από τέτοιου 

είδους και µεγέθους δεδοµένα είναι απαραίτητη η χρήση βιοπληροφορικών εργαλείων 

(McDermott et al., 2013). 

 



	

	 12	

3.1 Αλληλούχιση RNA 

 Μια από τις πιο συχνά χρησιµοποιούµενες οµικές τεχνολογίες για ανακάλυψη 

βιοδεικτών είναι η αλληλούχιση του µεταγραφώµατος ή αλλιώς αλληλούχιση RNA (RNA-

Sequencing, RNA-Seq). Η αλληλούχιση πραγµατοποιείται σε µηχανήµατα αλληλούχιση νέας 

γενιάς (Next Generation Sequencing, NGS) και 

αποτελεί την πιο ευρέως χρησιµοποιούµενη µέθοδο για 

τη µελέτη γονιδιακής έκφρασης. Συγκριτικά µε την 

παλαιότερη µέθοδο των µικροσυστοιχιών, η RNA-Seq 

έχει λιγότερο θόρυβο, µεγαλύτερη αξιοπιστία και 

εύρος στα δεδοµένα που παράγονται.  

Το µεγαλύτερο πλεονέκτηµα της µεθόδου είναι η 

ακριβής αλληλούχιση του µεταγράφου, η οποία µπορεί 

να οδηγήσει στην ανακάλυψη άγνωστων γονιδίων και 

νέων µεταγράφων γνωστών γονιδίων (Hrdlickova et 

al., 2017). 

Κατά το RNA-Seq, δεν αλληλουχείται το µόριο 

RNA αλλά ο συµπληρωµατικός κλώνος DNA. Αυτό 

συµβαίνει λόγω των πλεονεκτηµάτων που έχει 

πειραµατικά το µόριο του DNA, για παράδειγµα της 

ευκολότερης διαχείρισής του µε ήδη εδραιωµένες 

τεχνικές, και της µεγαλύτερης σταθερότητάς του 

έναντι του RNA. Η διαδικασία της προετοιµασίας της 

βιβλιοθήκης από το δείγµα προς αλληλούχιση 

συνοψίζεται στα παρακάτω βήµατα και στην Εικόνα 5: 

  

• Αποµόνωση των µορίων RNA, µέσω σφαιριδίων που φέρουν ολιγονουκλεοτίδια 

θυµίνης (T) στα οποία προσδένονται τα µόρια RNA µε ουρά πολυ-αδενίνης (poly-A).  

• Κατακερµατισµός των µορίων σε µικρότερου µήκους αλληλουχίες µέσω ενζυµικής 

επεξεργασίας. 

• Αντίστροφη µεταγραφή των µορίων µε τυχαία εξαµερή ως εκκινητές και παραγωγή 

µορίων συµπληρωµατικού DNA (First strand cDNA synthesis). 

• Σύνθεση του δεύτερου κλώνου cDNA (Second strand cDNA synthesis). 

Εικόνα	 5.	 Πρωτόκολλο	 προετοιμασίας	
βιβλιοθηκών	 για	 RNA-Seq	 (προσαρμογή	
από	 Illumina	 TruSeq	 RNA	 Sample	
Preparation	Kit	v2) 
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• Επισκευή των µονόκλωνων άκρων των cDNA µε χρήση πολυµεράσης και 3΄-5΄ 

εξωνουκλεάσης. 

• Αδενυλίωση των 3΄ άκρων για την αποφυγή πρόσδεσης των τµηµάτων µεταξύ τους 

•  Πρόσδεση αλληλουχιών προσαρµογέων (Adapters). Οι αλληλουχίες προσαρµογείς 

δίνουν τη δυνατότητα προσδιορισµού του κλώνου από τον οποίο προήλθε η 

αλληλουχία (Strand-specificity). Στις αλληλουχίες προσαρµογείς µπορούν να 

συµπεριληφθούν και µοριακές ετικέτες (molecular labels – barcodes), οι οποίες 

βοηθάνε στη διάκριση του δείγµατος από το οποίο προήλθε η κάθε αλληλουχία, στην 

περίπτωση που περισσότερα από ένα δείγµατα RNA αλληλουχηθούν ταυτόχρονα.  

• Ενίσχυση µε αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (PCR) µε τυχαίους εκκινητές. 

• Επιβεβαίωση της ποιότητας των βιβλιοθηκών. 

• Κανονικοποίηση της ποσότητας και συνένωσή τους προς αλληλούχιση. 

Η αλληλούχιση των δειγµάτων µπορεί να γίνει Single-end, στην οποία το µηχάνηµα 

αλληλούχισης διαβάζει την κάθε αλληλουχία DNA µόνο σε µία κατεύθυνση ή Paired-end, 

στην οποία η κάθε αλληλουχία DNA διαβάζεται και προς τις δύο κατευθύνσεις (Hrdlickova 

et al., 2017).  

 

3.1.1 Βιοπληροφορική Ανάλυση Αλληλούχισης RNA (RNA-Seq) 

Τα αποτελέσµατα της αλληλούχισης RNA νέας γενιάς δηµιουργούν µεγάλο όγκο 

δεδοµένων και χρειάζονται επεξεργασία µε υπολογιστικές τεχνικές. Ένας από τους λόγους 

πραγµατοποίησης ενός πειράµατος αλληλούχισης RNA είναι η αναζήτηση γονιδίων, τα 

οποία έχουν απορρυθµιστεί σηµαντικά από τη φυσιολογική κατάσταση του κυττάρου. Η 

απάντηση δίνεται µε ανάλυση διαφορικής έκφρασης (Differential Expression Analysis), η 

οποία αποτελείται από πέντε βασικά βήµατα όπως περιγράφονται στο άρθρο των 

Yamalanchili et al (2017). Το µηχάνηµα αλληλούχισης νέας γενιάς παράγει εκατοµµύρια 

αλληλουχίες, που αποκαλούνται διαβάσµατα (reads), τις οποίες αποθηκεύει σε αρχεία 

κειµένου της µορφής fastq, µαζί µε πληροφορίες για την ποιότητα της αλληλούχισης.  

Το πρώτο βήµα στην ανάλυση διαφορικής έκφρασης είναι ο έλεγχος της ποιότητας των 

δεδοµένων. Σε αυτό το βήµα ελέγχονται η ποιότητα της αλληλούχισης των βάσεων σε κάθε 

διάβασµα, το περιεχόµενο των διαβασµάτων σε νουκλεοτίδια γουανίνης-κυτοσίνης (GC 

content), καθώς και αλληλουχίες οι οποίες µπορεί να απαντώνται πολύ περισσότερο από το 

µέσο όρο (overrepresented sequences). 
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Στο επόµενο βήµα αφαιρούνται οι αλληλουχίες ή τµήµατα αυτών που δεν έχουν καλή 

ποιότητα ώστε να χρησιµοποιηθούν µόνο αξιόπιστα δεδοµένα στην επακόλουθη ανάλυση. 

Στα µηχανήµατα NGS είναι συχνό το φαινόµενο πτώσης της ποιότητας της αλληλούχισης 

στα άκρα της παραγόµενης αλληλουχίας. Συνεπώς, αφαιρείται συνήθως ένας µικρός αριθµός 

βάσεων από την αρχή και το τέλος κάθε διαβάσµατος.  

Κατά το τρίτο βήµα πραγµατοποιείται η στοίχιση των διαβασµάτων στο γονιδίωµα 

αναφοράς µε τη χρήση κάποιου κατάλληλου εργαλείου. Στα ευκαρυωτικά γονιδιώµατα, 

λόγω της παρουσίας ιντρονίων στις αλληλουχίες των γονιδίων, χρησιµοποιούνται αλγόριθµοι 

στοίχισης που λαµβάνουν υπόψη τους τα σηµεία µατίσµατος και µπορούν να στοιχίσουν ένα 

διάβασµα σωστά χωρίζοντας κατάλληλα την αλληλουχία του στο σηµείο που µεσολαβεί το 

ιντρόνιο στο αντίστοιχο γονιδίωµα αναφοράς. Το αποτέλεσµα της στοίχισης είναι ένα αρχείο 

σε µορφή BAM (δυαδικό αρχείο) ή SAM (το αντίστοιχο µη δυαδικό αρχείο) που 

περιλαµβάνει όλες της πληροφορίες για τη στοίχιση. Ανάλογα µε τον αριθµό των θέσεων στο 

γονιδίωµα στα οποία έχουν στοιχηθεί, τα διαβάσµατα µπορούν να ταξινοµηθούν σε µοναδικά 

στοιχισµένα, αν έχουν στοιχηθεί µόνο σε ένα σηµείο, και πολλαπλά στοιχισµένα, αν έχουν 

στοιχηθεί σε περισσότερα από ένα σηµεία. 

Τη στοίχιση ακολουθεί η ποσοτικοποίηση της γονιδιακής έκφρασης. Ο υπολογισµός 

της έκφρασης ενός γονιδίου γίνεται µε βάση των αριθµό των διαβασµάτων που στοιχήθηκαν 

µοναδικά σε κάποιο γονίδιο. Οι αλγόριθµοι που αποδίδουν τα µοναδικά στοιχισµένα 

διαβάσµατα σε κάποιο γονίδιο λειτουργούν αντλώντας παράλληλα τις πληροφορίες για το 

σηµείο της στοίχισης του διαβάσµατος από το αρχείο SAM και για το σχολιασµό 

(Annotation) του γονιδιώµατος από κάποιο αρχείο µορφής gtf. Σε περίπτωση που ένα 

διάβασµα έχει στοιχηθεί µοναδικά σε ένα σηµείο του γονιδιώµατος αλλά επικαλύπτεται µε 

παραπάνω από ένα γονίδια, είναι στην ευχέρεια του ερευνητή να επιλέξει αν αυτό θα 

αποδοθεί και στα δύο γονίδια ή σε κανένα από τα δύο γονίδια. 

Το τελευταίο βήµα είναι η ανάλυση διαφορικής έκφρασης η οποία πραγµατοποιείται 

µε τη χρήση στατιστικών πακέτων. Τα δεδοµένα εισάγονται µε τη µορφή αρχείων κειµένου 

που περιέχουν την πληροφορία των τιµών έκφρασης όπως αυτή προέκυψε από το 

προηγούµενο βήµα. Μαζί µε τα δεδοµένα εισάγεται και ένα αρχείο κειµένου που περιγράφει 

τις ιδιότητες των δειγµάτων, όπως την ονοµασία τους, τον φαινότυπο ή γονότυπο τον οποίο 

φέρουν, το φύλο τους ή και άλλα χαρακτηριστικά. Το αποτέλεσµα της ανάλυσης που 

προκύπτει περιλαµβάνει τιµές µεταβολής έκφρασης µεταξύ των δύο καταστάσεων οι οποίες 

συγκρίνονται (µε τη µορφή log2 Fold Change), καθώς και τιµές στατιστικής σηµαντικότητας 

των τιµών αυτών (Yalamanchili et al., 2017). 
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3.1.2 Αλληλούχιση RNA και Βιοδείκτες 
Η αναγνώριση των στατιστικώς σηµαντικών διαφορικώς εκφραζόµενων γονιδίων 

ανάµεσα στις διάφορες καταστάσεις κάποιας ασθένειας (π.χ. ενδιάµεση β-θαλασσαιµία – 

µείζων β-θαλασσαιµία), καθώς και υγιών ατόµων, είναι σηµαντική σε πολλές µελέτες 

γονιδιακής έκφρασης. Μια σηµαντική πρόκληση είναι η εύρεση του ελάχιστου δυνατού 

συνδυασµού γονιδίων που µπορούν να δώσουν τη µέγιστη δυνατή προβλεπτική δύναµη για 

διαγνωστικούς σκοπούς στην ιατρική (Zararsiz et al., 2017). Οι τιµές γονιδιακής έκφρασης 

που προκύπτουν από την ανάλυση πειραµάτων αλληλούχισης RNA έχουν κινήσει το 

ερευνητικό ενδιαφέρον µε αποτέλεσµα να έχουν προταθεί πολλοί αλγόριθµοι µηχανικής 

µάθησης για την ταξινόµηση δειγµάτων µε χρήση αυτών των δεδοµένων. Οι αλγόριθµοι 

µηχανικής µάθησης είναι αρκετά υποσχόµενοι µε εφαρµογές σε πολυδιάστατα σύνολα 

δεδοµένων όπως είναι αυτά που προκύπτουν από οµικά πειράµατα. Σε πολλές εφαρµογές 

στόχος είναι η δηµιουργία και χρήση ενός καλού προβλεπτικού µοντέλου, ενώ σε άλλες 

περιπτώσεις στόχος είναι η ταυτοποίηση των µεταβλητών που επιτρέπουν την καλή 

προβλεπτική ικανότητα. Ο εντοπισµός των µεταβλητών που αυξάνουν την προβλεπτική ισχύ 

επιτρέπει την αποµάκρυνση των υπολοίπων µεταβλητών που εισάγουν θόρυβο στο µοντέλο 

πρόβλεψης. Ένας από τους πιο κατάλληλους αλγορίθµους για τις δύο αυτές εφαρµογές είναι 

ο αλγόριθµος Τυχαίο Δάσος (Random Forest, RF), ο οποίος παρέχει τιµές σηµαντικότητας 

των µεταβλητών σχετικά µε την προβλεπτική ισχύ του µοντέλου (Degenhardt et al., 2019). 

 

3.2 Μέθοδοι Μηχανικοί Μάθησης 

Οι µέθοδοι µηχανικής µάθησης είναι αλγόριθµοι που είναι σε θέση να εκπαιδεύονται 

από υπάρχοντα δεδοµένα και να βελτιώνουν την απόδοσή τους στην εργασία για την οποία 

προορίζονται. Η διαδικασία εκµάθησης µπορεί να είναι µε επίβλεψη (supervised learning) ή 

χωρίς επίβλεψη (unsupervised learning). Στην επιβλεπόµενη µάθηση, ο αλγόριθµος 

εκπαιδεύεται σε ένα υποσύνολο των δεδοµένων, που ονοµάζεται σύνολο εκπαίδευσης, µε τα 

παραδείγµατα που περιέχονται σε αυτό να χαρακτηρίζονται από µια κατηγορία (πχ υγιής – 

TI – TM). Αντίθετα, στη µάθηση χωρίς επίβλεψη τα παραδείγµατα δεν χαρακτηρίζονται από 

καµία κατηγορία µε αποτέλεσµα ο αλγόριθµος να χρησιµοποιεί µόνο τα χαρακτηριστικά 

τους. Σε πειράµατα κατηγοριοποίησης (classification), η κατηγορία στην οποία ανήκει το 

κάθε παράδειγµα υποδεικνύει και το επιθυµητό αποτέλεσµα του αλγορίθµου µηχανικής 

µάθησης. 
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3.2.1 Αλγόριθµος «Δέντρο Απόφασης» 

Το «Δέντρο Απόφασης» είναι ένα αλγόριθµος µηχανικής µάθησης µε επίβλεψη που 

χρησιµοποιείται για ταξινόµηση. Ο αλγόριθµος χρησιµοποιείται µε σύνολα δεδοµένων στα 

οποία υπάρχουν δείγµατα µε ένα σύνολο χαρακτηριστικών (π.χ. τιµές γονιδιακής έκφρασης) 

και ανήκουν σε κάποια κλάση (π.χ. Υγιής – ΤΙ – ΤΜ). Το «Δέντρο Απόφασης» εκπαιδεύεται 

µε ένα υποσύνολο των συνολικών δεδοµένων µε γνωστές ετικέτες που ονοµάζεται σύνολο 

εκπαίδευσης και σχηµατίζει ένα σύνολο από κανόνες αποφάσεων µε σκοπό την ταξινόµηση 

όσο το δυνατόν περισσότερων δειγµάτων στη σωστή κλάση. Στη συνέχεια αξιολογείται η 

επίδοσή του στα υπόλοιπα δείγµατα που δεν υπάρχουν στο σύνολο εκπαίδευσης και 

δηµιουργούν το σύνολο δοκιµών (test set), το οποίο δεν φέρει γνωστές ετικέτες. 

 

3.2.2 Αλγόριθµος «Τυχαίο Δάσος» 

Ο αλγόριθµος «Τυχαίο Δάσος» είναι µια µέθοδος µηχανικής µάθησης που 

αναπτύχθηκε από τον Leo Breiman (Breiman, 2001) και χρησιµοποιεί ένα συνδυασµό 

«Δέντρων Απόφασης» (Εικόνα 6). Κάθε ένα από τα δέντρα απόφασης εκπαιδεύεται σε 

διαφορετικό υποσύνολο των δεδοµένων και οι µεταβλητές που επιλέγουν από το σύνολο των 

χαρακτηριστικών για να σχηµατίσουν τους κανόνες αποφάσεων είναι τυχαίες. Σε έναν 

κανόνα απόφασης µπορούν να χρησιµοποιηθούν συνήθως πάνω από µια µεταβλητές που να 

δίνουν το ίδιο προβλεπτικό αποτέλεσµα. Το συνολικό αποτέλεσµα του αλγορίθµου είναι το 

κοινό αποτέλεσµα της πλειοψηφίας των δέντρων απόφασης που συµµετέχουν στο τυχαίο 

δάσος. Το Τυχαίο Δάσος έχει ορισµένα χαρακτηριστικά που το καθιστούν κατάλληλο για τη 

χρήση µε δεδοµένα από πειράµατα αλληλούχισης RNA. Μπορεί να χρησιµοποιηθεί όταν τα 

χαρακτηριστικά-µεταβλητές είναι πολύ περισσότερα από τα δείγµατα, έχει καλή 

προβλεπτική ικανότητα ακόµα και όταν οι περισσότερες µεταβλητές αποτελούν θόρυβο, δεν 

υπερπροσαρµόζεται στην ταξινόµηση συγκεκριµένων συνόλων δεδοµένων, µπορεί να λάβει 

ως είσοδο συνεχείς και διακριτές µεταβλητές και υπάρχουν πολλές υψηλής ποιότητας και 

ελεύθερες προς χρήση υλοποιήσεις του (Diaz-Uriarte, 2007; Diaz-Uriarte and de Andres, 

2005).  
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Εικόνα	6.	Οπτική	παρουσίαση	της	λειτουργίας	του	Τυχαίου	Δάσους.	Κάθε	δέντρο	απόφασης	παράγει	ένα	σύνολο	κανόνων	
ταξινόμησης	με	βάση	τις	τιμές	των	μεταβλητών	εισόδου	(γονίδια)	και	ταξινομεί	κάθε	δείγμα	σε	μία	κλάση.	Η	τελική	κλάση	
στην	οποία	ταξινομείται	κάθε	δείγμα	είναι	αυτή	που	έχει	επιλεγεί	από	τα	περισσότερα	δέντρα	απόφασης.	 

 

3.2.3 Εργαλείο GeneSrF 

Το GeneSrF (Gene Selection using Random Forest, Diaz-Uriarte, 2007) είναι ένα 

διαδικτυακό εργαλείο που χρησιµοποιεί τον αλγόριθµο του τυχαίου δάσους, στα πλαίσια της 

ταξινόµησης ατόµων σε κλάσεις (ασθενείς – υγιείς), ώστε να επιλέξει τα µικρότερα δυνατά 

σύνολα γονιδίων, τα οποία µπορούν να ταξινοµήσουν µε µεγάλη ακρίβεια ένα δείγµα. Η 

εφαρµογή λαµβάνει ως είσοδο δύο αρχεία κειµένου, ένα µε τις τιµές γονιδιακής έκφρασης 

και ένα µε τις κλάσεις στις οποίες ανήκουν τα δείγµατα. Στη συνέχεια αναλαµβάνει την 

εκπαίδευση του αλγορίθµου µε βάση τα δεδοµένα και την παραγωγή κάποιων στατιστικών 

µέτρων για την αξιοπιστία του προβλεπτικού µοντέλου και τη σηµαντικότητα κάθε 

χαρακτηριστικού. Για την εκπαίδευση και αξιολόγηση το εργαλείο χρησιµοποιεί 200 

επαναλήψεις της δειγµατοληψίας µε τη µέθοδο Bootstrap: Σε κάθε επανάληψη επιλέγονται 

διαφορετικά υποσύνολα των δεδοµένων για την εκπαίδευση και στη συνέχεια υπολογίζεται 

το ποσοστό σφάλµατος (Error rate) του µοντέλου µε βάση τα δείγµατα που δε συµµετείχαν 

στην εκπαίδευση του (δείγµατα Out-Of-Bag) (Diaz-Uriarte, 2007). Κατά την ανάλυση των 

αποτελεσµάτων όλων των επαναλήψεων, το εργαλείο υπολογίζει: 
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• Το ποσοστό σφάλµατος του µοντέλου (Bootstrap estimate of prediction error). 

• Τον αριθµό των µεταβλητών που επιλέχθηκαν σε κάθε επανάληψη (Number of 

variables in bootstrapped forests). 

• Τη συχνότητα µε την οποία ταξινοµήθηκε σε κάθε κλάση καθένα από τα δείγµατα 

στις επαναλήψεις που δεν αποτελούσε µέρος του συνόλου εκπαίδευσης (Mean class 

membership probabilities from out of bag samples). 

• Τη συχνότητα εµφάνισης κάθε γονιδίου σε κάθε επανάληψη (Variable frequencies in 

bootstrapped models). 

•  Και τη σηµαντικότητα κάθε µεταβλητής στα αρχικά δεδοµένα (Variable/gene 

importances from original data). 

 Η εφαρµογή επιλέγει τελικά ένα σύνολο γονιδίων που παρουσιάζουν την υψηλότερη 

σηµαντικότητα και επανεµφανίζονται συχνά κατά τις επαναλήψεις του αλγορίθµου. 

	
4. Σκοπός 

Η παρούσα εργασία είχε ως σκοπό τη χρήση υπολογιστικών εργαλείων σε βιολογικά 

δεδοµένα από πειράµατα αλληλούχισης RNA ατόµων µε υγιή ή θαλασσαιµικό φαινότυπο, 

ώστε να ανακαλυφθούν γονίδια που θα µπορούσαν να αποτελέσουν πιθανούς βιοδείκτες για 

την έγκαιρη και έγκυρη ταξινόµηση των ασθενών µε θαλασσαιµία στις κατηγορίες της 

ενδιάµεσης και µείζονος θαλασσαιµίας µε τη χρήση µοριακών µεθόδων στην κλινική πράξη.  
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Β. Υλικά και Μέθοδοι 
 

1. Δείγµατα 
Στην εργασία χρησιµοποιήθηκαν δεδοµένα από πειράµατα RNA-Seq του εργαστηρίου 

σε ασθενείς µε β-θαλασσαιµία και υγιή άτοµα. Πιο συγκεκριµένα, χρησιµοποιήθηκαν 54 

δείγµατα από τα οποία τα 24 συλλέχθηκαν από τα νοσοκοµεία της Ferrara και Rovigo στην 

Ιταλία (8 από υγιή άτοµα, 8 από ασθενείς µε TI, 8 από ασθενείς µε ΤΜ) σε συνεργασία µε 

τον Καθηγητή Roberto Gambari και τα υπόλοιπα 30 συλλέχθηκαν από την Κλινική 

Θαλασσαιµίας στη Λευκωσία και το Ινστιτούτο Νευρολογίας και Γενετικής της Κύπρου (10 

από υγιή άτοµα, 10 από ασθενείς µε TI, 10 από ασθενείς µε ΤΜ) σε συνεργασία µε την 

Καθηγήτρια Μαρίνα Κλεάνθους. Τα δείγµατα οργανώθηκαν σε 18 οµάδες, καθεµία µε ένα 

υγιές, ένα ΤΙ και ένα ΤΜ δείγµα. Τα δείγµατα της ίδιας οµάδας προήλθαν από το ίδιο 

ερευνητικό κέντρο ή νοσοκοµείο, καλλιεργήθηκαν ταυτόχρονα και είχαν οµοιογένεια ως 

προς την ηλικία και το φύλο. 

 

2. Ετοιµασία Βιβλιοθηκών και αλληλούχιση 
Η αποµόνωση RNA πραγµατοποιήθηκε µε τη χρήση Tri Reagent (Sigma) και οι 

βιβλιοθήκες για την αλληλούχιση κατασκευάστηκαν µε τη χρήση του TruSeq RNA Sample 

Preparation kit v2 (Illumina RS-122-2001) χρησιµοποιώντας 1.5-2 µg του συνολικού RNA. 

Η αλληλούχιση των βιβλιοθηκών ήταν Single-end, χωρίς Strand-specificity και το µήκος των 

αλληλουχιών που προέκυψαν ήταν 50 ή 51 νουκλεοτίδια ανάλογα µε τη βιβλιοθήκη. Ο 

έλεγχος της ποιότητας των βιβλιοθηκών έγινε µε Agilent Bioanalyzer 2100 (DNA chips 

1000, Agilent, 5067-1504) και όλες οι βιβλιοθήκες αλληλουχήθηκαν σε ένα Illumina 

HiSeq2000. Τα πειράµατα πραγµατοποιήθηκαν από την Δρ. Χ. Τουµπέκη. 

 

3. Aνάλυση δεδοµένων NGS 
Μετά την αλληλούχιση ο έλεγχος της ποιότητας των βιβλιοθηκών πραγµατοποιήθηκε 

µε το εργαλείο FastQC. Οι βάσεις που βρέθηκαν µε χαµηλή ποιότητα (1-3 βάσεις από την 

αρχή της αλληλουχίας) και οι αλληλουχίες προσαρµογείς αποκόπηκαν µε τη χρήση του 

Trimmomatic (v0.30). Στη συνέχεια ακολούθησε χαρτογράφηση των διαβασµάτων στο 

ανθρώπινο µεταγράφωµα (hg38) µε τη χρήση του TopHat2. Το εργαλείο HTSeq (v0.5.4) 

χρησιµοποιήθηκε στο επόµενο βήµα για την ποσοτικοποίηση της γονιδιακής έκφρασης. 

Μετά την ανάλυση, 5 δείγµατα της αλληλούχισης RNA (1 Υγιές δείγµα, 3 ΤΙ δείγµατα και 1 
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ΤΜ δείγµα) αφαιρέθηκαν από τις παρακάτω αναλύσεις λόγω χαµηλής ποιότητας 

αλληλούχισης ή χαµηλής απόδοσης της χαρτογράφησής τους. Επιπλέον, ένα ΤΜ δείγµα 

επανεκτιµήθηκε από το ιατρικό προσωπικό ως ΤΙ µετά την επιλογή των ασθενών και την 

κατασκευή των βιβλιοθηκών µε αποτέλεσµα τα τελικά δείγµατα RNA να είναι 17 Υγιή, 16 

ΤΙ και 16 ΤΜ δείγµατα. Στη συνέχεια πραγµατοποιήθηκε ανάλυση διαφορικής έκφρασης 

γονιδίων στην R µε το πακέτο DESeq2 (v1.8.1) µε βήµατα κανονικοποιήσεων και 

χρησιµοποιώντας τις οµάδες ως blocking factor ώστε να αποκλειστούν διαφορές που µπορεί 

να οφείλονται στην ηλικία. Τα διαφορικώς εκφραζόµενα γονίδια θεωρήθηκαν στατιστικά 

σηµαντικά όταν η τιµή του Padjusted για τα συγκεκριµένα γονίδια, όπως αυτή υπολογιζόταν 

από το DESeq2, ήταν <0.1. Οι παραπάνω αναλύσεις βιοπληροφορικής έγιναν από την Δρ. Α. 

Νάνου.  

 

4. Επιλογή γονιδίων µε το GeneSrF 
Για την επιλογή γονιδίων χρησιµοποιήθηκε το εργαλείο GeneSrF 

(http://genesrf.iib.uam.es). Στο εργαλείο εισάγονται δύο πίνακες, ένας µε τα δεδοµένα 

γονιδιακής έκφρασης και ένας µε τις ετικέτες των δειγµάτων (Η, TI, TM). Για τον πίνακα 

γονιδιακής έκφρασης χρησιµοποιήθηκαν 2999 γονίδια που βρέθηκαν ως διαφορικώς 

εκφραζόµενα σε τουλάχιστον µια από τις συγκρίσεις TI vs H και TM vs H (Εικόνα 7). 

	
Εικόνα	7.	Διάγραμμα	Venn	των	στατιστικώς	σημαντικών	διαφορικώς	εκφραζόμενων	γονιδίων	των	συγκρίσεων	TI	vs	H	και	
TM	vs	H	δειγμάτων.	Στη	σύγκριση	ΤI	vs	H	βρέθηκαν	716	διαφορικώς	εκφραζόμενα	γονίδια	ενώ	στη	σύγκριση	TM	vs	H	2885	
εκ	των	οποίων	τα	602	ήταν	κοινά.	Συνολικά	προέκυψαν	2999	διαφορικώς	εκφραζόμενα	γονίδια.	

 Από το αρχείο µε τα δεδοµένα έκφρασης κάθε δείγµατος αποµονώθηκαν οι τιµές των 

2999 γονιδίων και δηµιουργήθηκε ένας πίνακας 2999 γραµµές x 50 στήλες µε κάθε γραµµή 

να αντιστοιχεί σε ένα γονίδιο και κάθε στήλη σε ένα δείγµα, µε εξαίρεση την πρώτη στήλη η 
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οποία φέρει τις ονοµασίες των γονιδίων. Στις τιµές έγινε κανονικοποίηση µε τη µέθοδο της 

µεταµόρφωσης µε σταθεροποίηση της διασποράς (Variance stabilizing transformation). Σε 

ένα δεύτερο πίνακα µε διαστάσεις 1 γραµµή x 49 στήλες αποθηκεύτηκαν µε αντίστοιχη 

σειρά οι ετικέτες των δειγµάτων. Οι ετικέτες κωδικοποιήθηκαν µε αριθµούς και τα υγιή 

άτοµα αναπαρίστανται ως 0, τα TI ως 1 και τα ΤΜ ως 2. Πραγµατοποιήθηκαν 15 συγκρίσεις 

σε καθεµία από τις οποίες οι πίνακες εισόδου αποτελούσαν υποσύνολα των αρχικών 

δεδοµένων. Στις συγκρίσεις TI vs H, ΤΜ vs H και TI vs TM αφαιρέθηκαν από τους πίνακες 

εισόδου αντίστοιχα τα δείγµατα TM, TI και H. Στις συγκρίσεις θηλυκών ατόµων 

αφαιρέθηκαν όλα τα αρσενικά δείγµατα, ενώ αντίστοιχα έγινε και στις συγκρίσεις αρσενικών 

ατόµων. Τέλος, στις συγκρίσεις ανάµεσα στα φύλα, τα θηλυκά άτοµα κωδικοποιήθηκαν µε 

τον αριθµό 0 ενώ τα αρσενικά άτοµα µε τον αριθµό 1. Οι συγκρίσεις που 

πραγµατοποιήθηκαν µε το GeneSrF είναι οι ακόλουθες: 

• Υγιείς (H) vs Thalassaemia Intermediate (TI) vs Thalassaemia Major (TM) 

o Όλα τα δείγµατα 

o Μόνο θηλυκά δείγµατα  

o Μόνο αρσενικά δείγµατα  

• H vs TI 

o Όλα τα δείγµατα  

o Μόνο θηλυκά δείγµατα  

o Μόνο αρσενικά δείγµατα  

• H vs TM 

o Όλα τα δείγµατα 

o Μόνο θηλυκά δείγµατα  

o Μόνο αρσενικά δείγµατα  

• TI vs TM 

o Όλα τα δείγµατα 

o Μόνο θηλυκά δείγµατα  

o Μόνο αρσενικά δείγµατα  

• Θηλυκά δείγµατα vs Αρσενικά δείγµατα 

o Υγιή δείγµατα 

o TI δείγµατα 

o TM δείγµατα 
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Γ. Αποτελέσµατα 
	
Στα αποτελέσµατα του εργαλείου παρουσιάζονται µε διαγράµµατα οι εξής πληροφορίες: 

• Σφάλµα Out-of-Bag σε συνάρτηση µε τον αριθµό των γονιδίων που 

χρησιµοποιήθηκαν (OOB error vs. num of genes). 

• Μέση τιµή των προβλέψεων της κλάσης κάθε δείγµατος όταν δεν αποτελούσε µέρος 

του εκπαιδευτικού συνόλου (OOB predictions). 

• Σηµαντικότητα των γονιδίων στα αρχικά δεδοµένα σε σχέση µε τη σηµαντικότητα 

των γονιδίων σε επαναλήψεις µε τυχαία διανεµηµένες ετικέτες κλάσεων στα δείγµατα 

(Importance Spectrum Plots). 

• Πιθανότητα µιας µεταβλητής να επιλεγεί µέσα στα κορυφαία 20 ή 100 πιο σηµαντικά 

γονίδια (Selection probability plot). 
Η εκτέλεση του αλγορίθµου µε όλα τα δείγµατα είχε ως αποτέλεσµα ταξινόµηση των 

δειγµάτων µε πιθανότητα σφάλµατος 36,89% (εκτίµηση µε τη µέθοδο Bootstrap) ενώ η 

πιθανότητα σφάλµατος µε τυχαία ταξινόµηση είναι 65,31%. Ο αλγόριθµος επέλεξε 34 

γονίδια ως σηµαντικά, τα ακόλουθα (µε φθίνουσα σειρά σηµαντικότητας): TRIB3, ADM2, 

ASS1, GPT2, DEXI, PHGDH, ATF5, TERF2, PACSIN2, SHMT2, MOK, MIOX, FAM129A, 

TNFRSF11A, BRD2, C17orf107, AGA, CCDC169, WARS, PLIN2, SNAP47, CLDN7, FAM83A, 

ATP6V1E2, TUBG2, LOC653513, OPLAH, CYGB, FBXO22, TMPPE, GRTP1, ZNF609, ID1, 

FDXACB1. Η πιθανότητα σωστής ταξινόµησης ενός υγιούς δείγµατος είναι πολύ µεγαλύτερη 

από την πιθανότητα σωστής ταξινόµησης ενός δείγµατος ΤΙ ή ΤΜ, όπως φαίνεται από τα 

διαγράµµατα Γ, Δ, Ε της Εικόνας 8. 

Σύγκριση 1: Υγιή vs TI vs TM – Όλα τα δείγµατα 
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Εικόνα	 8.	 Σύγκριση	 δειγμάτων	 H	 vs	 TI	 vs	 TM.	 Α)	 Σφάλμα	 Out-of-Bag	 σε	 σχέση	 με	 τον	 αριθμό	 των	 γονιδίων	 που	
χρησιμοποιούνται	από	τον	αλγόριθμο.	Η	βέλτιστη	τιμή	ποσοστού	σφάλματος	επιτυγχάνεται	με	τη	χρήση	50	γονιδίων.	Β)	Η	
σημαντικότητα	των	γονιδίων	είναι	μεγαλύτερη	στα	δεδομένα	με	πραγματικές	ετικέτες	σε	σχέση	με	τη	σημαντικότητα	των	
γονιδίων	 σε	 επαναλήψεις	 με	 τυχαία	 διανεμημένες	 ετικέτες	 κλάσεων	 στα	 δείγματα.	 Γ)	 Πιθανότητα	 Out-of-Bag	 των	
δειγμάτων	να	ανήκουν	στην	κλάση	των	υγιών	ατόμων.	Δ)	Πιθανότητα	Out-of-Bag	των	δειγμάτων	να	ανήκουν	στην	κλάση	
ΤΙ.	Ε)	Πιθανότητα	Out-of-Bag	των	δειγμάτων	να	ανήκουν	στην	κλάση	ΤΜ.	ΣΤ)	Πιθανότητα	επιλογής	των	20	(μπλε)	ή	100	
(κόκκινο)	πιο	σημαντικών	γονιδίων. 

Σύγκριση 2: Υγιή vs TI vs TM – Μόνο θηλυκά δείγµατα 
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Εικόνα	9.	Σύγκριση	θηλυκών	δειγμάτων	H	vs	TI	vs	TM.	Α)	Σφάλμα	Out-of-Bag	σε	σχέση	με	τον	αριθμό	των	γονιδίων	που	
χρησιμοποιούνται	από	τον	αλγόριθμο.	Η	βέλτιστη	τιμή	ποσοστού	σφάλματος	επιτυγχάνεται	με	τη	χρήση	10	γονιδίων.	Β)	Η	
σημαντικότητα	 των	 πρώτων	 8	 γονιδίων	 είναι	 αυξημένη	 στα	 δεδομένα	 με	 πραγματικές	 ετικέτες	 σε	 σχέση	 με	 τη	
σημαντικότητα	των	γονιδίων	σε	επαναλήψεις	με	τυχαία	διανεμημένες	ετικέτες	κλάσεων	στα	δείγματα.	Γ)	Πιθανότητα	Out-
of-Bag	των	δειγμάτων	να	ανήκουν	στην	κλάση	των	υγιών	ατόμων.	Δ)	Πιθανότητα	Out-of-Bag	των	δειγμάτων	να	ανήκουν	
στην	 κλάση	ΤΙ.	 Ε)	Πιθανότητα	Out-of-Bag	 των	δειγμάτων	 να	ανήκουν	στην	 κλάση	ΤΜ.	 ΣΤ)	Πιθανότητα	 επιλογής	 των	20	
(μπλε)	ή	100	(κόκκινο)	πιο	σημαντικών	γονιδίων. 

Στη σύγκριση όλων των θηλυκών δειγµάτων (Εικόνα 9) το ποσοστό σφάλµατος ήταν 

46,57%, ενώ η πιθανότητα σφάλµατος µε τυχαία ταξινόµηση είναι 65,39%. Τα 4 επιλεγµένα 

γονίδια µε φθίνουσα σειρά σηµαντικότητας ήταν τα: FAM83A, MIOX, ASS1, TRIB3. 
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Σύγκριση 3: Υγιή vs TI vs TM – Μόνο αρσενικά δείγµατα  

	

	
Εικόνα	10.	Σύγκριση	αρσενικών	δειγμάτων	H	vs	TI	vs	TM.	Α)	Σφάλμα	Out-of-Bag	σε	σχέση	με	τον	αριθμό	των	γονιδίων	που	
χρησιμοποιούνται	 από	 τον	 αλγόριθμο.	 Η	 βέλτιστη	 τιμή	 ποσοστού	 σφάλματος	 επιτυγχάνεται	 με	 τη	 χρήση	 περίπου	 32	
γονιδίων.	Β)	Η	σημαντικότητα	των	πρώτων	5	γονιδίων	είναι	αυξημένη	στα	δεδομένα	με	πραγματικές	ετικέτες	σε	σχέση	με	
τη	σημαντικότητα	 των	 γονιδίων	στις	περισσότερες	από	 τις	 επαναλήψεις	με	 τυχαία	διανεμημένες	 ετικέτες	 κλάσεων	στα	
δείγματα.	Γ)	Πιθανότητα	Out-of-Bag	των	δειγμάτων	να	ανήκουν	στην	κλάση	των	υγιών	ατόμων.	Δ)	Πιθανότητα	Out-of-Bag	
των	 δειγμάτων	 να	 ανήκουν	 στην	 κλάση	 ΤΙ.	 Ε)	 Πιθανότητα	 Out-of-Bag	 των	 δειγμάτων	 να	 ανήκουν	 στην	 κλάση	 ΤΜ.	 ΣΤ)	
Πιθανότητα	επιλογής	των	20	(μπλε)	ή	100	(κόκκινο)	πιο	σημαντικών	γονιδίων. 

Στη σύγκριση όλων των αρσενικών δειγµάτων (Εικόνα 10) το ποσοστό σφάλµατος 

ήταν 56,08% ενώ το τυχαίο σφάλµα είναι 65,22%. Τα επιλεγµένα γονίδια είναι 22: 
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LOC100507634, CYGB, IL10RA, ATF5, TRIB3, TERF2, MOK, ADM2, PPP1R14C, WARS, 

LINC00936, LINC00883, TBCB, MOCOS, GPX4, GPT2, WDR25, FAM129A, SFXN1, RPL23AP53, 

KMO, SERPINE2.  

Σύγκριση 4: Υγιή vs TI – Όλα τα δείγµατα 

	

 

 

	
	
	

 

 

 

 

 

 

Κατά τη δυαδική κατηγοριοποίηση όλων των δειγµάτων Η και TI (Εικόνα 11), το 

ποσοστό σφάλµατος ήταν 24,00% και η πιθανότητα τυχαίου σφάλµατος είναι 48,49%. Τα 

επιλεγµένα γονίδια είναι 3: ADM2, DEXI, ASS1. 

Εικόνα	11.	Σύγκριση	δειγμάτων	H	vs	TI.	Α)	Σφάλμα	Out-
of-Bag	 σε	 σχέση	 με	 τον	 αριθμό	 των	 γονιδίων	 που	
χρησιμοποιούνται	 από	 τον	 αλγόριθμο.	 Η	 βέλτιστη	 τιμή	
ποσοστού	 σφάλματος	 επιτυγχάνεται	 με	 τη	 χρήση	 4	
γονιδίων.	 Β)	 Η	 σημαντικότητα	 των	 περισσότερων	
γονιδίων	 είναι	 αυξημένη	στα	δεδομένα	με	πραγματικές	
ετικέτες	σε	σχέση	με	τη	σημαντικότητα	των	γονιδίων	στις	
περισσότερες	 από	 τις	 επαναλήψεις	 με	 τυχαία	
διανεμημένες	 ετικέτες	 κλάσεων	 στα	 δείγματα.	 Γ)	
Πιθανότητα	Out-of-Bag	των	δειγμάτων	να	ανήκουν	στην	
κλάση	των	υγιών	ατόμων.	Δ)	Πιθανότητα	Out-of-Bag	των	
δειγμάτων	 να	 ανήκουν	 στην	 κλάση	 ΤΙ.	 E)	 Πιθανότητα	
επιλογής	των	20	 (μπλε)	ή	100	 (κόκκινο)	πιο	σημαντικών	
γονιδίων.	
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Σύγκριση 5: Υγιή vs TI – Μόνο θηλυκά δείγµατα 
	

	

	
	
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Στην ταξινόµηση µόνο των θηλυκών H vs TI δειγµάτων (Εικόνα 12), το ποσοστό 

σφάλµατος υπολογίστηκε στο 41,61%, ενώ η πιθανότητα σφάλµατος µε τυχαία ταξινόµηση 

των δειγµάτων είναι 50,00%. Τα 3 γονίδια που επιλέχθηκαν από τον αλγόριθµο είναι: ASS1, 

ADM2, TCAF2. 

Εικόνα	12.	 Σύγκριση	θηλυκών	δειγμάτων	H	vs	TI.	Α)	
Σφάλμα	 Out-of-Bag	 σε	 σχέση	 με	 τον	 αριθμό	 των	
γονιδίων	που	χρησιμοποιούνται	από	τον	αλγόριθμο.	
Η	βέλτιστη	τιμή	ποσοστού	σφάλματος	επιτυγχάνεται	
με	 τη	 χρήση	 3	 γονιδίων.	 Β)	 Η	 σημαντικότητα	 των	
περισσότερων	 γονιδίων	 είναι	 στα	 ίδια	 επίπεδα	 στα	
δεδομένα	 με	 πραγματικές	 ετικέτες	 σε	 σχέση	 με	 τη	
σημαντικότητα	 των	 γονιδίων	στις	περισσότερες	από	
τις	 επαναλήψεις	 με	 τυχαία	 διανεμημένες	 ετικέτες	
κλάσεων	 στα	 δείγματα.	 Γ)	 Πιθανότητα	 Out-of-Bag	
των	 δειγμάτων	 να	 ανήκουν	 στην	 κλάση	 των	 υγιών	
ατόμων.	 Δ)	 Πιθανότητα	 Out-of-Bag	 των	 δειγμάτων	
να	 ανήκουν	 στην	 κλάση	 ΤΙ.	 E)	 Πιθανότητα	 επιλογής	
των	 20	 (μπλε)	 ή	 100	 (κόκκινο)	 πιο	 σημαντικών	
γονιδίων.	
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Σύγκριση 6: Υγιή vs TI – Μόνο αρσενικά δείγµατα 

	
	

 

 

 

 

 

 

 

 

Στην σύγκριση µόνο των αρσενικών H vs TI δειγµάτων (Εικόνα 13), το ποσοστό 

σφάλµατος υπολογίστηκε στο 28,11%, ενώ η πιθανότητα σφάλµατος µε τυχαία ταξινόµηση 

των δειγµάτων είναι 46,67%. Τα γονίδια που επιλέχθηκαν από τον αλγόριθµο είναι 2: ZCRB1, 

VIMP. 

Εικόνα	13.	Σύγκριση	αρσενικών	δειγμάτων	H	vs	TI.	Α)	
Σφάλμα	 Out-of-Bag	 σε	 σχέση	 με	 τον	 αριθμό	 των	
γονιδίων	που	χρησιμοποιούνται	από	τον	αλγόριθμο.	
Η	βέλτιστη	τιμή	ποσοστού	σφάλματος	επιτυγχάνεται	
με	τη	χρήση	2	έως	20	γονιδίων.	Β)	Η	σημαντικότητα	
των	 γονιδίων	 είναι	 στα	 ίδια	 επίπεδα	 όσον	 αφορά	
στα	 δεδομένα	 με	 πραγματικές	 ετικέτες	 και	 στις	
επαναλήψεις	 με	 τυχαία	 διανεμημένες	 ετικέτες	
κλάσεων	 στα	 δείγματα.	 Γ)	 Πιθανότητα	 Out-of-Bag	
των	 δειγμάτων	 να	 ανήκουν	 στην	 κλάση	 των	 υγιών	
ατόμων.	 Δ)	 Πιθανότητα	 Out-of-Bag	 των	 δειγμάτων	
να	 ανήκουν	 στην	 κλάση	 ΤΙ.	 E)	 Πιθανότητα	 επιλογής	
των	 20	 (μπλε)	 ή	 100	 (κόκκινο)	 πιο	 σημαντικών	
γονιδίων.	



	

	 29	

Σύγκριση 7: Υγιή vs TM – Όλα τα δείγµατα 

	

	
	

	

	

	

	

	

	

	

	

Η ταξινόµηση των δειγµάτων H vs TM (Εικόνα 14) είχε πολύ χαµηλό ποσοστό 

σφάλµατος 15,49%. Το σφάλµα µε τυχαία ταξινόµηση είναι 48,49%. Ο αλγόριθµος επέλεξε 

7 γονίδια, τα παρακάτω: ADM2, GPT2, TRIB3, PHGDH, PACSIN2, WARS, GRTP1.	

Εικόνα	 14.	 Σύγκριση	 δειγμάτων	 H	 vs	 TM.	 Α)	
Σφάλμα	 Out-of-Bag	 σε	 σχέση	 με	 τον	 αριθμό	 των	
γονιδίων	 που	 χρησιμοποιούνται	 από	 τον	
αλγόριθμο.	Η	βέλτιστη	τιμή	ποσοστού	σφάλματος	
επιτυγχάνεται	 με	 τη	 χρήση	 8	 γονιδίων.	 Β)	 Η	
σημαντικότητα	των	γονιδίων	είναι	πολύ	ψηλότερα	
στα	 δεδομένα	 με	 πραγματικές	 ετικέτες	 σε	 σχέση	
με	 τις	 επαναλήψεις	 με	 τυχαία	 διανεμημένες	
ετικέτες	 κλάσεων	 στα	 δείγματα.	 Γ)	 Πιθανότητα	
Out-of-Bag	των	δειγμάτων	να	ανήκουν	στην	κλάση	
των	υγιών	ατόμων.	Δ)	Πιθανότητα	Out-of-Bag	των	
δειγμάτων	 να	 ανήκουν	 στην	 κλάση	 ΤΜ.	 E)	
Πιθανότητα	 επιλογής	 των	 20	 (μπλε)	 ή	 100	
(κόκκινο)	πιο	σημαντικών	γονιδίων.	

	



	

	 30	

Σύγκριση 8: Υγιή vs TM – Μόνο θηλυκά δείγµατα 

 

	
	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

Το ποσοστό σφάλµατος στη σύγκριση θηλυκών H vs TM δειγµάτων (Εικόνα 15) ήταν 

25,77% και το τυχαίο σφάλµα είναι 47,06%. Τα επιλεγµένα γονίδια είναι 2: THEMIS2, 

FAM83A. 

Εικόνα	15.	Σύγκριση	θηλυκών	δειγμάτων	H	vs	TM.	Α)	
Σφάλμα	 Out-of-Bag	 σε	 σχέση	 με	 τον	 αριθμό	 των	
γονιδίων	που	χρησιμοποιούνται	από	τον	αλγόριθμο.	
Η	βέλτιστη	τιμή	ποσοστού	σφάλματος	επιτυγχάνεται	
με	 τη	 χρήση	 2	 γονιδίων.	 Β)	 Η	 σημαντικότητα	 των	
γονιδίων,	με	εξαίρεση	τα	δύο	πιο	σημαντικά	γονίδια,	
είναι	 πολύ	 μεγαλύτερη	 στα	 δεδομένα	 με	
πραγματικές	 ετικέτες	 σε	 σχέση	 με	 τις	 επαναλήψεις	
με	 τυχαία	 διανεμημένες	 ετικέτες	 κλάσεων	 στα	
δείγματα.	 Γ)	 Πιθανότητα	Out-of-Bag	 των	 δειγμάτων	
να	 ανήκουν	 στην	 κλάση	 των	 υγιών	 ατόμων.	 Δ)	
Πιθανότητα	 Out-of-Bag	 των	 δειγμάτων	 να	 ανήκουν	
στην	 κλάση	 ΤΜ.	 E)	 Πιθανότητα	 επιλογής	 των	 20	
(μπλε)	ή	100	(κόκκινο)	πιο	σημαντικών	γονιδίων.	
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Σύγκριση 9: Υγιή vs TM – Μόνο αρσενικά δείγµατα 

 

	
	
	

 

 

 

 

 

 

 

 

Το ποσοστό σφάλµατος της σύγκρισης αρσενικών Η vs TM δειγµάτων (Εικόνα 16) 

ήταν 32,16% και το τυχαίο σφάλµα είναι 50%. Τα γονίδια που επιλέχθηκαν από τον 

αλγόριθµο ήταν 3: CYGB, LOC100507634, SNAP47. 

 

Εικόνα	16.	Σύγκριση	αρσενικών	δειγμάτων	H	vs	TM.	
Α)	Σφάλμα	Out-of-Bag	σε	σχέση	με	τον	αριθμό	των	
γονιδίων	που	χρησιμοποιούνται	από	τον	αλγόριθμο.	
Η	 βέλτιστη	 τιμή	 ποσοστού	 σφάλματος	
επιτυγχάνεται	 με	 τη	 χρήση	 3	 γονιδίων.	 Β)	 Η	
σημαντικότητα	 των	 γονιδίων,	 είναι	 πολύ	
μεγαλύτερη	στα	δεδομένα	με	πραγματικές	ετικέτες	
σε	σχέση	με	την	πλειοψηφία	των	επαναλήψεων	με	
τυχαία	 διανεμημένες	 ετικέτες	 κλάσεων	 στα	
δείγματα.	Γ)	Πιθανότητα	Out-of-Bag	των	δειγμάτων	
να	 ανήκουν	 στην	 κλάση	 των	 υγιών	 ατόμων.	 Δ)	
Πιθανότητα	Out-of-Bag	 των	δειγμάτων	να	ανήκουν	
στην	 κλάση	 ΤΜ.	 E)	 Πιθανότητα	 επιλογής	 των	 20	
(μπλε)	ή	100	(κόκκινο)	πιο	σημαντικών	γονιδίων.	
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Σύγκριση 10: TI vs TM – Όλα τα δείγµατα 
	

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Στη σύγκριση ΤΙ vs TM δειγµάτων (Εικόνα 17) το σφάλµα εκτιµήθηκε στο 50,34%, 

ενώ η πιθανότητα σφάλµατος µε τυχαία ταξινόµηση είναι 50%. Τα επιλεγµένα γονίδια είναι 

9: LINC00883, FBXO22, PHLDA3, FASTKD2, CCDC169, BRD2, KMO, PACSIN2, LOC101928034. 

Εικόνα	17.	Σύγκριση	ΤΙ	vs	TM	δειγμάτων.	Α)	Σφάλμα	
Out-of-Bag	 σε	 σχέση	 με	 τον	 αριθμό	 των	 γονιδίων	
που	 χρησιμοποιούνται	 από	 τον	 αλγόριθμο.	 Η	
βέλτιστη	 τιμή	 ποσοστού	 σφάλματος	 επιτυγχάνεται	
με	 τη	 χρήση	 περίπου	 22	 γονιδίων.	 Β)	 Η	
σημαντικότητα	 των	 γονιδίων	 στα	 δεδομένα	 με	
πραγματικές	 ετικέτες	 δεν	 είναι	 μεγαλύτερη	 σε	
σχέση	με	 τις	 επαναλήψεις	 με	 τυχαία	 διανεμημένες	
ετικέτες	κλάσεων	στα	δείγματα.	Γ)	Πιθανότητα	Out-
of-Bag	των	δειγμάτων	να	ανήκουν	στην	κλάση	ΤΙ.	Δ)	
Πιθανότητα	Out-of-Bag	 των	δειγμάτων	 να	ανήκουν	
στην	 κλάση	 ΤΜ.	 E)	 Πιθανότητα	 επιλογής	 των	 20	
(μπλε)	ή	100	(κόκκινο)	πιο	σημαντικών	γονιδίων.	
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Σύγκριση 11: TI vs TM – Μόνο θηλυκά δείγµατα 

 

 

             
Η ταξινόµηση των θηλυκών δειγµάτων ΤΙ vs TM (Εικόνα 18) είχε ποσοστό σφάλµατος 

50,16% και η πιθανότητα σφάλµατος τυχαία ταξινόµησης είναι 47,06%. Τα 3 επιλεγµένα 

γονίδια είναι: FAM210A, SBF2-AS1, ZHX2. 

Εικόνα	 18.	 Σύγκριση	 θηλυκών	 δειγμάτων	 ΤΙ	 vs	
TM.	 Α)	 Σφάλμα	 Out-of-Bag	 σε	 σχέση	 με	 τον	
αριθμό	 των	 γονιδίων	που	 χρησιμοποιούνται	από	
τον	 αλγόριθμο.	 Η	 βέλτιστη	 τιμή	 ποσοστού	
σφάλματος	 επιτυγχάνεται	 με	 τη	 χρήση	 4	
γονιδίων.	 Β)	 Η	 σημαντικότητα	 των	 γονιδίων	 στα	
δεδομένα	 με	 πραγματικές	 ετικέτες	 δεν	 είναι	
μεγαλύτερη	 σε	 σχέση	 με	 τις	 επαναλήψεις	 με	
τυχαία	 διανεμημένες	 ετικέτες	 κλάσεων	 στα	
δείγματα.	 Γ)	 Πιθανότητα	 Out-of-Bag	 των	
δειγμάτων	 να	 ανήκουν	 στην	 κλάση	 ΤΙ.	 Δ)	
Πιθανότητα	 Out-of-Bag	 των	 δειγμάτων	 να	
ανήκουν	στην	κλάση	ΤΜ.	E)	Πιθανότητα	επιλογής	
των	 20	 (μπλε)	 ή	 100	 (κόκκινο)	 πιο	 σημαντικών	
γονιδίων.	
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Σύγκριση 12: TI vs TM – Μόνο αρσενικά δείγµατα 

	

 

            
Το ποσοστό σφάλµατος της ταξινόµησης των αρσενικών ΤΙ vs TM δειγµάτων (Εικόνα 

19) ήταν 55,63% ενώ το τυχαίο σφάλµα είναι 46,67%. Τα επιλεγµένα γονίδια είναι 14: 

PPP1R14C, LINC00936, MIR7113, LINC00883, LYNX1, MFSD4, MCM8, TLE3, CDC42EP2, 

ANO10, CIART, ALKBH7, KMO, FABP4. 

 

Εικόνα	 19.	 Σύγκριση	 αρσενικών	 δειγμάτων	 ΤΙ	 vs	
TM.	Α)	Σφάλμα	Out-of-Bag	σε	σχέση	με	τον	αριθμό	
των	 γονιδίων	 που	 χρησιμοποιούνται	 από	 τον	
αλγόριθμο.	Η	βέλτιστη	 τιμή	ποσοστού	σφάλματος	
επιτυγχάνεται	 με	 τη	 χρήση	 14	 γονιδίων.	 Β)	 Η	
σημαντικότητα	 των	 γονιδίων	 στα	 δεδομένα	 με	
πραγματικές	 ετικέτες	 δεν	 είναι	 μεγαλύτερη	 σε	
σχέση	με	τις	επαναλήψεις	με	τυχαία	διανεμημένες	
ετικέτες	 κλάσεων	 στα	 δείγματα.	 Γ)	 Πιθανότητα	
Out-of-Bag	των	δειγμάτων	να	ανήκουν	στην	κλάση	
ΤΙ.	 Δ)	 Πιθανότητα	 Out-of-Bag	 των	 δειγμάτων	 να	
ανήκουν	 στην	 κλάση	 ΤΜ.	 E)	 Πιθανότητα	 επιλογής	
των	 20	 (μπλε)	 ή	 100	 (κόκκινο)	 πιο	 σημαντικών	
γονιδίων. 
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Σύγκριση 13: Θηλυκά vs Αρσενικά – Υγιή Δείγµατα 
	

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Στη σύγκριση υγιών θηλυκών vs αρσενικών δειγµάτων (Εικόνα 20) το ποσοστό 

σφάλµατος ήταν 56,57%. Το ποσοστό σφάλµατος µε τυχαία ταξινόµηση είναι 47,06%. Τα 3 

γονίδια που επέλεξε ο αλγόριθµος είναι: SGMS1-AS1, SCML1, LOC100507462. 

 

Εικόνα	20.	Σύγκριση	υγιών	θηλυκών	vs	αρσενικών	
δειγμάτων.	Α)	Σφάλμα	Out-of-Bag	σε	σχέση	με	τον	
αριθμό	 των	 γονιδίων	 που	 χρησιμοποιούνται	 από	
τον	 αλγόριθμο.	 Η	 βέλτιστη	 τιμή	 ποσοστού	
σφάλματος	επιτυγχάνεται	με	τη	χρήση	3	γονιδίων.	
Β)	Η	σημαντικότητα	των	γονιδίων	στα	δεδομένα	με	
πραγματικές	 ετικέτες	 δεν	 είναι	 μεγαλύτερη	 σε	
σχέση	με	τις	επαναλήψεις	με	τυχαία	διανεμημένες	
ετικέτες	 κλάσεων	 στα	 δείγματα.	 Γ)	 Πιθανότητα	
Out-of-Bag	των	δειγμάτων	να	ανήκουν	στην	κλάση	
των	 θηλυκών	 ατόμων.	 Δ)	 Πιθανότητα	 Out-of-Bag	
των	 δειγμάτων	 να	 ανήκουν	 στην	 κλάση	 των	
αρσενικών	ατόμων.	E)	Πιθανότητα	επιλογής	των	20	
(μπλε)	ή	100	(κόκκινο)	πιο	σημαντικών	γονιδίων. 
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Σύγκριση 14: Θηλυκά vs Αρσενικά – TI Δείγµατα 

 

              
Η ταξινόµηση των δειγµάτων ΤΙ σε αρσενικά και θηλυκά (Εικόνα 21) είχε ποσοστό 

σφάλµατος 33,13% ενώ το ποσοστό σφάλµατος µε τυχαία ταξινόµηση είναι 43,75%. Τα 

επιλεγµένα γονίδια είναι 4: CA5BP1, ZCRB1, FBXO22, PDHX. 

 

Εικόνα	 21.	 Σύγκριση	 TI	 θηλυκών	 vs	 αρσενικών	
δειγμάτων.	Α)	Σφάλμα	Out-of-Bag	σε	σχέση	με	τον	
αριθμό	 των	 γονιδίων	 που	 χρησιμοποιούνται	 από	
τον	 αλγόριθμο.	 Η	 βέλτιστη	 τιμή	 ποσοστού	
σφάλματος	επιτυγχάνεται	με	τη	χρήση	4	γονιδίων.	
Β)	Η	σημαντικότητα	των	γονιδίων	στα	δεδομένα	με	
πραγματικές	 ετικέτες	 είναι	 ελαφρώς	 μεγαλύτερη	
σε	σχέση	με	την	πλειοψηφία	των	επαναλήψεων	με	
τυχαία	 διανεμημένες	 ετικέτες	 κλάσεων	 στα	
δείγματα.	 Γ)	 Πιθανότητα	 Out-of-Bag	 των	
δειγμάτων	 να	 ανήκουν	 στην	 κλάση	 των	 θηλυκών	
ατόμων.	Δ)	Πιθανότητα	Out-of-Bag	των	δειγμάτων	
να	ανήκουν	στην	κλάση	των	αρσενικών	ατόμων.	E)	
Πιθανότητα	επιλογής	των	20	(μπλε)	ή	100	(κόκκινο)	
πιο	σημαντικών	γονιδίων. 
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Σύγκριση 15: Θηλυκά vs Αρσενικά – TM Δείγµατα 

	

 

             
Η σύγκριση ΤΜ θηλυκών vs αρσενικών δειγµάτων (Εικόνα 22) είχε ποσοστό 

σφάλµατος 51,74% ενώ το ποσοστό σφάλµατος µε τυχαία ταξινόµηση είναι 50%. Τα 

επιλεγµένα γονίδια είναι 2: EIF1AX, TBC1D16. 

Τα αποτελέσµατα όλων των συγκρίσεων συνοψίζονται στον Πίνακα 1. 

 

Εικόνα	 22.	 Σύγκριση	 TM	 Θηλυκών	 vs	 Αρσενικών	
δειγμάτων.	Α)	Σφάλμα	Out-of-Bag	σε	σχέση	με	τον	
αριθμό	 των	 γονιδίων	 που	 χρησιμοποιούνται	 από	
τον	 αλγόριθμο.	 Η	 βέλτιστη	 τιμή	 ποσοστού	
σφάλματος	επιτυγχάνεται	με	τη	χρήση	2	γονιδίων.	
Β)	Η	σημαντικότητα	των	γονιδίων	στα	δεδομένα	με	
πραγματικές	 ετικέτες	 είναι	 στα	 ίδια	 επίπεδα	 σε	
σχέση	με	τις	επαναλήψεις	με	τυχαία	διανεμημένες	
ετικέτες	 κλάσεων	 στα	 δείγματα.	 Γ)	 Πιθανότητα	
Out-of-Bag	των	δειγμάτων	να	ανήκουν	στην	κλάση	
των	 θηλυκών	 ατόμων.	 Δ)	 Πιθανότητα	 Out-of-Bag	
των	 δειγμάτων	 να	 ανήκουν	 στην	 κλάση	 των	
αρσενικών	ατόμων.	E)	Πιθανότητα	επιλογής	των	20	
(μπλε)	ή	100	(κόκκινο)	πιο	σημαντικών	γονιδίων. 
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Σύγκριση Σφάλµα 

Bootstrap 

Τυχαίο 

Σφάλµα 

Γονίδια µε φθίνουσα σειρά 

σηµαντικότητας 

H vs TI vs TM – Όλα 36,89% 65,31% 34 γονίδια: TRIB3, ADM2, ASS1, GPT2, DEXI, 

PHGDH, ATF5, TERF2, PACSIN2, SHMT2, MOK, 

MIOX, FAM129A, TNFRSF11A, BRD2, 

C17orf107, AGA, CCDC169, WARS, PLIN2, 

SNAP47, CLDN7, FAM83A, ATP6V1E2, TUBG2, 

LOC653513, OPLAH, CYGB, FBXO22, TMPPE, 

GRTP1, ZNF609, ID1, FDXACB1 
H vs TI vs TM – 

Θηλυκά 

46,57% 65,39% 4 γονίδια: FAM83A, MIOX, ASS1, TRIB3 

H vs TI vs TM – 

Αρσενικά 

56,08% 65,22% 22 γονίδια: LOC100507634, CYGB, IL10RA, 

ATF5, TRIB3, TERF2, MOK, ADM2, PPP1R14C, 

WARS, LINC00936, LINC00883, TBCB, MOCOS, 

GPX4, GPT2, WDR25, FAM129A, SFXN1, 

RPL23AP53, KMO, SERPINE2 
H vs TI – Όλα 24,00% 48,49% 3 γονίδια: ADM2, DEXI, ASS1 

H vs TI – Θηλυκά 41,61% 50,00% 3 γονίδια: ASS1, ADM2, TCAF2 

H vs TI – Αρσενικά 28,11% 46,67% 2 γονίδια: ZCRB1, VIMP 

H vs TM – Όλα 15,49% 48,49% 7 γονίδια: ADM2, GPT2, TRIB3, PHGDH, 

PACSIN2, WARS, GRTP1 

H vs TM – Θηλυκά 25,77% 47,06% 2 γονίδια: THEMIS2, FAM83A 

H vs TM – Αρσενικά 32,16% 50% 3 γονίδια: CYGB, LOC100507634, SNAP47 

 

TI vs TM – Όλα 50,34% 50% 9 γονίδια: LINC00883, FBXO22, PHLDA3, 

FASTKD2, CCDC169, BRD2, KMO, PACSIN2, 

LOC101928034 

TI vs TM – Θηλυκά 50,16% 47,06% 3 γονίδια: FAM210A, SBF2-AS1, ZHX2 

TI vs TM – Αρσενικά 55,63% 46,67% 14 γονίδια: PPP1R14C, LINC00936, MIR7113, 

LINC00883, LYNX1, MFSD4, MCM8, TLE3, 

CDC42EP2, ANO10, CIART, ALKBH7, KMO, 

FABP4 

Θηλυκά vs Αρσενικά 

– H 

56,57% 47,06% 3 γονίδια: SGMS1-AS1, SCML1, LOC100507462 

Θηλυκά vs Αρσενικά 

– TI 

33,13% 43,75% 4 γονίδια: CA5BP1, ZCRB1, FBXO22, PDHX 

Θηλυκά vs Αρσενικά 

– TM 

51,74% 50% 2 γονίδια: EIF1AX, TBC1D16 

Πίνακας	1.	Σύνοψη	των	αποτελεσμάτων	των	συγκρίσεων	με	το	εργαλείο	GeneSrF. 
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Δ. Συζήτηση 
 

Η β-θαλασσαιµία είναι ένα και σοβαρό κληρονοµικό νόσηµα παγκοσµίως, αλλά και 

στη χώρα µας. Είναι µονογονιδιακή νόσος και έχει αυτοσωµική υπολειπόµενη κληρονόµηση. 

Τα άτοµα µε θαλασσαιµία έχουν µειωµένη έως µηδενική παραγωγή σφαιρινών και 

παρουσιάζουν σοβαρές παθολογικές επιπλοκές. Η αντιµετώπισή της γίνεται µε µεταγγίσεις 

και αποσιδήρωση, µεταµόσχευση µυελού και συµπτωµατική αντιµετώπιση των επιπλοκών. 

Η διάκριση µεταξύ της µείζονος και της ενδιάµεσης µορφής µε µοριακό τρόπο είναι 

σηµαντική για την αποφυγή των µη απαραίτητων µεταγγίσεων και των επακόλουθων 

επιπλοκών στα άτοµα µε ενδιάµεσο φαινότυπο και την έγκαιρη έναρξη των µεταγγίσεων σε 

άτοµα µε µείζων θαλασσαιµία.  

Για την εύρεση προβλεπτικών βιοδεικτών έχει αποτελέσει δηµοφιλή επιλογή η 

αλληλούχιση του µεταγραφώµατος (van Rensburg and Loxton, 2015; Akond et al., 2018; van 

Rheenen et al., 2018) και στη συνέχεια η επεξεργασία των δεδοµένων µε µεθόδους 

µηχανικής µάθησης (Grissa et al., 2016; Mamoshina et al., 2018; Vafaee et al., 2018). Η 

µέθοδος µηχανικής µάθησης που επιλέχθηκε στην παρούσα Εργασία, «Τυχαίο Δάσος», είναι 

από τις πλέον χρησιµοποιούµενες για την επιλογή βιοδεικτών και για ταξινόµηση των 

ασθενών σε φαινοτυπικές κατηγορίες (Valdes et al., 2016; Lee, 2017).  

Στις συγκρίσεις της παρούσας εργασίας, δείκτης της αξιοπιστίας πρόβλεψης ενός 

εκπαιδευµένου µοντέλου είναι το ποσοστό σφάλµατος µε τη µέθοδο Bootstrap σε σχέση µε 

το ποσοστό τυχαίας πρόβλεψης. Δείκτη της εµπιστοσύνης στην επιλογή των µεταβλητών 

αποτέλεσε η συχνότητα εµφάνισης µιας µεταβλητής ως σηµαντικού χαρακτηριστικού στις 

επαναλήψεις του αλγορίθµου. Από τα ποσοστά σφάλµατος των συγκρίσεων υγιών ατόµων 

σε σχέση µε τους ασθενείς ΤΙ και σε σχέση µε τους ασθενείς ΤΜ φαίνεται πως τα δεδοµένα 

διαφορικής έκφρασης αυξάνουν την αξιοπιστία της πρόβλεψης, αφού τα αντίστοιχα ποσοστά 

σφάλµατος µε τυχαία πρόβλεψη είναι πολύ µεγαλύτερα σε όλες τις συγκρίσεις (Εικόνα 23). 

Ειδικά στη σύγκριση H vs TM µε όλα τα δείγµατα παρατηρείται η µεγαλύτερη βελτίωση 

αξιοπιστίας µε το ποσοστό σφάλµατος να είναι 15,49% ενώ το ποσοστό σφάλµατος µε 

τυχαία ταξινόµηση είναι 48,49%. Στις συγκρίσεις µεταξύ των ασθενών ΤΙ και ΤΜ, τα 

ποσοστά σφάλµατος (50.34% - όλα τα δείγµατα, 50.16% - θηλυκά, 55.63% - αρσενικά) ήταν 

σε λίγο µεγαλύτερα επίπεδα από ότι το σφάλµα της τυχαίας πρόβλεψης (50%, 47.06%, 

46.67%, αντίστοιχα). Άρα ο αλγόριθµος δε µπόρεσε να διακρίνει αν ένα δείγµα είναι ΤΙ ή 

ΤΜ χρησιµοποιώντας τα δεδοµένα που του παρείχαµε. Συνεπώς, τα επιλεγµένα γονίδια στις 

συγκρίσεις αυτές δεν είναι αξιόπιστα για χρήση ως βιοδείκτες κατηγοριοποίησης µεταξύ των 
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ΤΙ και ΤΜ ασθενών. Τα αποτελέσµατα 

συµφωνούν µε τα δεδοµένα από τις 

αναλύσεις διαφορικής έκφρασης, καθώς 

στην ανάλυση µεταξύ των δειγµάτων 

ΤΜ και ΤΙ δεν είχε προσδιοριστεί 

κανένα στατιστικώς σηµαντικό 

αποτέλεσµα. 

 

Συνοψίζοντας, η προσπάθεια 

ταξινόµησης των δειγµάτων είχε 

επιτυχία στις συγκρίσεις µεταξύ των 

δειγµάτων ΤΜ και Η, ενώ βελτιωµένη 

αξιοπιστία πρόβλεψης είχαν και οι 

συγκρίσεις ΤΙ vs H δειγµάτων. 

Αναγνωρίστηκαν επίσης γονίδια, όπως 

τα ADM2, ASS1, PHGDH κ.α. τα οποία 

θα µελετηθούν περαιτέρω πειραµατικά. 

Στις συγκρίσεις µεταξύ ΤΙ και ΤΜ 

δειγµάτων η διάκριση των δειγµάτων δεν 

ήταν εφικτή µε τη χρήση των 

συγκεκριµένων δεδοµένων γονιδιακής 

έκφρασης. Ένας πιθανός λόγος είναι ο 

µικρός αριθµός δείγµατος (49) που 

χρησιµοποιήθηκε στην Εργασία. Επίσης, οι καταστάσεις ΤΙ και ΤΜ ίσως αποτελούν µέρος 

ενός ευρέους φαινοτυπικού φάσµατος και να µην είναι διακριτές. Σε µελλοντικές µελέτες µε 

αυξηµένο αριθµό δειγµάτων και µε την ενσωµάτωση πρωτεοµικών δεδοµένων, τα οποία 

σχετίζονται πιο άµεσα µε τον φαινότυπο, η ταξινόµηση των δειγµάτων µέσω του αλγορίθµου 

και η επιλογή υποψήφιων γονιδίων-βιοδεικτών θα έχει µεγαλύτερη αξιοπιστία. 

 

 
 

 

Εικόνα	 23.	 Διαγράμματα	 ποσοστών	 σφάλματος.	 Στα	
διαγράμματα	 συγκρίνονται	 το	 ποσοστό	 σφάλματος	
πρόβλεψης	 της	 κλάσης	 των	 δειγμάτων	 (υπολογισμένο	 με	 τη	
μέθοδο	 Bootstrap)	 έναντι	 του	 ποσοστού	 σφάλματος	 με	
τυχαία	πρόβλεψη.	Ποσοστά	σφάλματος	σε	συγκρίσεις	με:	Α)	
Όλα	τα	δείγματα,	Β)	Θηλυκά	δείγματα,	Γ)	Αρσενικά	δείγματα.	
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Ε. ΠΕΡΙΛΗΨΗ – ABSTRACT 
 

Η β-θαλασσαιµία είναι µια αιµοσφαιρινοπάθεια στην οποία παρατηρείται 

αναποτελεσµατική ερυθροποίηση. Χαρακτηρίζεται από µεγάλο αριθµό µεταλλάξεων του 

γονιδίου της β-σφαιρίνης, οι οποίες µειώνουν τη σύνθεσή της. Ο φαινότυπος που 

παρουσιάζει η ασθένεια µπορεί να είναι ασυµπτωµατικός, ενδιάµεσος (Thalassaemia 

Intermedia, TI) ή µείζων (Thalassaemia Major, TM) µε διαφορετική θεραπευτική 

αντιµετώπιση (µεταγγίσεις αίµατος, αποσιδήρωση και µεταµόσχευση µυελού). Η έγκαιρη 

κατηγοριοποίηση των ασθενών ως TI ή TM είναι σηµαντική στην κλινική πράξη για την 

αποφυγή των µη απαραίτητων µεταγγίσεων και των επακόλουθων επιπλοκών τους στα 

άτοµα µε ενδιάµεσο φαινότυπο και την έγκαιρη έναρξη των µεταγγίσεων σε άτοµα µε µείζων 

θαλασσαιµία. Για το σκοπό αυτό χρησιµοποιήθηκαν δεδοµένα γονιδιακής έκφρασης (RNA-

Seq) 2999 στατιστικώς σηµαντικών διαφορικώς εκφραζόµενων γονιδίων από 49 δείγµατα 

(υγιών ατόµων και ασθενών µε ενδιάµεση και µείζων θαλασσαιµία), τα οποία αναλύθηκαν 

µε το εργαλείο GeneSrF που χρησιµοποιεί τον αλγόριθµο µηχανικής µάθησης “Τυχαίο 

Δάσος”. Το GeneSrF χρησιµοποιήθηκε για την ανακάλυψη γονιδίων που µπορούν να 

χρησιµοποιηθούν ως βιοδείκτες. Τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι η εκπαίδευση του αλγορίθµου 

για τη διάκριση µεταξύ ασθενών και υγιών (Η) ατόµων οδηγεί σε µεγάλη αξιοπιστία στη 

διάκριση µεταξύ H & TI και µεγαλύτερη αξιοπιστία στη διάκριση µεταξύ H & TM ατόµων. 

Ωστόσο, η διάκριση µεταξύ των δειγµάτων ΤΙ και ΤΜ δεν ήταν εφικτή. Τέλος, η παρούσα 

εργασία εντόπισε γονίδια που θα ελέγχουν πειραµατικά και πιθανώς να συνεισφέρει 

µελλοντικά στον προσδιορισµό βιοδεικτών για την αποτελεσµατική κατηγοριοποίηση των 

θαλασσαιµικών ασθενών. 

 

β-Thalassaemia is a hemoglobinopathy characterized by ineffective erythropoiesis. A large 

number of mutations has been identified in the β-globin gene, resulting in reduced production 

of β-globin. The phenotype of a person with β-Thalassaemia can be asymptomatic, 

intermediate (Thalassaemia Intermedia – TI) or severe (Thalassaemia Major – TM). Each 

phenotype requires different therapeutic management (such as blood transfusion, iron 

chelation or bone marrow transplantation). Identification of molecular biomarkers for patient 

stratification is necessary to guide therapeutic decisions in clinical practice. In this study, 

gene expression data (RNA-Seq) from 2999 statistically significant differentially expressed 

genes from 49 individuals (Healthy, TI and TM) have been used to train a Random Forest 

machine learning tool named GeneSrf, to identify genes that distinguish different groups and 
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might be used  as biomarkers for patient stratification in thalassaemia. Our results show that 

RNA-Seq data does increase the success rate of the predictive model generated by the 

Random Forest algorithm to stratify TM vs H and TI vs H patients. However, stratification of 

TM vs TI patients was not possible. This study has identified genes that will be further 

experimentally validated and might be useful as biomarkers for efficient β-thalassaemia 

patient stratification.  
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